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Wykaz stosowanych skrotow

2,4-D - kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy
2iP - (dimetyloalliloamino)-puryna

ABA - kwas abscysynowy

APX - peroksydaza askorbinianiu

ATP — adenozyno-5’-trifosforan

BA — benzyloaminopuryna

BBM - geny zwigzane z powstawaniem zarodow z komorek somatycznych, ang. baby
boom

BR - brasinosteroidy

B5 - pozywka wg Gamborga

CADPR - cykliczna adenozynodifosforyboza

CAT - katalaza

cGMP — cykliczny guanozyno-3’,5’-monofosforan

CN' - anion cyjankowy

CDPK - kinazy biatkowe regulowane przez jony wapnia

c-PTIO — ang. 2-(4-Carboxyphenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide
Cpvpp — taniny nie zwigzane z PVPP

Cryli Cry 2 — kryptochrom 1 i kryptochrom 2

Ct - zawarto$¢ tanin

Cu/Zn SOD - rodzina izoform miedziowo-cynkowych SOD
DHAR - reduktaza dehydrosakorbinianu

DNA — kwas deosyrybonukleinowy

DPPH: — stabilny wolny rodnik 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylowy
DR — oddychanie ciemniowe

EPR — elektronowy rezonans paramagnetyczny

FAA - formalino—aceto-alkohol

Fe SOD - rodzina izoform zelazowych SOD

GA; — kwas giberelowy

GC-MS - chromatografia gazowa ze spektrometrem masowym
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GR - reduktaza glutationowa
GSH - glutation

GSNO - S-nitrozoglutation
HCN - cyjanowodor

H,0O, — nadtlenek wodoru

IAA - kwas indolilo-3-octowy
IBA - kwas indolilo-3-mastowy
JA - kwas jasmonowy

K- kontrola, kultury rosngce w optymalnych warunkach
KCN - cyjanek potasu

KIN — kinetyna

LEC — geny zwigzane z powstawaniem zarodéw z komorek somatycznych, ang. leafy
cotyledon

LOV - domeny wchodzace w sktad fototropin, ang. light, oxygen, voltage
LZO - lotne zwigzki organiczne

MAPK - kinaza biatkowa aktywowana mitogenem

MDA — aldehyd malonowy

MDHAR - reduktaza monodehydroaskorbinaniu

Me-JA - jasmonian metylu

Mn SOD - rodzina izoform manganowych SOD

MS - pozywka wg Murashige i Skoog

MS+B5 - pozywka wg Murashige 1 Skoog (makroelementy) + pozywka wg Gamborga
(mikroelementy 1 sktadniki organiczne)

NAA - kwas naftylo-1-octowy

NADPH - fosforan dinukleotydu nikotynoamido- adeninowego
Ni-NOR - reduktaza azotyn-tlenek azotu

NiR - reduktaza azotynowa

NO — tlenek azotu

NOS-like - enzym o aktywnosci zblizonej do syntazy tlenku azotu
NR - reduktaza azotanowa

nsHb - niesymbiotyczne hemoglobiny
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PAR — promieniowanie fotosyntetycznie czynne

Psr — forma fitochromu absorbujaca $wiatlo dalekiej czerwieni (z maksimum A=730 nm)
PHYA — PHYE - geny kodujace fitochrom u Arabidopsis thaliana

PN — fotosynteza netto

Py - forma fitochromu absorbujaca §wiatto czerwone (z maksimum A=600 nm)
PSI — fotosystem |

PSII — fotosystem 11

PVP - poliwinylopirolidon

PVPP - poliwinylopolipirolidon

RNS — reaktywne formy azotu

ROS - reaktywne formy tlenu

S | — pierwszy wariant stresu osmotycznego (dwukrotne zwigkszenie zawartosci cukru
W pozywce)

S 11 — drugi wariant stresu osmotycznego (trzykrotne zwickszenie zawartosci cukru w
pozywce)

SD - odchylenie standardowe

SERK - gen zwigzany z powstawaniem zarodéw z komoérek somatycznych, ang.
somatic embryogenesis receptor kinase

s.m. -sucha masa

SNAP - S-nitrozoacetylo-penicyloamina

SNP — nitroprusydek sodu

SOD - dysmutaza ponadtlenkowa

SPME — mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej

Sw.m. - §wieza masa

TBARS — produkty peroksydacji lipidow reagujace z kwasem tiobarbiturowym
TDZ - tidiazuron

XOR - oksydoreduktaza ksantynowa
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1. Wstep

Rozwoj roslin jest procesem, na ktory sktadaja si¢ wzrost, r6znicowanie si¢ w
tkanki, organy lub cale organizmy. Zalezno$ci pomie¢dzy rozwojem a wzrostem,
roznicowaniem, ekspresjag genéw w okreslonej kolejnosci i czasie oraz morfogenezg,
prowadza do wytworzenia calych organizmoéw roslinnych o skomplikowanej budowie.
Termin morfogeneza (gr. morphe — ksztalt, genesis — pochodzenie) oznacza szereg
przemian rozwojowych, w wyniku ktorych nastepuje formowanie komorek, tkanek i
organbw w pelni rozwiniety, dojrzaly organizm ro$linny. Regulacja procesu
morfogenezy odbywa si¢ endogennie i1 dotyczy mechanizméw warunkujacych
aktywacj¢ gendw oraz sposob ich dzialania, co skutkuje syntezg specyficznych biatek,
determinujacych czynnosci zyciowe ro$liny (Taiz i1 Zeiger 2006). Wyizolowana
komorka, pochodzaca z pelni uksztaltowanej rosliny, moze da¢ poczatek nowemu
organizmowi, poniewaz kazda z nich zawiera kompletng informacj¢, niezbedng do jej
rozwoju. Informacja zawarta w DNA ulega ekspresji w okreslonej kolejnosci. Biatka
enzymatyczne dajg sygnaly do wytwarzania innych biatek. Regulacja na poziomie
komoérkowym obejmuje rowniez procesy indukcji 1 represji syntezy enzymow
metabolicznych przez specyficzne metabolity komorkowe. Morfogeneza regulowana
jest takze poprzez regulacje wzajemnego oddzialywania i wspolzaleznosci komorek,
odbywajacej si¢ przy udziale fitohormondw, oraz egzogennie poprzez dzialanie
czynnikow Srodowiska takich jak: §wiatlo, temperatura, wilgotnos$¢, zapotrzebowanie na
substancje odzywcze, determinujacych charakter reakcji morfogenetycznych (Burza

1995, Taiz i Zeiger 2006, Tretyn 2012).

1.1 Morfogeneza w warunkach in vitro

Materialem wyjsciowym do zalozenia kultury in vitro moze by¢ kazda czes¢
ro$liny, nazywana eksplantatem (organy, tkanki, ich fragmenty, pojedyncze komorki
czy protoplasty), zawierajagca zywe komorki z nieuszkodzonym materiatem
genetycznym. Istnieje podzial na eksplantaty pierwotne, od ktérych kultura zostata
zainicjowana, oraz pozostate, zwane wtérnymi (Bach i Pawlowska 2009).

Regeneracja ros$lin z komoérek somatycznych jest mozliwa dzigki ich
totipotencji. Komorki takie charakteryzuja sie¢ zdolno$ciag wznowienia podziatow
mitotycznych, co prowadzi do ro6znicowania si¢ w inne typy komorek, a w

konsekwencji do odtworzenia organdéw czy catego organizmu (Bach i Pawlowska

13



2009). Pobudzenie komorek somatycznych do podziatéw nastepuje przez uszkodzenie
rosliny w warunkach naturalnych, odizolowanie jej fragmentu i przeniesienie do
sterylnych kultur. Inicjacja i przebieg proceséw rozwojowych w kulturach in vitro
zaleza od rodzaju 1 wzajemnych proporcji regulatorOw wzrostu obecnych w pozywce.
Istnieje pewna ogo6lna prawidlowos¢ w oddziatywaniu auksyn i cytokinin na
organogeneze¢ (Skoog i Miller 1957, Czerpak i Piotrowska 2003). Zgodnie z przyjeta
regulg, wysoki poziom auksyn stymuluje powstawanie korzeni, podczas gdy wysokie
stezenie cytokinin warunkuje powstawanie pedow. Rowne poziomy obu hormonow
wplywaja na formowanie samego kalusa, czyli niezréznicowanej Ilub stabo
zréznicowanej tkanki ztozonej z komorek parenchymatycznych, ktorej roznicowanie
moze nastgpi¢ w wyniku obecnosci regulatorow wzrostu w pozywce (Ryc. 2) (Su 1 wsp.

2011).

Rozwdj eksplantatow w warunkach in vitro moze by¢ ukierunkowany na
bezposrednie wytworzenie pedow, korzeni, jak tez zarodkow, z ktérych moze powstac
nowa roslina, lub na organogenez¢ posrednig poprzedzona wytworzeniem kalusa, z
ktorego nastepnie mogg powstawaé organy (Burza 1995, Taiz i Zeiger 2006).
Zasadnicze procesy morfogenetyczne, dotyczace rozwoju roslin w warunkach in vitro,
mozna podzieli¢ na: organogeneze pedowa — kaulogeneze, korzeniowa — ryzogenezg i

embriogeneze somatyczng (Ryc. 1).

L

organogeneza uk
bezposrednia 2o
"Aig

=% - s

’ —> eksplantat — ryzogeneza

J kalus organogeneza

posrednia
N Sp—

ukorzenianie

bezposrednia posrednia
somatyczna embriogeneza zarodek
embriogeneza somatyczna somatyczny

Ryc. 1. Drogi organogenezy i embriogenezy somatycznej w roslinnych kulturach
in vitro. Zmodyfikowane wg (Adamczuk i wsp. 2012b).



Waznym sposobem regeneracji stata si¢ embriogeneza somatyczna, polegajaca
na formowaniu zarodkéw z komorek somatycznych. Takie podejécie skutecznie
zmniejsza ryzyko zaburzen genetycznych (Attree 1 Fowke 1993). Embriogeneza
somatyczna moze przebiegaC w sposob bezposredni, kiedy zarodki somatyczne
ksztattuja si¢ na mtodych tkankach, podobnie jak niedojrzate zarodki zygotyczne.
Natomiast embriogeneza na starszych eksplantatach, np. fragmencie liscia, zachodzi
posrednio, przez stadium kalusa. Sposob regeneracji roslin ze wzgledu na wysoki
wspoétczynnik rozmnazania, znajduje szerokie zastosowanie w nasiennictwie oraz
szkotkarstwie (Park i wsp. 1998).

Wilasciwy wzrost i rozwdj organizmow roslinnych, réwniez w warunkach
in vitro, uzalezniony jest od sprawnej komunikacji miedzykomoérkowej. W
doniesieniach ostatnich lat sugeruje si¢, ze komunikacja symplastowa, zachodzaca
dzicki obecnosci plasmodesm, odgrywa znaczaca role w przemieszczaniu si¢ czasteczek
sygnatlowych pomiedzy komoérkami roslinnymi, a jednocze$nie istotnie wpltywa na
roznicowanie komorek i morfogeneze (Sokotowska 2005, Wrobel-Marek i wsp. 2015).
Zmiany w komunikacji symplastowej, z ktoérymi skorelowane s3 zmiany ekspres;ji
gendw zaobserwowano takze w warunkach in vitro. W kulturach tytoniu szlachetnego
(Nicotiana tabacum L.), regenerujace tkanki stanowily pojedyncza domeng
symplastowa, az do momentu wytworzenia wierzchotka pedu na eksplantacie, a
nastgpnie powstaly organ izolowany byt symplastowo (Cantrill i wsp. 2001). Na
podstawie analiz wzrostu zarodkow somatycznych w kulturach cykorii (Cichorium
intybus L.) oraz embriogennej kultury orzecha kokosowego (Cocos nucifera L.),
stwierdzono, ze czasowa izolacja komodrek embriogennych jest niezbedna w
zainicjowaniu nowych drég rozwojowych (Verdeil 1 wsp. 2001, Marzec 1 Kurczyfiska
2014).

Prace majace na celu wyjasnienie podioza genetycznego zdolnosci roslin do
regeneracji warunkach in vitro, prowadzone sa od wielu lat. Poznanie mechanizmow
kontrolujacych morfogeneze, pozwoli poprawi¢ efektywno$¢ regeneracji roslin w
kulturach in vitro (Burza 1995, Taiz i Zeiger 2006). Udalo si¢ zidentyfikowa¢ loci cech
ilosciowych, zwigzanych z reakcja komorek roslinnych w kulturach in vitro na mapach
sprzezen markerow molekularnych, a takze wyizolowa¢ 1 scharakteryzowac geny
zaangazowane w proces somatycznej embriogenezy. Dotychczas zidentyfikowano kilka
genoéw, zwigzanych z procesem powstawania zarodkéow z komorek somatycznych,

takich jak m.in.: geny SERK (ang. somatic embryogenesis receptor kinase), LEC (ang.
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leafy cotyledon), a takze BBM (ang. baby boom) (Gruszczynska i Rakoczy-Trojanowska
2007, Kulus 2013). Gen SERK ulega ekspresji juz w komorkach proembriogennych,
bierze udziat w przekazywaniu sygnatéw 1 uruchamianiu szeregu procesow
umozliwiajacych zapoczatkowanie embriogenezy. Geny LEC (LEC1, LEC2 i FUS3)
koduja biatka zaangazowane w prawidlowy rozwo¢j zarodka na wszystkich etapach
rozwoju i wzrostu. Zidentyfikowane u rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.)
i rzepaku (Brassica napus L.) biatkka BBM, =zaszeregowano do czynnikow
transkrypcyjnych o kluczowej roli w regulacji szlakéw, zwigzanych z embriogenezg
somatyczng. U mutantdow z nadekspresja genu BBM, zaobserwowano spontaniczne
formowanie zarodkow somatycznych (o podobnej organizacji co zarodki zygotyczne)
oraz struktur podobnych do liscieni (Gruszczynska i Rakoczy-Trojanowska 2007, Kulus
2013).

Wykorzystanie hodowli in vitro do mikrorozmnazania ro$lin, jest jednym
z najwazniejszych praktycznych zastosowan roslinnych kultur in vitro (Szopa i Kostyn
2006). Zaleta rozmnazania klonalnego, oprocz niewielkiej ilosci materiatu wyjsciowego
wykorzystanego do pozyskiwania duzej ilosci roslin potomnych, jest tez wyrownanie
genotypowe oraz fenotypowe produkowanych roélin. Glownymi sposobami
mikrorozmnazania, jest otrzymywanie pakéw/pedow na drodze organogenezy
bezposredniej i organogenezy posredniej oraz somatycznej embriogenezy (Szczygiet
2005, Mikuta i wsp. 1996, 2002, 2015).

Efekt koncowy (wysoka liczba uzyskanych organdéw) prowadzenia kultur
in vitro zalezy od wtasciwosci biochemiczno-fizjologicznych i genetycznych uzytego
materiatu roslinnego, wiasciwosci fizycznych podloza oraz substancji odzywczych i
stymulatorow wzrostu w nim zawartych, a takze od warunkéw zewngtrznych, w ktorych
prowadzi si¢ kulture. Czynnikiem morfogenetycznym podczas wzrostu i rozwoju
eksplantatow w prowadzonych kulturach jest m.in. $wiatlo, odpowiedni dobor sktadu

pozywki 1 regulatorow wzrostu (Ramage 1 Williams 2002, Siegien i wsp. 2013).
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1.2 Czynniki wplywajace na morfogeneze

1.2.1 Rola swiatla w regulacji morfogenezy roslin

Swiatlo stoneczne stanowi istotny czynnik $rodowiskowy w zyciu rolin.
Odgrywa ono wazng funkcje w regulowaniu metabolizmu i morfogenezy. Rola $wiatta
w rozwoju ro$lin jest naturalnie zwigzana z procesem fotosyntezy, w ktoérym petni
funkcje czynnika troficznego, oraz z procesami fotomorfogenezy. Swiatto inicjuje
proces fotosyntezy, wplywa na aktywno$¢ niektorych enzymdéw metabolizmu
fotosyntetycznego, posrednio reguluje rowniez intensywno$¢ transpiracji np. poprzez
wplyw na stopien otwarcia aparatow szparkowych. Promieniowanie fotosyntetycznie
aktywne jest zrodlem energii podczas reakcji fotosyntezy, niezbednym w przemianach
prostych zwiazkéw nieorganicznych do cukrow, ktore sa prekursorami wszystkich
zwigzkow organicznych w ro$linie (Taiz i Zeiger 2006, Strzatka 2012), takze w
kulturach in vitro (Borkowska 2003).

