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Initiation of callus and rhizogenesis of Cucumis sativus L. hypocotyl explants

Abstract

Hypocoty! fragments of Cucumis sativus L. were grown on two basicmedia:Linsmaier-
Skoog’s (1964)and White's (1943) modified by Streetand McGregor
(1952). These media were enriched by addition of some growth regulators (NAA, IAA, 2,4-D)
in combination with kinetin. White’s basic medium is not suitable for callus culture and for
rhisogenesis of cucumber hypocotyls. Linsmaier and Skoog’s medium was most suitable for
growth of callus. After enrichment of the media with IAA, NAA and 2,4-D differences in the
degree of taking root by the explants and callus formation were observed.

WSTEP

O inicjacji,a nast¢pnie namnazaniu kalusa badz ukierunkowaniu procesow
morfogenetycznych w gldwnej mierze decyduja sktadniki podstawowego pod-
loza i wlasciwa rownowaga miedzy endogennymi i egzogennymi substancjami
wzrostowymi (Skoog i Miller, 1957, Potapczyk, 1971, M u-
rashige, 1973)

Dotyczy to réwniez roélin z rodziny Cucurbitaceae. Fadia i Mehta
(1972, 1975) zastosowaly do hodowli kalusa Cucumis melo pozywke White’a
wzbogacona sacharozg (2%), mlekiem kokosowym (109%;), hydrolizatem kazeiny
(300 mg/dm?) oraz NAA (0,1 mg/dm?).

Jelaska (1974) uzyta pozywek Helera oraz Murashige i Skooga uzupel-
nionych 2,4-D i NAA w stezeniu 1073 — 10~ ° M badajac wptyw tych substancji
na rozw0j korzeni na izolowanych fragmentach hypokotyli dyni. Nowak
(1978) hodowala tkanke kalusowa z liscieni i z hypokotyli dyni (Cucurbita
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maxima Duch. odmiany ‘Bambino’) stosujac 2 pozywki: Murashige i Skooga
oraz Linsmaier i Skooga z dodatkiem 24-D. Wojciechowska iin
(1980) stwierdzaja, Zze intensywnie zielono zabarwiony kalus Bryonia dioica
Jacq. mozna uzyskaé na pozywce Linsmaier i Skooga, zawierajacej 3 mg/dm?
2,4-D. Przy podwyzszonym ste¢zeniu tej auksyny zachodzila organogeneza.
Prawidlowy rozwdj roélin byt zapewniony przez wprowadzenie do pozywki
ostatniego pasazu 2 mg/dm® IAA zamiast 2,4-D. Maciejewska-Po-
tapczykowa iin. (1972) réwniez uzyly pozywki Linsmaier 1 Skooga
wzbogaconej IAA (2,0 mg/dm?) i kinetyna (2,2 mg/dm?) do hodowli szczy-
towych fragmentdéw todyg i pakow kwiatowych ogorka.

Celem naszej pracy bylo przeanalizowanie wzrostu i rozwoju kalusa oraz
ryzogenezy na wycinkach hypokotylowych Cucumis sativus L., hodowanych na
dwoch pozywkach (White’a i Linsmaier i Skooga), wzbogacanych réznymi
stezeniami regulatorow wzrostu.

MATERIAL I METODY

Nasiona ogorka Cucumis sativus L. czystej linii zenskiej (1. z.) Mg otrzymano z
Zakladu Hodowli i Genetyki Instytutu Warzywnictwa w Regulach, woj.
warszawskie.

Do kietkowania nasion zastosowano probki zawierajace po 10 ml pozywki
agarowej (7 g/dm3) wzbogaconej glukoza (20 g/dm®). Nasiona moczono w
wodzie wodociaggowej w ciagu godziny, sterylizowano w 0,19 roztworze HgCl,
przez 5 minut, kilkakrotnie plukano w wodzie destylowanej i umieszczano na
10- 14 dni w ciemnosci, w temperaturze okoto 30°C. Sterylne siewki, o dugosci
hypokotyli okolo 5 cm, przenoszono na 20 godz. do pomieszczenia ©
o$wietleniu ciaglym ($wiatlo biale jarzeniowe, + 1000 lux). Eksplantaty wyci-
nano ze $rodkowych czeéci hypokotyli i przenoszono na pozywke. Uzyto 2
pozywki podstawowe: W hite’a (1943) zmodyfikowana przez Streeta
i McGregora (1952), ktorg uzupelniono réznymi stezeniami NAA lub
2,4-D, przy stalym poziomie kinetyny (0,25 mg/dm?) oraz pozywke Lin s-
maier i Skooga (1964) z NAA, 24-D, IAA i kinetyng w stgzeniu
0,25-2,75 mg/dm?3. Podloze doprowadzano do pH 5,5 po czym uzupetniano
agarem i rozlewano po 25 ml do probowek. Sterylizowano w autoklawie przez 20
minut pod ci$nieniem 0,8 atmosfery. Eksplantaty hodowano w temperaturze
+26°C w o$wietleniu omoéwionym wyzej. Dla kazdej modyfikacji pozywki
przygotowano po 10 probéwek zawierajacych po 1 wycinku z hypokotyla. Po
trzech tygodniach wykonano I pasaz na pozywke Linsmaier i Skooga. Masa
wyszczepianego kalusa wynosita 100-300 mg. Przyrosty $wiezej i suchej masy
podano w gramach, a uwodnienie kalusa w procentach. Zuzycie pozywki, w
przeliczeniu na 1 g wyprodukowanej tkanki, obliczano wg wzoru:






Rys. 1. Kultura pierwotna. Eksplantat z hypokotyla Cucumis sativus L. 1. z. Mg. Pozywka White’a
zmodyfikowana NAA 0,5 mg/dm?3, kinetyna 0,25 mg/dm?>. Pow. 2 x

Fig. 1. Primary culture. Explant from Cucumis sativus L. hypocotyl (f1) Mg. White’s medium
modified with NAA — 0.5 mg/dm?, kinetin — 0.25 mg/dm?. (x 2)

Rys. 2. Eksplantat z hypokotyla Cucumis sativus L. 1.z. Mg. Pozywka White’a zmodyfikowana 2,4-D
0,5 mg/dm?, kinetyna 0,25 mg/dm> Pow 2 x

Fig. 2. Explant from Cucumis sativus L. hypocotyl (f.1.) M. White’s medium modified with 2,4-D —
0.5 mg/dm?3, kinetin —~ 0.25 mg/dm?®. (x 2)

Rys. 3. Eksplantat z hypokotyla Cucumis sativus L. L.z. M. Pozywka White’a zmodyfikowana 2,4-D
1,0 mg/dm?3, kinetyna 0,25 mg/dm3. Pow 2 x

Fig. 3. Explant from Cucumis sativus L. hypocotyl (f.1.) M. White’s medium modified with 2,4-D —
1.0 mg/dm?, kinetin — 0.25 mg/dm?>. (x 2)

Rys. 4. Nietypowy wzrost korzeni na wycinku z hypokotyla Cucumis sativus L. 1.z. M. Pozywka
Linsmaier i Skooga NAA 0,1 mg/dm?3, kinetyna 0,25 mg/dm?. Pow. 2 x

Fig. 4. Nontypical root growth on segment of Cucumis sativus L. hypocotyl (1) M. Linsmaier and
Skoog medium, NAA — 0.1 mg/dm?, kinetin — 0.25 mg/dm>. (x 2)

Rys. 5. Kalus catkowicie pokrywajacy pierwotnie dobrze widoczne zawiazki korzeni. Pozywka
Linsmaier i Skooga, NAA 1,0 mg/dm?, kinetyna 0,25 mg/dm>. Pow. 2 x

Fig. 5. Callus covering completely primarily well visible root primordia. Linsmaier and Skoog
medium, NAA — 1.0 mg/dm?, kinetin — 0.25 mg/dm?>. (x 2)

Rys. 6. Kalus na eksplantacie z hypokotyla Cucumis sativus L. 1.z. M4. Pozywka Linsmaier i Skooga,
2,4-D 1,0 mg/dm?3, kinetyna 0,25 mg/dm?>. Pow. 2 x

Fig. 6. Callus on Cucumis sativus L. hypocotyl explant (f.1) M. Linsmaier and Skoog medium, 2,4-D
— 1.0 mg/dm?, kinetin — 0.25 mg/dm?. (x 2)

Rys. 7. Liczne korzenie boczne na silnie rozwinigtych korzeniach. Wycinek z hypokotyla Cucumis
sativus L. 1.z. M. Pozywka Linsmaier i Skooga 2,0 mg/dm? 1AA, 2,45 mg/dm? kinetyny. (Wielko$¢
naturalna)

Fig. 7. Numerous lateral roots on well developed roots. Segment of Cucumis sativus L. hypocotyl (f.1.)
M. Linsmaier and Skoog medium, [AA — 2.0 mg/dm?, kinetin — 2.45 mg/dm?>. (natural size)

Rys. 8. Forma teratologiczna. Pozywka Linsmaier i Skooga, 24-D 0,1 mg/dm?, kinetyna
0,25 mg/dm>. Pow. +4 x

Fig. 8. Teratological form. Linsmaier and Skoog medium, 2,4-D — 0.1 mg/dm?, kinetin —
0.25 mg/dm3. (x ca4)
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_A,— A

ZP = ——,
Bk - Bp

ZP — zuzycie pozywki,

A, — poczatkowy ciezar pozywki (g),

A, — koncowy ciezar pozywki (g),

B, — poczatkowa masa tkanki (g),

B, — koncowa masa tkanki (g).

