Biuletyn Ogrodaw Botanicznyeh, 9: 153-138, 2000
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U PODKLADKI JABLONI M7 W KULTURACH IN VITRO

The release of apical dominance in the apple-tree rootstock M7 in vitro culture
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WPROWADZENIE

Dominacja wierzchotkowa pedu przejawia
si¢ catkowitym lub prawie calkowitym zaha-
mowaniem wzrostu pakow bocznych na sku-
tek obecno$ci paka szezytowego. Ten rodzaj
inhibicji korelacyjnej jest szeroko rozpowszech-
niony u ro$lin. Jej nasilenie okreslaja czynniki
genetyczne, srodowiskowe oraz w duzym stop-
niu fizjologiczny wick rosliny [Wilkins 1976].

Kluczowa rolg regulacyjna w dominacji
wicrzcholtkowej odgrywaja fitohormony, jed-
nakze pomimo wielu badan nie udalo sig jed-
noznacznie okresli¢ mechanizmoéw ich dziata-
nia. Rozwazania nad ich znaczeniem w
hamowaniu pakow bocznych dotycza wielu
systemow badawczych, ktore obejmujg roézne
rosliny [Cline 1991, Sebanek i in. 1991]. W
klasycznych eksperymentach Thimann i Sko-
og [1934] udowodnili inhibicyjng rolg auksy-
ny w dominacji wierzchotkowej. Wedlug ich
teorii auksyna transportowana bazypetalnie z
wierzchotka pedu, gdzie jest syntetyzowana
hamuje bezpo$rednio rozwoj pakow katowych
[Thimann i Skoog 1934, Thimann 1937]. Wie-
lu badaczy dopuszcza udzial w tym zjawisku
innych substancji wykazujacych charakter in-
hibitorow wzrostu [Libbert 1964, Godwin i
Cansfield 1967]. Nieco pozniej ustalono udzial
cytokininy w uwalnianiu pakow spod korela-
cyjnego hamowania [Sachs i Thimann 1964,
Pillay i Railton 1983]. W ostatnich czasach
wicle uwagi poswigca si¢ interakcjom migdzy
fitohormonami i sposobom ich transportu w
rolinie [Bangerth 1994, Li i in. 1995]. Jedna
ze wspolczesnych teorii thumaczy zahamowa-
nie wzrostu pakow bocznych nadmiarem w nich
auksyny, ktorej odplyw jest zablokowany na
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zasadzie autoinhibicji przez auksyng transpor-
towang dopodstawowo z wierzchotka pedu.
Stymulacja rozwoju pakéw po zadziataniu na
nie cytokining polega¢ moze na pobudzaniu
cksportu auksyny z pakow $piacych [Li i Ban-
gerth 1992].

Zakres nadrzg¢dnos$ci paka szczytowego
wzglgdem pakoéw nizej polozonych na pedzie
moze by¢ rozny u roznych gatunkow roslin.
Podktadka jabloni M7 wykazuje silng domina-
¢j¢ wierzcholkowq. Charakteryzuje sig stabym
wzrostem wydluzeniowym. Przypuszcza sig, ze
za zwarty pokroj tych roslin odpowiedzialne sa
inhibitory wzrostu, a wérod nich wystgpujace
w tkankach liczne pochodne zwiazkow fenolo-
wych.

Kultury in vitro stwarzaja mozliwos¢ kie-
rowania organogenezy przede wszystkim za
pomocq fitohormonéw. Pozwala to na popra-
w¢ wydajnosci rozmnazania roslin i zapewnia
konkurencyjnos¢ w stosunku do tradycyjnych
technik [Jones i Sluis 1991]. Namnazanie ma-
teriatu roslinnego poprzez tworzenie pgdow z
pakow pachwinowych jest szeroko rozpo-
wszechnione ze wzglgdu na wysoka gwarancjg
stabilnosci genetycznej roslin potomnych. Me-
rystemy lateralne zakladane w katach lisci maja
identyczng budowg histologiczng i strukturg
genetyczng jak merystemy wierzchotkowe.
Przy tym sposobie rozmnazania rzadko docho-
dzi do rozszczepienia cech czy zmiany ploidal-
nosci [Jankiewicz 1984]. Efektywno$¢ mikro-
rozmnazania zalezy od mozliwosci zniesienia
dominacji wierzchotkowe;j.