Absorbowanie promieniowania zalezne jest od dlugosci fali, ale tez od
wlasciwos$ci samego organizmu, np. od fizycznych okryw ciata ro$liny 1 ich zdolnosci
odbijania s$wiatlta. Tylko cze$¢ promieniowania docierajacego do organizmow
roslinnych jest przez nie absorbowana 1 wykorzystywana w fazie swietlnej fotosyntezy.
Reszta swobodnie przenika przez liscie i przechodzi na zewnatrz, lub jest przez nie
odbijane (Aphalo 2006, Garstka 2007, Strzatka 2012). Liscie ro$lin do przeprowadzenia
reakcji fotosyntezy, w optymalnych warunkach wzrostu, wykorzystuja okoto 5%
catkowitej energii stonecznej, ktéra dociera do powierzchni Ziemi. Promieniowanie
fotosyntetycznie czynne (PAR, ang. photosynthetically active radiation), z ktdorego
rosliny korzystajag w procesie fotosyntezy, miesci si¢ w zakresie pomiedzy 400 a 700
nm (Strzatka 2012, Gieczewska 2015). Swiatto pochlaniane jest przez grupe barwnikow
fotosyntetycznych, do ktorych zaliczamy m.in. chlorofile a i b absorbujace $wiatto
fioletowoniebieskie (400-480 nm) oraz czerwone (620-680 nm), jak rowniez
karotenoidy (Sulkiewicz i Ciereszko 2016). Barwniki te petnig role fotoreceptoréw i sa
sktadnikami anten energetycznych, gdzie wspotdziataja funkcjonalnie z biatkami i
lipidami oraz przekazuja energi¢ do fotosystemoéw (PSI, PSII). Niektore barwniki
(karotenoidy) chronig ponadto aparat fotosyntetyczny (a zwlaszcza PSII) przed
szkodliwym wplywem nadmiaru promieniowania (Demmig-Adams i Adams 1996,

Szabo 1 wsp. 2005). Wyroznia si¢ dwie glowne fazy fotosyntezy: 1) faze reakcji
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fotochemicznych, zaleznych od swiatta, co w efekcie prowadzi do redukcji NADP oraz
syntezy ATP; 2) fazg reakcji enzymatycznych (niezaleznych od $wiatta), zuzywajacych
produkty reakcji fotochemicznych (NADPH, ATP), niezbednych do zwigzania i
redukcji CO, Pierwszym trwatlym produktem tych reakcji sa triozy, przeksztatcane
nastepnie do skrobi i/lub sacharozy (Strzatka 2012). Asymilaty, bedace produktem
fotosyntezy w lisciach, sa w wigkszosci transportowane do organdéw (akceptorow),
ktore nie s3 w stanie przeprowadzi¢ tego procesu lub poziom, na ktorym go
przeprowadzajg nie pokrywa ich zapotrzebowania na asymilaty. Zwigzki te moga by¢
substratami oddechowymi i donorami szkieletéw weglowych do syntezy metabolitow
podstawowych 1 wtdrnych, a magazynowane w roslinie - wplywaé¢ na wielko$é
wytworzonej biomasy (Starck 2008, Ostaszewska-Bugajska i wsp. 2015).

Swiatto dziata na rosling bezposrednio, jako czynnik morfogenetyczny, bedacy
bodzcem inicjujagcym okreslone zmiany rozwojowe. Wszystkie etapy cyklu zyciowego i
rozwoju ros$lin, od kietkowania do indukcji kwitnienia, a takze starzenie, regulowane sg
m.in. przez $wiatto (Taiz i Zeiger 2006). Reakcja na promieniowanie czerwone jest
wzmozony proces kieltkowania, natomiast $§wiatlo dalekiej czerwieni daje efekt
przeciwny, co zaobserwowano podczas kietkowania nasion cebuli (Allium cepa L.)
oraz salaty (Lactuca sativa L.) (Warening i Philips 1985). Do reakc;ji fizjologicznych
wywotanych dzialaniem $wiatla czerwonego i dalekiej czerwieni, zalicza si¢ rowniez
odginanie si¢ haczykowato zgigtego epikotylu, powigkszanie si¢ liSci, czy inicjacje
korzeni. Antagonistyczne efekty dziatania $wiatta czerwonego 1 dalekiej czerwieni
wykazano na poziomie subkomérkowym 1 molekularnym w reakcjach takich jak ruchy
chloroplastow, synteza enzymoOw, czy zmiany przepuszczalno§ci membran
cytoplazmatycznych (Hopkins i Hiiner 2004). Wymienione reakcje zachodzace pod
wplywem $wiatta, mozliwe sa dzigki wystgpowaniu w roslinach barwnikéw, bedacych
receptorami $wiatla czerwonego, niebieskiego i ultrafioletu (Ahmad i wsp. 1998, Casal
2000, Lin 2000, Keller i wsp. 2011). Kryptochrom, fototropina lub zeaksantyna
odbieraja bodzce swietlne z zakresu krotkofalowego promieniowania stonecznego (320
- 500 nm), natomiast fitochromy z zakresu dtugofalowego (580 - 730 nm) (Cashmore i
wsp. 1999, Casal 2000). Zaabsorbowanie fali Swietlnej 0 odpowiedniej dlugosci
zapoczatkowuje szereg przemian zakonczonych odpowiedzig fizjologiczna, oddziatujac
na sposob funkcjonowania gendw zwigzanych ze wzrostem, roznicowaniem si¢
komorek lub na zmiang rownowagi hormonalnej (Hopkins i Hiiner 2004, Taiz i Zeiger
2006, lgamberdiev i wsp. 2014).
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Fitochromy sa najdoktadniej i najwczesniej poznanymi receptorami Swiatla
czynnego morfogenetycznie. Biorg udziat w wielu réznych procesach rozwojowych,
takich  jak np. indukcja i regulacja wzrostu, kielkowaniu nasion, deetiolacji czy
kwitnieniu (Mohr i Schopfer 1994, Casal 2000, Gabrys 2012). Maksimum absorpcji
barwnika przypada na dtugosci fal, ktore odpowiadaja §wiathu czerwonemu (660 nm) i
dalekiej czerwieni (730 nm). Fitochrom wystgpuje w roslinach w dwoch formach, ktore
roznig si¢ miedzy sobg pod wzgledem wtasnosci spektralnych 1 aktywnosci
fizjologicznej. Forma nieaktywna biologicznie P, pochtania promieniowanie z pasma o
dtugosci 600 nm i pod jego wptywem przeksztatca si¢ w aktywna biologicznie forme Py
reagujaca na $wiatto o dlugosci 730 nm. Pg moze ulegaé degradacji, badz ponownemu
przeksztalceniu do P,. Fitochromy kodowane sg przez niewielka rodzing genow. U
rzodkiewnika pospolitego biatkowe sktadniki tych fotoreceptoréw kodowane sg przez
pig¢ gendéw (PHYA, B, C, D, E), z czego stosunkowo silniejszej ekspresji ulegajg geny
PHYA i PHYB (Baba-Kasai i wsp. 2014).

Ogromna rozpigto$¢ energetyczna procesOw sterowanych przez fitochromy,
doprowadzita do wyszczegodlnienia trzech kategorii reakcji fitochromowych: bardzo
nisko energetycznych (VLFR), niskoenergetycznych (LFR), wysokoenergetycznych
(HIR) (Franklin i Quail 2010). Charakterystyczng cechg reakcji fitochromowych LFR,
do ktorych zalicza si¢ m.in. kielkowanie nasion niektérych odmian sataty czy ruchy
senne lisci, jest mozliwo$¢ odwrocenia dziatania Swiatla czerwonego przez daleka
czerwien. Reakcje VLFR np. indukcja ekspresji genu LHCB kodujacego biatko wiazace
chlorofile a i b w kompleksie antenowym, wywolywane przez $wiatlo czerwone, daleka
czerwien lub niebieskie, nie s3 odwracalne. Warunkiem wywolywania
wysokoenergetycznych reakcji HIR, takich jak: deetiolocja siewek, jest naswietlanie
rosliny przez dluzszy czas §wiattem o duzym natezeniu (Gabry$ 2012).

Fitochromy maja zdolnos$¢ takze ,,odczytywania” dtugosci dnia i nocy oraz
regulowania przez to procesu kwitnienia u gatunkéw ro$lin fotoperiodycznie
wrazliwych. Zmiany w zawarto$ci poszczegdlnych form fitochromu pozwalajg
regulowac reakcje zwigzane z cyklem dobowym (Kopcewicz 2012).

Kryptochromy sa fotoreceptorami swiatta niebieskiego obecnymi u wszystkich
gatunkéw roslin. Odkryto je takze u koralowcéw, jak rowniez u owadow, ptakow i
ssakow. Stanowig podklase receptorow S$wiatta niebieskiego — flawoprotein,
regulujacych kietkowanie, elongacje, fotoperiodyzm i inne reakcje wzrostowe roslin

(Cashmore 1 wsp. 1999, Casal 2000, Keller i wsp. 2011). Kryptochromy absorbuja
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promieniowanie w zakresie 370 - 500 nm. Reakcje, ktore sg inicjowane $wiatlem
niebieskim, nie sag odwracalne (Mohr i Schopfer 1995). U wigkszo$ci roslin wystepuja
dwa homologiczne kryptochromy: cryl i cry2. W efekcie naswietlenia $Swiattem
niebieskim, ultrafioletowym i zielonym, obserwuje si¢ szybki spadek poziomu cry2. W
momencie niskiego nat¢zenia o$wietlenia, deetiolacja jest kontrolowana przez obydwa
kryptochromy, tymczasem przy duzym natezeniu, dominujaca rolg petni cryl (Ahmad i
wsp. 1998, Cashmore i wsp. 1999, Casal 2000).

Fototropiny sg biatkami receptorowymi, nalezacymi do kinaz, ktore ulegaja
fosforylacji w odpowiedzi na $wiatlo niebieskie. Wystepuja w blonie komorkowej
ro$lin wyzszych (Casal 2000). Fototropiny w N-koncowym, fragmencie posiadajg dwie
domeny LOV1 oraz LOV2 potaczone z grupa chromoforowa mononukleotydu
flawinowego (FMN), natomiast fragment C-koncowy, posiada domene katalityczng
(kinaza serynowo- treoninowa). Fototropiny funkcjonujg w dwoch odmianach aktywne;j
(na $wietle) lub nieaktywnej (w ciemnosci). Za odbieranie bodzcéw $rodowiskowych,
ktore zmieniaja stan oksydoredukcyjny komorki, odpowiada domena LOV (Casal 2000,
Demarsy i Fankhauser 2009). Wspotdziatajac z kryptochromem i fitochromem,
odpowiadajg za regulacj¢ fototropizmu. Odgrywaja réwniez wazng rolg w ruchach
aparatow szparkowych, chloroplastow wewnatrz komorki, rozwoju lici czy w
pierwszych zmianach (przed uaktywnieniem kryptochromu), zwigzanych z
wydtuzaniem todygi (Lin 2000, Luesse i wsp. 2010).

Zeaksantyna jest barwnikiem absorbujgcym $wiatto niebieskie, zaliczanym do
karotenoidéw. Wystepuje ona w btonach tylakoidow chloroplastow. Jest wytwarzana w
skutek odwracalnego przeobrazenia wiolaksantyny w cyklu ksantofilowym (Demmig-
Adams i Adams 1996, Szabd i wsp. 2005). Wykazano, ze widmo czynno$ciowe ruchu
aparatow szparkowych pokrywa si¢ z widmem absorpcyjnym zeaksantyny (Hopkins i
Hiiner 2004).

W ostatnich latach wykryto, 1 cze¢sciowo scharakteryzowano, takze inne
fotoreceptory, m.in. UVR8 (Kong i Okajima 2016 i literatura tam cytowana).

Swiatto wplywa réowniez na procesy morfogenetyczne w kulturach in vitro.
Prawidlowy przebieg rozwoju eksplantatow, zalezy od wyznaczenia takich wlasciwosci
swiatta, jak jego natezenie, czas ekspozycji oraz dlugos¢ fali swietlnej. Jakos¢ oraz
nat¢zenie $§wiatla uczestniczy np. w wytwarzaniu i namnazaniu pedoéw, ksztattowaniu
anatomii, wielkosci liscia czy w wytwarzaniu korzeni w kulturach in vitro (Reuveni i

Evenor 2007). Swiatto niebieskie i ultrafioletowe przewaznie wplywa negatywnie na
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komorki hamujac ich podziaty i wzrost, uniemozliwiajac indukcje 1 proliferacje kalusa,
czy hamujac powstawanie pagkoéw przybyszowych. Wykazano, ze swiatto zielone i zotte
moze stymulowaé¢ wytwarzanie pakéw przybyszowych z czg¢sci hipokotyli. W
warunkach in vitro, analogicznie do warunkéw naturalnych, najbardziej efektywnym
jest swiatto fotosyntetycznie aktywne (400-700 nm). U woskownicy europejskiej
(Myrica gale L.) wysoka intensywnos$¢ §wiatla indukuje wytwarzanie oraz wydluzanie
korzeni, jak rowniez ma stymulujagcy wptyw na mase i dlugos¢ pedow (Tavares i wsp.
1998). Natomiast w przypadku eksplantatow korzeni czosnku pospolitego (Allinum
sativum L.), indukcje i proliferacje kalusa warunkuje zupelny brak §wiatla, za§ Swiatto
ma stymulujacy wptyw na organogeneze pedowa (Martin-Urdiroz i wsp. 2004). Swiatto
biate, czerwien 1 daleka czerwien, wptywaja stymulujagco na kaulogenez¢ dzikiej
odmiany pomidora (Lycopersicon esculentum Mill.) natomiast $wiatlo niebieskie
powoduje spadek zdolnosci regeneracyjnej (Bertram i Lercari 2000).

W badaniach nad wptywem cukréw oraz intensywno$cig $wiatta na wzrost
rzodkiewnika pospolitego w warunkach in vitro zaobserwowano, iz wyzsze st¢zenie
sacharozy w pozywce niweluje negatywne dziatanie $wiatla o silnym nateZeniu na
proces fotosyntezy oraz cykl ksantofilowy (Eckstein i wsp. 2012). Niskg zdolnosé
fotosyntetyczng roslin hodowanych in vitro przypisuje si¢ stabemu rozwojowi aparatu
fotosyntetycznego, niskiej aktywno$ci enzymoéw uczestniczacych w wigzaniu COp,
niewystarczajacej wymianie gazowej oraz uszkodzeniu aparatow szparkowych (Rival i
wsp. 1997, Zenkteler i Borkowska 2002). W przypadku kontrolowanych warunkow
temperaturowych i $wietlnych w trakcie wzrostu roslin w warunkach in vitro, to sktad
chemiczny podloza odgrywa =znaczaca role w rozwoju 1 aktywno$ci aparatu

fotosyntetycznego (Rybczynski i wsp. 2007).

1.2.2 Rola weglowodanow w kulturach in vitro

Cukry pelnig istotne funkcje we wzroscie i rozwoju roslin: budulcowe,
zapasowe, sg substratami reakcji oddechowych, czy metabolitami posrednimi szeregu
procesow biochemicznych; moga takze chroni¢ przed czynnikami stresowymi, np. jako
osmoprotektanty (Ciereszko 2006). Glukoza i sacharoza regulujag ponadto procesy
wzrostowe i metaboliczne oraz funkcjonujg jako czgsteczki sygnatowe (Ciereszko 2007,
van den Ende 2014). Zmiany stezenia i sktadu sacharydow nastepuja w tkankach roslin

w ciggu doby oraz w czasie kolejnych etapow wzrostu i rozwoju. Dlatego u roslin
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funkcjonujg sprawne systemy percepcji i transdukcji sygnatoéw wywotanych zmianami
dostepnosci cukrow. Cukry wplywaja na podziatly komoérkowe, proces kietkowania,
wzrost wegetatywny, zakwitanie oraz starzenie roslin, czesto w sposob niezalezny od
funkcji metabolicznych (Ciereszko 2007, Ciereszko 2016). Cukry wptywaja na wzrost,
wytwarzanie i metabolizm li§ci, pedow oraz Korzeni. Zmiany poziomu glukozy lub
sacharozy, wptywajg na intensywnos¢ fotosyntezy i eksport asymilatow z lisci oraz na
metabolizm oddechowy (Ciereszko 2006). Starzenie si¢ roslin moze by¢ natomiast
indukowane deficytem cukrow (Morkunas i wsp. 2012). Cukry wptywaja réwniez na
struktur¢ lub ruchy organelli komoérkowych (van Dingenen i wsp. 2016). Sacharoza
oddziatuje np. na morfologi¢, wielkos¢ i liczbe chloroplastow w komorkach lisci
rozetowych rzodkiewnika, obserwuje si¢ wowczas mniejsze i nieregularne plastydy w
komorkach mezofilu (van Dingenen i wsp. 2016). Badania ostatnich lat wskazaty takze
na trehalozo-6-P, jako czynnik sygnalny, regulujacy wiele procesow wzrostowych
roslin (Figueroa i Lunn 2016).

