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Effect of zw”/fl-topolin on the growth and development of
Pelargonium x hortorum shoots in vitro

Summary

The influence of BAP (0.1; 0.5 mg 1') and meto-topolin (mT) (0.2; 1.0 mg | *)
added alone or together with IBA (0.02 mg M)i on the growth and development
of shoot tips and axillary buds ofP. x hortorum ‘Bargpalais’ isolated in April and
July was compared. The explants taken in April had higher regeneration ability.
Both cytokinin stimulated growth of buds, but shoots of good quality (without
deformation and vitrification symptoms) were noted on the medium supple-
mented with mT (0.4 mg | ')- Application of mT (1.0 mg | ') in the multiplication
stage resulted in better shoots quality as well as more effective shoots forma-
tion (4.8-7.1, depending on subculture) compared to BAP. The observation of
4 subsequent subcultures after initiation of cultures showed that the quality of
shoots P. x hortorum grown in the presence of BAP decreased with time.
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1. Wstep

W zwigzku z wystepowaniem na pelargonii wielu choréb po-
wodowanych przez wirusy (1) i bakterie, a gtdwnie Xanthomonas
hortorum pv. pelargonii (2) od wielu lat istnieje duze zaintereso-
wanie rozmnazaniem pelargonii in vitro z przeznaczeniem na su-
perelitarne mateczniki, bedace zrédlem sadzonek do produkciji
towarowe.
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Rozwd0j metod rozmnazania pelargonii in vitro nastepowat powoli ze wzgledu na
specyficzne wymagania poszczegoélnych gatunkéw i odmian co do sktadu mineralne-
go i organicznego pozywki oraz regulatoréw wzrostu. Mimo ze uzyskano regenera-
cje peddéw z réznych eksplantatow inicjalnych na drodze organogenezy i embrioge-
nezy somatycznej (3-12), zastosowanie technik in vitro w masowej produkciji jest
nadal ograniczone ze wzgledu na niskg przezywalnos$¢ eksplantatow inicjalnych,
staby ich rozwdj, ograniczona liczbe tworzacych sie pedéw katowych oraz gwattow-
ny spadek zdolnos$ci regeneracyjnych zaindukowanych kultur (13).

Celem badan byla optymalizacja warunkéw wzrostu i rozwoju pakéw wierz-
chotkowych i katowych P. x hortorum ‘Bargpalais’ poprzez zastosowanie meta-topoW-
ny (mT), mato znanej pochodnej benzyloadeniny (BAP), ktorej korzystne dziatanie
obserwowano w kulturach Spathiphyllum sp. (14), Magnolia i Coccoloba (15) podczas
ukorzeniania i aklimatyzacji pedéw oraz pelargonii w procesie dtugotrwalego
mnozenia pedoéw (16).

2. Materiat i metody

Materialem dos$wiadczalnym byly paki wierzchotkowe i katowe Pelargonium x
hortorum ‘Bargpalais’ pochodzace z roslin rosngcych w szklarni. Eksplantaty pobiera-
no w kwietniu i lipcu. Paki z fragmentem pedu sterylizowano w 3% roztworze chlo-
raminy T przez 20 minut i plukano w sterylnej wodzie. Po wysuszeniu wyizolowane
paki przenoszono na pozywke Murashige i Skooga (17) zawierajgcg regulatory
wzrostu: BAP (0,2 mg ¥’) lub meto-topolin (0,4 mg f’) badZ cytokininy w potgczeniu
z kwasem indolomastowym (IBA) (0,02 mg 1°). Zastosowanie dwukrotnie wyzszego
stezenia mT w stosunku do BAP wynika z r6znej aktywnosci wymienionych regula-
toréw wzrostu obserwowanej u innych genotypéw (14,15). Kontrole stanowity eks-
plantaty rosngce na pozywce bez regulatoréw wzrostu. Eksplantaty umieszczano
w 50 ml kolbach Erlenmeyera, na pozywce agarowej o pH 5,6. Kultury prowadzono
w fitotronie w warunkach 16-godzinnego o$wietlenia i temperaturze 23-25°C. Po
4 tygodniach okre$lono liczbe eksplantatéw regenerujacych oraz ich rozwdj. Na-
stepnie zaindukowane pedy przenoszono na pozywke namnazajaca uzupetniong
BAP w stezeniu 0,5 mg f' lub mT w stezeniu 1,0 mg | ¥ Optymalne stezenia cytoki-
nin okreslono na podstawie wynikoéw wczesniejszego dos$wiadczenia (16). Pedy pa-
sazowano co 3 tygodnie. Obserwacje dotyczace liczby i dlugosci pedéw oraz liczby
lisci obejmowaly 4 kolejne pasaze. Wyniki opracowano statystycznie metoda anali-
zy wariancji. Do oceny istotnosci réznic miedzy Srednimi uzyto testu t-Duncana
przy poziomie 5%.
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3. Wyniki i dyskusja