Terminem zuzycie pozywki obejmujemy zaréwno wykorzystanie sktadu podtoza
przez rozwijajaca si¢ tkanke, jak réwniez jego wysychanie w czasie hodowli.
Zarowno zuzycie pozywki jak i zdolnosci ryzogeniczne badano po S tygodniach
hodowli (I pasaz) i po dalszych 5 tygodniach (II pasaz). Ukorzenienie w
procentach obliczano przez porownanie liczby eksplantatow,na ktorych pojawi-
ly si¢ korzenie w stosunku do ogodlnej liczby badanych eksplantatow.

W celu ustalenia okresu najintensywniejszego wzrostu tkanki w stosowanych
uprzednio warunkach, wyprowadzono kultury pierwotne, a nastepnie kalus I
pasazu. Kalus ten hodowano przez 6 tygodni, dokonujac pomiaru §wiezej masy
trzykrotnie. Uzyto pozywki Linsmaier i Skooga wzbogaconej NAA (1,0 mg/dm?)
lub 2,4-D (1,0 mg/dm?) i kinetyna (0,25 mg/dm?3).

WYNIKI I DYSKUSJA

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze zmodyfikowana
pozywka White’a okazala si¢ nieprzydatna zaréowno dla rozwoju kalusa, jak i
ukorzenienia eksplantatéw. Nie zaobserwowano takze znaczniejszych roznic w
dzialaniu NAA i 24-D. Tylko przy najnizszych stezeniach (0,1 mg/dm?3)
dochodzito do inicjacji licznych ale drobnych korzeni. W przypadku zastosowa-
nia NAA procent ukorzenionych eksplantatow wynosit 75, a 609, po wprowa-
dzeniu do pozywki 2,4-D. Indukujgcy wplyw niskich stgzen 2,4-D na ryzogeneze
obserwowala rowniez Jela s k a (1974) na hypokotylach Cucurbita pepo L.,
oraz Chin i Scott (1977) na Triticum aestivum i Hordeum vulgare L. W
naszych do$wiadczeniach tylko przy stezeniu 0,5 mg/dm3 NAA lub 2,4-D na
grudkach kalusa pojawil sie bialy nalot, wskazujacy na procesy podziatowe i
tworzenie stref proliferacji (rys. 1, 2). Zwigkszanie stezenia 2,4-D powodowato
ograniczanie wzrostu kalusa az do prawie catkowitej jego inhibicji (rys. 3) i
prowadzito do zmiany zabarwienia eksplantatow. O inhibicji syntezy chlorofilow
w obecnosci 2,4-D donosi migdzy innymi Malepszy (1977).

Natomiast na pozywce Linsmaier i Skooga uzyskano wyniki wskazujace na
roéznice w aktywnosci uzytych auksyn (tab. 1). Wprowadzenie do pozywek NAA
wptynelo na intensyfikacjg ryzogenezy, przy czym podwyzszenie stezenia (1,01 2,0
mg/dm?) okazalo si¢ skorelowane z inicjacja zawiazkOéw korzeni; korzenie



Tabela 1-Table 1

Kultura pierwotna eksplantatéw hypokotyli Cucumis sativus L. po 3 tygodniach hodowli. Pozywka Linsmaier i Skooga z dodatkiem
réznych stezen IAA, NAA, 2,4-D i kinetyny
Primary culture of hypocotyl explants from Cucumis sativus L. after 3 weeks of culture. Linsmaier and Skoog medium with various
concentrations of IAA, NAA, 2,4-D and kinetin

Ryzogeneza eksplantatow

Rhizogenesis of explants

Charakterystyka kalusa
Callus characteristic

Rodzaj auksyny Stezenie
Oznaczenie i stezenie kinetyny L
ozywki Kind of i ineti ukorzenienie wizualna ocena
P i ind o1 auxin Kinetin eksplantatéw opis korzeni i eksplantatéw
Medium and concentration concentration . L wzrostu barwa kalusa
3 3 rooting of description of roots and . .
mg/dm mg/dm visual evaluation colour
explants explants
of growth
%
L-8-1 NAA = 0,1 0,25 73,0 dtugie, na powierzchni pozywki staby 261to-zielona + biata
long, on surface of medium weak yellow-green+white
L-S-2 NAA = 0,5 0,25 60,0 dtugie, krétsze niz L-S-1, otaczajg staby Z61to-zielona
kalus; nie zaglebiaja sig¢ w po- weak yellow-green
zywke
long, shorter than on L-S-1 sur-
rounding callus, do not penetrate
into medium
L-S-3 NAA = 1,0 0,25 75,0 jeszcze krotsze niz na L-S-2, oto- dobry zielona + jasnozielona
czone kalusem, nie przenikajace good green + light green
do poiywki
still shorter than on L-S-2 sur-
rounded with callus do not
penetrate into medium
L-S-4 NAA = 2,0 0,25 81,8 ukryte wéréd kalusa bardzo dobry 20tta + jasnozielona