Deficyt sacharozy prowadzi do indukcji gtownych punktow kontrolnych (PCP1 i
PCP2, ang. principal control points), ktore blokujg cykl komorkowy odpowiednio w
fazie G111 G2 (Polit i Ciereszko 2009 i literatura tam cytowana). Wzbogacenie pozywki
w cukier uruchamia aktywno$¢ replikacyjna i mitotyczna, jednak z opoznieniem
kilkunastogodzinnnym. Czas moze by¢ modulowany przy pomocy fitohormonow:
cytokinina podana z sacharoza przyspieszala, natomiast auksyna - opdzniata
wznowienie replikacji (Polit i Ciereszko 2009 i literatura tam cytowana). Ostatnie
badania wskazaty, ze cukry (wraz z auksyng) regulujg ekspresj¢ cyklin typu D podczas
interfazy (Wang i Ruan 2013).

Drogi transdukcji sygnalow wywolanych przez cukry, wspotdziataja ze szlakami
hormonalnymi, a takze odpowiedziag na zmiany czynnikéw S$rodowiska tworzac w
komorkach sie¢ komunikacyjno-sygnalizacyjng, kontrolujacag procesy wzrostowe 1
rozwojowe roslin. Charakterystyka mutantow cukrowych i hormonalnych (gtéwnie z
zaburzong syntezg ABA i etylenu), dostarczyta dowodow wspotdziatania hormonalnych
drog sygnalnych i wywotanych przez cukry (Ciereszko 2007 i literatura tam cytowana).
Kolejne badania wskazaty na wspotdziatanie cytokinin, giberelin oraz kwasu
jasmonowego, salicylowego czy brasinosteroidow ze szlakami cukrowymi (Ljung i
wsp. 2015, Ciereszko 2016 i literatura tam cytowana).

W warunkach kultury in vitro, weglowodany, jako sktadniki pozywek, sa

niezbednym czynnikiem dla rosngcych i roznicujacych sie tkanek. Dziatajg réwniez
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jako induktory lub rep resory, genow regulujac wzrost i rozwdj tkanek oraz zachodzace
w nich procesy metaboliczne (Koch 1996). Odgrywaja znaczaca role w przekazywaniu
sygnatow indukujacych morfogeneze, wzrost komorek czy odpowiedz na stres (Ho 1
wsp. 2001). Stanowig zrodlo wegla organicznego, wykorzystywane sg jako materiat
energetyczny i substrat do syntez w réznych szlakach metabolicznych. Weglowodany, a
zwlaszcza alkohole cukrowe, takie jak sorbitol, mannitol, oddziatuja na procesy
morfogenetyczne tkanek poprzez wptyw na potencjal osmotyczny pozywki (Neto i
Otoni 2003, Staikidou i wsp. 2005). W hodowlach in vitro ciggte dostarczanie
cukrowcoOw z podloza jest niezbedne z powodu zredukowanej aktywnosci
fotosyntetycznej kultur, w wyniku niskiej intensywnosci §wiatla, ograniczonej wymiany
gazowe] oraz wysokiej wilgotnosci (Bogunia 1 Przywara 1999). Jednak wysokie
egzogenne stezenie sacharozy w pozywce, zmniejsza zdolnosci fotosyntetyczne
hodowanych roslin oraz pedéw w warunkach in vitro (Fuentes i wsp. 2005). Najczgsciej
uzywanym zrodlem wegla dla podtrzymania wzrostu in Vitro i réznicowania si¢ tkanek,
a takze dobrze poznanym pod tym wzgledem weglowodanem, jest sacharoza. Cukier
ten pod wptywem wydzielanej przez eksplantaty inwertazy, rozktadany jest do glukozy
I fruktozy (Tremblay i Tremblay 1995).

W badaniach nad wptywem réznych cukrow na morfogeneze w kulturach in
vitro Inu zwyczajnego (Linum usitatissimum L.), najefektywniejsza kaulogeneze
zaobserwowano na podlozu z dodatkiem maltozy, natomiast obecno$¢ sacharozy
stymulowala namnazanie kalusa 1 ryzogenez¢ (Millam 1 wsp. 1992). W kulturach
rzepaku, najwyzszg ilo$¢ tkanki kalusowej uzyskano na pozywkach z 1% i 3% glukoza,
natomiast najslabsze namnazanie kalusa zanotowano na podtozu z ryboza. W kulturach
rosngcych na pozywce zawierajace] sacharoze, stwierdzono czterokrotny przyrost
biomasy, podczas gdy w obecnosci fruktozy, masa kalusa zwigkszyla si¢ pottorakrotnie.
Uzycie cukru w stezeniu 10%, w kazdym z testowanych wariantow doswiadczenia,
indukowato najstabszy przyrost kalusa (Bogunia i Przywara 1999). Z badan nad
embriogeneza somatyczng w kulturach zawiesinowych kukurydzy, wynika, Zze mannitol,
jak 1 sacharoza, stymulowaly embriogeneze. Sacharoza w stezeniu 6% wplywata
ponadto na akumulacj¢ skrobi i dojrzewanie zarodkow somatycznych. Natomiast w
obecno$¢ 2% sacharozy obserwowano formowanie pedow 1 korzeni na drodze
organogenezy posredniej (Emons 1 wsp. 1993). W kulturach fasoli wielokwiatowe;j

(Phaseolus coccineus L.) oraz rézy (Rosa sp. L.), glukoza byta bardziej efektywna niz
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sacharoza w indukowaniu kaulogenezy (Genga i Allavena 1991, Hsia i Korban 1996).
Rzodkiewnik pospolity, hodowany w warunkach in vitro, wymagat obecnos$ci cukru w
podiozu, jako dodatkowego zrodita wegla. Wykazano ponadto, ze bardzo niskie stezenia
sacharozy oraz glukozy, byty odpowiednie do prawidtowego wzrostu i rozwoju roslin w
warunkach in vitro (Eckstein i wsp. 2012). W kulturach goryczki (Gentiana kurroo
Royle), prawidlowy rozwdj 1 funkcjonowanie aparatu fotosynetycznego
zaobserwowano przy zawartosci 0,2-0,4% sacharozy w pozywce. Natomiast brak
sacharozy w podlozu oraz sacharoza o stezeniu 3% nie wplywata korzystnie na

aktywno$¢ aparatu fotosyntetycznego (Rybczynski i wsp. 2007).

1.2.3 Rola hormonéw i regulator6w wzrostu w procesie morfogenezy w

warunkach in vitro

Procesy wzrostu i rozwoju roslin regulowane sg przez niskoczasteczkowe endo-
i egzogenne substancje zwane fitohormonami lub hormonami ro$§linnymi. Wystepuja
one powszechnie w roslinach, sa aktywne biologicznie w bardzo matych ilosciach, a
niektore z nich, podobnie jak hormony zwierzgce, dziataja daleko od miejsc swojej
biosyntezy. Regulatory wzrostu, hormony roslinne i ich syntetyczne analogi: auksyny i
cytokininy (stosowane najczesciej w kulturach), gibereliny, kwas abscysynowy i etylen,
jasmoniany czy brassinosteroidy, sa charakterystycznymi sktadnikami uzywanymi do
pozywek w kulturach in vitro, silnie wplywajacymi na efekt prowadzonej kultury
(Bishop i wsp. 2015). Kierunek morfogenezy w kulturach in vitr,0 uzalezniony jest w
duzym stopniu od rodzaju zastosowanych hormonow, jak tez wspotdziatania migdzy
nimi. Koordynujac wiele procesow fitohormony moga oddziatywaé niezaleznie od
siebie, lub wzajemnie wzmacnia¢, bagdz eliminowac swoje efekty (Taiz i Zeiger 2006,
Bajguz i Hayat 2009, Frankowski i wsp. 2009, Adamczuk i wsp. 2012b, Bishop i wsp.
2015).

Cytokininy sa pochodnymi adeniny syntetyzowanymi gtownie w Kkorzeniach.
Stymuluja one podzialty komorek, uczestniczag w ich réznicowaniu, reguluja wzrost,
spoczynek, transport i akumulacje asymilatéw, syntez¢ kwasoéw nukleinowych,
aktywno$¢ enzymow. Dobrze znang wlasciwoscia cytokinin jest opdznianie procesu
starzenia lisci. Stymulujg one rozwdj lisci, otwieranie aparatow szparkowych, synteze
chlorofilu 1 karotenoidow. Zwigkszajg ilos¢ biatek fotosyntetycznych, na poziomie

transkrypcyjnym, jak i potranskrypcyjnym (Pilarska i wsp. 2015 i literatura tam
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cytowana). Hormony te wplywaja na morfogeneze, znoszac dominacj¢ wierzchotkowa,
indukuja powstawanie peddéw przybyszowych i hamowanie formowania korzeni
przybyszowych. Cytokininy sg regulatorami wzrostu niezbednymi do zainicjowania
merystemow pedowych w kulturach in vitro. Hormonami nalezacymi do tej grupy,
stosowanymi w kulturach in vitro sa naturalne — zeatyna, 6(y,y-dimetyloalliloamino)-
puryna (2iP) oraz syntetyczne — benzyloaminopuryna (BA), kinetyna (Ruzi¢ i Vujovic¢
2008). Naturalne cytokininy zeatyna, 2iP, to pochodne zasady purynowej adeniny, w
ktorej do grupy aminowej przylagczony jest najczesciej pigecioweglowy izoprenowy
fancuch alifatyczny, a rzadziej aromatyczny podstawnik benzylowy, w réznych
modyfikacjach chemicznych. Aktywno$¢ cytokininowa wykazuja rowniez niektore
zwigzki syntetyczne, pochodne mocznika, jak, np., tidiazuron (TDZ) (Czerpak i
Piotrowska 2003).

Najczgséciej obserwowane dziatanie cytokinin na kultury roslinne in vitro to
inicjacja merystemow pedowych, stymulacja kaulogenezy, zahamowanie tworzenia
korzeni, redukcja dlugos$ci peddéw 1 opdznianie procesu starzenia. Fitohormony te sg
substancjami, ktore powoduja odmtodzenie eksplantatow co ma ogromne znaczenie w
przypadku rozmnazania starych, warto§ciowych drzew lesnych lub starych klonow
ro$lin sadowniczych. Pierwsza reakcja na dodatek cytokininy do pozywki jest
zwigkszenie $§wiezej masy eksplantatow (Orlikowska 1997). Najwyzszy procent
reagujacych eksplantatow oraz najwyzsza liczbe pedow obserwowano na pozywce z
dodatkiem BA, m.in. w kulturach rumiana szlachetnego (Anthemis nobilis L.) czy
r6éznych odmian Inu (Linum usitatissimum L.) (Echeverrigaray i wsp. 2000, Belongova i
Raldugina 2006, Janowicz i Wojciechowski 2009). Organogeneza pedowa, niezaleznie
od gatunku zywoptonu (Aeschynomene spp.) z jakiego pochodzity eksplantaty, byta
najwyzsza, gdy pozywka zawierala stosunkowo niska koncentracje NAA, w
poréwnaniu do uzytej cytokininy (Rey 1 Mroginski 1996).

Obecnie znanych i stosowanych jest kilka cytokinin mocznikowych. Szczegodlne
znaczenie ma tidiazuron (TDZ): N-fenylo-N’-1,2,3-tiodiazylo-5-yl-mocznik, ktory
wykazuje bardzo silng aktywno$¢ cytokininowa. Stwierdzono, ze TDZ jest poteznym
regulatorem odpowiedzi morfogenetycznych u wielu gatunkéw roslin. Odpowiedzi te
obejmuja somatyczng embriogeneze, mikropropagacje, regeneracje, formowanie pedow
1 pobudzanie u$pionych pakow (Jasiwal i Sawhney 2006). Stosowany jest w kulturach
in vitro, m.in. tych ro$lin, ktére stabo reaguja na BA (Borkowska 1997). Indukcje

embriogenezy somatycznej przez TDZ obserwowano w kulturach bambusa (Bambusa
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sp. Shreb.), wisni (Cerasus sp. Mill.) czy pieprzowca rocznego (Capsicum annum L.)
(Khan i wsp. 2006). TDZ okazal si¢ takze bardzo skuteczny w indukowaniu
organogenezy pedowej in vitro takich roslin jak: kiwi (Actinidia sp. Lindl.), jabton
(Malus sp. Mill.), groch (Pisum sp. L.) czy sezam indyjski (Sesamum indicum L.)
(Magioli 1 wsp. 1998, Were i wsp. 2006). W kulturach zyworddki (Kalanchoé
blossfeldiana Poelln.), TDZ okazat si¢ efektywniejszym stymulatorem kaulogenezy niz
BA (Sanikhani i wsp. 2006). Siewki Inu hodowane na pozywce z dodatkiem TDZ
wykazywaly wyrazng wielorakg odpowiedz na ten zwigzek: zahamowanie wydluzania
korzeni, skrécenie hipokotyla, zgrubienie nasady hipokotyla oraz przyleganie liScieni do
wierzchotka. Konsekwencja dzialania TDZ na fragmenty hipokotyli Inu, obok
wymienionych efektow byto indukowanie kaulogenezy (Gairi 1 Rashid 2002, Mundhara
i Rashid 2006).

Auksyny odpowiedzialne sa glownie za wydluzanie komorek, indukcje
tworzenia korzeni przybyszowych, formowanie kalusa oraz hamowanie wzrostu pakoéw
katowych. Syntetyzowane sa w mlodych czeSciach roslin, takich jak wierzchotki
pedow, rozwijajace si¢ liscie, mlode owoce. Szczegdlng wlasciwoscig tych
fitohormonoéw jest ich polarny transport, kontrolowany przez biatka PIN odpowiadajace
za wyptyw auksyn z komorki. Biatka te odgrywaja znaczaca rolg¢ w asymetrycznym
rozmieszczeniu stezenia auksyn w roslinie, co wplywa znaczaco na wzrost i r10zwoj
ro$liny (Tanaka 1 wsp. 2006, Wisniewska 1 wsp. 2006). Prawidtowy przebieg rozwoju
zarodkowego, tworzenie korzeni bocznych uwarunkowany jest dynamiczng zamiang
lokalizacji biatek PIN (Wisniewska 1 wsp. 2009 1 literatura tam cytowana). Wszystkie
obserwowane dotychczas reakcje morfogenetyczne roslin na auksyny, stwierdzono
rowniez w kulturach in vitro. Auksyny wraz z cytokininami indukuja bezposrednig
organogenez¢ (Tilkat i Onay 2009). Efektem dziatania auksyn na eksplantaty w
warunkach in vitro jest stymulacja podzialow komorkowych, prowadzaca do
wytworzenia kalusa, a przy wspotdzialaniu z cytokininami organogenezy korzeniowej i
pedowej oraz somatycznej embriogenezy (Korach i wsp. 2002). Rozwdj kalusa
obserwuje si¢ na pozywkach z dodatkiem auksyny jako jedynego regulatora, ale
dodatek cytokininy przyspiesza jego wzrost. Podwyzszenie poziomu auksyny w
podiozu pobudza tworzenie korzeni (Ryc. 2). Auksyna stymuluje biosynteze etylenu w
tkankach, ktory wptywaé moze na szybsze starzenie kultur. Najczesciej stosowany w
kulturach in vitro jest kwas indolilo-3-octowy (IAA) — auksyna naturalna, jak tez kilka

syntetycznych: kwas indolilo-3-mastowy (IBA), kwas naftalenooctowy (NAA), kwas
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2,4- dichlorofenoksyoctowy (2,4-D), pikloram czy dikamba (Gaspar i wsp. 1996). W
kulturach in vitro auksyny sg wykorzystywane do pobudzania regeneracji brakujacych
organéw, inicjowania wegetatywnych pakow, namnazania kalusa w obecnos$ci

cytokinin.