z danych literaturowych wynika, ze u wielu genotypow pelargonii obserwowano
zwykle regeneracje posrednia, z udzialem tkanki kalusowej (8,18-20). W badaniach
wlasnych zainicjowanie kultur P. x hortorum ‘Bargpalais’ uzyskano natomiast po-
przez wzrost i rozw6éj pakow wierzchotkowych i katowych. Efektywnos¢ tego proce-
su w duzym stopniu zalezala od terminu izolacji. Zdecydowanie wyzszym poten-
cjatem regeneracyjnym odznaczaly sie eksplantaty pobierane w kwietniu (rys. 1,
tab. 1). Podobne wyniki uzyskali Corneanu i Corneanu (21) u P. zonale i P. grandiflorum,
ktérzy izolowali paki w marcu, kwietniu i grudniu. Stabszy wzrost pakéw pobiera-
nych w lipcLi, a gtéwnie pakdéw katowych byt przede wszystkim zwigzany z inten-
sywnie tworzacymi sie substancjami fenolowymi, ktére prowadzity do zamierania
eksplantatéw. W przypadku izolacji w kwietniu, w doSwiadczeniu nie obserwowano
istotnych réznic we wzroscie i rozwoju pakéw katowych i wierzchotkowych. Wsréd
pakoéw izolowanych w lipcu lepszy rozwdj wykazywaly paki wierzchotkowe, ktére
u pelargonii uwazane sg za najbardziej aktywne w procesie organogenezy i rowno-
czesnie stanowiag najlepsze zrédio eksplantatéw w przypadku uwalniania roslin od
choréb bakteryjnych i wirusowych (20,21).

Najwiekszy wplyw na zainicjowanie kultur P. x hortorum ‘Barpalais’ i dalszy ich
rozwoj mialy jednak regulatory wzrostu. Eksplantaty inicjalne rosnace na pozywce

ps == o
WJN L

kwiecien lipiec
O pak wierzchotkowy pak katowy

Rys. 1. Efektywno$¢ etapu inicjalnego kultur Pelargonium x hortorum ‘Bargpalais’ w zaleznosci od sto-
sowanych eksplantatéw inicjalnych i terminu izolaciji.
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Fot. 1. Paki (A - katowy, B - wierzchotkowy) po 4 tygodniach wzrostu na pozywce inicjalnej uzu-
petnionej ré6znymi regulatorami wzrostu, kolejno od lewej: kontrola (bez regulatoréw wzrostu), BAP,
BAP-HBA, mT, mT-HBA.

kontrolnej, bez regulatoréw wzrostu, uaktywnialy sie sporadycznie. Natomiast
w obecnosci zaréwno BAP (0,1 mg Kk’). Jak i mT (0,2 mg Kk’), paki wierzchotkowe
i katowe rozpoczynaty wzrost, rozwijajac sie zazwyczaj w pojedynczg rosline
(tab. 1). W poréwnaniu z BAP, zastosowanie mT w stadium inicjalnym korzystnie
wplyneto na jakos¢ peddéw (bez deformacii i szklistosci) i pozwolito na ograniczenie
tworzenia tkanki kalusowej u podstawy pedéw (fot. 1). Zastosowanie mT tgcznie
z IBA (0,02 mg k’) wplyneto stymulujgco na rozwdj pgkdéw bocznych w kulturach
wierzchotkdw pedu, jak réwniez na wzrost pakéw katowych pobieranych w lipcu,
ktére nie wykazywaly zdolnosci regeneracyjnych w obecnosci samej mT oraz na
pozywce z BAP lub BAP+IBA (tab. 1).

