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The effect of concentration of mineral salts, kind of solidifying agent,
cytokinin and TIBA on adventitious regeneration of apple rootstock

P.59
Summary

The aim ofthis investigation was to establish the conditions for effective re-
generation of adventitious shoots on leaf explants of apple dwarf rootstock
P.59. A three stage procedure was used - the induction on medium containing
thidiazuron (TDZ) and a-naphtalene acetic acid (NAA) for two weeks, then the
regeneration on medium supplemented with 6-benzylaminopurine (BAP) and
NAA and growth of adventitious shoots on medium with low concentration of
BAP and indole-3-butyric acid (IBA). The youngest leaves from proliferating
shoot cultures were taken as explants for adventitious regeneration. The effect
of MS salt concentration and type of solidifying agent in the induction and re-
generation media, and a type of cytokinin in the induction medium was studied.
It was proved that the regeneration potential was higher when 'z MS salts,
Gelrite and TDZ was used.
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1. Wstep
Wspotczesne programy hodowlane tacza tradycyjng hodowle

z inzynierig genetyczna. Wprowadzenie pozadanych genéw
w procesie transformacji genetycznej do pojedynczych komorek.
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powinno zakonczy¢ sie odtworzeniem z tej komorki catej rosliny w wyniku regene-
racji przybyszowej - organogenezy lub embriogenezy. Czesto mata efektywnosc
regeneracji jest powodem trudno$ci w uzyskaniu roslin transgenicznych. Zdolno$¢
do organogenezy jabtoni jest zalezna od genotypu (1,2) i w wielu przypadkach wy-
maga specyficznych warunkow. Z literatury wynika, ze polecane metody regeneraciji
jabtoni roéznig sie nawet w tak podstawowych czynnikach, jak rodzaj i stezenie soli
mineralnych (3,4), rodzaj cytokininy (2,5,6) oraz rodzaj czynnika zestalajgcego (5,7,8).
Nasze doswiadczenia nad regeneracjag podktadek jabtoni rozpoczeto od podktadki
modelowej - M.26, ktéra tworzyta bardzo wiele pedéw w szerokim zakresie wa-
runkéw chemicznych. Takiej cechy nie posiadaja podkitadki wegetatywne polskiej
hodowli, dla ktérych nalezy wyselekcjonowaé specyficzne warunki. W tej pracy
przedstawiono wyniki doswiadczen nad regeneracjg podkfadki P.59, w ktorych ba-
dano wplyw stezenia soli mineralnych, rodzaju cytokininy, rodzaju czynnika zesta-
lajacego, a takze kwasu trijodobenzoesowego (TIBA), ktéry w naszych doswiadcze-
niach znaczgco wydtuzat okres zdolnosci do regeneracji rozy (9).

2. Materia! i metody

Eksplantaty do regeneracji - najmiodsze, ale w petni rozwiniete liscie z pedow
rosngcych przez 4 tygodnie na pozywce do namnazania, odrywano od todyg i wy-
ktadano na pozywke indukcyjna, na ktorej przebywaly 14 dni (przez pierwsze 5 dni
w ciemnosci), a nastepnie przenoszono je na pozywke regeneracyjng. Liscie nacina-
no poprzecznie przez nerw gtdbwny w odstepach co 2-3 mm i wykiadano dolng
strong do pozywki. Regeneracje prowadzono przy oswietleniu Swiattem rozproszo-
nym o natezeniu ok. 20 pmoli m™ sech Po 2 tygodniach wycinano pedy o dtugosci
od 2 do 5 mm, a pozostate eksplantaty inicjalne przektadano na Swieza pozywke re-
generacyjna. Taka procedure powtOrzono jeszcze raz po 4 tygodniach. Wyciete
pedy umieszczano na pozywce wzrostowej, a nastepnie na pozywce do ukorzenia-
nia. Skltad podstawowy pozywek podano w tabeli 1.

Badano wplyw na regeneracje stezenia soli mineralnych - MS i 72 MS, rodzaju
cytokininy - tidiazuron (TDZ) 0,5 mg 1' i 6-benzyloaminopuryny (BAP) 5 mg 1’ oraz
rodzaju czynnika zestalajgcego (agar Bacto 8 g ¥ i Gelrite 3,2 g T ) w pozywkach in-
dukcyjnych. Uktad doswiadczenia podano w tabeli 2. Drugie do$wiadczenie w takim
samym uktadzie wykonano przy dodatku 5 mg 1" TIBA do pozywki regeneracyjnej.
Pozywki regeneracyjne mialy takie samo stezenie soli mineralnych i rodzaj czynnika
zestalajgcego, jak pozywki indukcyjne. Wszystkie pozywki indukcyjne zawieraty
I mg ¥ kwasu naftylo-1-octowego (NAA), a wszystkie regeneracyjne 2 mg BAP
i 0,01 mg 1" NAA.
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Tabela 1

