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The use of cultivars of Raphanus sativus for cytokinin bioassay

Abstract

Six cultivars of radish (Raphanus sativus) were tested for their usefulness in
radish cytokinin bioassay by the method of Letham (1971). The best cultivar
was found to be ‘Sopel Lodu’ which responds well to both zeatin and 2iP
over a wide range of concentrations. The fresh weight of cotyledons increas-
ed at most by 71.5%, (if treated with zeatin) or 101.0%, (if treated with 2iP)
compared to untreated cotyledons. This cultivar is also sensitive to the par-
tially purified cytokinin-like fraction isolated from the pine (Pinus silvestris)
cambial region. The cultivar ‘Sopel Lodu’ is therefore proposed to be a suit-
able plant for cytokinin bioassays.

WSTEP

Test liscieni rzodkiewki (Raphanus sativus), zaproponowany przez
Lethama (1968), oparty jest ma zdolnosci fitohormonéw z klasy cyto-
kinin do stymulacji wzrostu liScieni rzodkiewki. Cytokininy stymuluja
podzialy komoérek liscieni, a zwlaszcza powiekszanie ich rozmiaréw (G or-
don i Letham, 1975; Tsui i in., 1980), co zwigzane jest gléwnie
z wiekszym pobieraniem wody (Gordon i Letham, 1975) w efekcie
zwiekszonego stezenia zwigzkéw osmotycznie czynnych (Tsui i in.,
1980) oraz wzrostu plastycznesécei $cian komoérkowych (Lon go i in., 1978).

Uzyta przez Lethama (1968, 1971) odmiana ‘Liong Scarlet’ charak-
teryzuje sie przyspieszonym wzrostem komoérek liscieni w obecnosci ki-
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netyny i zeatyny, w zakresie stezenn od 0.002 do 10 mM. Pewne zalety
testu rzodkiewkowego (jak na przyklad krétki czas hodowli liscieni) za-
decydowaly o rozpoczeciu prob zastosowania w bioteScie szeregu dostep-
nych w Polsce odmian rzodkiewek.

MATERIAL I METODY

Uzyto szeé¢ odmian rzodkiewki: ‘Inspektowa Saxa’, ‘Sopel Lodu’,
‘Tetra Iléwiecka’, ‘Cherry Belle’, ‘Szkarlatna z Bialym Koncem’ i ‘Wiirs-
burska’. Testy przeprowadzono wedlug metody Lethama (1971). Na-
siona umieszczano na wilgotnej bibule filtracyjnej, na okres 48 godzin.
Nastepnie izolowano z zarodkéw po jednym (“wewnetrznym’) liscieniu,
ktére umieszczano w plytkach Petriego o $rednicy 10 cm, na krazkach
bibuty filtracyjnej, nasyconych 3 ml roztworu 4 mM fosforanu potasu
oraz dodatkowo roztworem zeatyny, 6-(,v,v-2-metyloallilo)aminopury-
ny (2iP) lub ekstraktu roslinnego w réznych stezeniach. Plytki ustawia-
no w plastykowych przezroczystych pudetkach, w oswietleniu okolo
700 lux. Po 3 dniach liscienie osuszano i wazono.

Cytokininy zastosowano w nastepujacych stezemiach: 0,6, 6,0 i 60,0
mg/l (liscienie odmiany ‘Sopel Lodw dodatkowo testowano w zakresie
stezen od 0,03 do 100,0 mg/l). Kazde ze stezen cytokinin testowano w 4
powtérzeniach, umieszczajge po 12 liscieni w kazdej plytce. DoSwiadcze-
nia przeprowadzano dwukrotnie.

Ponadto czesé liscieni inkubowano w roztworze zawierajgcym oczysz-
czony ekstrakt z tkanki regionu kambialnego 7 pnia 76-letnich sosen
(Pinus silvestris), zebranej w marcu i czerwcu. Ekstrakcje i oczyszczanie
ekstraktu przeprowadzono wedlug metody opracowanej przez Kubo-
wicz (1979).

Ekstrakt rozdzielano z octanem etylu, chromatografowano na kolum-
nie Dowex 50W-X8 i rozdzielano chromatografia bibulowa. Do testu
uzyto (1) eluaty z odcinkéw chromatograméw o Rr 0,2-0,8, stosujac ekwi-
walent 0,3, 1,0, 3,0 i 10,0 g $wiezej tkanki/ml (tkanka zebrana w czerwcu)
i (2) eluaty z odcinkéw chromatograméw o Ry 0,05-0,2, 0,2-04 i 0,4-0,8
(tkanka zebrana w marcu). Frakcje rozdzielano dodatkowo za pomoca
TLC w solwencie chloroform : aceton : metanol ( 1:1:1 v/v/v); do testu
przeznaczono eluaty z odcinkéw chromatograméw plytkowych o Re 0,1-
-0,9. Frakcie stosowano w ekwiwalentach 0,5 i 5,0 g $wiezej tkanki/ml.
Przy testowaniu oczyszezonych ekstraktéow tkanki zastosowano tylko od-
miane ‘Sopel Lodu’.
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WYNIKI I DYSKUSJA

