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The effects of 2,4-D, NAA and picloram on callus induction and so-

matic embryogenesis in ornamental asparagus
Summary

In this study we examined the effect of 2,4-D, NAA and picloram at 1.5, 3.0
and 4.5 mg/l in MS medium on callus induction and somatic embryogenesis in
Asparagus densiflorus cv. Sprengeri and Asparagus plumosus. The callus formation
of both shoot tips and nodal explants from A. densiflorus after 8 weeks of cul-
ture on MS medium supplemented with NAA and picloram (1.5, 3.0 mg/l) was
observed. However, callus on medium containing 2,4-D was occasionally indu-
ced. On medium supplemented with picloram shoot tip explants of Asparagus
plumosus showed callus inducing capacity. After four weeks of callus culture on
hormone-free medium the globular embryos were achieved. On callus induced
NAA organogenesis was observed.
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1. Wstep

Szparag jest czesto wykorzystywanym gatunkiem w badaniach
nad somatyczng embriogenezg. Wiekszos¢ prac dotyczy jednak
szparaga jadalnego Asparagus officinalis L. (1). W literaturze jest
niewiele doniesien dotyczacych indukcji kalusa szparagéw
ozdobnych, cieszacych sie duzg popularnoscia dekoracyjna jako
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tzw. ,zielen cieta”. Zajmowano sie przede wszystkim Asparagus densi/Jorus Jesson
odm. Myriocladus (3) oraz odm. Sprengeri i odm. Meyeri (4,5) w celu poprawienia
wydajnosci i jakosci mikrorozmnazania. W kulturach kalusa A. densifJorus odm. My-
riocladus zaobserwowano struktury zarodkopodobne (3).

Wiadomo, ze za indukcje i wzrost kalusa oraz indukcje somatycznej embrioge-
nezy w kulturach in vitro gtéwnie odpowiedzialne s regulatory wzrostu z grupy
auksyn, stad w badaniach wykorzystane 2,4-D znane i czesto stosowane w tym celu
syntetyczne auksyny: kwas 2,4- dichlorofenoksyoctowy (2,4-D), I<was a-naftylo-1-octowy
(NAA) oraz od niedawna wykorzystywany kwas 4-amino-3,5,6-trichloropikolinowy
(pikloram). Celem badan byto poréwnanie wptywu 2,4-D, NAA i pikloramu na induk-
cje i wzrost kalusa oraz somatyczng embriogeneze w kulturach in vitro Asparagus
densiflorus odm. Sprengeri oraz Asparagus plumosus.

2. Materiat i metody

Eksplanty pobierano z 6-tygodniowych siewek Asparagus densiflorus odm. Spren-
geri oraz Asparagus plumosus uzyskanych w warunkach in vitro. Nasiona skaryfikowa-
no papierem Sciernym, sterylizowano przez 30 sekund w 75% alkoholu etylowym
i 5 minut w 0,2% chlorku rteci HgClz. Po trzykrotnym ptukaniu wodg destylowang
wyktadano je w warunkach sterylnych na pozywke MS zawierajacg 0,01 mg/l bioty-
ny, 1,0 mg/l NAA, 1,0 mg/l kinetyny oraz 30 g/l sacharozy i inkubowano w 26°C
w ciemnosci. Kalus indukowano na eksplantach z pedéw szczytowych siewek oraz
z fragmentéw pedéw z weztem. Kultury inkubowano w 26°C w ciemno$ci na pozyw-
ce wg Murashige i Skooga tzw. MS(2) z dodatkiem 2,4-D, NAA oraz pikloramu w ste-
zeniach 1,5; 3,0 i 4,5 mg/l. Po 8 tygodniach kalus wazono i pasazowano na pozywke
MS pozbawiong hormondéw. Po 4 tygodniach inkubacji sprawdzano obecno$¢ zarod-
kéw. Kazde doswiadczenie wykonano w 5 powtérzeniach. Na wykresach zaznaczo-
no odcinkiem pionowym warto$¢ odchylenia standardowego (SD).

3. Wyniki

Tworzenie kalusa obserwowano na eksplantach z pedéw wierzchotkowych oraz
z fragmentow peddw z weztem z siewek Asparagus densiflorus odm. Sprengeri po
8 tygodniach inkubacji na pozywce MS zawierajgcej N/KA i pikloram w stezeniach
1,5; 3,0 oraz 4,5 mg/l (rys. 1). Kalus byt rowniez indukowany w niewielkim stopniu
na pozywce zawierajgcej 2,4-D. Na pozywce bez hormonu kalus nie tworzyt sie. Bar-
dziej podatne na odréznicowanie okazaly sie eksptanty pobierane z wierzchotkéw
pedow. Eksplanty te z siewek Asparagus plumosus tworzyly kalus tylko na pozywce
z pikloramem (rys. 2).
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Rys. 1. Wptyw 2,4-D, NAA i pikloramu na indukcje kalusa z eksplantatéw wierzchotkowych (A) i frag-
mentéw pedéw z weztem (B) Asparagus densiflorus odm. Sprengeri.
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Rys. 2. Wptyw pikloramu na indukcje kalusa

pikloram, mg/l u Asparagus plumosus.

Proces somatycznej embriogenezy szparagéw ozdobnych mozna wywota¢ inku-
bujac kalus na pozywce MS nie zawierajacej hormonéw. Po 4 tygodniach inkubacji
kalusa otrzymano stadium globularne zarodkéw zaréwno u A. densiflorus odm.
Sprengeri jak i A. plumosus. Somatyczna embriogeneza zostala zaindukowana
u A. densiflorus odm. Sprengeri przez 3,0 i 4,5 mg/l 2,4-D (fot. IA, B), 4,5 mg/l NAA
(fot. 1C) lub 3,0 mg/l pikloramu (fot. ID), natomiast u A. plumosus przez pikloram
w stezeniu 1,5 mg/l (fot. 2A) i 3,0 mg/l (fot. 2B). Kalus indukowany przez N/VA dodat-
kowo wytwarzat pedy i korzenie.
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Fot. 1. Somatyczne zarodki otrzymane w kulturach kalusa zaindukowanych na eksplantach wierz-
chotkowych A. densifJorus na pozywce A - 3,0 mg/l 2,4-D, B - 4,5 mg/l 2,4-D, C - 4,5 mg/l NAA, D -
3,0 mg/l pikloram.

Fot. 2. Somatyczne zarodki otrzymane w kulturach kalusa zaindukowanych na eksplantach wierz-
chotkowych A. plumosus na pozywce A - 1,5 mg/l pikloram, B - 3,0 mg/l pikloram.
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4. Whnioski

1. Wysoka aktywnoscig w indukcji i wzroscie kalusa A. densifJorus odm. Sprengeri
charakteryzowaty sie NAA i pikloram. Natomiast 2,4-D wykazywat znacznie mniejszy
wplyw.

2. Powstawanie kalusa na eksplantach A. plumosus miato miejsce jedynie w obec-
nosci pikloramu.

3. Somatyczng embriogeneze u A. densiflorus odm. Sprengeri mozna zainduko-
wac na pozywce zawierajacej NAA, pikloram lub 2,4-D, natomiast u A. plumosus jedy-
nie na pozywce zawierajgcej pikloram.
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