Sktad podstawowy pozywek stosowanych w dos$wiadczeniach

Przeznaczenie pozywki

Sktad pozywki
dla kultur matecznikowych indukcyjna regeneracyjna wzrostowa  do ukorzeniania
sole mineralne MS (10) MS lub 72 MS MS lub 2 MS MS 12 MS
witaminy WPM (11) WPM WPM WPM VCPM
sacharoza (g H) 30 30 30 30 30
czynnik zestalajacy (g | 9) Bacto 8 Bacto 8 lub  Bacto 8 lub Bacto 8 bioMerieux 7
Geirite 3,2 Geirite 3,2
cytokinina (mg | %) BAP | TDZ 0,5 lub BAP 2 BAP 1 -
BAP 5

auksyna (mg H) I.AA 0,2 NAA { NAA 0,01 IM 0,2 IBA 1
arginina (mg H) - - - - 200
florogliicyna (mg 1) - - - - 80

Tabela 2
Czynniki zmienne w pozywkach indukcyjnych
Badane czynniki
Oznaczenie pozywki
sole mineralne czynnik zestalajacy cytokinina
A 2 MS Bacto 8 g M TDZ 0,5 mg |>
B ‘2 MS Bacto 8 g H BAP 5 mg |’
C 12 MS Geirite 3,2 g |* TDZ 0,5 mg M
D 12 MS Geirite 3,2 g H BAP 5 mg |>
E MS Bacto 8 g H TDZ 0,5 mg I-l
F MS Bacto 8 g M BAP 5 mg I-l
G MS Geirite 3,2 g | TDZ 0,5 mg Il
1 MS Geirite 3,2 g H BAP 5 mg Il

W kombinacji doswiadczalnej bylo 5-12 szalek, a na kazdej 8-10 lisci. Doswiad-
czenia wykonano dwukrotnie. Wyniki poddano analizie wariancji w uktadzie 1-czyn-
nikowym, oddzielnie dla trzech pasazy.

3. Wyniki

Pierwszymi widocznymi objawami bylo powiekszanie sie lisci i pokrywanie po-
wierzchni ciecia subtelng warstwa kalusa. Zaczatki pedéw powstawaly na po-
wierzchni ciecia, przede wszystkim w poblizu gtéwnego nerwu lisciowego. W kaz-
dym z trzech pasazy wyrazny byt wptyw czynnikéw gtéwnych i brak wspétdziatania
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NIR = 14 NIR = 24 NIR = 22
100

O Pozywka A [ Pozywka B [ Pozywka C [ Pozywka D
D3 Pozywka E K Pozywka F ™ Pozywka G H Pozywka H

Rys. la. Wplyw stezenia soli MS, rodzaju czynnika zestalajagcego i rodzaju cytokininy w pozywce in-

dukcyjnej na procent regenerujacych eksplantatéw podktadki Jabtoni P.59. Pozywka regeneracyjna bez
dodatku TIBA.

NIR = 14 NIR = 20 NIR = 20

0O Pozywka A [ Pozywka B [0 Pozywka C  El Pozywka D
H Pozywka E H Pozywka F ~ Pozywka G H Pozywka H

Rys. Ib. Wplyw stezenia soli MS, rodzaju czynnika zestalajgcego i rodzaju cytokininy w pozywce in-

dukcyjnej na procent regenerujgcych eksplantatéw podktadki Jabtoni P.59. Pozywka regeneracyjna z do-
datkiem 5 m ' TIBA.
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NIR = 0,6 =06 NIR=15

Rys. 2a. Wplyw stezenia soli MS, rodzaju czynnika zestalajacego i rodzaju cytokininy w pozywce in-
dukcyjnej na liczbe pedéw przybyszowych na jeden eksplantat regenerujacy podktadki jabtoni P.59.
Pozywka regeneracyjna bez dodatku TIBA.