CYTOKININA

AUKSYNA

Ryc. 2. Wspdldzialanie auksyn i cytokinin w indukcji organogenezy w kulturach
in vitro.

Wzajemna proporcja auksyn w stosunku do cytokinin decyduje zwykle o
kierunku przemian morfogenetycznych. Hormony, dziatajac antagonistycznie,
wplywaja na réznicowanie korzeni. PodwyzZszenie poziomu auksyny, przy braku
cytokininy, moze prowadzi¢ do stymulacji rozwoju Kkorzeni bocznych, natomiast
obecno$¢ cytokininy hamuje ten proces (Werner i Schmulling 2009). Przewaga
cytokinin nad auksynami w kulturach szparaga (Asparagus densiflorus (Kunth) Jessop),
indukowata powstawanie p¢dow oraz zwigkszata ich liczb¢ (Benmoussa i wsp. 1996).
W otrzymywaniu pedéw dzwonka karpackiego (Campanula carpatica Jacq.) z kalusa,
niezbgdna jest obecno$¢ zaréwno auksyny jak i1 cytokininy w optymalnych dla tego
gatunku stezeniach w pozywce (Frello 1 wsp. 2002). Zniesienie dominacji paka
wierzchotkowego to rowniez wynik wspotdziatania cytokinin z endo- i egzogennymi
auksynami. Rosliny pomidora otrzymane in vitro na pozywce z hormonami (IAA, BA),
wyrdznialy si¢ wigksza intensywno$cig wzrostu na poczatku okresu wegetacji, lepiej
zawigzywaly owoce w gornych gronach. Plon tych ro$lin byl wyzszy w poréwnaniu do
ro$lin z siewu tradycyjnego (Gorecka 1 wsp. 1997). RoS$linne regulatory wzrostu
odgrywajg takze wazng rol¢ w inicjacji somatycznej embriogenezy oraz w stymulacji

dojrzewania zarodkdw somatycznych. Powszechnie uzywane cytokininy w pozywkach
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indukcyjnych sa dodawane rowniez do pozywek regeneracyjnych, w ktorych odgrywaja
wazng role w procesie dojrzewania zarodkdéw, stymulujac tworzenie liScieni (Mikuta i
wsp. 1997).

Gibereliny nalezg do licznej grupy ponad stu zwigzkow. Za gtdéwne aktywne
gibereliny w ro$linach wyzszych uwazane s3: Al, A3, A4, A7 i A9. Wytwarzane sg w
dojrzewajacych nasionach, owocach, zielonych cze$ciach rosliny, wierzchotkach
wzrostu pedu, korzeniach, precikach. Hormony te biorg udzial w takich procesach jak:
wydtuzanie todygi roslin kartowatych, indukcja kwitnienia, pobudzanie zawigzywania
owocOw, przyspieszanie wychodzenia nasion ze stanu spoczynku, indukuja
wytwarzanie o-amylazy, stymuluja powstawanie owocoéw partenokarpicznych. W
kulturach in vitro najczesciej stosowana gibereling jest kwas giberelowy (GAj3), ktory
czesto wywotuje efekt zblizony do auksyn. Gibereliny w duzych stezeniach indukuja
formowanie kalusa, a wspotdziatajac z auksynami, stymulujg jego proliferacje. Dodatek
gibereliny do kultur, gdzie zapoczatkowany zostal proces organogenezy stymuluje
liczbg tworzonych struktur. Gibereliny dzialaja jak inhibitory w formowaniu zarodkéw
somatycznych, jednoczes$nie ulatwiajac dalsze etapy ich rozwoju (Stefaniak 2004, Taiz i
Zeiger 2006).

Kwas abscysynowy (ABA), nalezacy do seskwiterpenow, jest jedynym
przedstawicielem tej grupy hormondéw. Najczestszym efektem dzialania ABA jest
hamowanie wzrostu czy kietkowania. Reguluje rowniez szereg procesow takich jak:
dojrzewanie i spoczynek nasion, wzrost korzeni, starzenie si¢ lisci, a takze
przechodzenie z fazy wzrostu wegetatywnego do generatywnego. Uwazany jest za
jeden z gltownych, obok, JA 1 etylenu hormon stresu, umozliwiajacy ro$linie
przystosowanie si¢ do niekorzystnych warunkéw $Srodowiska. Posredniczy w regulacji
otwierania aparatow szparkowych oraz wptywa na ekspresj¢ genéw zwiazanych ze
stresem (Wasag 1 Kowlczyk 2009). W kulturach in vitro ABA zwykle hamuje
formowanie 1 namnazanie kalusa, jednak w obecnosci cytokininy stymuluje namnazanie
komorek. W kulturach in vitro roslin cytrusowych moze stymulowac tworzenie kalusa
oraz wspotdziata¢ w dojrzewaniu zarodkéw somatycznych. W procesie morfogenezy
przyspiesza rozw(¢j organow przybyszowych, indukuje wytwarzanie kwiatow.
Niewielka dawka ABA indukuje embriogeneze somatyczng w komoérkach kalusa i
zapewnia prawidlowy rozwdj zarodkow somatycznych. Dziata réwniez jako inhibitor
przedwczesnego kietkowania zarodkow somatycznych (Kepczynska 2006, Kulus 2013).

Obecnos¢ ABA w pozywce inicjujacej embriogeneze somatyczng marchwi (Daucus
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carota L.) i kminku (Carum carvi L.), uniemozliwialo przemiany, majace na celu
nadanie komoérkom charakteru embriogennego, natomiast w fazie dojrzewania
zarodkéw somatycznych sprzyjato prawidtowemu wyksztatceniu liscieni (Orlikowska
1997).

Kolejnym hormonem wykorzystywanym w Kkulturach in vitro jest etylen - gaz o
prostej budowie chemicznej, cechujacy si¢ duza lotno$cig i fatwos$cia przemieszczania
si¢ w roslinie. Hormon ten wytwarzany jest przez wszystkie zywe komorki, stymuluje
kietkowanie, starzenie si¢ kwiatow i lisci, przyspiesza dojrzewanie owocOw, zrzucanie
lisci, a takze tworzenie korzeni przybyszowych oraz hamuje wydluzanie todyg
(Frankowski 1 wsp. 2007). Etylen uczestniczy w reakcji roslin na czynniki stresowe.
Syntetyzowany, m.in. w odpowiedzi na zranienie, gromadzi si¢ w naczyniach, w
ktorych prowadzone sg kultury in vitro, wywotujac efekty zblizone do auksyn. Zbyt
szczelne zamknigcie naczyn powoduje duze nagromadzenie tego gazu, co moze
skutkowa¢ szybszym starzeniem kultur. Prowadzi to do zahamowania podziatéw
komorkowych, wzrostu komoérek oraz przyspiesza ich starzenie. Hamuje proliferacje
kalusa 1 wytworzenie pedow przybyszowych, obniza efektywno$¢ somatycznej
embriogenezy (Stefaniak 2004, Frankowski i wsp. 2007).

Jasmoniany (JAs) sa grupa roslinnych regulatorow wzrostu, reprezentowang
przez kwas jasmonowy (JA) oraz jego ester metylowy, nazywany jasmonianem metylu
(Me-JA). Zwiazki te odgrywaja wazng regulacyjna role we wzroscie i rozwoju roslin
oraz w wielu procesach komorkowych. Doniesienia na temat dzialania kwasu
jasmonowego dotyczyly przyspieszania procesu starzenia (Chung i wsp. 2008). U wielu
badanych ro$lin m.in. tytoniu szlachetnego (Nicotiana tabacum L.), komosy czerwonej
(Chenopodium rubrum L.) i wolfii bezkorzeniowej (Wolffia arrhiza (L.) Horkel ex
Wimm.), zaobserwowano zahamowanie kwitnienia pod wptywem tego fitohormonu,
natomiast w przypadku rzepaku jasmoniany wptywaty na tworzenie si¢ kwiatow (Pak 1
wsp. 2009, Wilmowicz i wsp. 2012). Hormony tej grupy majg istotny wpltyw na
prawidlowe formowanie plonnych i plodnych czg¢sci kwiatdow oraz otwieranie si¢ pakow
kwiatowych. Dodatkowo kwas jasmonowy powstajacy w nitkach precikow, uczestniczy
w dojrzewaniu ziaren pytku, a koniugat kwasu jasmonowego z izoleucyng uczestniczy
posrednio w regulowanej przez $wiatlo sekrecji nektaru (Wilmowicz i wsp. 2012).
Jasmoniany uczestnicza rowniez w reakcjach roslin na stresy biotyczne i1 abiotyczne.
Odpowiedz abiotyczna wymaga natychmiastowej mobilizacji sygnalow obronnych

ro$liny. Moze to by¢ realizowane poprzez wyzwolenie impulsu uwalniajgcego
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fitohormon lub powodujacego jego syntez¢ de novo. Ponadto uwaza si¢, ze kwas
jasmonowy 1 jego ester metylowy biora udziat w uruchamianiu mechanizmow
indukowanej odpornosci systemicznej (Andrys 2014 i literatura tam cytowana). W
zranionych tkankach roslin dochodzi do gromadzenia kwasu jasmonowego, ktory jest
sygnatem aktywujacym ekspresj¢ genow, takich jak inhibitory proteinaz, taniny czy
enzymoéw W metabolizmie fitoaleksyn (Creelman i Mullet 1997). a-tokoferol

wpltywajac na sygnalizacje wewnatrzkomérkowg bezposrednio, przez interakcje
elementow kaskady sygnatowej badz posrednio, poprzez zapobieganie peroksydacji
lipidow reguluje pozim JA w roslinie (Munne-Bosch i Alegre 2002).

JA i Me-JA moga by¢ dodawane na kazdym etapie prowadzenia kultur in vitro
oraz stosowane w kulturach zawiesinowych, gdzie wptywaja na zwiekszong produkcje
metabolitow wtornych (Kim i wsp. 2004, Wiktorowska i wsp. 2010, Zhao i wsp. 2013).
Stymuluja proces tworzenia bulw, mikrobulw i cebul. W badaniach dotyczacych kultur
in vitro stosowano JA i Me-JA m.in. w namnazaniu ro$lin — pistacji wlasciwej (Pistacia
vera L.), ziemniaka (Solanum tuberosum L.), gloriozy wspaniatej (Glorisa
rothschildiana ‘O’Brien’) (Dolcet-Sanujan i Claveria 1995, Weryszko-Chmielewska i
Kozak 2002) oraz ich ukorzenianiu (Maciejewska i Kopcewicz 2002, Luo i wsp. 2009).
U gatunkéw Cymbidium zaobserwowano, iz mieszanina Me-JA i chitozanu stymuluje
wzrost pedow (w przeciwienstwie do JA) i formowanie korzeni (Shimasaki i wsp.
2010). W kulturach in vitro ryzu (Oryza sativa L.) kwas jasmonowy zmniejszyt wzrost
pedow, wielko$¢ 1 liczbe lisci oraz korzeni (Cho i wsp. 2007). Kwas jasmonowy
stymulowat tworzenie si¢ pedow oraz cebul w kulturach in vitro czosnku, a takze
tworzenie bulw u narcyza trojprecikowego (Narcissus triandrus L.) (Ravnikar i wsp.
1993, Santos i Salema 2000).

Brasinosteroidy (BR) to zwigzki o charakterze regulatorow wzrostu nalezace do
grupy steroidow. Do naturalnych BR nalezg 24-epibrasinolid (BR,;) oraz 28-
homobrasinolid (BRj7). Syntetyczne BR oraz ich analogi o aktywnosci biologiczne;j
zblizonej do naturalnych, to m.in. TS303, 5f-HCTS, MH5 (Janeczko 2005 i literatura
tam cytowana). Brasinosteroidy wystepuja u roslin w lodygach, korzeniach, pytku
kwiatowym, nasionach, pakach kwiatowych, zidentyfikowano je rowniez w glonach
(Bajguz i Hayat 2009). Zwiazki te sa aktywne fizjologicznie w okoto 1000 razy
mniejszych stezeniach niz znane hormony roslinne. Brasinosteroidy stymulujg wzrost i

rozwo6] roslin, podnosza efektywnos$¢ fotosyntezy, odgrywaja istotng role¢ m.in. w

30



zahamowaniu wzrostu korzeni, biosyntezie etylenu, aktywacji pompy protonowej,
réznicowaniu naczyn, a takze dzialaja ochronnie na rosling w warunkach stresu
(zwigkszaja aktywnos¢ enzymoéw antyoksydacyjnych, sprzyjaja produkcji ochronnych
biatek szoku cieplnego) (Yu 1 wsp. 2004, Krishna 2003, Mazzorra i wsp. 2002).

Brasinosteroidy znalazty rowniez zastosowanie w roslinnych kulturach in vitro.
Stwierdzono, iz sprzyjaja wzrostowi kalusa, stymuluja embriogenez¢ oraz
organogeneze. W kulturach kalusa rzodkiewnika pospolitego, (Arabidopsis thaliana L.)
brasionosteroidy regulowaly podziaty komorkowe tak, jak w przypadku cytokinin
poprzez aktywacje gendéw dla cyklin typu D (CycD3) (Hu i wsp. 2000).
Zaobserwowano rowniez poprawe syntezy metabolitow wtornych np. paclitakselu
stosowanego w chemioterapii nowotwordéw, pod wplywem brasinolidu dodanego do
kultur zawiesinowych cisu (Taxus chinesis (Pilger) Rehder) (Zang i wsp. 2001). W
kulturach hipokotylowych kalafiora (Brassica oleracea L. var.botrytis L.) pod
wpltywem brasinolidu stwierdzono stymulacj¢ organogenezy pgdowej (Sasaki 2002).
Brassinosteroidy wraz z cytokininami indukowaty formowanie kalusa oraz kaulogeneze
w kulturach in vitro sataty (Lactuca sativa L.) (Nunez i wsp. 2004). BR pobudzajg
réwniez proces embriogenezy somatycznej w kulturach takich roslin jak: sosna (Pinus
sp. L.), $wierk (Picea sp. A. Dietr.) czy ryz (Pullman i wsp. 2003).

Oprocz omoéwionych powyzej hormondéw na procesy wzrostu i morfogenezy
ro$lin moga wptywaé rozne regulatory wzrostu (nie zaliczane do hormondéw), np.
poliaminy (Sinska 1986), tlenek azotu, a takze nowo poznane, jak karrikiny czy

strigolaktony (Janas i wsp. 2010, Marzec i Muszynska 2012, Starck 2014).

1.3 Dzialanie abiotycznych czynnikow Srodowiskowych na proces
morfogenezy

Rosliny w warunkach naturalnych narazone s3 na dziatanie wielu
niekorzystnych czynnikow $rodowiska takich jak: zbyt niska lub wysoka temperatura,
deficyt wybranych sktadnikéw pozywki, czy stres spowodowany niedoborem wody.
Moga one by¢ przyczyng zaburzen metabolicznych, zahamowania wzrostu,
zmniejszonego owocowania czy uszkodzen tkanek, organow, a dlugotrwale 1
intensywne ich oddzialywanie, w skrajnych przypadkach, doprowadza do fazy

wyczerpania organizmu i jego $mierci (Kacperska 2012).
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Wspo6lng odpowiedzig tkanek ro§linnych na dziatanie niekorzystnych czynnikow
biotycznych 1 abiotycznych jest stres oksydacyjny 1 nitrozacyjny, wywotany
nadprodukcjg reaktywnych form tlenu (ROS), reaktywnych form azotu (RNS) 1
rodnikoéw, powstajacy na skutek zachwiania roéwnowagi miedzy wytwarzaniem
ROS/RNS a ich usuwaniem przez systemy antyoksydacyjne (Jaspers i Kangasjarvi
2010). Przejawem dziatania tych stresow jest m.in. peroksydacja lipidow, uszkodzenia
DNA i biatek oraz innych waznych sktadnikow w komorce. Dane literaturowe wskazujg
takze, ze ROS/RNS w niewielkich st¢zeniach, dziatajac jako czasteczki sygnalne
wplywaja stymulujaco na przebieg wielu procesdOw, zapoczatkowuja ciag zdarzen
prowadzacych do zmiany metabolizmu, naprawy uszkodzen czy efektywniejszej
regeneracji (Mitrovi¢ i Bogdanovi¢ 2008, Kreslavski 2012).

