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KWASU JASMONOWEGO NA FORMOWANIE CEBUL
W KULTURACH PEDOW TULIPANA in vitro !
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Wstep

Wysoka zdolno§¢ do formowania cebul jest cechg, ktéra warunkuje cfek-
tywno$¢ mikrorozmnazania danego genotypu tulipana. W znanych metodach ce-
bule rozwijajy si¢ z peddéw, ktére zregenerowaly na eksplantacie inicjalnym -
fragmencic pgdu kwiatowego [RICE i in. 1983; 1 E NARD 1 in. 1987], tuskach [NisHIuU-
cH1 1980] 1 zalazni [Bach, Prak 2005). Uzyskano takze formowanie si¢ cebul bez-
posrednio na tragmentach pedu kwiatowego. Proces taki miat miejsce, gdy w eta-
pic inicjalnym stosowano ester metylowy kwasu jasmonowcgo (MeJA) {KUIIPERS,
LANGENS-GERRITS [997]. W nowej metodzie, ktorg opracowano dla potrzeb ho-
dowli tworczej 1 zachowawczej, cebule tworzg sic w kulturach pedéw rozmnaza-
nych cyklicznic [PODWYSZYNSKA, MARASEK 2003]. Niczaleznie od metody, kluczo-
wymi czynnikanmi indukujacymi rozwdj cebul tulipana in vitro jest podniesienic
poziomu sacharozy w pozywce do 6-7%, okoto 3-miesieczne traktowanie p¢dow
niska temperaturg 5°C i zaprzestanic stosowania cytokininy. We wezedniejszych
badaniach wykazano, z¢ odmiany bardzo réznily si¢ zdolnoscia do tworzenia
cebul [PODWYSZYNSKA 2001, 2005]. Sposréd wszystkich badanych genotypéw zdol-
no$¢ ta u ‘Bluc Parrot’ byta najnizsza 1 poczatkowo wynosila 10-40%. Nast¢pnie
poprzez zastosowanie szeregu zabiegdw, takich jak wydluzenie okresu traktowa-
nia nisky temperaturg z 12 do 14 tygodni, wzbogacenie pozywki do formowania
cebul w wegiel aktywny, traktowanie retardantami wzrostu 1 auksyna przed chio-
dzeniem, zwickszono cfektywno$¢ formowania cebul do 100% [PODWYSZYNSKA,
Ross 2003]. Jednak uzyskane cebule w wigkszoSci byly pozbawione tuniki lub
okryte nig tylko cz¢éciowo, a tuski cebul nicforemne i1 otwarte. Takie cebule byty
narazone na wysychanie 1 nic nadawaly si¢ 1o uprawy ex vitro. Ponadto prze-
prowadzone ostatnio badania wykazaly, ze poziom endogennego kwasu indolilo-
3-octowego (IAA) w pedach tulipana in vitro jest bardzo niski we wszystkich
fazach mikrorozmnazania, przy czym u ‘Blue Parrot’ nizszy niz u ‘Prominence’ —
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462 M. Podwyszyfis’ .a

odmiany o wysokicj zdolnosci tworzenia cebul (Podwyszynska i in., dane niepu-
blikowanc). Tymczasem uwaza sig, ze proces formowania cebul in vitro stymulo-
wany jest migdzy innymi przez auksyny, gtéwnie kwas a-naftalenooctowy (NAA)
[N1mi, ONOzAwA  1979; VAN AARTRUK, BLOM-BARNHOORN 1981]. Do czynnikow
odgrywajacych role w tym procesie zalicza si¢ takze etylen [TAEB, ALDERSON 1990);
Kericr 1993] oraz kwas jasmonowy (JA) i jego pochodne, w tyri MeJA [Sa-
NIEWSKI, PUCHALSKI 1987; RAVNIKAR i in. 1993; KODA 1997; SANTOS, SALEMA 2000].
W zwiagzku z powyzszymi informacjami przeprowadzono badania, w ktérych pedy
przeznaczone do chlodzenia umieszezano na pozywkach z dodatkicm NAA 2, 4
i 6 mg:dm= (Podwyszyfiska i in., dane nicpublikowanc). P¢dy traktowano tez
MeJA (25, 50 1 100 ul-dm-?) po 3 tygodniach od zakonczenia chiodzenia |Pop-
WYSZYNSKA, Ross 2003]. Jednak zabiegi te nie wplyng¢ly istotnic na poprawg efck-
_tywnoSci formowania cebul czy ich jakosci.