NIR = 0,5 NIR = 0,7 NIR= 1,5

O Pozywka A [ Pozywka B O Pozywka C [0 Pozywka D
H Pozywka E IS Pozywka F M Pozywka G H Pozywka H

Rys. 2b. Wplyw stezenia soli MS, rodzaju czynnika zestalajacego i rodzaju cytokininy w pozywce in-

dukcyjnej na liczbe pedéw przybyszowych na jeden eksplantat regenerujgcy podktadki jabtoni P.59.
Pozywka regeneracyjna z dodatkiem 5 m ' TIBA.
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(rys. 1 i 2). Czynnikiem najwazniejszym dla regeneracji - procentu lisci regene-
rujgcych oraz liczby pedéw przybyszowych na jeden eksplantat regenerujacy, byto
stezenie soli mineralnych. Udziat eksplantatéw regenerujacych byt ponad dwa razy
wyzszy przy stezeniu Vi MS niz przy petnej dawce soli MS, zar6wno przy obecnosci
TIBA jak i bez (tab. 3). Takze wartosci liczby pedéw przybyszowych na jeden eks-
plantat regenerujacy byly istotnie wyzsze w kombinacjach zawierajgcych /z soli MS.
Podobnie korzystny wptyw na regeneracje miato zastosowanie Gelrite do zestalania
pozywki, w porownania do agaru Bacto. Uzyty w pozywce indukcyjnej TDZ istotnie
zwiekszal wydajnos¢ regeneracji w poréwnaniu do BAP. Optymalna pozywka induk-
cyjna - C, zawierata /z soli MS, Gelrite i TDZ. W tej kombinacji regenerowato w ko-
lejnych pasazach 85, 93 i 92% eksplantatéw bez dodatku TIBA (rys. la) i 85, 80 i 89%
eksplantatbw w obecnosci TIBA (rys. Ib). Tu uzyskano takze najwiecej peddéw
w przeliczeniu na jeden lis¢ regenerujacy (z jednym wyjatkiem). Wartosci te wyno-
sity w kolejnych pasazach 2,2; 2,3 i 5,0 na pozywce bez TIBA (rys. 2a) i 2,2; 1,9 4,6
w obecnosci TIBA (rys. 2b). Dodatek TIBA powodowat skrécenie peddéw i nie
wplywat na udziat lisci regenerujgcych ani liczbe peddw przybyszowych (rys. | i 2,
tab. 3).

Tabela 3

Wptyw czynnikéw gtéwnych na procent regenerujacych pedéw i liczbe pedéw z jednego liscia regene-
rujacego podkitadki jabtoni P.59

(%) lisci regenerujgcych Liczba pedéw na lis¢ regenerujacy
Badane czynniki
TIBA 0 TIBA 5 mg U TIBA 0 TIBA5 mg!*

llos¢ soli mineralnych
‘2 MS 64,7b 65,5b 2,6b 2,5b
MS 29,4a 23,5a I,7a 1,6a
Czynnik zestalajacy
Gelrite 3,2 g 1' 6l,4b 55,5b 2,5b 2,3b
Agar Bacto 8 g M 32,7a 33,4a 1,8a 1,8a
Rodzaj cytokininy
TDZ 0,5 mg M 57,7b 51,3b 2,3b 2,3b
BAP 5 mg 1' 36,4a 37,6a 1,9a 1,9a

4. Dyskusja

Chociaz warunki regeneracji in vitro pedéw przybyszowych zostaly opisane wiele
lat temu (12), to wiadomo, ze majg one zastosowanie przede wszystkim do genoty-
péw modelowych. Wiele czynnikbw moze modyfikowac¢ proces regeneracji (13,14),
w tym rodzaj i stezenie regulatoréw wzrostu, soli mineralnych oraz czynnika zesta-
lajacego. Dla rodzaju Mahis rodling modelowa jest podkiadka jabtoni M. 26, ktéra
bardzo tatwo tworzy zarowno pedy katowe, jak i przybyszowe. W naszych wstep-
nych doswiadczeniach (wyniki nie opublikowane) wykazaliSmy, ze regeneracja
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z eksplantatow M.26 jest mozliwa w szerokim zakresie warunkéw. Wydajnosc¢ in-
nych podkiadek wegetatywnych jest znacznie nizsza.

Wszystkie trzy badane przez nas czynniki modyfikowaly wydajnos¢ regeneracii
podkiadki P.59. Podobnie duzy wptyw mialo obnizenie stezenia soli mineralnych
i uzycie do zestalenia pozywki Gelrite. Zywienie mineralne eksplantatéw ma duze
znaczenie dla kazdego rodzaju kultury - stwierdzono takze jego wptyw na zdol-
nos¢ morfogenetyczng (15). W regeneracji jabtoni najczesciej stosowane byly sole
MS w petnej koncentracji (1,16), z modyfikacjami dotyczgacymi poszczego6lnych soli
(4), ale dobre wyniki uzyskiwano takze na pozywce N6 (17,18). Zdecydowanie lep-
sze wyniki regeneracji gruszy na pozywkach zawierajacych  lub  soli MS, w po-
réwnaniu do pelnej koncentracji soli uzyskali Chevreau i wsp. (3).