ROS/RNS uczestnicza w procesach zwigzanych ze wzrostem, rdéznicowaniem i
rozwojem komorek roslinnych, rowniez podczas morfogenezy w kulturach in vitro

(Tian i wsp. 2003).

ROS/RNS a morfogeneza in vitro

~~ ~~
W wysokim stezeniu W niskim stezeniu

v'Peroksydacja lipidow v’ Aktywacja kinazy MAP,
v'Degradacja bialek czynnikow transkrypcyjnych
v Inaktywacja enzymow v'Zmiana ekspresji genow
v'Uszkodzenie DNA v'Zmiana potencjalu redoks

@ v"Modyfikacja bialek

Negatywne {}

{} Pozytywne
v Zahamowanie organogenezy oraz {}
somatycznej embriogenezy v'Stymulacja wzrostu kultur
v'Ograniczenie wzrostu kultur ¥ Indukcja kalusa
v'Obnizenie potencjalu wody ¥’ Stymulacja organogenezy
v'Nekroza komorek, starzenie sie i v Podzial protoplastow
¢mier¢ kultur v"Tolerancja warunkow stresowych

Ryc. 3. Podwdjna rola reaktywnych form tlenu (ROS) oraz reaktywnych form azotu (RNS)
w regulacji morfogenezy roslin w kulturach in vitro. Zmodyfikowane wg Adamczuk i wsp.
(2012a)

Stres oksydacyjny/nitrozacyjny generowany w wyniku zaburzenia réwnowagi

pomiedzy wytwarzaniem ROS/RNS a ich usuwaniem, ma réwniez wptyw na kultury in
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vitro. Widoczne objawy tych stresoéw to zmniejszenie zawarto$ci wody w tkankach,
zahamowanie wzrostu kultur czy obnizenie zdolno$ci regeneracyjnych, a nawet ich
obumieranie (Abbasi 2011, Benson 2000). Zaobserwowano takze, ze dzialanie
niektorych niekorzystnych czynnikow stresowych moze zwigkszaé zdolnosci
regeneracyjne roslin (Puijalon i wsp. 2008). Krotkotrwale dziatanie stresu wodnego
wplywalo stymulujagco na regeneracj¢ ryzu oraz pszenicy zwyczajnej (Triticum
aestivum L.) (Jain i wsp. 1996, Khanna i Daggard 2001). Stres cieplny, solny oraz
niedobor sktadnikéw mineralnych miaty pozytywny wplyw na powstawanie pakow
pedowych na hipokotylach siewek Inu hodowanych in vitro (Mundhara i Rashid 2001).
Wprowadzanie i namnazanie ro$lin (badz ich czesci) in vitro moze wplywac na
metabolizm oksydacyjny 1 naraza¢ tkanki na szkodliwe dziatanie ROS. Jednocze$nie,
procesy utleniania oraz ROS moga pozytywnie wptywaé na procesy morfogenetyczne
w kulturach in vitro (Haq i wsp. 2009). Wybrane warunki stresowe generujgce
powstawanie ROS, zastosowano w badaniach nad sposobem poprawy regeneracji w

kulturach in vitro.

1.4 Reaktywne formy tlenu (ROS) w procesie organogenezy w warunkach

in vitro

W komorkach roslinnych ROS powstaja bezustannie jako produkty uboczne
wielu szlakéw metabolicznych zlokalizowanych w réznych przedziatach komorkowych.
Poziom ROS w rodlinach w optymalnych warunkach ich wzrostu jest niski.
Organellami o wysokiej aktywno$ci metabolizmu tlenowego sa chloroplasty,
mitochondria 1 peroksysomy (Matecka i Tomaszewska 2005). ROS s3a grupa wolnych
rodnikow, reaktywnych molekut i jonow pochodzacych z O,. Tlen ze stanu
podstawowego moze przechodzi¢ do duzo bardziej reaktywnych form zaréwno przez
transfer energii, jak 1 reakcje przenoszenia elektronu. Wsrod ROS wyrdznia si¢
wzbudzone czgsteczki tlenu: tlen singletowy, nadtlenek wodoru, rodniki tlenowe (03",
rodnik hydroksylowy), ponadto rodniki organiczne np.: alkoksylowe (RO),
nadtlenkowe (ROO'), acyloksylowe (RCOO’). Najbardziej znanymi ROS sa: tlen
singletowy (*O,), anionorodnik ponadtlenkowy (‘O,), nadtlenek wodoru (H,0,) oraz
rodnik hydroksylowy (OH). Zarowno ‘O, jak i H,O; sa uwazane za umiarkowanie
reaktywne. H,O,, najstabilniejsza czgsteczka wsrod ROS odznacza si¢ dos¢ dhugim
okresem pottrwania (1 ms). Swobodnie, dyfunduje przez blony komoérkowe, co

umozliwia oddziatywanie na komorki oddalone od miejsca jego powstawania, a zatem
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moze funkcjonowac¢ jako czasteczka sygnalowa. Najbardziej aktywny sposréd ROS,
rodnik hydroksylowy odznacza si¢ bardzo krotkim okresem pottrwania, nie
przemieszcza si¢ przez blony komorkowe i zdolny jest do utleniania praktycznie
wszystkich waznych biologicznie zwigzkéw (Sharma i wsp. 2012, Nowicka i Kruk
2013). Produkcja i usuwanie wolnych rodnikéw musi podlegac $cistej kontroli, gdyz ich
gwaltowne 1 niespecyficzne reakcje prowadza do uszkodzen, wlaczajac w to
peroksydacje¢ lipidow, inaktywacj¢ enzymow, innych funkcjonalnych biatek, zamiany w
strukturze zasad organicznych i1 uszkodzen DNA (Apel i Hirt 2004). Minimalizacja
skutkow reakcji ROS z waznymi molekutami komoérkowymi jest mozliwa dzigki
obecno$ci  niskoczasteczkowych  przeciwutleniaczy, stuzacych jako akceptory
elektronow i wyspecjalizowanych enzymow rozkladajacych ROS (Foyer i Shigeoka
2011). Do antyoksydantow nieenzymatycznych zalicza si¢ antyoksydanty hydrofobowe,
chronigce wnetrze bton komoérkowych 1 antyoksydanty hydrofilowe, chroniace
srodowisko wodne komorki. Glowne antyoksydanty hydrofobowe to: a-tokoferol
(witamina E), karotenoidy (B-karoten) i ksantofile. a-tokoferol odgrywa wazng role w
ochronie bton komoérkowych przed uszkodzeniami wywolanymi przez ROS. Dziala
jako ,,wygaszacz” tlenu singletowego oraz wymiatacz ROS powstajacych podczas
peroksydacji lipidow (Bartosz 2013). Karotenoidy w chloroplastach chronig aparat
fotosyntetyczny, odpowiadaja za detoksykacje ROS i tlenu singletowego powstajacego
w wyniku wzbudzenia kompleksu fotosyntetycznego prze §wiatto (Apel 1 Hirt 2004). W
sktad grupy antyoksydantow hydrofilowych zalicza si¢ kwas askorbinowy (witamina
C), glutation, kofeing, kwas nikotynowy. Askorbinian i glutation — gléwne elementy
cyklu Halliwella-Asady, reaguja bezposrednio z anionorodnikiem ponadtlenkowym,
tlenem singletowym i nadtlenkiem wodoru (Foyer i Noctor 2005). Askorbinian
uczestniczy w reakcji Mehlera, polegajacej na przeniesieniu elektronu z kompleksu PSI
bezposrednio na czasteczke tlenu z wytworzeniem anionorodnika ponadtlenkowego,
ktory ulega przeksztatceniu w H,O, w reakcji katalizowanej w chloroplastach przez
miedziowo-cynkowag dysmutaze ponadtlenkowg (Asada 2000, Koztowska-Szerenos i
Ciereszko 2013).

Funkcje antyoksydacyjne moga peli¢ takze zwiazki fenolowe, nieazotowe
metabolity wtorne, ktore w zaleznosci od budowy moga wykazywaé aktywnos¢ w fazie
hydrofilowej lub hydrofobowej. Zwiazki fenolowe dzieli si¢ na proste fenole i ich

pochodne: taniny, flawonoidy i izoflawonoidy. Wigkszo$¢ tych zwigzkow wywodzi si¢
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z aminokwasow: tyrozyny i fenyloalaniny, a syntetyzowane sa na drodze szlaku kwasu
szikimowego i/lub kwasu malonowego (Amalesh i wsp. 2011). Czasteczki nalezace do
powyzszych grup speiniajg wiele funkcji w rozwoju roslin np., taniny chronig przed
ro$linozercami, flawonole, flawony i antocyjany nadajg barwy kwiatom i owocom,
adsorbujag ~ promieniowanie  nadfioletowe, chronigc  przed uszkodzeniami
fotooksydacyjnymi, izoflawonoidy sa silnymi fitoaleksynami, powstajagcymi na skutek
kontaktu z patogenem (Dixon i Paiva 1995, Ryan i wsp. 2002, Hernandez i wsp. 2008,
Jasinski i wsp. 2009, Barbehenn i Constabel 2011).

Dzigki obecnosci grup hydroksylowych flawonoidy posiadaja zdolnosci
przeciwutleniajace prowadzace do usuwania stresu oksydacyjnego oraz jego skutkow i
uwazane s3 za jedne z kluczowych zwigzkow obronnych odpowiedzialnych za
usuwanie ROS (Bartwal i wsp. 2013). Zaangazowane sg m.in. w chelatacje jonow
metali przejSciowych, gtéwnie miedzi i zelaza, ktore katalizujg reakcje Fentona i
Habera-Weissa, gdzie produktem jest rodnik hydroksylowy, przerywanie kaskady
reakcji peroksydacji lipidow, oddzialuja na wzrost aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnych (m.in. dysmutazy ponadtlenkowej i1 katalazy) badz pelnig funkcje
substratow dla enzymow, w przypadku wyczerpania zasobow innych mechanizméw
(Kowalewska i Litwinienko 2010, Agati i wsp. 2012, Czaplinska i wsp. 2012).

Stezenie zwigzkow fenolowych zalezy od etapu rozwoju ro$liny, a synteza tych
metabolitow zachodzi nawet po jej zranieniu (Dubravina i wsp. 2005). Jednak w
poczatkowych etapach rozwoju kultur tkankowych zaobserwowano nizszg zawarto$¢
fenoli niz w ros$linach macierzystych, znaczacy wzrost ich produkcji nastgpit podczas
organogenezy pedowej), jak i korzeniowej (Wu i wsp. 2007, Soler-Cantero i wsp.
2012). Zwiazki fenolowe chronig auksyny przed dekarboksylacja, co skutkuje
prawidtowym rozwojem korzeni, za ktérych wzrost hormony te sa odpowiedzialne (De
Klerk i wsp. 2011).

Do antyoksydantow enzymatycznych zaliczamy enzymy zaangazowane
bezposrednio w usuwanie ROS (dysmutazy ponadtlenkowe, katalazy, peroksydazy), jak
réwniez enzymy biorgce udzial w reakcjach utleniania i redukcji askorbinianu lub
redukcji glutationu: peroksydaza askorbinianowa (APX, EC 1.11.1.11), reduktaza
monodehydroaskorbinianu (MDHAR, EC 1.6.5.4), reduktaza dehydrosakorbinianu
(DHAR, EC 1.8.5.1), reduktaza gultationowa (GR, EC 1.6.4.2) (Batkova i wsp. 2008).
Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD, EC 1.15.1.1) jest enzymem dziatajacym w ,,pierwszej

linii obrony” przed wolnymi rodnikami, ktora katalizuje dwuetapowag reakcje
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dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego do H,0,. Wyr6znia si¢ trzy rodzaje
dysmutaz ponadtlenkowych: i) cynkowo-miedziowe (CuzZn SOD), obecne w
cytoplazmie, chloroplastach, peroksysomach; ii) manganowe (MnSOD), zlokalizowane
w mitochondriach i peroksysomach; iii) zelazowe (FeSOD), wystepujace gtownie w
chloroplastach (Matecka i Tomaszewska 2005). H,0, powstajacy w wyniku dysmutacji
anionorodnika ponadtlenkowego przy udziale: katalazy (CAT, EC 1.11.1.6), APX i GR
ulega nastepnie reakcji dysproporcjacji. Znane s3 trzy formy katalazy o rdznej
lokalizacji w komoérce: CAT-1, CAT-2 zlokalizowane w peroksysomach,
glioksysomach, cytozolu oraz CAT-3 obecna w mitochondriach, cytozolu (Bartosz
2013). Peroksydaza askorbinianowa jest enzymem bioragcym udziat w cyklu
sprzezonych reakcji — cyklu Halliwella-Asady, ktorego glownym celem jest usuwanie
H,O, (Foyer i Noctor 2005). APX i jej izoformy wystepuja W cytozolu, chloroplastach,
mitochondriach i peroksysomach (Blokhina i wsp. 2003). Reduktaza glutationowa i
DHAR, obecne w chloroplastach i cytoplazmie, to enzymy posrednio uczestniczace w
dysmutacji H,O, podczas cyklu Halliwella-Asady. Reduktaza dehydroaskorbinianowa
katalizuje reakcje regeneracji askorbinianu, podczas gdy GR regeneruje glutation
(Batkova i wsp. 2008).

1.4.1 Rola ROS w morfogenezie w warunkach in vitro

ROS wuczestnicza w procesach zwigzanych ze wzrostem, réznicowaniem i
rozwojem komorek roslinnych, roéwniez podczas morfogenezy w kulturach in vitro
(Tian i wsp. 2003, Skrzypek 2012). Efekt dziatania warunkéw stresowych na procesy
morfogenetyczne ro$lin wigze si¢ z wytwarzaniem ROS, zwlaszcza H,0, (Kreslavski i
wsp. 2012). Produkcja H,0, zwigzana jest nie tylko z dziataniem stresu, ale zwigzek ten
znany jest rowniez jako czasteczka sygnalna w procesach wzrostu i rozwoju roslin
(Slesak i wsp. 2007).

Zaobserwowano iz, H,O, wptywal na procesy rozwojowe kilku gatunkoéw roslin
w warunkach in vitro (Papadakis i wsp. 2001, Mitovi¢ i wsp. 2012). W wyniku
dziatania H,O, stwierdzono, iz niewielkie st¢zenia tej reaktywnej formy tlenu moga by¢
zaangazowane w organogeneze pedowg mieczyka (Gladiolus sp. L.) (Gupta i Datta
2003). H,0, dziatal pozytywnie na namnazanie komoérek kalusa i formowanie
primordiéw pedowych w kulturach truskawki (Fragaria xananassa Duchesne) (Tian i

wsp. 2003). Wysokie stgzenie HO, stwierdzono w kalusie przypotudnika
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krysztatlowego (Masembryanthemum crystallinum L.), wykazujacym wysoki potencjat
regeneracyjny (Libik i wsp. 2005). Podwdjna role H,O, zaobserwowano w Kulturach
winorosli, gdzie obnizal on potencjal regeneracyjny, ale jednocze$nie okazal sie
niezbedny przy podziatach protoplastéw (Papadakis i wsp. 2001).