MATERIAL 1 METODY

Zrodlo mikrosadzonek. Prowadzono kul-
tury pedow podkladki jabtoni M7 (Malus pu-
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mila Mill.). Podkladka M7 nalezy do potkarto-
wych, jest odporna na zgnilizng pierscieniowa,
ale wrazliwa na mroz. Najczgsciej szczepi sig
na niej odmiany Idared i Spartan. Eksplantata-
mi inicjalnymi dla kultur in vitro byly meryste-
my wierzchotkowe oraz boczne pedu podktlad-
ki jabloni M7. Pobierano je z pedow poddanych
dezynfekcji. Sktadaly si¢ z kopuly merystemu
i dwoch par zawigzkow lisciowych. Po izolacji
w komorze z laminarnym przeplywem powie-
trza merystemy wyszczepiano na pozywke
Quoirin-Lepoivre (QL) [Quoirin i Lepoivre
1977], zawierajaca dodatkowo kinetyng (0,2
mg/dm?) oraz kwas indolilooctowy (IAA 0,2
mg/dm?).

Prowadzenie kultury pedow. Pedy rozwi-
jajace sig z merystemow przenoszono na po-
zywke QL z odpowiednio dobranym st¢zeniem
dodawanych fitohormonow [Kromer 1987]: 6-
benzyladenina (BA 0,5 mg/dm?), kwas indoli-
lomastowy (IBA 0,1 mg/dm’), kwas gibereli-
nowy (GA, 2 mg/dm*). Kulturg proliferujacych
pedow prowadzono w fitotroniec w temp. 24-
26°C przy o$wictleniu pochodzacym ze $wie-
tlowek typu Day Light o natgzeniu 2500 Ix. W
celu uzyskania wickszej ilosci materialu roslin-
nego konieczne bylo przemnozenie pedow pod-
kladki M7. Mikrorozmnazanie prowadzono na
pozywee QL o skladzie jw. Pedy dzielono na
fragmenty jedno lub kilkuwgztowe 1 poprzez
stymulacj¢ pakow bocznych uzyskiwano pedy
rozwijajace si¢ z merystemow bocznych, zlo-
kalizowanych w pachwinach lisci.

Przelamywanie dominacji wicrzcholko-

wej. Zastosowano trzy systemy badawcze, w
ktorych analizowano rozwaj pakow katowych:
inicjacja rozwoju pakow podwierzcholtko-
wych po odcigeiu wierzcholka;
rozwoj pakow pachwinowych w kulturach
pojedynczych wezldow,
stymulacja pakow bazalnych po aplikacji do
pozywki cytokininy.
Wplyw fitohormonow i wicku plastochro-
nowego na podejmowanie rozwoju i wzrost
clongacyjny pakow pachwinowych uwolnio-
nych od korelacyjnego hamowania

i. Pedy podkiadki jabloni M7 ukorzenione
na pozywee QL z dodatkiem 1,0 mg/dm* IBA
poddano dekapitacji, a nastgpnie umieszczono
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na pozywkach: QL; QL+1,0 mg/dm*IBA; QL+
fitohormony (0,5 mg/dm’ BA, 0.1 mg/dm’ IBA,
2,0 mg/dm* GA,). Badano czy aplikowane re-
gulatory maja wplyw na liczbg rozwijajacych
si¢ pakow podwierzchotkowych i elongacje
pedow po 3 tygodniach kultury

ii. Testowano rozne dawki cytokininy
(0,125;0,25; 0,5 oraz 0,75 mg/dm* BA) stymu-
lujacej rozwoj pakow bazalnych na pedzie. Po
3 tygodniach kultury zestawiono efektywnose
pobudzania pakow do wzrostu na pozywkach:
QL: QL z dodatkiem cytokininy; QL+ fitohor-
mony (0,5 mg/dm* BA, 0,1mg/dm* IBA, 2,0mg/
dm’GA), QL+1,0 mg/dm’IBA; QL+ kwas ab-
scysynowy (0,251 0,5 mg/dm* ABA).

iii. 6-tygodniowe pedy z pozywki do namna-
zania dziclono na fragmenty jednowgziowe i
umieszcezano na pozywee QL z dodatkiem roz-
nych regulatorow wzrostu: BA (0,25 oraz 0.5
mg/dm?), IBA (1,0 mg/dm?) lub ABA (0,25
mg'/dm). Po 3 i 6 tygodniach kultury analizo-
wano wplyw egzogennie podanego fitohormo-
nu na dlugos¢ pedu z paka pachwinowego
wybijajacego na wezle.