Cclem obccenie prowadzonych badan jest zwigkszenic cfcktywnodci formo-
wania i jakosSci cebul w kulturach p¢déw in vitro poprzez traktowanic auksyna,
etylenem 1 MeJA w innych, niz dotychczas badano, tazach powstawania ccbul,
a mianowicic w ostatnim ctapic ich formowania — w fazic nabrzmicwania pods-
taw pedoéw, czyli po 4-8 tygodniach po zakonic¢zeniu chiodzenia.

Materiat i metody

Do badan uzyto kultury peddéw tulipana 'Bluc Parrot’ odmiany, ktdra
w kulturach in vitro formuje cebule niskiej jako$ci. Jest to odmiana z grupy tuli-
panéw papuzich. W warunkach naturalnych charakteryzuje si¢ wyzokim wspot-
czynnikiem rozmnazania, wykazujge jednoczesnic tendencjg do drobnicenia cebul.

Badano wplyw prekursora etylenu, kwasu l-aminocyklopropano-1-karboksy-
lowego (ACC), kwasu 2-chloroetylofosfonowego (CEPA, Ethrel 480 SL, Rhone-
Poulenc Agrochemic, France) - jako Zrodhta etylenu, kwasu indolilo-3-octowego
(IAA) 1 estru metylowego kwasu jasmonowego (McJA) na formowanic ccbul in
vitro.

W doswiadczeniach wykorzystano pgdy mnozone na standardowcej pozywce
zawierajgcej tidiazuron (TDZ) [PODWYSZYNSKA, MARASEK 2003]. Pedy przygotowy-
wano do ctapu tworzenia cebul wg wezesniej opracowanej procedury [PODWY-
SZYNSKA 2005]. Tak wige ostatni cykl namnozeniowy wydtuzano do 14 tyg. dodajac
w 8 tyg. pozywke plynna bez regulatoréow wzrostu. Nast¢pnic kgpki peddéw dziclo-
no na mniejsze 1 umieszezano je (po 20 pedér) w stoikach o pojemnosci 330 ml,
zawierajycych po 60 ml pozywki do formowania cebul. Kultury p¢déw chtodzono
przez 14 tyg. w 5°C w celu indukowania procesu tuberyzacji. Po chtodzeniu pedy
tormowaly cebule w 16-godz. fotoperiodzie w temperaturze 23°C przez 16 tygod-
ni.

Celem pierwszego etapu badan bylo ustalenie zakresu stgzen ACC i1 CEPA
oraz terminu ich stosowania. Zwigzki te dodawano do kultur pgddéw w postaci
roztworéw wodnych (1,5-6 ml) jednorazowo po 4 tygodniach lub dwukrotnie po
4 i 8 tygodniach od zakoniczenia chlodzenia. St¢zenie badanych zwigzkdéw w po-
zywce agarowej wynosito 1, 10 ub 100 mg-dm= dla ACC oraz 11 10 mg-dm= dla
CEPA.

W dalszych badaniach 1AA (2,5; 51 10 mgv), CEPA (5, 10 1 20 mg-dm-3)
oraz MecJA (25 1 50 pl-dm=3) dodawano do kultur pedéw oddziclnic Iub facznie
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(IAA 5 mgdm3 z CEPA 5 mgdm? i/lub MeJA 25 uldm-3 oraz CEPA
5 mg:dm-? z McJA 25 pl-dm3). Dodawano je w postaci roztworéw wodnych jw.
po 8 tyg. od zakonczenia chtodzenia. W jednym z traktowan CEPA (5 mg-dm?)
stosowano dwukrotnic po 4 1 8 tygodniach. Kontrolg stanowily pqdy nietraktowa-
ne po chtodzeniu zadnym z ww. zwigzkéw.