Badania prowadzone w warunkach in vitro wskazuja, ze efektem dziatania ROS
moze by¢ zmiana potencjalu antyoksydacyjnego tkanek i zaangazowanie systemu
antyoksydacyjnego w regulacje morfogenezy roslin (Chen i Ziv 2001). W przypadku
pieprzu czarnego (Piper nigrum L.) potencjat ten ulegal znacznemu podwyzszeniu
podczas regeneracji pedow, w porownaniu do tkanek niezroznicowanych (Nisar i wsp.
2010). Zregenerowane tkanki biedrzenca anyzu (Pimpinella anisum L.) réwniez
wykazywaly wysoki potencjat antyoksydacyjny. W materiale tym stwierdzano
rownoczes$nie podwyzszone stezenie fenoli, metabolitow petnigcych ochronne funkcje
przed negatywnym dzialaniem ROS (Andarwulan i Shetty 1999, Mitrovi¢ i wsp. 2012).
Aktywno$¢ przeciwutleniaczy moze ulega¢ zmianie na réznych etapach regeneracji. W
kulturach in vitro mieczyka, somatyczna embriogeneza byla efektywniejsza, gdy
aktywnos$¢ SOD byta wysoka, natomiast CAT 1 peroksydazy (POD, EC 1.11.1.7) niska
(Gupta 1 Datta 2003). Wzrost aktywnosci CAT i POD obserwowano natomiast podczas
organogenezy pedowej w kulturach mieczyka. Wysoki poziom SOD i brak aktywnosci
CAT oraz POD w eksplantatch na poczatku prowadzenia kultur Tacitus bellus L. oraz
niska aktywno$¢ SOD, a podwyzszona CAT i POD podczas organogenezy pedowej,
moze $wiadczy¢ o tym, iz utrzymanie niskiego poziomu H,0O; jest niezbedne w procesie
kaulogenezy (Mitrovi¢ 1 wsp. 2012).

W pracy dotyczacej kultur pszenicy namnazanie kalusa zwigzane bylo z
produkcja ROS, wywotywana przez hormony roslinne dodane do pozywki. Autorzy
sugeruja, iz ROS moga posredniczy¢ w drogach sygnalnych pomiedzy egzogennymi
hormonami a indukcjg morfogenezy w kulturach in vitro (Sztechynska-Hebda i wsp.
2007).

1.4.2 Sygnalna rola ROS w morfogenezie w warunkach in vitro

ROS moga funkcjonowa¢ w komorce jako ,,podwdjni agenci”. Inicjujac silny
stres oksydacyjny, moga prowadzi¢ do uszkodzen, a nawet $mierci organizméw, a
jednoczesnie funkcjonujg jako czasteczki sygnalne w molekularnych, biochemicznych i

fizjologicznych odpowiedziach, ktéore moga przyczyni¢ si¢ do stworzenia
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mechanizméw adaptacyjnych i poprawi¢ tolerancj¢ organizmu na czynniki stresowe
(Kreslavski 1 wsp. 2012). ROS (w tym H;0,) sa wtornymi przekaznikami w kilku
odpowiedziach na dzialanie hormonow ro$linnych: grawitropizmie Kkorzenia,
kietkowaniu nasion, biosyntezie ligniny, programowanej $mierci komorki, a takze w
reakcjach nadwrazliwoséci i nabywania odpornosci na stresy abiotyczne i biotyczne
(Sharma i wsp. 2012). Informacje na temat elementdow komoérkowych szlakoéw
sygnatowych prowadzacych do tolerancji na dziatanie czynnikéw stresowych u ro$lin
mozna odnalez¢ m.in. w pracach Slesak i wsp. 2007, Kreslavski i wsp. 2012, Sharma i
wsp. 2012. Odbierany przez roslinny receptor sygnat zwigzany z produkcja ROS, ulega
transdukcji poprzez wtérne przekazniki sygnatu, nagromadzeniu wapnia, biatka G,
fosforylacje biatek (Batkova i wsp. 2008). ROS mogg rowniez modulowaé dziatanie
wielu elementow szlakow sygnalnych, jak fosfatazy, kinazy biatkowe czy czynniki
transkrypcyjne (Xiong i wsp. 2002).

Percepcja i transdukcja sygnatow wywolanych przez ROS, a takze mechanizmy
molekularne zwigzane z ROS, ktore wptywaja na procesy morfogenetyczne w kulturach
in vitro, nie sg zbyt dobrze poznane (Verdus i wsp. 1997, Abbasi i wsp. 2011). Verdus i
wspolpracownicy (1997) sugerowali, ze pozytywny efekt bodZzcéw mechanicznych na
proces organogenezy w kulturach Inu moze by¢ zwigzany z szybka aktywacja kinazy
MAPK, bedacej elementem kaskady kinaz oraz kinazy zaleznej od wapnia CDPK.
Obert 1 wspotpracownicy (2005) wykazali, ze rozw0j 1 réznicowanie komodrek zwigzane
jest ze zroznicowang ekspresja gendw, dlatego metabolizm ROS moze odgrywaé

decydujaca role w tych procesach.

1.5 Regulacja procesow wzrostowych i morfogenetycznych przez tlenek
azotu (NO)

Tlenek azotu (NO) jako niewielka, silnie reaktywna czasteczka, jest
wielofunkcyjnym wtoérnym przekaznikiem w komodrkach rdéznych organizmow
nalezacym do reaktywnych form azotu (RNS). Do RNS zalicza si¢ takze ditlenki azotu
(NO,) i tritlenki azotu (N,O3). W komorkach roslinnych NO odpowiada za regulacje
podstawowych mechanizméw zwigzanych z utrzymaniem homeostazy redoks. Reaguje
zaréwno z akceptorami, jak i donorami elektronow, i moze wystepowaé jako rodnik
(NO), kation (NO™) oraz anion (NO’) (Wandehenne i wsp. 2001). Podwdijny charakter

tej czgsteczki zalezny jest od jej poziomu w komorce. W niskich stezeniach pozytywnie
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wplywa na wzrost i rozwo6j, natomiast w wysokich przyczynia si¢ do zaburzen w
metabolizmie roslin. NO obok ROS i hormonow, odgrywa wazng role w regulacji
procesdéw morfogenetycznych w roslinach. NO moze z latwoscia migrowaé do
cytoplazmy, dyfundowaé przez warstwy lipidowe bton oraz reagowaé¢ z donorami i
akceptorami elektronéw, z jonami metali przejSciowych (zelazo, cynk, miedz), a
posrednio jako RNS z biatkami i lipidami (Corpas i wsp. 2011, Gniazdowska 1 wsp.
2009, Grzegorzewska 1 wsp. 2009). Mechanizm dziatania NO zwigzany jest mi¢dzy
innymi z potranslacyjng modyfikacja bialek - nitracjg i S-nitrozylacjg. Nitracja jest
znacznikiem generowanego przez RNS stresu nitrozacyjnego i dotyczy aminokwasow
aromatycznych, a zwlaszcza tyrozyny. S-nitrozylacja natomiast dotyczy glownie
cysteiny. Modyfikacji tej podlegaja przede wszystkim elementy szlakow transdukcji
sygnatow np. receptory, czynniki transkrypcyjne (Ciacka 1 wsp. 2014 1 literatura tam
cytowana). Dane literaturowe wskazuja, ze NO, jako czgsteczka sygnalna, poza
kinazami MAP, moze uruchamia¢ inne elementy szlaku transdukcji sygnatu, tj. cGMP,
CADPR, Ca®, doprowadzajac do zmiany ekspresji gendw i podwyzszenia tolerancji na
dziatanie czynnikow stresowych (Gill i wsp. 2013, Mur i wsp. 2013).

Do egzogennych zrédet tlenku azotu nalezg zwigzki stosowane w praktyce
laboratoryjnej m.in. S-nitrozoacetylopenicyloaminy (SNAP), nitroprusydek sodu (SNP),
S-nitrozoglutationu (GSNO) (Gniazdowska i Bogatek 2007). Swiatto wplywa na
uwalnianie z tych zwigzkéw m.in. tlenku azotu. Donory r6znig si¢ miedzy sobg
zarowno iloscig emitowanego NO, ale takze szybkoscig oraz czasem emisji tego gazu.
Wykazano, ze najwigksza emisja NO charakteryzuje si¢ SNAP, nastepnie GSNO, a
najmniejsza SNP. W przypadku SNAP maksymalne wydzielanie NO przypadato na
pierwsza godzing od naswietlania, dla GSNO — na piata godzing, w przypadku SNP na
drugag godzing od naswietlania. Wykazano rdwniez, ze czasowy brak Swiatla
zahamowal emisje NO z SNP, co dowodzi, ze jest to najbardziej Swiattoczuty sposrod
badanych donorow (Floryszak-Wieczorek i wsp. 2006).

SNP (donor NO) w medycynie wykorzystywany jest w naglych przypadkach
wymagajacych obnizenia ci$nienia tetniczego krwi (Wang 1 wsp. 2002). Zwiazek ten
znalazt rowniez zastosowanie w badaniach dotyczacych wptywu NO na procesy
wzrostu 1 rozwoju roslin. Pierwszym produktem rozktadu SNP, poza uwalnianym NO,
jest m.in. anion cyjankowy (CN") (Meeussen i wsp. 1992, Wnag i wsp. 2002).
Organizmy ros$linne posiadaja zdolno$¢ do uwalniania cyjanowodoru (HCN), zwigzku

chemicznego zbudowanego z wodoru, wegla 1 azotu, tworzacego z woda kwas
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cyjanowodorowy, ktorego sole zawierajace anion CN™ okreéla si¢ mianem cyjankow.
Cyjanowodor odgrywa regulacyjng role w kietkowaniu nasion (usuwa spoczynek i
stymuluje kietkowanie m.in. zarodkow jabtoni), asymilacji azotanéw, metabolizmie
cukrow 1 lipidow oraz w réznych reakcjach roslin na czynniki S$rodowiskowe
(Gniazdowska i wsp. 2010). Hamuje aktywno$¢ CAT, SOD, POD — enzymo6w systemu
antyoksydacyjnego, reduktazy azotanowej (NR, EC 1.7.1), reduktazy azotynowej (NiR,
EC 1.7.7.1) — enzymdw uczestniczacych w asymilacji azotu (Oracz i wsp. 2009). Pelni
ochronng role przed roslinozercami oraz patogenami. Dzialanie tego zwigzku zwigzane
jest przede wszystkim z hamowaniem aktywno$ci oksydazy cytochromowej w
mitochondrialnym tancuchu transportu elektondow, a takze aktywnosci wielu enzymow
posiadajacych jony metali w centrum aktywnym. Posiada zdolno$¢ do swobodnego
przemieszczania si¢ z miejsc syntezy do innych czesci komorki, dzieki temu z tatwoscia
dyfunduje przez blony. HCN, powstajacy razem z etylenem, uczestniczy w
aklimatyzacji ro$lin do abiotycznych i biotycznych warunkéow stresowych (Siegien i
Bogatek 2006). Zroédlem cyjanowodoru w ro$linach sa gtownie glikozydy cyjanogenne
(np., amigdalina, prunazyna, linamaryna, lotaustralina), a w przypadku nasion ro$lin z
rodziny mydlencowatych i kasztanowcowatych — cyjanogenne lipidy (Zagrobelny i
wsp. 2004). Cyjanowodor powstawa¢ moze rowniez z glioksalanu i hydroksyloaminy,
produktéw posrednich fotooddychania i szlaku redukcji azotandw.

W  roslinie synteza NO zachodzi w mitochondriach, peroksysomach,
chloroplastach oraz w cytoplazmie i apoplascie. Szlaki biosyntezy tego gazu obejmuja:
drogi redukcyjne — zwigzane z redukcjg NO>', jak i zalezne od argininy - oksydacyjne,
enzymatyczne oraz nieenzymatyczne (Frohlich i Durner 2011, Gupta i Igamberdiev
2015). Biosynteza NO na drodze nieenzymatycznej, charakterystyczna dla apoplastu,
zachodzi w kwasnym pH, gdzie anion NO; przy udziale reduktantow ulega
przeksztalceniu do NO. Enzymy odpowiadajace za syntez¢ NO to m.in. reduktaza
azotanowa, katalizujaca redukcje NO,  do NO w obecnosci NADPH, reduktazy azotyn-
tlenek azotu (Ni-NOR), oksydoreduktazy ksantynowej (XOR) (Stohr i wsp. 2001, Yu i
wsp. 2014). W fazie anabolicznej kietkowania, a takze w momencie przebicia okryw
nasiennych przez korzen zarodkowy oraz w trakcie wzrostu siewki istotng droga
biosyntezy NO wydaje si¢ by¢ zachodzaca przy udziale enzymu o aktywnosci zblizonej
do syntazy tlenku azotu (NOS-like). Enzym ten w obecnosci tlenu i przy udziale
NADPH katalizuje przeksztatcanie L-argininy do NO i L-cytruliny (Grupta i wsp. 2011,

Mur 1 wsp. 2013, Krasuska 1 wsp. 2016). Sugeruje si¢ u organizmow roslinnych
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wystepowanie innych, zaleznych od argininy, oksydacyjnych drég syntezy NO
zwigzanych z udzialem poliamid i hydroksyloaminy (Gupta i wsp. 2011). Utrzymanie
rownowagi stezenia NO w miejscu, dzialania zalezy od syntezy oraz usuwania tej
czasteczki. W regulacje zawartosci NO zaangazowane s3 m.in. anionorodnik
ponadtlenkowy, jony metali przejsciowych oraz podstawowe zmiatacze NO, jak
niesymbiotyczne hemoglobiny (nsHb) i glutation (GSH) (Grzegorzewska i wsp. 2009,
Gniazdowska i wsp. 2009, Hebelstrup i wsp. 2013).

Tlenek azotu uczestniczy w regulacji procesOw wzrostowych i rozwojowych
ros$lin np. wptywajac stymulujaco na kietkowanie nasion m.in. szarfatu szorstkiego
(Amaranthus retroflexus L.) (Liu i wsp. 2011), sataty siewnej (Beligni i Lamattina
2000) czy jabtoni domowej (Malus domestica Borkh.) (Gniazdowska i wsp. 2010),
przyrost §wiezej masy kukurydzy (Zea mays L.), rozwdj blaszki liSciowej grochu
(Pisum sativum L.) czy regulacj¢ fotomorfogenezy u rzodkiewnika (Leshem i Haramaty
1996, Hebelstrup i wsp. 2013, Simontacchi i wsp. 2013). NO jako przeciwutleniacz,
regulujac  zawartos¢ ROS utrzymuje homeostaz¢ redoks, doprowadzajac do
podwyzszenia odporno$ci roslin na stresy (Grzegorzewska i wsp. 2009). W badaniach
Fan i Liu (2012), rosliny poncyrii (Poncirus trifoliata L.) poddane dziataniu
nitroprusydku sodu (SNP) i stresowi suszy, charakteryzowaly si¢ nizszym st¢zeniem
ROS, przy podwyzszonej aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych, a takze lepsza
odporno$cia na utrat¢ wody. Sposéb dziatania NO w roslinach w warunkach
stresowych, wigze si¢ ze wspotdziataniem tej czasteczki z hormonami (m.in. ABA,
etylenem, kwasem jasmonowym) i innymi czgsteczkami sygnalnymi (np. H20,)
(Simontacchi i wsp. 2013, Qiao i wsp. 2014). W warunkach suszy NO, razem z ABA i
H20,, poprzez kinazy MAP wspoéldziata w zamykaniu aparatow szparkowych, a takze
w reakcji na zranienie z JA, czy w regulacji starzenia z kwasem salicylowym (Neill i
wsp. 2003).

Regulacja morfogenezy poprzez NO, skorelowana jest roOwniez z hormonami
ro$linnymi. Zaobserwowano, ze cytokinina prowadzi do szybkiego wydzielania NO w
kulturach komorkowych, co moze §wiadczy¢ o udziale tego gazu w szlaku transdukcji
sygnatow zaleznym od cytokininy (Tun i wsp. 2001). NO wraz z cytokininami,
wspotdziatajac w  aktywacji  ekspresji genow zwigzanych z regulacja cyklu
komorkowego, doprowadzit do proliferacji komoérek w kulturach rzodkiewnika (Shen i
wsp. 2013). Wykazano, ze NO, podobnie jak auksyny, stymulowat wzrost i tworzenie

korzeni siewek ogorka (Cucumis sativus L.) oraz uczestniczyl w modulacji wygiecia
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geotropicznego korzeni siewek soi warzywnej (Glycine max (L.) Merr.) (Pagnussat i
wsp. 2003, Hu i wsp. 2005). Doniesienia zwigzane z interakcja NO i auksyn w
kulturach in vitro dotyczyly gldwnie ukorzeniania zregenerowanych pedow (Han i wsp.
2009, Kalra i Babbar 2012).