iv. Poczgtkowe stadia rozwoju pakow pa-
chwinowych byly $ledzone przy uzyciu binoku-
laru. Przeanalizowano w ciagu picrwszych 10
dni rozwoj pakow w kulturach fragmentow jed-
nowezlowych. Pobierano wezly pochodzace z
tego samego regionu pedu, tzn. o tym samym
wicku plastochronowym i umieszczano je na
trzech roznych pozywkach: QL; QL+ fitohor-
mony (BA 0,5 mg/dm’, IBA 0,1 mg/dm’, GA|
2,0 mg/dm’) oraz QL+ BA (0,25 mg/dm®).

v. Pedy uzyskane na pozywce do namnaza-
nia podzielono na trzy strefy: podwierzcholko-
wa, Srodkowg i bazalng. Badano rozwoj pakow
z fragmentow jednowgztowych o réznym wic-
ku plastochronowym hodowanych na pozyw-
kach: QL: QL+ fitohormony (BA 0,5mg/dm’,
IBA 0,Img/dm’, GA | 2,0 mg/dm®) i QL+ IBA
(1,0 mg/dm?).

WYNIKI I DYSKUSJA

W badaniach nad rozwojem pakow pachwi-
nowych podkiadki jabloni M7 zastosowano trzy
sposoby przelamywania dominacji wierzchol-
kowej: dekapitacj¢ pedu, egzogenna cytokini-
ng w pozywce, fragmentacj¢ pedu.
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W do$wiadczeniach przeprowadzonych na
ukorzenionych pedach poddanych dekapitacji
odnotowano rozng liczbg wybijajacych pakow
podwierzchotkowych oraz niejednakowe tem-
po wzrostu w zalezno$ci od kombinacji pozyw-
ki, na jakiej hodowano pedy. W przypadku
zastosowania auksyny obserwowano rozwoj
jednego pedu z pierwszego paka znajdujacego
si¢ pod powierzchnig cigeia usuwanego wierz-
chotka. Na pozywce kontrolnej rozwijaly sig
zwykle dwa kolejne najmlodsze paki podwierz-
chotkowe, a po pewnym czasie jeden z nich
zaczynal gorowac, by przejac rolg usunigtego
paka szezytowego. Dodatek do pozywki auksy-
ny, cytokininy oraz gibereliny inicjowal roz-
woj 3-5 pakéw podwierzchotkowych, przy
czym najsilniejsza clongacj¢ wykazywaly pedy
najwyzcj polozone.

Zastosowanie egzogennej cytokininy po-
zwolilo na uwalnianie pakow bazalnych od
korelacyjnej inhibicji. Najwigeej pedow (3-4
na pedzie macierzystym) uzyskano przy wy-
zszych stezeniach BA, jednakze wysokie daw-
ki cytokininy nie sg pozadane w kulturach in
vitro ze wzgledu na pojawianie si¢ nadmiernie
uwodnionych, tzw. szklistych pedéw, ktére saq
stabej jakosei i wykazujq anomalie wzrostowe
[Paques 1991]. Optymalne do pobudzania pa-
kow bazalnych sa nizsze dawki BA, ktore ce-
chuje duza wydajnos¢ (Srednio 2,5-3 rozwija-
jacych si¢ pakow na pedzie). Nie dochodzito

do stymulacji pakow bazalnych na pozywce
kontrolnej bez regulatorow i na pozywkach z
auksyng oraz kwasem abscysynowym, ktory w
procesach wzrostu pelni rolg inhibitora. Po 3
tygodniach kultury najlepsza clongacje mto-
dych pedow odnotowano na pozywee z kom-
pletnym zestawem fitohormonow (BA, IBA,
GA)).

W kulturach fragmentow jednowgzlowych
najbardziej intensywny wzrost pedoéw z mery-
stemow lateralnych uzyskano przy zastosowa-
niu 6-benzyladeniny (BA). Po 6 tygodniach
kultury wyhodowano najdiuzsze pedy stosujac
BA w dawce 0,25 mg/dm?® (~1.0 mM) [tab. 1].
Trochg stabsza elongacj¢ pedow obserwowa-
no dla dwukrotnie wyzszego stgzenia BA. Przez
pierwsze trzy tygodnie kultury paki katowe na
pozywce z auksyna (IBA) pozostawaly uspio-
ne. Po tym czasie inhibicji pedy podjely wzrost.
Ich dtugosc¢ po 6 tygodniach byla porownywal-
na z dlugoscia pedow rozwijajacych sig na po-
zywcee kontrolnej. Dodatek do pozywki ABA
spowodowal calkowite zahamowanie rozwoju
pakow bocznych z fragmentow jednowegzlo-
wych. Efekt ten utrzymywat si¢ w czasie 6 ty-
godni prowadzenia obserwacji [tab. 1].