W kazdej kombinacji byto po 4-5 powtdrzen, z ktdrych kazde stanowit stoik
z 20 pedami. Obscrwacje wykonywano po 16 tyg. od zakonczenia chtodzenia. Do-
tyczyly one calkowitej liczby cebul 1 liczby cebul prawidtowo uformowanych, uzys-
kanych z jednego stoika oraz $rednicj masy cebuli prawidtowo uformowanej. Ce-
bule prawidtowo uformowane to takie, ktére nadawaly si¢ do ukorzeniania ex
vitro (okryte przynajmniej czeSciowo tunikg, o zwartej tusce). Przy interpretacji
wynikow postugiwano si¢ terminem .,etfecktywnod¢ formowania cebul”, ktéry ozna-
cza procent cebul prawidtowo uformowanych w stosunku do liczby formujgcych
je pgdéw. Wyniki poddawano analizic wariancji. Przy danych dotyczacych liczby
cebul stosowano transformacje pierwiastkowg y = sqr(x) + sqr(x + 1). Srednie
poréwnywano za pomocq testu Duncana.

Wyniki i dyskusja

Wykazano, z¢ ACC i CEPA uzyte jednokrotnie (po 4 tygodniach od zakon-
czenia chlodzenia) w nizszych stgzeniach nie wplywaly istotnie na liczb¢ i masg
cebul (tab. 1). Natomiast, gdy stosowano je w najwyzszym stgzeniu uzyskano
najmniej cebul, w tym takze prawidtowo utormowanych. W czgsci do§wiadczenia,
w ktorym ACC 1 CEPA stosowano w stg¢zeniu 1 mg-dm= raz lub dwukrotnic
wykazano, z¢ dwukrotne traktowanic (w 4 1 8 tyg. po chlodzeniu) istotnie zwigk-
szylo, w odnicsicniu do kontroli, liczbg uzyskanych cebul, w tym prawidiowo
uformowanych (rys. 1). Przy dwukrotnym traktowaniu CEPA zwigkszono ectek-
tywno$¢ formowania cebul z 7,5% (kontrola) do 42,5%.

Tabela 1; Table 1

Wplyw ACC i CEPA dodanych do pozywki po 4 tygodniach od zakonczenia chtodzenia
pedow na formowanie cebul tulipana ‘Blue Parrot’ in vitro

Effect of ACC and CEPA added to the bulbing medium 4 weeks after cooling
of shoots on bulb formation of tul.p ‘Blue Parrot’ in vitro

Zwiazek Catkowita liczba cebul/100 Liczba cebul prawxdlowlo Srednia masa cebuli
: . uformowanych/100 pedow .
Chemical pedéw; Total number of Mean bulb weight
mg-dm-*) bulbs/100 shoots No. of well formed (mg)
(mg ' bulbs/100 shoots
Kontrola; Control 81,0 be 550b 2555 ab
1 850 ¢ 56,0 b 2228 a
ACC 10 72,5 abc 43,5 ab 2268 a
100 63,5 ab 350 a 2055 a
1 870¢c 43,0 ab 2010 a
CEPA 1o 61.0 a 39,0 a 3160 b
F emp 3,48* 3,31* 3,26*

Srednic oznaczone tq sama litera nie roznia sig¢ istotnie na poziomie istotnosci @ = 0,05; Means mar-
ked with the same letter do not difter significantly at the significance level of a = 0.05
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Srednic dotyczace te samej klasy cebul oznaczone ta samg litera nie rézniy si¢ istotic na poziomie
istotnosci a = 0,05; Means concerning the same bulb class marked with the same letter do not differ
significantly at the significancy level of a = 0.05