hidden amidst callus

very good yellow + light green



L-S-§ 24-D = 0,1 0,25 83,3 na powierzchni pozywki staby 26tto-zielona
on surface of medium weak yellowish-green
L-S-6 24D = 05 0,25 0,0 eksplantaty Z6tkng i zamieraja minimalny pomaraficzowa
explants turn yellow and die minimal orange
L-S-7 24D = 10 0,25 0,0 eksplantaty lekko Zdétkna dobry brunatno-zielona
explants turn slightly yellow good brownish-green
L-S-8 24-D = 2,0 0,25 0,0 eksplantaty zielone dobry brunatno-zielona + biata
explants green good brown-green + white
L-5-9 TIAA = 2,0 0,45 100,0 bardzo dtugie, siggajace gteboko dobry brunatna + ziclona
w pozywke good brown + green
very long reaching deep into
medium
L-S-10 IAA = 2,0 245 100,0 bardzo dtugie, liczne silnie staby brunatna + zielona
splatane korzenie boczne weak brown + green
very long, numerous tangled late-
ral roots
L-S-11 IAA = 5,0 1,25 75,0 dtuisze niz L-S-10, zbijajg sie dobry brunatna - zielona
na dnie probéwki, mniej korze- good brown + green
ni bocznych
longer than on L-S-10, matted
together at flask bottom, less
lateral roots
L-S-12 IAA = 5,0 2,75 100,0 bardzo dtugie i stosunkowo dobry brunatna + zielona
grube good brown + green

very long and relatively thick




72 B. Wojciechowska 1 in.

natomiast ulegaly wyraznemu skracaniu i obrastaly kalusem (rys. 4). Charaktery-
styczng ceche¢ stanowil zanik reakcji geotropicznej i rozwoj tych organdéw nad
pozywka przy wszystkich stezeniach NAA (rys. 5).

Na pozywkach wzbogaconych 2.4-D, tylko przy najnizszym st¢Zeniu po-
jawily si¢ korzenie w stosunkowo wysokim procencie, natomiast przy stgzeniu
2,0 mg/dm? na zielonych fragmentach hypokotyli rozwijat si¢ kalus.

Bez wzgledu na rodzaj uzytej auksyny, zaréwno zdolno$é do wydtuzania
korzeni (NAA), jak i stymulacja liczby zawiazkow (2,4-D) na eksplantatach byla
odwrotnie proporcjonalna do inicjacji i namnazania kalusa.

Rezultaty naszych badan sa zgodne z wynikami uzyskanymi przez J e-
laska (1974), ktéra do ukorzeniania si¢ wycinkéw z hypokotyli Cucurbita
pepo L. uzyla pozywki Murashige i Skooga, pozbawionej regulatoréw wzrostu i
uzyskala zamierzony efekt, nie stwierdzajac takiej reakcji na podlozu przygoto-
wanym wedlug Hellera. Wykryte przez nas fakty mozna przypisa¢ dzialaniu
podloza. Inne czynniki ryzogeniczne, wymieniane przez Jelaska (1974),
Rogozinska (1971) i innych, takie jak warunki $§wietlne i temperatura
oraz rodzaj i stgzenie cukru w poroOwnywanych kulturach, byly podobne.

Przy wyzszych stezeniach NAA i 2,4-D (1,01 2,0 mg/dm? pozywki) przyrost
kalusa byt duzy lub bardzo duzy (rys. 6). Wytworzona tkanka kalusowa byla
zabarwiona zielono, z6ito, brunatnie i pomaranczowo; co wskazuje na mozli-
wos¢ syntezy rowniez i innych barwnikoéw obok chlorofilow.

Wprowadzenie do podloza L-S, TAA i kinetyny, w stezeniu wyzszym niz przy
2,4-D i NAA, wplynelo nie tylko na pojawienie si¢ licznych korzeni o rozmiarach
nie obserwowanych w opisanych wczesniej warunkach, ale przede wszystkim
zapewnito im wlasciwa reakcje geotropiczna. Przy stezeniu 2 mg/dm?® IAA i
2,45 mg/dm® kinetyny rowniez pojawily si¢ liczne korzenie boczne (rys. 7).
Inicjacja ryzogenezy nalezy do znanych efektéw auksynowych. Migdzy innymi
Turetskaya i Kefeli (1968) badajac ukorzenianie wycinkéw todyg
stwierdzili, ze stymulacja tego procesu wynika ze zmiany stosunku endogennych
auksyn i inhibitorow wzrostu po wprowadzeniu egzogennego IAA. Uznali oni, ze
dzialanie auksyny ogranicza si¢ do okresu poprzedzajacego inicjacje podzialéw
komoérkowych w todydze, po czym wrazliwosé na egzogenny IAA zanika. Z
badan Loomisai Torreya z1964, Torreyai Loomisa z
1967 oraz Webstera i Radina z 1972 wynika, ze NAA podany od
strony podstawy korzenia wywoluje pobudzenie wyspowe w perycyklu i
zwielokrotniony rozwdj korzeni bocznych. W prowadzonych przez nas bada-
niach przy podwyzszeniu dawki kinetyny (pozywka L-S-12 z tabeli 1) obserwo-
wali$my wyrazne zwiekszone $rednice korzeni. Dane te koresponduja z wynika-
mi wspomnianych wyzej autoréw, przypisujacych takie efekty wspdlnemu
dziataniu cytokinin i auksyn.