Zaleznos¢ miedzy Swieza masg 5-dniowych liécieni badanych odmian
a stezeniem zeatyny lub 2iP przedstaﬁviono na rysunku 1 (I-VI). Naj-
nizsze optimum wzrostu liscieni — przy stezeniu 6 mg/l — wykazata od-
miana ‘Szkarlatna z Bialym Koncem’ (inkubacja z 2iP). W przypadku
odmiany ‘Wirsburska’ nie stwierdzono stymulacji wzrostu liscieni wraz
ze zwiekszaniem stezenn cylokinin (podobne wyniki uzyskano we wstep-
nych doswiadczeniach z rybozydem zeatyny — dane nie publikowane).
Dla pozostalych 4 odmian optymalnym stezeniem bylo 6,0 mg/l. W wiek-
szosci przypadkéw powtarzalnosé doswiadcezen byla niska. Wysoks wraz-
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Rys. 1. Wplyw stezenia zeatyny (A) i 2iP (B) na $wieza mase izolowanych liscieni
6 odmian rzodkiewki, Linie: ciggla i przerywana obrazuja wyniki 2 do$wiadczen
(z wyjatkiem odmiany ‘Sopel Lodu’)
Fig. 1. The effect of various zeatin (A) and 2iP (B) concentrations on the fresh
weight of isolated cotyledons of six radish cultivars. Solid lines and dashed lines
show the results of two experiments (except ev. ‘Sopel Lodu’)
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liwose, zaréwno przy stosowaniu stezenia 6,0 mg/l, jak i nizszego, wyka-
zala odmiana ‘Sopel Loduw’ w stosunku do obydwu badanych cytokinin.
Test z jej zastosowaniem rdéwniez charakteryzowal sie powtlarzalnoseig
wynikow. Odmiane te proponujemy do stosowania w metodach oznacza-
nia aktywnosci cytokininowej w zakresie nizszych stezen tych fitohor-
monow.

Krzywa wzrostu odmiany ‘Sopel Lodu’, wyznaczona dla 9 réznych
stezen zeatyny i 2iP (rys. 2) obrazuje dokladniej zakres wrazliwosci tej
odmiany. Optimum wzrostu przypada przy stezeniu od 10 mg/l (dla
2iP — przyrost masy liscieni o 101%,) do 30 mg/l (dla zeatyny — przy-
rost masy liScieni o 71,5%,). Reakcje wzrostowa na zastosowang cytoki-

nine stwierdzono juz przy najnizszym z badanych stezen — 0.03 mg/l.
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Rys. 2. Zaleznos¢ masy liscieni rzodkiewki odmiany ‘Sopel Lodu’ od stezenia zeatyny
(ZE) i 2iP

Fig. 2. The effect of different zeatin (ZE) and 2iP concentrations on the weight of

radish cotyledons, cv. ‘Sopel Lodu’
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Rys. 3. Wplyw stezenia ekstraktu z tkanki kambialnej sosny na s$wiezg mase
liscieni rzodkiewki odmiany ‘Sopel Lodu’. A — ekstrakt nie frakcjonowany, B —

ekstrakt frakcjonowany na trzy frakcje
Fig. 3. The effect of different concentrations of pine cambial extract on radish
(cv. ‘Sopel Lodu’) cotyledon fresh weight. A — non-fractionated extract, B —
extract fractionated into three fractions
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Oczyszezony ekstrakt stymulowal wzrost liScieni (rys. 3). Dotyczy to
zardwno wstepnie oczyszczonego ekstraktu (rys. 3A), jak i frakcji o Rr
0,4-0,8, pochodzacej z ekstraktu pcddanego dalszej chromatografii (rys.
3B).

Odmiana rzodkiewki ‘Sopel Lodu moze byé stosowana do oznaczen
aktywnosci cytokininowej oczyszezonych ekstraktéw roslinnych.

W pracy zostaly wykorzystane wyniki do$wiadczen wykonanych w
ramach Kota Naukowego Biologéw Instytutu Biologii Roélin SGGW-AR
w Warszawie.
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STRESZCZENIE

Zbadano przydatnos¢ szesciu odmian rzodkiewki (Raphanus sativus) do bio-
testu na cytokininy, opracowanego przez Lethama (1971). Stwierdzono wysoka
przydatnos¢ odmiany ‘Sopel Lodw’, ktora charakteryzowala sie wrazliwoscia na
zeatyne i 2iP w szerokim zakresie stezen. Jednocze$nie wysoka byla wrazliwosé tej
odmiany — w stezeniach optymalnych cytokininy stymulowaty przyrost masy li-
Scieni o 71,59, (w przypadku zeatyny) lub 1019, (w przypadku 2iP), Stwierdzono
réwniez reakcje wzrostows liscieni odmiany ‘Sopel Loduw’ na cze$ciowo oczyszczona
frakcje cytokininows, otrzymana z tkanek regionu kambialnego pnia sosny, metoda
Kubowicz (1979). Odmiane rzodkiewki ‘Sopel Lodu’ mozna wiec poleci¢ do ozna-
czen akytwnosei cytokininowej metoda testu biologicznego.
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