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Summary

The aim of the work was to determine the influence of the kind of the
explant, of the growth and light regulators on the initiation of the callus cul-
tures of chrysanthemum. For the of the initiation callus cultures some parts of
the inflorescence (ray flowers, flower bottom) and parts of the leaf blade of the
‘Erica’ variety of chrysanthemum were used. The explants placed on the MS me-
dium were supplemented with auxins (1 mg dm'* IAA, IBA, NAA and 2.4D) or
with a combination of auxin NAA (from 1.0 to 5.0 mg + dm-") and cytokinine BAP
(from 0,1 do 2 mg + dm-3). Half of the cultures were carried out in the light of the
intensity of 50 PAR, while the other half was carried out in the dark.

The obtained results showed that in the case of the studied variety of chry-
santhemum both the explants of the leaves and the selected parts of the inflo-
rescence constitute good initial material for induction of callus. A positive ef-
fect of the light on the initiation of the culture, no matter what explant was
used to set it up, was also observed. In the case of the ‘Erica’ variety of chrysan-
themum, the largest weight of the formed callus, no matter what explant was
used, was obtained in the MS medium with cytokinine BAP (2 mg * dm-") and an
auxin NAA (I mg + dm-").
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1. Wstep

Celem badan byto okreslenie optymalnych warunkow induk-
cji kultur kalusowych i doboru odpowiednich eksplantatow pier-
wotnych chryzantemy wielkokwiatowej (Dendranthema grandiflora
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Tzvelev), rodliny o duzym znaczeniu gospodarczym w wiekszosci krajow eurtpej-
skich. Zaciekawienie kulturami kalusowymi wynika z coraz wiekszego zaintereso-
wania producentdw rozmnazaniem roslin poprzez nasiona somatyczne (1-3). M3Zli-
wos$¢ tworzenia zarodkOw somatycznych i regeneracji organdw przybyszov/ych
w kulturach kalusowych, jak sie wydaje, jest jedna z najbardziej obiecujacych metod
biotechnologicznych.

Najtrudniejszg fazg kultur kalusowych jest ich inicjacja i stabilizacja. Na korkowy
efekt kultury sklada sie szereg czynnikéw, z ktérych do najistotniejszych naleza;
sktad pozywki, czas i intensywno$¢ naswietlania oraz wybér rodzaju eksplantatu
pierwotnego (4).

Fragmentami inicjalnymi do zatozenia kultur sg zwykle czesci blaszki lisciowej
(5,6) lub pedu (7,8). Réwnie cennymi eksplantatami, jak sie wydaje, mogga sie sta¢
czesci kwiatostanéw - kwiaty jezyczkowate i dno kwiatowe. W badaniach Tartaki
i in. (3) nad somatyczng embriogeneza u chryzantemy, kultury kalusowe wyprowa-
dzone z czesci kwiatostan6w wykazujg szczegolnie duzg zdolnos¢ do tworzenia za-
rodkéw somatycznych. Praca ta stanowi wstep do badan nad somatyczng embriDge-
nezg chryzantemy. Okre$lono w niej wptyw rodzaju eksplantatu pierwotnego, regu-
latoréw wzrostu i Swiatta na inicjacje kultur kalusowych chryzantemy.

2. Material i metody badan

Materiatem badawczym byla odmiana chryzantemy z grupy GardenMums - ‘Eri-
ca’, o zoktych kwiatostanach. Do zatozenia kultur kalusowych wykorzystano czesci
kwiatostanoéw (kwiaty jezyczkowate i dno kwiatowe) oraz fragmenty blaszki liscio-
wej o wielkosci | cm”. Pobierano je z fragmentow roélin matecznych odkazonych
poprzez plukanie przez 15 minut w wodzie destylowanej, a nastepnie zanurzanie
w 70% alkoholu etylowym na 30 sekund oraz moczenie przez 15 minut w 3,5% roz-
tworze podchlorynu sodu (NaOCI).

Eksplantaty pierwotne wyktadano na pozywki MS (9) uzupetnione auksynami (po
I mg ' dnr™ IAA, IBA, NAA i 2,4D) lub kombinacjg auksyny NAA (1,0 i 5,0 mg * dm™)
i cytokininy BAP (od 0,1 do 2 mg ' dm'"). Na kazdg pozywke wytozono po 60 eks-
plantatéw z kazdej grupy (kwiaty jezyczkowate, dno kwiatowe i fragmenty blaszki
lisSciowej). Potowe kultur prowadzono w Swietle o natezeniu 50 PAR i dtugosci dnia
16 h, potowe w ciemnosci. Etap inicjacji przebiegat w temperaturze 24+1°C. Po
4 tygodniach od zatozenia kultury przeprowadzono obserwacje, okreslajgc mase (g)
i strukture wyksztatconego kalusa. Otrzymane wyniki opracowano statystycznie me-
todg analizy wariancji dla doswiadczenia tréjczynnikowego. Dla oceny réznic mie-
dzy $rednimi zastosowano test Tukeya. Srednie rézniace sie istotnie (przy a = 0,05)
oznaczono w tabeli kolejnymi literami alfabetu.
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Tabela