Na wzrost korzeni sktadaja si¢ zaréwno podziaty komorkowe, jak i elongacja
komoérek, przy czym auksynom przypisuje si¢ role stymulatorow kariokinezy,a
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cytokininom — cytokinezy. Z drugiej strony znany jest mechanizm wplywu IAA
na elastyczna i plastyczna rozciagliwosé $cian celulozowych w czasie wzrostu
komorek.

Na pozywkach zawierajacych IAA i kinetyng ryzogenezie towarzyszyto
namnazanie kalusa o zielono-brunatnym zabarwieniu. Postepujace ciemnienie
tkanki zadecydowalo o odrzuceniu tego typu podloza.

Drugim specyficznym efektem histogenetycznym, nie wystepujacym na
wczesnie) omOowionych pozywkach, bylo pojawianie si¢ wewnetrznego kalusa i
znaczne powigkszenie eksplantatow pierwotnych. Proces ten zachodzit zarowno
przy wysokim stgzeniu kinetyny wobec 5 mg/dm? IAA, jak i przy niskim stezeniu
kinetyny wobec 2 mg/dm? IAA (L-S-9, L-S-11, L-S-12, z wyjatkiem L-S-10).
Zjawiska tego typu obserwowane na wycinkach dyni zostaly szczegélowo
omowione przez Jelaska (1966), Banerji i Laloraya (1966) i
Nowak (1978).

Po repasazu kalusa 1 jego pigciotygodniowej hodowli (pasaz I) stwierdzono,
ze najwigkszy przyrost swiezej masy mial miejsce w obecnosci NAA (pozywka
L-S-4 w stezeniu 2,0 mg/dm?),a w przypadku stosowania 2,4-D — przy stezeniu
1 mg/dm3 (L-S-7) (tab. 2).

Tylko w jednym przypadku (pozywka L-S-5) doszlo do rozwoju form
teratologicznych. Z tworzacej si¢ tkanki ukladaly sie stozkowate struktury
zbudowane z lisciopodobnych, bezbarwnych, gesto ulozonych elementéw (rys.
8).

Zastosowanie kinetyny w stgzeniu wyzszym od 0,45 mg/dm?3, w obecnosci 2 i
5 mg/dm’® TAA (tab. 3) okazalo si¢ nieekonomiczne. Przy wysokim zuzyciu
pozywki stwierdzono znacznie nizszy przyrost masy niz na pozywkach wzboga-
conych NAA lub 2,4-D. Z tym zastrzezeniem najlepsze efekty uzyskano przy
stosowaniu auksyny w stezeniu rownym 5,0 mg/dm? (pozywka L-S-12). Wysokie
dawki kinetyny i auksyny zagwarantowaly najnizsze zuzycie pozywki na gram
wyprodukowanej tkanki. Tym niemniej w tych warunkach ujawnily sie zaburze-
nia we wiasciwej reakcji geotropicznej korzeni. Cecha ta miala charakter trwaty.
W pigciotygodniowej kulturze kalusa nie stwierdzono zmiany wrazliwosci
korzeni na bodziec grawitacyjny. Na podobny, ale krotkotrwaty efekt zwrocili
uwage Chin i Scott (1977) w przypadku 12- i 14-dniowych kultur kalusa
jeczmienia i pszenicy.

W tabeli 2 ujeto rowniez wyniki hodowli kalusa po 2 pasazach. Na uwage
zastuguja nastgpujace fakty. Po wprowadzeniu do pozywki L-S, NAA, najwyzszy
przyrost swiezej masy tkanki, przy najmniejszym zuzyciu pozywki, uzyskano
przy stosowaniu 1,0 mg/dm? auksyny. Natomiast na podstawie wizualnej oceny
kalusa, jego zabarwienia i potencjalnej aktywno$ci merystematycznej, lepsze
wydaje si¢ stezenie NAA réwne 2 mg/dm® pozywki. W odniesieniu do drugie;
stosowanej auksyny wszystkie pozytywne cechy ujawnily si¢ przy stezeniu 2,4-D
réwnym 1,0 mg/dm?> pozywki.