Wplyw czynnikéw zestalajacych byt wielokrotnie badany, szczegoélnie w kultu-
rach prowadzonych w celu mikrorozmnazania (19,20). Czynnik zestalajacy decyduje
0 sile osmotycznej pozywki i dostepnosci rozpuszczalnych skladnikéw pozywki,
w tym regulatoréw wzrostu (21). Wraz z nim wnoszone sg poza kontrola do pozyw-
ki sole mineralne i zwigzki organiczne (19,22). Gelrite jest substytutem agaru i zna-
ne sg przyktady jego pozytywnego, jak i negatywnego wptywu na jakos¢ i wydajnosc
kultur roslinnych (23,24). Zastosowany we wlasciwym stezeniu udostepnia lepiej
wode tkankom, a przez to takze zawarte w niej rozpuszczalne sktadniki pozywki.
Znaczenie Gelritu w regeneracji jabtoni podkreslali Pawlicki i Welander (8), de Bondt
I wsp. (5). Szczegdblne znaczenie ma substancja zelujgca w odniesieniu do stezenia
cytokinin w pozywce (25).

TDZ jest znanym czynnikiem stymulujacym regeneracje, szczeg0lnie skutecznym
dla roslin drzewiastych (26). Mechanizm dziatania tego zwigzku w odniesieniu do
regeneracji nie zostal ostatecznie wyjasniony (27). Z licznych doniesien wynika, ze
jego stosowanie powinno by¢ precyzyjne, poniewaz zjawiska towarzyszace uzyciu
tego czynnika, to deformacje i nadmierne uwodnienie. Z tego powodu TDZ powi-
nien by¢ uzywany raczej na etapie indukcji organogenezy niz wlasciwej regeneraciji.
W taki sposéb zostat uzyty z dobrym skutkiem w omawianych tu do$wiadczeniach.

Regeneracja przybyszowa jest uzywana w celu uzyskania nowych genotypow
w wyniku utrwalenia spontanicznych lub indukowanych zmian genetycznych w po-
jedynczych komérkach. Otrzymanie pedu z pojedynczej komorki w ciggu 4 tygodni
raczej nie jest mozliwe, szczegdlnie w warunkach presji selekcyjnej towarzyszacej
transformacji. Dlatego jest wazne, aby opracowa¢ metode, ktéra zapewnia utrzyma-
nie sie potencjalu regeneracyjnego przez diuzszy czas. Zwracali na to uwage m.in.
Rugini i Muganu (4). W literaturze mozna spotka¢ doniesienia dokumentujace diu-
gotrwatg regeneracje, ktdrg oceniano po 8, a nawet wiecej, tygodniach. W tych pra-
cach nie usuwano jednak peddéw wytworzonych na inicjalnych eksplantatach, co
umozliwiato znieksztatcenie wynikdw wydajnosci regeneracji przybyszowej poprzez
rébwnoczesng stymulacje rozkrzewiania. Chevreau i wsp. (3) ograniczyli ocene tylko
do okreslenia procentu regenerujacych eksplantatéw stusznie uwazajac, ze po
4 miesigcach mozna spotkaé¢ w kulturze zaréwno pedy powstate w wyniku niezalez-
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nej regeneracji przybyszowej, jak i rozkrzewiania oryginalnych regenerantow. W tej
pracy, pomimo ze regeneracje prowadzono przez 12 tygodni, problem niepewnosSci
co do pochodzenia pedéw zostat znacznie zredukowany przez ich wycinanie co
4 tygodnie.

Podsumowujgc podane badania mozemy stwierdzi¢, ze zastosowanie sekwencji
pozywek - indukcyjnej i regeneracyjnej, zawierajgcych 72 soli mineralnych MS, wi-
tamin WPM, 30 g h' sacharozy, zestalonych 3,2 g 1' Gelrite z dodatkiem 0,5 mg 1’
TDZ i | mg 1' NAA w czasie indukcji oraz 2 mg 1" BAP i 0,01 mg 1' NAA w czasie re-
generacji moze by¢ polecane do regeneracji przybyszowej karlowej podkiadki
jabtoni P.59.

Autorki sktadajg podziekowania Pani Lucynie Ogoérek za pomoc techniczng oraz Pani mgr Janinie
Zwierz za pomoc przy analizach statystycznych.
Doswiadczenia byly prowadzone w ramach Akcji COST 843 i dofinansowane przez KBN.
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