Srednia masa kalusa (x) wyksztalcona przez rézne eksplantaty w zaleznosci od zastosowanych w do$wiad-
czeniu regulatoréw wzrostu

Warunki Regulatory wzrostu (mg 1 dm 5)
$Swietlne 1,0 1M 101BA 1,0M 10 10NM 1,0 NM 1,0 NM 50 NM 50 NM 50 NM 5.0 NM Srednia
2-4D 0,1 B\P 1,0 BAP 2,0BAP 0,1 B\P 0,2 BAP 1.0 BAP 2.0 BAP
Kwiaty jezyczkowate

kultury 0,00 f 0,00f 0,00f 0,00f 024de 036¢c 09a 019e 036¢ 031 cd 070b 028 a
o$wietlone

kultury 000f 000f O000f 000f 018e 011 e 083a 020e 041 bc 0,33 cd 046 b 0,25 h
nieo$wietlone

X 0,00e 000e 000e 000e 021 d 024cd 087a 020d 039¢ 032c 058b 027¢

Dno kwiatowe

kultury 037d 060c 079¢c 037d 065c¢ 123b 176a 047d 056¢cd 049d 15 b 080 a
o$wietlone

kultury 031d 050c 048c 040cd 052¢ 123b 172a 04l c 062d 024d 152b 072 a
nieo$wietlone

X 034c 055¢ 064c 039¢c 059c 123b 174a 044c 044c 037c 148b 0,74b

Fragmenty blaszki lisciowej

kultury 040 e 065de 0,74d 0,73d 081 d 143b 190a 047¢e 097 cd 1,33 bc 1,60 ab 1,00 a
o$wietlone

kultury 0,38 b 052b 057b 0450 058b 061b 163a 055b 017b 064b 053b 060h
nieo$wietlone

X 039¢ 059¢ 066c 059c¢ 070c 102b 177a 051 c 057c 099b 107h 080a

a,b,c - $rednie oznaczone réznymi literami alfabetu réznig sie istotnie.

3. Wyniki

Na podstawie otrzymanych wynikéw badan mozna stwierdzié, ze fragmenty lisci
naleza u chryzantemy wielkokwiatowej do organdw najtatwiej formujacych kalus
i to niezaleznie od zastosowanej kombinacji regulatoréw wzrostu. Inicjowaty one
dobrze wytwarzanie kalusa na wszystkich typach pozywek, w ciemnosci i na $wietle
(tab.). Natomiast eksplantaty z kwiatéw jezyczkowatych posiadaty takg zdolnos¢ tyl-
ko w obecnosci auksyny NAA i cytokininy BAP.

Tworzenie sie tkanki kalusowej zalezato nie tylko od rodzaju eksplantatu pier-
wotnego chryzantemy uzytego do zatozenia kultury, ale przede wszystkim od za-
stosowanych do jej inicjacji regulatorow wzrostu (tab.). Dodanie do pozywki wy-
facznie auksyny nie inicjowato tworzenia sie kalusa na eksplantatach pobranych
z kwiatéw jezyczkowatych. Zdolnoscig do tworzenia kalusa w obecnos$ci réznych
rodzajow auksyny charakteryzowaty sie eksptantaty z fragmentow lisci oraz dna
kwiatowego. Wyksztatcity one najwieksza ilos¢ kalusa, od 0,79 do 0,48 g, na pozyw-
ce z dodatkiem auksyny NAA (kwasu naftylo-1-octowego), najmniej z IAA - od 0,31
do 0,40 g (tab.).
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W przypadku potaczenia auksyny NAA z cytokining BAP niezr6znicowane komor-
ki kalusa otrzymano na wszystkich trzech typach eksplantatéw. Jego inicjacja i masa
zalezaka od ilosci i proporcji obu tych regulatoréw w pozywece. Sprzyjaty one formo-
waniu sie na eksplantatach wiekszej, niz w obecnosci tylko auksyny, liczby komorek
kalusa. Najwiekszg mase kalusa otrzymano na pozywce zawierajacej 1,0 mg + dnr
auksyny NAA i 2,0 mg + dnv” cytokininy BAP. Wynosita ona, w zaleznosci od czynni-
ka Swietlnego od 0,83 do 0,90 g dla kwiatéw jezyczkowatych i od 1,72 do 1,76 g -
dla fragmentéw dna kwiatowego. Najwiecej tkanki kalusowej otrzymano na frag-
mentach blaszki lisciowej (od 1,63 do 1,90 g). Natomiast najmniej, w przypadku eks-
plantatow wytozonych na pozywki zawierajgce od 0,1 do 0,2 mg * dnr” BAP (tab.).

Warunki fizyczne kultury (Swiatto i ciemnos¢) miaty istotny wplyw na formowa-
nie sie kalusa w przypadku eksplantatéw pobranych z fragmentéw lisci i kwiatéw je-
zyczkowatych chryzantemy. Swiatlo wptywato dodatnio na rozwéj tkanki kaluso-
wej, niezaleznie od zastosowanych w doswiadczeniu regulatorow wzrostu (tab.).
Wyzszg mase wyksztatconego kalusa stwierdzono réwniez w wiekszosci kombinacji
pozywek dla eksplantatéw z dna kwiatowego chryzantemy, jednak réznice nie zo-
staly potwierdzone statystycznie.