Analiza mikroskopowa pozwolita na
uchwycenie inicjacji rozwoju pakéw pachwi-
nowych w kulturach pojedynczych weziow na
roznych pozywkach. Dodatek cytokininy oraz
w przypadku drugiej pozywki trzech fitohor-

Tab. 1. Wplyw fitohormonow (BA, IBA, ABA) dodanych do pozywki QL (Quoirin, Lepoivre) na dhigosc
pedow wytworzonych z pakow pachwinowych w hodowli fragmentow jednowgzlowych po 3 i 6 tygodniu
Tab. 1. Effect of fitohormones applied in medium QL on length of shoots from axillary buds afier 3 and 6

weeks when one-nodal fragments were cultured
Pozywka
Medium

Average length of shoot
tygodnie kultury
weceks of culture

QL

| QL+ 0,25 BA

| QL+ 0,5 BA
QL+ 1,0 IBA

| QL+ 0,25 ABA

3,18
9,00
4.82
0.62
0.08

6
4,18
19,44
16,44
3,88
0,57
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monow (cytokininy, auksyny, gibereliny)
spowodowal pojawienie sig pierwszych oznak
rozwoju pakow juz po 3 dniach hodowli [tab.
2]. Podezas gdy na pozywee kontrolnej nie za-
wicrajaeej regulatorow wyrazne bylo opoznie-
nic w podejmowaniu wzrostu przez paki (5
dzien kultury), a ich elongacja podczas 10 dni
hodowli byla ok. 3 razy slabsza niz na pozyw-
ce zsama BA oraz ok. 4.5 razy slabsza niz przy
zastosowaniu trzech fitohormonow [tab. 2].
W kolejnych doswiadezeniach sprawdzano
czy wick plastochronowy wezla wplywa na
rozwoj pedu z merystemu lateralnego. Ped pod-
ktadki jabloni M7 podziclono na trzy strefy:
podwierzcholtkows, srodkowy i bazalng, w ob-
rebie ktorych badano przebieg wzrostu pakow
katowych z fragmentow jednowgzlowych.
Najlepsza pozywka stymulujacy wzrost pedow
z pakow pachwinowych okazala sig ta z dodat-
kiem trzech fitohormonow: BA, IBA, GA..
Najsilniej na dodatek regulatorow wzrostu re-
agowaly paki ze strely podwicrzcholkowej. Po
6 tygodniach kultury odnotowano, ze pedy roz-
wijajgee si¢ z wezlow z tej strefy pedu hodo-
wane na pozywee z fitohormonami 4-krotnie
przewyzszaly pedy rosnace na kontroli. Nato-
miast pedy pochodzice z czesei bazalnej ho-
dowane na tej samej pozywee byly zaledwie
1,3 razy dluzsze od rosngeych na kontroli [tab.
3]. Ukazuje to, ze paki polozone blizej wierz-
cholka cechuje wigksza wrazliwosé na stymu-
latory wzrostu zaaplikowane w pozywce, a

szezegolnie na cytokining. Dodatek do pozyw-
ki samej tylko auksyny spowodowal, z¢ w cia-
gu trzech pierwszych tygodni kultury wszyst-
kie paki wykazywaly opdznienic w podejmo-
waniu wzrostu w porownaniu z kontrolg. Po 6
tygodniach hodowli na tej pozywce zaobser-
wowano, ze paki pachwinowe o rosnacym wic-
ku plastochronowym cechowal slabszy rozwoj.
Pedy powstajgee z pakow bazalnych byly 1,7
razy krotsze niz pochodzyce ze strefy podwicrz-
chotkowej [tab. 3].

WNIOSKI

Badania nad uwalnianiem pakow kytowych
spod hamujacego wplywu wierzeholka przy-
czynily si¢ do lepszego poznania roli wybra-
nych fitohormondéw w inicjacji rozwoju oraz
wzroscic clongacyjnym pedow bocznych pod-
kladki jabloni M7 w warunkach in vitro. We
wszystkich trzech systemach badawczych od-
notowano stymulujacy wplyw cytokininy za-
rowno w poczatkowych stadiach rozwoju pa-
kow jak 1 podczas wzrostu pedow z
merystemow lateralnych. Wykazano jak istot-
ny jest wlasciwy dobor dawki uzytej BA do wy-
ksztalcania pedow dobrej jakosci, nie objetych
procesem witryfikacji. Zastosowanie auksyny
spowodowalo znaczne opoznienic w podejmo-
waniu wzrostu i stabg elongacj¢ pedow bocz-
nych. Natomiast aplikacja kwasu abscysynowe-
go w pozywcee przywrocila pakom pachwino-
wym stan calkowitego uspienia, taki jak przed