W badaniach nad wptywem NO na organizmy ro$linne technike kultur in vitro
wykorzystuje si¢ W niewielkim stopniu. Doswiadczenia te dotycza gltownie efektu
morfogenetycznego obserwowanego w wyniku dziatania dodanych do pozywki
donorow NO (np. SNP, SNAP). Pozytywny efekt dodanych do pozywki donoréw NO
(SNP, SNAP) na organogeneze pedow oraz korzeni, uzyskano w kulturach Inu
zwyczajnego (Kalra i Babbar 2010). W przypadku kultur pochrzynu chinskiego
(Dioscorea opposita Thunb.) wykazano, ze zastosowanie SNP, poprzez obnizenie
stezenia H,O,, przyczynito si¢ do ograniczenia bragzowienia eksplantatow pochodzacych
z bulw, i rownoczesnie do zwigkszenia proliferacji kalusa oraz regeneracji pedow (Xu i
wsp. 2009). Znane sg takze nieliczne przyktady pozytywnego wptywu egzogennego NO
na morfogeneze niektorych gatunkéw roslin w kulturach in vitro w warunkach
stresowych. SNP, bedacy donorem NO, korzystnie wptywat na regeneracj¢ pedow w
kulturach in vitro Cymbidium w warunkach deficytu magnezu (Guha i Rao 2012).
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2 Zalozenia i cel pracy

Proces morfogenezy regulowany jest endogennie (na poziomie komoérkowym)
oraz egzogennie poprzez czynniki Srodowiskowe. W kulturach in vitro formowanie
komorek, tkanek czy organow oraz tworzenie dojrzalych organizmow roslinnych,
uzaleznione jest nie tylko od predyspozycji danej rosliny do namnazania w warunkach
in vitro, ale rowniez od warunkéw prowadzenia kultury. Wprowadzenie do kultur
in vitro nowych gatunkéw roslin, wymaga szczegoétowego doboru warunkow kultury.
Do kluczowych elementow, ktoére wymagaja opracowania nalezag m.in.. wybor
odpowiedniego eksplantatu, metody dezynfekcji, dobor sktadu podtoza i warunkéw
wzrostu w celu efektywnego mnozenia materiatu roslinnego. Pomimo szerokiej wiedzy
na temat mikrorozmnazania ros$lin w warunkach in vitro, istniejagca zmiennos¢
migdzyrodzajowa 1 miedzygatunkowa wymusza dobor warunkéw panujacych
w kulturach in vitro indywidualnie dla kazdego gatunku i odmiany, a nawet typu
uzytkowego, jak w przypadku Inu zwyczajnego (Linum usitatissimum L.), co umozliwia
uzyskanie jednorodnego materiatlu badawczego. Len juz w latach 70-tych XX wieku
wykorzystywany byt jako roslina modelowa w badaniach kultur tkankowych (Millam
I wsp. 1992, 2005 i literatura tam cytowana), jednak nadal niewiele wiadomo o
mechanizmach kontrolujgcych organogeneze tego gatunku.

Warunki klimatyczne w Polsce w okresie wegetacyjnym sa bardzo zmienne
1 czgsto niekorzystnie wplywajace na wzrost, rozw¢j 1 plonowanie ro$lin uprawnych.
Len nalezy do grupy roslin, ktora charakteryzuje si¢ szczegdlng wrazliwoscig na deficyt
wody. Wysoka temperatura oraz silne nastonecznienie, w trakcie okresu wegetacyjnego,
nie wplywaja korzystnie na wzrost i plonowanie Inu wtoknistego. Dlatego tez, jednym
z glownych celow hodowli tworczych Inu, jest poprawienie zdolnosci plonowania
tej rosliny w niesprzyjajacych warunkach srodowiskowych, jak np. susza.

Zainicjowanie organogenezy oraz stymulacja tego procesu w kulturach in vitro,
maja kluczowe znaczenie w mikrorozmnazaniu ro$lin. Na zwickszenie ilosci organow
ma wplyw nie tylko optymalizacja warunkéw wzrostu w kulturach in vitro, ale réwniez
dzialanie niekorzystnych czynnikéw Srodowiskowych, m.in. takich jak: zasolenie,
deficyt wody, wysoka temperatura. Syntetyzowane w takich przypadkach reaktywne
formy tlenu oraz reaktywne formy azotu, poza negatywnym oddziatywaniem, mogag

pozytywnie (funkcja sygnalna) wptywac na rosliny. Kultury in vitro stwarzaja dogodne
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warunki do badan udzialu ROS i RNS w regulacji morfogenezy zar6wno w warunkach

optymalnych, jak i stresowych.

Gloéwnym celem badan prowadzonych w ramach realizacji rozprawy doktorskiej

byto poroéwnanie zdolnosci morfogenetycznych Inu zwyczajnego (Linum usitatissimum

L.) typu oleistego (L. var brevimulticaulis Vav., odm. Szafir) i typu wldknistego

(L. var. elongatum Vav., odm. Selena), oraz okreslenie mechanizmoéw regulacji

organogenezy przez wybrane czynniki w kulturach in vitro obu badanych odmian.

W ramach postawionego problemu badawczego poszukiwano odpowiedzi

na nastepujace pytania:

1.

Jakie sg optymalne warunki wzrostu i organogenezy pgdowej i korzeniowej Inu
zwyczajnego typu oleistego (odm. Szafir) i wloknistego (odm. Selena)
w kulturach in vitro. Czy istniejg réznice w warunkach wzrostu kultur badanych
odmian?

Jak przebiega proces organogenezy (analiza zmian anatomicznych na podstawie
preparatow mikroskopowych) obu badanych odmian Inu zwyczajnego?

Czy istniejg roznice w procesie fotosyntezy, oddychania i zawartos$ci barwnikow
fotosyntetycznych w kulturach in vitro obu badanych odmian Inu zwyczajnego,
rosnacych w optymalnych warunkach?

Czy kultury in vitro Inu zwyczajnego typu oleistego i widknistego, rosnace
w optymalnych warunkach, r6znig si¢ skltadem chemicznym i1 zawarto$cig
metabolitow wtornych?

Czy kultury Inu zwyczajnego typu oleistego i wioknistego, w optymalnych
warunkach wzrostu 1 organogenezy, rdznig si¢ aktywnoscia/wykorzystaniem
elementow systemu antyoksydacyjnego?

Czy istniejg rdéznice we wzroscie 1 organogenezie w kulturach badanych odmian
w reakcji na stres osmotyczny?

Czy stres osmotyczny indukuje w kulturach Inu zwyczajnego odm. Szafir i odm.
Selena stres oksydacyjny?

Czy nitroprusydek sodu (SNP) wplywa na wzrost i organogenez¢ pgdowa
I korzeniowa Inu zwyczajnego w warunkach in vitro? Czy istniejg rdznice
we wzroscie 1 organogenezie w kulturach obu typow Inu w reakcji na SNP?

Czy egzogenne dziatanie SNP indukuje w kulturach badanych odmian Inu stres

oksydacyjny?
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10. Czy egzogenne dzialanie SNP wplywa na zmiany aktywnosci systemu
antyoksydacyjnego w kulturach Inu zwyczajnego typu oleistego i wtdknistego?
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3 Material i metody

3.1 Material doswiadczalny
3.1.1 Charakterystyka gatunku badawczego

Badania prowadzono na kulturach in vitro Inu  zwyczajnego
(Linum usitatissimum L.) typu oleistego odm. Szafir oraz typu widknistego odm. Selena
rosngcych w warunkach optymalnych i poddanych dziataniu czynnikéw, majacych
na celu poprawe procesu organogenezy.

Rodzaj Linum L. nalezgcy do rodziny Linaceae liczy ponad 200 gatunkow,
sposrod ktorych jedynie len zwyczajny (Linum usitatissimum L.) ma zastosowanie
praktyczne. Len zwyczajny jest rosling jednoroczna, kwitngca od czerwca do lipca.
Rosling cechuja proste, rozgatezione u gory todygi o jasnoniebieskich lub biatawych
kwiatach. Owocem Inu jest niepgkajaca, pigciokomorowa torebka nasienna, mieszczaca
okoto 10 nasion zwanych potocznie siemieniem Inianym. Oleiste formy Inu (Fot. 1)
sg krotkopedowe 1 wielkonasienne, widkniste natomiast dlugopedowe, drobnonasienne
(Zajac i wsp. 2012, Silska i wsp. 2014).

Fot. 1. Pokroj ogdlny form Inu zwyczajnego (Linum usitatissimum L.) odmiany Selena
(typ wioknisty Inu - A) oraz Szafir (typ oleisty Inu - B), (Fot. A. Adamczuk).
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Pochodzacy z obszarow $rodziemnomorskich len zwyczajny to jedna
z pierwszych roslin udomowionych przez cztowieka. Znane sa dwie formy Inu: len
wiloknisty, zktérego pozyskiwany jest surowiec w postaci widkien tykowych
do wyrobu materialu o szerokim zastosowaniu, oraz len oleisty, uprawiany przede
wszystkim dla nasion bogatych w olej. Odmiany wtokniste Inu uprawiane sg glownie
w klimacie wilgotnym i umiarkowanym w Europie (zwtaszcza we Francji, Hiszpanii)
oraz w Azji (Chiny) i Afryce (Egipt). Len oleisty uprawiany przede wszystkim
w Indiach, Argentynie, potudniowej Rosji, USA, a szczegdlnie w Kanadzie (najwigkszy
producent i eksporter nasion Inu na $wiecie), krajach o suchym i umiarkowanym
klimacie (Burbulis i wsp. 2007, Popis i wsp. 2015).

Uprawa Inu w Polsce miata duze znaczenie w okresie po II wojnie swiatowej
do lat dziewigcdziesigtych XX wieku (Heller 2012). Jeszcze w latach siedemdziesigtych
XX wieku uprawa tej rosliny zajmowala powierzchni¢ ok. 130 000 ha. Obecnie uprawa
Inu w Polsce nabiera tempa, zwlaszcza ze wzgledu na nowe mozliwosci wykorzystania
tej rosliny. Z roku na rok nastepuje zwigkszanie powierzchni plantacji Inu, ktora w roku
2009 wynosita dla Inu widknistego 19 000 ha, natomiast w roku 2013 dla Inu oleistego
14 000 ha (Zajac i wsp. 2012, Popis i wsp. 2015). W Polsce uprawiane sg 4 odmiany Inu
oleistego: Bukoz (najnowsza), Jantarol, Oliwin oraz Szafir. Walory uzytkowe siemienia
Inianego powoduja coraz wigksze zapotrzebowanie na nasiona Inu oleistego.
Odpowiedni dobor warunkéw  siedliskowych, wprowadzanie nowych, lepiej
plonujacych odmian, pozwolito w ostatnim dwudziestoleciu na wzrost plonowania tego
typu Inu pomimo zmniejszenia areatu upraw (Heller i Wielgusz 2011). Na terenie Polski
polecanych jest osiem odmian Inu widknistego: Milenium, Fortuna, Minerwa, Ariadna,
Artemida, Selena, Luna, Atena, Temida (Heller 2007). Ten typ uzytkowy Inu -
wloknisty najlepiej plonuje w regionach gdzie dominuje wilgotna i chtodna pogoda
czyli w rejonach nadmorskich i podgorskich (Dolny Slask).

Len zwyczajny to roslina o wysokim potencjale cyjanogennym. Zwiazki
cyjanogenne poza rolg ochronng przed roslinozercami i atakiem patogenow, petnig
réwniez wazne funkcje w metabolizmie roslin, m. in. jako zrodlo azotu w syntezie
aminokwasow 1 bialek, pelnig role regulacyjng HCN (Siegien 2007). Potencjat
cyjanogenny Inu zmienia si¢ podczas kietkowania nasion, rozwoju siewek i wzrostu
ro$lin (NiedZzwiedz-Siegien 1998). Zawarto$¢ cyjanoglikozydow wzrasta u tych roslin
na wczesnym etapie rozwoju siewek oraz przed kwitnieniem. Len zawiera dwa

cyjanoglikozydy, nalezagce do monoglikozydéow — linamaryng¢ 1 lotaustraling. Nasiona
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wigkszo$ci przebadanych odmian zawierajg diglikozydy cyjanogenne — linustatyng
1 neolinustatyne, natomiast w niewielkiej ilosci monoglikozyd — linamaryne (Oomah
i wsp. 1992, Niedzwiedz-Siegien 1998).

Len zwyczajny stanowi zrodto wiokien i oleju, majgcych zastosowanie w wielu
galeziach przemystu m.in. w przemysle wildkienniczym, farmaceutycznym,
spozywczym, olejarskim, jako dodatek do pasz, a takze w budownictwie, czy przemysle
meblarskim (Adamczuk i wsp. 2015).

Badania prowadzono z wykorzystaniem 7-dniowych sterylnych siewek,
fragmentow hipokotyli oraz kultur in vitro wyprowadzonych z fragmentow (4-5 mm)
hipokotyli 7-dniowych sterylnych siewek Inu zwyczajnego (Linum usitatissimum L.),
typu wioknistego (odm. Selena) i oleistego (odm. Szafir). Nasiona odmiany Selena
pochodzity z Instytutu Wiokien Naturalnych 1 Roslin Zielarskich w Poznaniu, Zaktad
Doswiadczalny Sielc Stary (rok zbioru 2010) natomiast odmiany Szafir z Hodowli

Roslin Strzelce Sp. z 0.0. (rok zbioru 2009, 2012).

3.2 Sterylizacja i kietkowanie nasion Inu
3.2.1 Sterylizacja nasion

Sterylizacj¢ nasion Inu (4-5 g) przeprowadzano w komorze z laminarnym przeplywem
powietrza (typ ,, Biohazard” ESCO NC2-4LB) w nastgpujacych etapach:
a) Plukanie nasion w 50 ml 70% alkoholu etylowym przez 1 minut¢ w sterylnej
zlewce na mieszadle magnetycznym,
b) Phukanie nasion w sterylnej wodzie destylowanej przez 1 minutg,
c) Zasadnicza sterylizacja nasion:
- odmiana Szafir — ptukanie nasion w 100 ml 0,1% (w/v) roztworu chlorku
rteciowego (HgCl,) przez 15 minut,
- odmiana Selena - ptukanie nasion w 100 ml 0,06% (w/v) roztworu HgCl,
przez 5 minut w sterylnych zlewkach na mieszadle magnetycznym,
d) Czterokrotne ptukanie nasion sterylng woda destylowang przez: 1 min., 5 min.,

10 min. i 15 min.

3.2.2 Warunki kielkowania nasion

Wysterylizowane nasiona Inu wykladano réwnomiernie (okoto 20-25

sztuk/szalke) na sterylne podioze agarowe (0,75% w/v) przy uzyciu sterylnej pesety.
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Szalki owijano parafilmem i ustawiano do kietkowania w pomieszczeniu fitotronowym,
gdzie panowaly nastepujace warunki: dhugo$¢ dnia 16h, temperatura dzien/noc-
23°C/18°C, wilgotno$é powietrza 60%, natezenie promieniowania

PAR — 50 umol m?s™,

3.3 Sklad podlozy hodowlanych oraz warunki wzrostu kultur in vitro
3.3.1 Sklad i przygotowanie podlozy do wzrostu kultur in vitro

Pozywki do wzrostu kultur przygotowywano z wczesniej sporzadzonych
roztwordw  wyjéciowych  przechowywanych w  temperaturze 4°C  (mikro-
i makroelementy) oraz -10°C (witaminy i sktadniki organiczne) lub gotowych podtozy
wg Murashige i Skoog (MS) oraz wg Gamborga (B5) zawierajacych makroelementy,
mikroelementy oraz witaminy opisane przez Murashige i Skoog (1962) i Gamborga
1 wsp. (1968). Odpowiednie ilosci sacharozy i kazeiny (pozywka MS) lub sacharozy
(pozywka BS5) dodawano bezposrednio do pozywki. Do podtozy dodawano hormony
ro§linne (auksyny 1 cytokininy) w odpowiednich stezeniach sprzyjajacych
organogenezie pedowej lub korzeniowej. Pozywki zestalano agarem (0,75% w/v)
i doprowadzono ich pH do wartosci 5,7-5,9 przy pomocy 0,IN HCI i 0,IN NaOH.
Podloza sterylizowano w autoklawie (ASL 80B) przez 30 minut w temperaturze 121°C
pod ci$nieniem 1 atm.