F emp = 9,48** dla catkowitej liczby cebul; for the total number of bulbs
Femp = 13,69** dla liczby cebul prawidtowo uformowanych; for the total number of bulbs
well formed

Rys. 1. Wplyw ACC i CEPA w stezeniu 1 mg-dm-* dodanych do pozywki po zakoncze-
niu chlodzenia peddw, jednokrotnie — po 4 tyg. (ACCx1 i CEPAXI) oraz dwu-
krotnie, po 4 i gtyg. (ACCx2 i CEPAx2) na liczbg ccbul tulipana ‘Bluc Parrot’
in vitro wytworzona przcz 100 pgdow

Fig. 1. Effect of ACC and CEPA at the conccntration of 1 mg-dm~ added to the bul-
bing medium (after cooling of shoots): once, after 4 wecks (ACCx! and
CEPAx1) and twice, after 4 and 8 wecks (ACCx2 and CEPAx2), on the
number of bulbs formed by 100 shoots >f tulip ‘Blue Parrot’ in vitro

W kolejnych badaniach wykazano, zc CEPA uzyty po 8 tygodniach od za-
konczenia chiodzenia w st¢zeniach 5-20 mg-dm= nie wplywal istotnic na liczbe
i mas¢ ccbul (tab. 2). Natomiast IAA oraz MeJA stymulowaty formowanic cebul
(tab. 2). W kulturach pedéw traktowanych IAA (5 i 10 mg-dm) notowano nawct
wigkszg liczbe cebul od liczby tworzacych je peddw. Przy st¢zeniu 2,5 mg-dm-
49% p¢doéw wytworzyto prawidtowo uformowane cebule, podczas gdy w kontroli
tylko 20%. Najwigcej cebul przydatnych do ukorzeniania uzyskano pod wptywem
MeJA w stezeniu 25 1 50 pul-dm=3, odpowiednio 55,5% 1 61,0%. Stosowanic McJA
facznic z TAA i/lub CEPA daly stabszy cfckt niz zastosowanie jedynic McJA -
liczba prawidlowo uformowanych cebul wynosita 8,5-10,8 na 20 formujacych je
pedéw. Z kolei w kombinacjach IAA z CEPA 1 dwukrotnym uzyciu CEPA liczba
cebul prawidiowo uformowanych (4,3-5,5) byta poréwnywalna z kontroly (5 ccbul
prawidlowo uformowanych).



WPLYW AUKSYN, ETYLENU 1 ESTRU METYLOWEGO KWASU JASMONOWEGO ... 465

Tabela 2; Table 2

Wplyw regulatoréw wzrostu dodawanych do pozywki po 8 tyg. od zakoficzenia chlodzenia
pedow na formowanic cebul tulipana ‘Blue Parrot’ in vitro

Effect of growth regulators added to the bulbing medium after 8 weeks since the end
of cooling shoots on bulb formation of tulip ‘Blue Parrot’ in vitro

thgu_le{lor)./ wzro‘?lu, Catkowita liczba cebul/100 Liczba C,CbUI praw1dlov~io Srednia masa cebuli
stezenie; Growth regu- < uformowanych/100 pedéw .
4 pedow; Total number Mean bulb weight
lators (mg-dm-?) of bulbs/100 shoots Number of buibs
{MelA w; per pl-dm-?) well formed/100 shoots (mg)
Kontrola; Control 60,5 a 25,0 ab 1913 a
25 101,0 ab 49,0 cde 1870 a
[AA 5 1195b 36,0 a—d 170,0 a
10 99,5 ab 41,5 b-e 176,0 a
S 67,5 a 29,5 abe 2558 a
CEPA 10 83,5 ab 33,5 abc 1470 a
20 875 a 230 a 1233 a
25 87,5 ab 55,5 de 1633 a
MeJA S0 94,5 ab 610e 1948 a
F cmp 2,03* 468*%* 1,69 r.n.