Tab. 2. Wphw fitohormondw na inicjacje rozwoju i pierwszy ctap waostu pakow uwolionyeh od dominacji
wicrzcholkowej po fragmentacji pedu i hodowli fragmentow jednowgzowych w ezasie 10 dni

Tab. 2. Eflcet of fitohormones on buds growth initiation and the first stage of development during 10 days
afier released of apical dominance through one-nodal fragment culture

| Pozywka
Medium
T T i
12 3 4
QL L33 | 3 ]33
|QL+ 0.25 BA 4.5 TS
[QL+ 0.5 BA, 4 8 10 20
10.11BA, 2,0 GA, 1 I ? g
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Srednia dlugosé paka [pm|
Average length of bud

Dni Kultury
Days of culture

i : _ _—

s |6 1 8 I 9 10
! | | |

s L8 | 10 13| 1s Lol

25 | 30 | 35 45 | 48 | 50

350 40 | a5 | 52 | S8 |6
| | | I
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Tab. 3. Wphyw fitotohormonow dodanych do pozywki na podejmowanic wzrostu i wydhwzanic pakow
katowych w hodowli fragmentow jednowgzlowych pochodzicych ze stref pedu o roznym wicku

plastochronowym

Tab. 3. Effeet of fitohormones applied in medium on growth stimulation and clongation of axillary buds
n one-nodal culture from diflerent parts of the stem (the other plastochrone age)

Poizywka
Medium

podwicrzcholkowa
undertop
3 tygodnie | 6 tygodni
kultury kultury
3 weeks 6 weeks
of culture of culture

QL 3.69 446
QL+ 0,5 BA, 341 17,64 |
0,1 IBA, 2,0 GA, ;
QL+ 1,0 IBA 138|105

zastosowaniem zabiegdw znoszacych domina-
cje wierzchotkowy. Pozywka optymalna, na
ktorej dochodzito do szybkiej inicjacji pedow
z pakow oraz ich najintensywnicjszych przy-
rostow wymagala obecnosei zarowno cytoki-
niny (BA) jak 1 okreslonych dawek auksyny
(IBA) oraz gibereliny (GA.). W pedzie podktad-
ki jabtoni M7 wyrozniono trzy strefy pedu na
podstawie wrazliwosci pakow pochodzacych z
tych stref na aplikowane w pozywece fitohor-
mony. Paki podwierzcholtkowe odpowiadaty
najsilniejszym wydtuzaniem na podawane sty-
mulatory, w porownaniu z pakami nizej polo-
zonymi na pedzie, co predestynuje wyzsze,
mlodsze partie pedu do rozwoju.

SUMMARY

Apical dominance and its control attract at-
tention of both plant physiologists and agrono-
mists. Despite the five decades of lasting effort
its physiological mechanism has not yet been
sufficiently elucidated. It may be defined as the
control exerted by the shoot apex over the out
growth of the lateral buds. A key role in regu-
lation of apical dominance is generally ascri-
bed to phytohormones.

Srednia dlugo$é pedu [mm|
Average length of shoot

Strefa pedu
Shoot zone

srodkowa | bazalna
middle i basal
3 tygodnice |6 tygodni [ 3 tygodnie | 6 tygodni
kultury | Kkultury | Kultury kultury
3 weeks 6 weeks | 3 weeks 6 weeks
of culture of culture } of culture | of culture
2,33 1 507 | 281 | 56 |
27 | &S | 265 7.33
l46 | 694 | 137 | 622

The apple-tree rootstock M7 has strong api-
cal dominance. Three investigative systems of
release of correlative inhibition were used: de-
capitatation of rooting shoot led to activation
of buds under cutting apex; axillary bud out-
growth from one-nodal fragments; addition to
medium cytokinin stimulating branching from
basal region of the stem. We studied some
growth regulators: BA, IBA, GA_ and ABA in
the control of the axillary buds initiation and
development. The aim was choosing the pro-
per medium to buds stimulation for in vitre
micropropagation. The best for growth initia-
tion of lateral buds was addition of benzylami-
nopurine (BA 0,25 mg/dm?). The most suitable
for effective lateral shoot elongation is QL
medium with addition of BA (0,5 mg/dm°), IBA
(0,Img/dm®), GA, (2 mg/dm’). A study was
made by the relationship between the localiza-
tion of the axillary bud on the stem and their
potential rate of growth. Data indicated that
buds from upper region near shoot apex deve-
loped better in comparison with middle and
basal segments. This effect showed different
sensitiveness of axillary buds proceeded from
various regions to stimulators applied in me-
dium.
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