Kalus zainicjowany na eksplantatach z fragmentéw dna kwiatowego i lisci chry-
zantemy, charakteryzowat sie intensywng zielong barwa i guzetkowata struktura.
Swiadczyto to 0 jego zdolnosci do morfogenezy. Nie stwierdzono u chryzantem réz-
nic w wygladzie kalusa otrzymanego na eksplantatach pierwotnych pobranych z dna
kwiatowego i lisci. W kulturach fragmentow lisci, prowadzonych na Swietle zielona
barwa kalusa byta bardziej intensywna, od kultur inicjowanych do wzrostu w ciem-
nosci. Ponadto w kulturach o$wietlonych, na pozywkach o stezeniu cytokininy BAP
2,0 mg » dnr™ wytworzony kalus byt mozaikowaty z pomaranczowymi, brunatnymi
i z6kymi sektorami komorek. W czwartym tygodniu prowadzenia kultury obserwo-
wano brunatnienie i zamieranie tkanki kalusowej. Tempo zamierania zalezato od
kombinacji pozywki i rodzaju eksplantatu.

4. Dyskusja

jednym z czynnikéw powodzenia inicjacji kultur kalusa, jest dobor odpowied-
niego sktadu pozywki, a przede wszystkim dawki i rodzaju roslinnych regulatorow
wzrostu. Wedtug Orlikowskiej (10) kalus moze rosng¢ na pozywkach z dodatkiem
auksyn, jako jedynego regulatora wzrostu. Wymagane minimum do zainicjowania
tworzenia sie kalusa zdaniem wymienionej autorki wynosi 1,0 mg * dm'~, Prezen-
towane w pracy wyniki badan, sg jednak zgodne z sugestig Malaure i in. (11). Zda-
niem tych autorOéw lepsza indukcje tkanki kalusowej w przypadku chryzantem
uzyskuje sie, gdy eksplantaty wyktadane sg na pozywki uzupetnione kombinacja
auksyn z cytokininami. Stwierdzono w nich, ze auksyna NAA w pofaczeniu z cyto-
kining BAP stymuluje tworzenie sie kalusa niezaleznie od rodzaju eksplantatu.
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W efekcie na tego typu pozywkach otrzymano wiekszg, niz w obecnosci tylko auk-
syny, mase kalusa.

Uzyskane przez nas wyniki badan wiasnych sg réwniez potwierdzeniem obser-
wacji Tanaki i in. (3). Autorzy ci stwierdzili, ze pozywki wzbogacone w auksyne NAA
(o stezeniu 1,0 mg ' dm'") i cytokining BAP, o stezeniu powyzej 1,0 mg + dm'" stymu-
lowaly tworzenie sie tkanki kalusowej na eksplantatach chryzantemy. Natomiast
zmniejszenie ilosci cytokininy, ponizej wymienionej dawki powodowato indukcje
pedéw przybyszowych, a jej brak - regeneracje tylko korzeni.

Réwniez Bhattacharya i in. (12) w badaniach nad rozmnazaniem w kulturach in
vitro Chrysanthemum morifolium wykazali, ze auksyna w potgczeniu z cytokining BAP
w ilosci 5,0 mg * dnr” indukuje formowanie sie kalusa na eksplantatach z fragmen-
tow lisci.

Szczeg6lnie wazne w odniesieniu do kultur in vitro jest powigzanie wptywu
Swiatta z poziomem endogennych regulatoréw wzrostu. Wedtug Latkowskiej i Chmielg
(13) odpowiednio dobrane dla kultur in vitro warunki $wietlne moga przyczyniac sie
do zwiekszenia wydajnosci rozmnazania, przy jednoczesnym zmniejszeniu ilosci
stosowanych egzogennych regulatoréw wzrostu. W badaniach wiasnych stwierdzo-
no, ze w przypadku eksplantatéw z kwiatéw jezyczkowatych i fragmentéw lisci
chryzantemy wyzszg mase kalusa mozna otrzymac stosujagc 16-godzinne naswietla-
nie kultur, Swiattem o natezeniu 50 PAR (pEm's"N).

5. Whnioski

1. Fragmenty kwiatostanow (dno kwiatowe, kwiaty jezyczkowate) oraz lisci
moga stanowi¢ materiat wyjsciowy do zatozenia kultur kalusowych chryzantemy.

2. Eksplantaty lisciowe nalezg u chryzantemy wielkokwiatowej do organéw naj-
lepiej formujacych kalus.

3. Pozywka, na ktorej eksplantaty wyksztatcity najwieksza mase kalusa, niezalez-
nie od zastosowanego rodzaju eksplantatu pierwotnego byta pozywka MS, uzu-
petniona 2,0 mg * dm* cytokininy BAP i 1,0 mg + dm”* auksyny NAA.

4. Najwyzszg mase kalusa otrzymano w kulturach prowadzonych przy 16-godzin-
nym os$wietlaniu, $wiattem o natezeniu 50 PAR (pEnr”s ‘).
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