Tabela 2

Wplyw NAAi 2,4-D na wzrost, uwodnienie, zuzycie poZzywki iryzogenezg kalusa Cucumis sati
Influence of NAA and 2,4-D on growth, hydration, medium utilisation and rhizogene--
with constant kinetin

Stezenie i ro- PIZ )wat Uwodnienie Zuzycie pozywki
. . Swiezej masy . -
Oznaczenie dzaj auksyny tkanki tkanki na 1 g tkanki
poZywki  Auxin concentra- Fresh mass Tissue Medium utilisation
Medium tion and kind resh m hydration per 1 g tissue
3 increment
mg/dm g % g
Ip 147 94,2 3,57
L-S-1 NAA = 0,1 IIp 1,11 93,9 3,30
Ip 3,90 95,5 3,95
L-S-2 NAA = 0,5
IIp 0,80 93,7 3,94
Ip 4,48 95,6 2,24
L-S-3 = 1,0
NAA p 1,14 93,7 2,82
Ip 4,88 95,0 3,58
L-S-4 NAA = 2,0
IIp 0,81 93,0 3,55
Ip L,17 94,0 6,92
L-S-5 24D = 0,1
D p 144 93,0 2,92
Ip 1,14 93,3 6,26
-8-6 24D = 0,5
L D lp 0,20 91.9 10,37
Ip 1,66 94,7 2,28
-S-7 24D =10
LS D IIp 0,54 92,6 4,71
Ip 1,17 94,3 3,95
L-S-8 24D = 20

Ip 0,39 91,7 3,48




—Table 2

vus L.w i Il pasazu, na pozywce Linsmaier i Skooga przy statym poziomie kinetyny 0,25 mg/dm3
sis of Cucumis sativus L. callus in passages I and II, on Linsmaier and Skoog medium
level 0,25 mg/dm3

Przyrost Zuzycie
$wiezej masy pozZywkina

Ryzogeneza kalusa tkanki po  1g tkanki

Callus rhizogenesis 10 tyg. po 10 tyg.
Barwa kalusa ukorzonio- ) hodowli  hodowli
Callus colour nie cechy ?‘°‘,‘°“‘ Tissue fresh Medium uti-
rooting description mass lisation per
% of roots increment 1gof
after tissue after
10 weeks 10 weeks
culture culture
#6Hto-zielona + ciemna zieler 100,0 bardzo krétkie
Yfllow-green + dark green very short 2,58 687
z6tto-zielona 25,0 drobne
yellow-green minute
zielona + pomaranczowa 42,0 krdtkie
+ rt
g_reen f)rar]ge shcj . 4,70 7.89
ciemna zielen 100,0 krétkie
dark green short
zielona + ciemna zielen 75,0 krétkie
green + dark green short
. s 5,62 5,06
brunatna + zielona 100,0 krétkie
brown + green short
zielona + pomarariczowa 80,0 bardzo krotkie
green + orange very short
. L, . 5,69 7,13
ciemna zielen + biata 57,1 pokryte kalusem
dark green + white covered with callus
zielona + biata 81,8 organogeneza terato-
green + white logiczna 261 984
teratologic organo- ’ ’
genesis
ciemna zielen + biata 33,3 krétkie
dark green + white short
#6tto-zielona 50,0 bardzo krétkie
5"?llow-green ver’y ?hort 1,34 16,63
zétta 66,7 krétkie
yellow short
zielona + z6tto-zielona 0,0 -
green + yellow-green 2,20 6,99
brunatna 0,0 -
brown
zielona + Z6Ha + brunatno-z6tta 18,2 stadium inicjacji dro-
green + yellow + brown-green bnych korzeni
initiation stage of
minute roots
1,56 7,43

z0tta 28,7 krodtkie
yellow short




Tabela 3—Table 3

Wplyw réinych steiert kinetyny i IAA na wzrost, uwodnienie i ryzogenez¢ kultury kalusa Cucumis sativus L., oraz na zuiycie pozywki
Linsmaier i Skooga. PasaZ I

Influence of various kinetin concentration and IAA on growth, hydration and rhizogenesis in callus culture of Cucumis sativus L.

and on utilisation of Linsmaier and Skoog medium. Passage I

Ryzogeneza kalusa

soni s . . Zuzycie po-
. S?Qzeme Stezenic IAA Przyrost SwieZej Uwodnienie iywkina 1 g Callus rhizogenesis
Oznaczenie  kinetyny masy tkanki  tkanki . Barwa Kalusa
pozywki  Kinetin con- 1AA Tissue fresh Tissue thanki k ieni
i : o ukorzenienie .
Medium  centration oonce;lsraglon mass increment hydrogenationM.edmm utilisa-  Callus colour . cechy korzeni
mg/dm? mg/ém g % tionperl g rooting root description
tissue %
g
L-S-9 0.45 2,0 0,09 91,4 21,8 brunatna + zielona 25,0 stadium zawigzkow
brown + green primordium stage
L-S-10 245 2,0 0,27 92,6 12,7 jasno-zielona 16,7 ”
light green
L-S-11 1,25 5,0 0,39 90,4 9,0 jasno-zielona 40,0 ”
light green
L-S-12 2,75 50 0,54 92,0 6,6 ciemna zielen 40,0 bardzo drobne o nie-
dark green typowym kierunku

wzrostu

minute with nontypi-
cal growth direction
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Poréwnanie przyrostu $wiezej masy tkanki z pasazu I i II pozwolilo na
stwierdzenie ogo6lnego spadku produkcji masy w miar¢ uptywu czasu, przy czym
ograniczenie przyrostu bylo bardziej wyrazne na pozywkach wzbogaconych
NAA. Tylko przy najnizszych stezeniach NAA i 2,4-D ro6znice byty nieznaczne
(rys. 9, 10).