Srednie oznaczone ty samg litera nic réznig sie istotnic na poziomie istotnosci @ = 0,05; Means mar-

ked with the same letter do not difter significantly at the significance level of @ = 0.05

* istotna réznica pomigdzy Srednimi na poziomie istotnosci @ = 0,05; significant difference bet-
ween the means at the significance level o« = 0.05

b istotna réznica pomigdzy $rednimi na poziomie istotnoSci @ = 0,01; significant difference
between the means at the significance level @ = 0.01
rn. réznice nicistotne; differences not significant

Ccbule w zalezno$ci od traktowania znacznie si¢ réznily jakoscia. Najwyz-
szg charakteryzowaly si¢ cebule wytworzone pod wplywem samego MelA. Byly
calkowicic okryte tunika, ich szyjki byly waskie, a tuska catkowicie zamknigta
(fot. 1). Natomiast cebule formujace si¢ w obecnosci IAA lub CEPA, nawet te,
ktére uznano za prawidlowo uformowane, byly lekko wydluzone, cze$ciowo okry-
te tunika, z lusky lekko rozchylong (szersza szyjka niz u traktowanych MeJA).
Takie cebule obserwowano niczaleznie od tego czy IAA lub CEPA stosowano
oddzielnie, czy w kombinacjach z pozostatymi zwigzkami. Pod wplywem IAA lub
CEPA cebule byly gorszej jakosci niz w kontroli. Wyniki wskazuja, ze etylen ra-
czej nic odgrywa kluczowej roli w formowaniu cebul u tulipana, a egzogenna
auksyna jest najbardziej potrzebna w etapie poprzedzajacym rozwéj cebul w cza-
sie, gdy p¢dy przed chlodzeniem wchodza w spoczynek [PODWYSZYNsKa 2005].

Podobne wyniki do uzyskanych w niniejszej pracy notowano w badaniach
dotyczgcych kultur pedéw Narcissus triandrus L., gdzie stosowano JA 1 NAA
[SaNTOs, SALEMA 2000]. Najliczniejsze i najlepiej uformowane cebule uzyskano
w obecno$ci samego JA. Natomiast w obecnosci NAA cebule byly wydiuzone
i bylo ich znacznic mniej. Z kolei w kulturach pedowych Allium sativum L. naj-
wieksza liczbg ccbul uzyskano na pozywce zawierajacej facznie 10 pmol JA-dm-
10,1 mg NAA-dm= [KiM i in. 2003]. W celu poznania mechanizmu dzialania
jasmonianéw prowadzono badania anatomiczne formujacych si¢ organéw spich-
rzowych w pgdach poddanych dziataniu tych zwiazkéw. U Gloriosa rothschildiana
O'BRIEN MeJA powodowal wzrost liczby i §rednicy naczyn w tworzacej sig tkance
przewodzacej [WERYSZKO-CHMIELEWSKA, Kozak 2002]. U ziemniaka zwigzek ten
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termin traktowania egzogennym MelA, podobnie jak auksyna, w przypadku tuli-
pana musi by¢ ustalony eksperymentalnie. Zastosowanie MeJA w stezeniu 25-50
pldm- w 3. tygodniu po zakonczeniu chlodzenia nie mialo wplywu na proces
formowania cebul [PODWYSZYNSKA, ROss 2003]. Natomiast, jak wykazaly niniejsze
badania, uzycic McJA w 8. tygodniu, w fazie grubienia podstawy liScia, wyrazZnie
stymulowato tworzenie cebul.