Tabela 1

Wplyw regulatoréw wzrostu (mg | ) i terminu izolacji na wzrost i rozw6j pakéw wierzchotkowych (A)
i katowych (B) P. \ hortorum po 4-tygodniowym okresie inkubacji na pozywce inicjalnej

Izolacja - kwiecien Izolacja - lipiec
Regulator liczb dtugos¢ pedé liczb. dtugos¢ pedd
wzrostu leeha UgosC PEEOW. 1 7ha lisci ezha HgOSC PEEOW. . 7ha lisci
pedéw/eksplantat (mm) pedéw/eksplantat (mm)
1 2 3 4 5 6 7
kontrola A 1,0(pak) - - 1,0(pak) - -
B 1,0(pak) - - z* - -
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I 2 3 4 5 6 7

0,2 BA A 1,0 21,7 5,7 15 113 17
B 1,0 15,0 5,0 1,0 (pak) - -

0,2 BAP A 1,0 273 53 - - -
-1-0,02 IBA B 1,0 8,7 3,0 2 - -
0,4 mT A 1,0 35,0 8,5 25 11,4 42
B 1,0 29,7 6,5 2 - _

0,4 mT A 2,3 24,0 4,0 17 14,6 338
-E0,02 IBA B 1,0 233 8,3 1,0 15,0 4,0

* z - eksplantaty zamarte

Korzystny wptyw topoliny byt réwniez obserwowany w etapie hamnazania pe-
déw. W poréwnaniu z BAP, cytokinina ta stymulowata bardziej intensywne powsta-
wanie pedéw bocznych (w zaleznosci od pasazu 4,8-7,1) (tab. 2). Ponadto pedy
rosngce w obecnosci mT odznaczaly sie wysoka jakoscig (intensywnie zielone, o wy-
rownanym wzroscie w zespole namnozonych pedéw, posiadajace mate, dobrze wy-
ksztatcone blaszki liSciowe). Korzystny wptyw topoliny na jako$¢ tworzgcych sie pe-
déw obserwowata réwniez Podwyszynska i in. (15) w kulturach magnolii, aktinidii
i kokoloby. Wieloroslinki pelargonii rosngce na pozywce z BAP cechowat zdecydo-
wanie diuzszy ped gtdwny posiadajgcy duze blaszki lisciowe oraz skrocone pedy
tworzace sie u podstawy pedu gtéwnego, ktore czesto wykazywaly objawy szklisto-
$ci. jakos¢ kultur rosngcych na pozywce z BAP obnizata sie wraz z kolejnym pasa-
zem, czego nie stwierdzono w przypadku zastosowania topoliny.

Tabela 2

Wpityw BAP (0,5 mg 1") i mT (1,0 mg | *) na namnazanie, wzrost i rozwéj pedéw P. \ hortorum przeno-
szonych na $wiezg pozywke w cyklu 3-tygodniowym w kolejnych pasazach (I - IV)

Wsp6tczynnik

Liczba pasazy Regulator wzrostu nantnazania pedéw Diugos¢ pedéw (mm) Liczba lisci na pedzie
| pasaz mT 5,3 bc 189 a 57c¢
BAP 3,7 ab 19,8 a 43 b
1l pasaz mT 71lc¢ 185 a 46 b
BAP 2,6 ab 258 b 34 a
Il pasaz mT 52 b 23,7 ab 48 b
BAP 3,5 ab 21,8 ab 42 b
IV pasaz mT 4,8 a-c 19,0 a 45 b
BAP 22 a 253 b 45 b

W przeprowadzonych doswiadczeniach wykazano wysoka aktywnos¢ mefa-topo-
liny w kulturach P. x hortorum ‘Bargpalais’ zarobwno podczas inicjacji wzrostu jak
i pdzniejszego namnazania peddéw. Zainicjowanie kultur bez udziatu tkanki kaluso-
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wej, jak réwniez uzyskanie wysokiego wspotczynnika rozmnazania pedéw, ktére
nie wykazywaty objawéw starzenia pozwolito uniknaé¢ gtéwnych problemow wyste-
pujacych podczas rozmnazania pelargonii in Wfro. Jednakze w zwigzku ze specyficz-
nymi wymaganiami poszczeg6inych genotypéw co do sktadu pozywki przedstawio-
ne warunki regeneracji powinny by¢ opracowane dla innych gatunkéw i odmian.
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