e Pasaz I
=T Passage I
-
CICHAS el
5% /
gt /
g3/
92 € /
B Q /
§3 /
wE 21 /
2 c /
RE |/
€&

1-\’/\ Pasaz II

Passage II

1 i 1 1
om 05 1.0 15 20
Stezenie NAA [mg/dm?]
NAA coneentration [ mg/dm? ]

) Rys. 9. Przyrost swiezej masy kalusa Cucumis sativus L. na pozywce Linsmaier i Skooga z NAA
(pasaz Ii1II)

Fig. 9. Fresh mass increment in Cucumis sativus callus L. on Linsmaier and Skoog medium with NAA
- (passagess I and II)

Przyrost $wiezej masylg]
Fresh mass increment [g]

001 G5 10 20
Stezenie 24-D [mg/dm?]
24-D concentration [mg/dm?]

Rys. 10. Przyrost swiezej masy kalusa Cucumis sativus L. hodowanego na pozywce Linsmaier i
Skooga uzupelnionej 2,4-D (pasaz I i II)

Fig. 10. Callus fresh mass increment of Cucumis sativus L. cultured on medium of Linsmaier and
Skooga supplemented with 2,4-D (passages I and IT)
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Po Ii II pasazu kalusa zaobserwowano tendencj¢ do stopniowego skracania
korzeni i zmniejszania ich $rednicy, przy zachowanych zdolnosciach ryzogeni-
cznych. Natomiast wczeSniej Torrey (1959), potem Rogozinska
(1971) zwrécili uwage wlasnie na spadek aktywnosci ryzogenicznej tkanek
marchwi i grochu w kolejnych repasazach. Cytowani autorzy sugerowali, ze
przyczyna tego faktu moze by¢ wyczerpanie specyficznego czynnika zawartego w
eksplantacie pierwotnym, a nie syntetyzowanego in vitro.

Po pierwszym pasazu kalus zabarwiony byt z reguty zielono, z6ttozielono,
tylko przypowierzchniowo pomaranczowo i brazowo, natomiast w 2 pasazu,
podobnie jak to miato miejsce w kulturach pierwotnych, stwierdzono odbarwia-
nie sie tkanki.

Analizujac przyrosty $wiezej masy tkanki w stosunku do zuzycia pozywki na
1 g tkanki, po 10 tygodniach hodowli (I i IT pasaz) ustalono, ze pozywki
wzbogacane NAA sg bardziej wydajne niz uzupetnione przez 2,4-D.

Dla wyprodukowania 1 g $wiezej masy tkanki najwyzsze zuzycie pozywki
zachodzi po wprowadzeniu NAA lub 2,4-D w ilosci 0,5 mg/dm>, natomiast
ekonomiczne sa pozywki uzupetniane 1,0 mg/dm? zaréwno NAA jak i 2,4-D. Do
serii doswiadczen wykorzystano takie stgzenia NAA i 2,4-D, ktore mialy na celu
ustalenie optymalnego czasu dla repasazu. Ilustracje tego zagadnienia przedsta-
wiono na rysunku 11. W czasie 6-tygodniowego wzrostu, w przypadku 2,4-D,
najwigkszy przyrost $wiezej masy mial miejsce okoto 4 tygodnia hodowli. Po
dalszych dwoch tygodniach tzn. migdzy 4 a 6 tygodniem hodowli wystapily
nieznaczne tendencje spadkowe. Dane te nie koresponduja z wynikami dla
kalusa ziemniaka (S h a w i in., 1976) o0 maksymalnym wzroscie migdzy 2 a 3
tygodniem hodowli, sa natomiast zblizone do wynikow uzyskanych dla bobu
przez Michell i Gildow (1975), ktorzy stwierdzili maksimum wzrostu
miedzy 20 a 30 dniem hodowli. W przypadku tkanek hodowanych na pozywkach
wzbogaconych NAA przyrost §wiezej masy kalusa w ciagu pierwszych 4 tygodni
byl niewielki, natomiast obserwowano bardzo wysoki przyrost migdzy 4 a 6
tygodniem.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna sformulowac nastgpujace
whnioski:

1. W odniesieniu do wplywu pozywek na produkcje kalusa 1 ryzogenezy
stwierdzono:

a) nieprzydatno$¢ pozywki White’a do inicjacji obydwu procesow,

b) w przypadku pozywki Linsmaier i Skooga uzaleznienie badanych proce-
sow od rodzaju uzytych auksyn. Inhibitorem ryzogenezy na eksplantatach
pierwotnych okazal si¢ 2,4-D w stezeniu 0,1 mg/dm3, natomiast w kulturach
kalusa w stezeniu 1,0 mg/dm® przy zawartosci kinetyny rownej 0,25 mg/dm?3.
Obecne w podlozu NAA lub IAA stymulowaly produkcje kalusa i ryzogeneze
zaroOwno na eksplantatach, jak i na kalusie. Prawidlowe potozenie korzeni
wzgledem bodzca geotropicznego obserwowano na pozywkach z IAA.
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CIC)

>E

g % 2 7 NAA
g /

e /

Eh1 /

B E /7g2!r0
ec 7

Eg i e 1

auw 0 2 4 6

Czas hodowli [tydzien]
Culture duration [week]

Rys. 11. Przyrost $wiezej masy kalusa Cucumis sativus L. na pozywce Linsmaier i Skooga
wzbogaconej 1 mg/dm® NAA lub 2,4-D 1 mg/dm® migdzy 2 a 6 tygodniem hodowli (I pasaz)

Fig. 11. Callus fresh mass increment of Cucumis sativus L. on Linsmaier and Skoog medium enriched
with 1 mg/dm® NAA or 2,4-D 1 mg/dm? between 2nd and 6th week of culture (passage I)

2. Badajac wplyw réznych stezen IAA, NAA i 2,4-D i kinetyny na przyrost
$wiezej masy ustalono, ze optymalne bylo stezenie NAA = 1,0 mg/dm? i kinetyny

= 0,25 mg/dm?>.

3. Ustalajac najwlasciwszy czas dla repasazu tkanki, stwierdzono najwyzszy
przyrost §wiezej masy tkanki okolo 4 tygodnia hodowli po wprowadzeniu do
pozywki 2,4-D oraz sukcesywnie zwigkszajacy si¢ przyrost swiezej masy tkanki
od 4 do 6 tygodnia hodowli po uzupetnieniu pozywki NAA.

Kierownictwu Zaktadu Hodowli i Genetyki Instytutu Warzywnictwa w Regutach skladamy
podzigkowanie za ofiarowanie materiatu.

STRESZCZENIE

Analizowano procesy inicjacji kalusa i ryzogenezy na eksplantatach z hypokotyli Cucumis
sativus L. linii zenskiej (1. z.) M i na kalusie w ciagu 10 tygodni hodowli.

Stwierdzono nieprzydatno$¢ pozywki White’a zmodyfikowanej wedlug Strecta i
McGregora (1952) do ukorzenienia wycinkdw i namnozenia tkanki kalusowe;j.

Na podlozu podstawowym Linsmaier i Skooga (1962) inhibitorem ryzogenezy
okazal si¢ w przypadku eksplantatow pierwotnych 2,4-D, uzyty w stgzeniach wyzszych od
0,1 mg/dm?® pozywki.

Wprowadzenie do podloza IAA w stezeniu 2 lub 5 mg/dm? stymulowato w 1003, ukorzenienia
eksplantatéw, natomiast obecno§¢ NAA powodowala zmiang wrazliwosci korzeni na bodziec
grawitacyjny. i

W odniesieniu do kultur kalusa 1 i 2 pasazu stwierdzono, ze gdy steZenie kinetyny w podlozu
utrzymywano na poziomie 0,25 mg/dm? a poziom 2,4-D zwigkszano od 0,1 mg/dm?® do 2 mg/dm?, to
100% inhibicja ukorzenienia wystapila przy 1,0 mg/dm? tej auksyny. Natomiast w przypadku NAA
nie wykryto prostych zaleznosci miedzy st¢zeniem auksyny a %, ukorzenienia kalusa z 1 i 2 pasazu.

Przy roznym stezeniu kinetyny i 2 lub 5 mg/dm? IAA wykryto réznice w % ukorzenienia kalusa z
1 pasazu i zmiany naturalnej pozycji drobnych korzeni wobec grawitacji.
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Uwzgledniajac zuzycie pozywki na 1 g wyprodukowanej tkanki przyjeto, ze optymalne stezenie
NAA wynosi 1,0 mg/dm3,

Ustalajac odpowiedni czas repasazu stwierdzono, ze na pozywkach zawierajacych 2,4-D w
steZzeniu 1,0 mg/dm? i kinetyny (0,250 mg/dm?) najwiekszy przyrost §wiezej masy tkanki ma miejsce
okoto 4 tygodnia hodowli, a po wprowadzeniu NAA migdzy 4 a 6 tygodniem hodowli.
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