Wyniki niniejsze] pracy postuza do optymalizacji mikrorozmnazania kilku
polskich klonéw hodowlanych, charakteryzujgcych sie niskimi zdolno§ciami do
formowania cebul.
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Stowa kluczowe:  Tudipa gesneriana 1., mikrorozmnazanic, formowanic cebul,
TIAA, ACC, CEPA, MeJA

Streszczenie

Metod¢ mikrorozmnazania tulipana opracowano dla potrzeb hodowli twor-
czej 1 zachowawczej. Celem prezentowanych badan bylo zwigkszenie cfektywnosei
formowania 1 jakosci cebul w kulturach pedow in vitro. W badaniach wykorzysta-
no pedy odmiany ‘Blue Parrot’, ktéra w warunkach in vitro formuje cebule niskicj
jako$ci. Badano wplyw kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylowcgo (ACC),
kwasu 2-chloroetylo-fosfonowego, CEPA), kwasu indolilo-3-octowcgo (IAA) oraz
estru metylowego kwasu jasmonowego (MeJA) na liczbg i masg uzyskanych cebul
in vitro oraz efektywno$¢ formowania cebul (procent pgdéw formujacych cebulc
wysokiej jakodci nadajacych si¢ do ukorzeniania). Zwigzki te dodawano oddziel-
nic lub facznie do kultur pedéw rosnacych na zestalonych pozywkach agarowych
po 4 (CEPA) lub 8 tygodniach (wszystkic zwiazki) od zakoficzenia 14-tygodnio-
wego chlodzenia (niska temperatura indukuje proces tuberyzacji). Wykazano, z¢
IAA oraz MeJA istotnie stymulowaly formowanie cchul. W kontroli ctektywno$é
procesu formowania cebul wynosita 20%. W kulturach pgdow traktowanych TAA
notowano nawet wicksza liczbg wszystkich cebul od liczby tworzacych je pedow,
jednakze tylko 49% pedoéw wytworzylo cebule wysokiej jakosci (przy stgzeniu
IAA 2,5 mg-dm3). Najwigcej takich wartoSciowych cebul wytworzyly pedy trakto-
wane samym MeJA w stgzeniu 25 i 50 pl'dm=3, odpowiednio 55,5% 1 61,0%.
Sposrdd traktowan ACC i CEPA, dwukrotnie zastosowaniec CEPA w st¢Zeniu
1 mg-dm3 poprawito efektywno$¢ formowania cebul z 7,5% (kontrola) do 42,5%.
Cebule najwyzszej jakosci (okryte tunikg i z waska szyjkg) notowano w obccnosci
samego MelJA.
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EFFECT OF ETHYLENE, AUXIN AND METHYL JASMONATE ON BULB
FORMATION in vitro IN TULIP SHOOT CULTURES

Matgorzata Podwyszyriska
Department of Physiology and Morphology of Ornamental Plants,
Research Institute of Pomology and Floriculture, Skierniewice

Key words:  Tulipa  gesneriana, micropropagation, bulb formation, ACC,
CEPA, IAA, McJA

Summary

The tulip micropropagation method was developed for breeding purposes.
The aim of the presented study was to improve the efficiency of bulb formation
in vitro. High ability for bulb formation is essential for successful micropropa-
gation of the given genotype. In vitro shoot cultures of the cultivar difficult-to-
form bulb ‘Blue Parrot’ were used for the experiment. The cffect of
I-aminocyclo-1-carboxylic acid (ACC), 2-chloroethylphosphonic acid (CEPA),
3-indolcacctic acid (1AA) and mcthyl jasmonate (MeJA) on bulb formation was
studied. These chemicals were added separately or in combinations to the shoot
cultures in the 40 (CEPA) or 8" week (all of the growth regulators) after cooling
(low temperature treatment induces bulb formation). The results showed that
IAA and McJA significantly stimulated bulb formation. In control, 20.0% bul-
bing cfliciency (percent of the well formed bulbs in relation to the number of
shoots designed for bulbing) was noted. In cultures treated with IAA at 5 or
10 mg-dm-3, the total number of bulbs was even higher than the number of
shoots designed for bulbing but the bulbing efficiency was 49.0% whereas in the
trcatments of MeJA at 25 and 50 pl-dm=3, such efficiency was 55.5% and 61.0%,
respectively. CEPA applied twice at the concentration of 1 mg-dm-? improved
bulbing efficiency from 7.5% to 42.5%. Bulbs of the best quality were noted in
the presence of McJA when it was used alone.
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