Przetestowano trzy warianty pozywki, ktorych sktad podano w tabeli 1:

a) wg Murashige i Skoog (MS)
b) wg Gamborga (B5)
c) MS (makroelementy) + B5 (mikroelementy i sktadniki organiczne) (MS+BS)

Do pozywek dodawano: cytokining (benzyloaminopuryng - BA), auksyny (kwas
naftylo-1-octowy — NAA; kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy - 2,4-D) w proporcjach:
a) BA (1 mgl") + 24-D (0,025 mg I') - w celu umozliwienia organogenezy
pedowej;

b) NAA (Img I'") + BA (0,025 mg I'') — w celu umozliwienia organogenezy

korzenioweyj.
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Tab. 1. Sktad pozywek hodowlanych

Pozywki
Murashige i Skoog — Gamborga Murashige i Skoog +
Sktadniki stezenie W pozywce — stgzenie W pozywce Gamborga — stezenie w
(mg ™M) (mg ™M) pozywce (mg 1)
MS B5 MS + B5
Makroelementy
NH4NO; 1650 - 1650
KNO; 1900 2500 1900
CaClyx2H,0 440 113 440
MgSO4x7H,0 370 250 370
KH,PO, 170 - 170
(NH,),SO,4 - 134 -
NaH,PO4xH,0 - 130,4 -
Mikroelementy
KJ 0,83 0,75 0,75
H3:BO; 6,2 3,0 3,0
MnSO4x4H,0 22,3 - -
MnSO,xH,0 - 10 10
ZnSO4X7H,0 8,6 2,0 2,0
Na,MoO,x2H,0 0,25 0,25 0,25
CuSO4x5H,0 0,025 0,025 0,025
CoClyx6H,0 0,025 0,025 0,025
Na,xEDTA 37,3 37,3 37,3
FeSO,x7H,0 27,8 27,8 27,8
Skladniki organiczne
M-inozytol 100 100 100
Kwas nikotynowy 0,5 1,0 1,0
Pirydoksyna 0,5 1,0 1,0
Tiamina 0,1 10 10
Glicyna 2,0 - -
Cukier
Sacharoza 30000 20000 20000
Bialko
Kazeina 1000 -
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3.3.2 Badanie oddzialywania wybranych cytokinin i auksyn na proces

organogenezy

Warianty pozywek opisane w podrozdziale 3.3.1. wzbogacono o wybrane

cytokininy i auksyny. Do kazdej dodawano hormony sprzyjajace:

a) Organogenezie pedowej — dodawano kolejno wybrane cytokininy oraz auksyng
2,4-D w stezeniach:
v BA (Img 1) +2,4-D (0,025 mg I'")
v Kinetyne (KIN) (Img I'") + 2,4-D (0,025 mg I
v Tidiazuron (TDZ) (Img I'") +2,4-D (0,025 mg I'")
b) Organogenezie korzeniowej — dodawano Kkolejno wybrane auksyny
oraz cytokining BA w st¢zeniach:
v’ 2,4-D (Img I'") + BA (0,025mg I™")
v' NAA (Img I™") + BA (0,025 mg I'")
v' Kwas indolilo-3-mastowy (IBA) (Img 1™* + BA (0,025 mg 1)

3.3.3 Badanie wzajemnych stezen cytokininy i auksyny na efektywno$¢ procesu

organogenezy

Wybrane na podstawie doswiadczenia opisanego w podrozdziale 3.3.1. pozywki
odpowiednie do wzrostu i rozwoju kultur odm. Szafir oraz odm. Selena wzbogacono
0 rozne warianty stezen wybranych hormonow (podrozdziat 3.3.2.) w celu:

a) Obserwacji najefektywniejszej organogenezy pedowej — dodawano cytokining
BA 1 auksyne 2,4-D w takiej iloSci, aby stosunek st¢zen kazdego z tych
hormonéw w pozywce odpowiadat warto$ciom przedstawionym w tabeli 2,

b) Obserwacji najefektywniejszej organogenezy korzeniowej — dodawano auksyng
NAA 1 cytokining BA w takiej ilosci, aby stosunek stezen kazdego z tych

hormonéw w pozywce odpowiadat wartosciom przedstawionym w tabeli 3.
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Tab. 2. Wzajemne stgzenia cytokininy BA 1 auksyny 2,4-D w poszczegdlnych
wariantach pozywki

Wariant pozywki BA [mg 1] 2,4-D [mg 1] 2,4-D : BA
1 1,0 0,0 0:1
2 1,0 0,025 1:40
3 1,0 0,05 1:20
4 1,0 0,1 1:10
5 1,0 0,2 1:5
6 1,0 0,5 1:2
7 1,0 0,75 1:1,33
8 1,0 1,0 1:1

Tab. 3. Wzajemne st¢zenia auksyny NAA i cytokininy BA w poszczegdlnych
wariantach pozywki

Wariant pozywki NAA [mg I'"] BA [mg I''] BA : NAA
1 1,0 0,0 0:1
2 1,0 0,025 1:40
3 1,0 0,05 1:20
4 1,0 0,1 1:10
5 1,0 0,2 1:5
6 1,0 0,5 1:2
7 1,0 0,75 1:1,33
8 1,0 1,0 1:1

3.3.4 Warunki wzrostu eksplantatow

Eksplantaty hipokotylowe (4-5 mm fragmenty), pochodzace ze sterylnych 7-
dniowych siewek Inu wykltadano w komorze z laminarnym przeplywem powietrza na
okreslone pozywki zestalone agarem (0,75% (w/v); 10 sztuk/szalka). Szalki z
eksplantatami zabezpieczano parafilmem i ustawiano do wzrostu na 28 dni w

pomieszczeniu fitotronowym, gdzie panowaly warunki opisane w podrozdziale 3.2.2.

3.4 Badanie wplywu stresu osmotycznego na proces organogenezy
Pozywki z dodatkiem hormondéw sprzyjajacych organogenezie pedowej

i korzeniowej Inu odm. Szafir i Selena (opis w p. 3.3.1.-3.3.3.) modyfikowano dodajgc
cukier w ilosci (zmodyfikowana metoda wg Hag i wsp. 2009):
a) Pozywka MS:
v'MS + sacharoza 30000 mg I pozywki — kontrola (K)
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v'MS + sacharoza 2x 30000 mg I™* pozywki — pierwszy wariant stresu (S 1)
v' MS + sacharoza 3x 30000 mg I pozywki— drugi wariant stresu (S 11)
b) Pozywka MS:
v' MS + sorbitol 15000 mg I* + maltoza 15000 mg I™* pozywki — kontrola
(K)
v' MS+ sorbitol 2x 15000 mg I"* + maltoza 2x 15000 mg I"* pozywki —
pierwszy wariant stresu (S 1)
c) Pozywka B5:
v B5 + sacharoza 20000 mg I™* pozywki — kontrola (K)
v B5 + sacharoza 2x 20000 mg I pozywki — pierwszy wariant stresu (S 1)
v B5 + sacharoza 3x 20000 mg I™* pozywki — drugi wariant stresu (S I1)

Zastosowano rozne warianty wzrostu kultur na pozywkach zawierajacych
zwigkszong zawarto$¢ cukrow. Warianty te podano w tabeli 4.

Tab. 4. Warunki wzrostu kultur in vitro Inu zwyczajnego na pozywkach ze zwigkszong
zawarto$cig cukrow

Odmiana Organogeneza Warianty pozywki Warianty wzrostu kultury

K (7 dni)+ S (7 dni) + K (14 dni)

Si
K (5 dni) + S (5dni) + K (18 dni)
pedowa
K (7 dni)+ S (7 dni) + K (14 dni)
Szafir Sl
K (5 dni) + S (5dni) + K (18 dni)
K (7 dni)+ S (7 dni) + K (14 dni)
korzeniowa Sl
K (5 dni) + S (5dni) + K (18 dni)
Si K (7 dni)+ S (7 dni) + K (14 dni)
pedowa
Sl K (7 dni)+ S (7 dni) + K (14 dni)
Selena
Si K (7 dni)+ S (7 dni) + K (14 dni)
korzeniowa
Sl K (7 dni)+ S (7 dni) + K (14 dni)

Po przeprowadzonych badaniach wstepnych do dalszych analiz wybrano
pogrubione w tabeli 5 warianty wzrostu kultur na pozywkach zawierajacych dwukrotne
(S I) i trzykrotne (S 1) zwigkszenie sacharozy w pozywce.

Warunki wzrostu eksplantatow opisano w podrozdziale 3.3.4.
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3.5 Badanie wplywu nitroprusydku sodu (SNP) na proces organogenezy
3.5.1 Badanie wplywu SNP dodanego bezposrednio do pozywki na organogeneze

Pozywke z dodatkiem hormondéw sprzyjajacych organogenezie pedowej Inu
odm. Szafir (opis w p. 3.3.1. - 3.3.3) sterylizowano, a nastepnie przy pomocy filtrow
strzykawkowych (Ahlstrom, $rednica: 33 mm, wielko$¢ poréw: 0,2 um) dodawano SNP

w stezeniach podanych w tabeli 5 (metoda wg Karla i Babbar 2010).

Tab. 5. Stezenia SNP dodanego bezposrednio do pozywki

Len zwyczajny
(L. usitatissimum)

Stezenie SNP

Warianty kultur R
y [mg I

2uM
4uM
odm. Szafir kultury pedowe 6uM
25uM
50uM

Warunki wzrostu eksplantatow na okre§lonych wariantach pozywki opisano w

podrozdziale 3.3.4.

3.5.2 Badanie wplywu par wydzielajacych sie z wodnego roztworu SNP na

organogeneze

Eksplantaty hipokotylowe badanych odmian Inu wyktadano na pozywke z
dodatkiem hormonéw sprzyjajacych organogenezie pedowej lub korzeniowej. Rodzaj
pozywki 1 hormonow, a takze ich st¢zenia odpowiednie dla danej odmiany Inu wybrano

na podstawie wczesniejszych do§wiadczen, opisanych w p. 3. 3.1. - 3.3.3.
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Natezenie napromienienia - 150 pmol m? s -1

SNP \

Eksplantaty
hipokotylowe |

Ryc. 4. Schemat przedstawiajacy eksplantaty hipokotylowe Inu zwyczajnego
(Linum usitatissimum L.) odmiany Szafir i Selena poddane dziataniu par
wydzielajacych si¢ z wodnego roztworu SNP.

Otwarte szalki z eksplantatami umieszczano w szklanej przezroczystej komorze,
do ktérej wstawiano rowniez szalke z odpowiednig pojemnos$cia (Tab. 6) roztworu SNP
(Ryc. 4). Komore zamykano wieczkiem i szczelnie okrecano parafilmem. Komore
ustawiano w pomieszczeniu fitotronowym 1 poddawano naswietleniu (czas ekspozycji
podano w tabeli 6) $wiattem bialym o natezeniu napromienienia 150pmol ms™
(metoda zmodyfikowana wg Floryszak-Wieczorek i wsp. 2006, Gniazdowska i wsp.
2007). W tych warunkach eksplantaty traktowane byly oparami gazéw wydzielajacych
si¢ pod wptywem silnego promieniowania z wodnego roztworu SNP. Kultury kontrolne
poddawano naswietleniu $wiattem o jednakowym nat¢zeniu 1 czasie ekspozycji jak
eksplantaty poddane dziataniu SNP. Po uptywie okreslonego czasu ekspozycji szalki z
eksplantatami wyjmowano w komorze z laminarnym przeptywem powietrza, gdzie
przekladano eksplantaty na sterylng pozywke (10 sztuk/szalka), a nastgpnie

przenoszono do wzrostu w warunkach opisanych w p. 3.2.2.
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Tab. 6. Czas i warunki ekspozycji kultur in vitro Inu zwyczajnego na opary gazow
wydzielajgcych si¢ z wodnego roztworu SNP

Len zwyczajny Warianty kultur Czas ekspozycji Stezenie SNP
(L. usitatissimum) [h]
5mi 5mM
10 ml
3 20 ml
pedowe
odm. Szafir korzeniowe 30 ml
bez hormonéw
40 ml 5mM; 10mM
250uM;
24 40 ml 500uM; SmM;
10mM
5ml
odm. Selena korzeniowe 3 5mM
bez hormonow 20 ml
30 ml

3.6 Badanie wplywu ¢-PTIO (ang. 2-(4-carboxyphenyl)-4,4,5,5-
tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide) na proces organogenezy w
kulturach in vitro poddanych dzialaniu par wydzielajacych sie¢ z
wodnego roztworu SNP

Eksplantaty hipokotylowe badanych odmian Inu wyktadano na sterylng bibute
nasgczong pozywka (odpowiednig dla danej odmiany Inu wybrang na podstawie
wcezesniejszych doswiadczen, opisanych w p. 3.3.1. - 3.3.3.) z dodatkiem hormonow
sprzyjajacych organogenezie pedowej lub korzeniowej oraz 15 ml 0,3 mM c-PTIO

(,,wymiatacz” tlenku azotu).
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Natezenie napromienienia - 150 pmol m? s -1

SNP \
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Eksplantaty
hipokotylowe |

Ryc. 5. Schemat przedstawiajacy eksplantaty hipokotylowe Inu zwyczajnego
(Linum usitatissimum L.) odmiany Szafir i Selena poddane dziataniu par
wydzielajacych si¢ z wodnego roztworu SNP w obecnosci c-PTIO.

Otwarte szalki z eksplantatami umieszczano w szklanej przezroczystej komorze,
do ktorej wstawiano szalke z wybrang na podstawie wcze$niejszego do$wiadczenia
opisanego w p. 3.5.2 pojemnoscig roztworu SmM SNP (Ryc. 5). Komore zamykano
wieczkiem 1 szczelnie okrecano parafilmem. Komore ustawiano w pomieszczeniu
fitotronowym 1 poddawano naswietleniu przez 3h $wiattem bialym o natezeniu
napromienienia 150 pmol m™?s™ (metoda zmodyfikowana wg Floryszak-Wieczorek i
wsp. 2006, Gniazdowska 1 wsp. 2007). W tych warunkach eksplantaty traktowane byty
oparami gazéw wydzielajacych si¢ pod wplywem silnego promieniowania z wodnego
roztworu SNP. Po uptywie okreslonego czasu ekspozycji szalki z eksplantatami
wyjmowano w komorze z laminarnym przeptywem powietrza, gdzie przektadano
eksplantaty na sterylng pozywke (10 sztuk/szalka), a nastepnie przenoszono do wzrostu

w warunkach opisanych w p. 3.2.2.

3.7 Analiza wzrostu materialu do§wiadczalnego

Obserwacje kultur prowadzono cotygodniowo przez 28 dni dokonujgc oceny
procesu organogenezy (% reagujacych eksplantatow oraz liczby organow

przypadajacych na eksplantat) liczac reagujace eksplantaty i formujace si¢ organy:
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liczba ekspl. z organami

% reagujacych ekspl. = x 100%

liczba wszystkich ekspl.

liczba organéw

liczba organdéw/ekspl. = — ,
liczba ekspl. z organami

gdzie:
ekspl. - eksplantat

Wykonano rowniez pomiary S$wiezej masy (g) (waga RADWAG E42S)
oraz suchej masy (g). Pojedyncze eksplantaty po zwazeniu Swiezej masy byly suszone
przez 24 h w 105°C (suszarka Memmert UN110) i ponownie wazone w celu 0znaczenia
suchej masy. Srednie wartosci $wiezej i suchej masy stanowity podstawe do obliczenia

zawarto$ci wody w kulturach:

-1y, __ Sw.m.—s.m.
gH>O g~ sw.m.= EEr—

1 _ Swm.—s.m.
gH O g~ sm. = BT
gdzie:

$w.m. — §rednia §wieza masa eksplantatow

s.m. — §rednia sucha masa eksplantatow

3.8 Analiza mikroskopowa poczatkowych etapow organogenezy pedowej
I korzeniowej w hipokotylach Inu zwyczajnego

Do zbadania przebiegu najwczesniejszych zmian anatomicznych podczas
organogenezy pedowej 1 korzeniowej Inu odm. Szafir (typ oleisty) i odm. Selena (typ
wloknisty), przez 7 kolejnych dni wzrostu kultur pedowych i1 korzeniowych (warunki
wzrostu kultur p. 3.3.1. - 3.3.3.) pobierano po kilka eksplantatow, ktorych zrodtem byty
7-dniowe sterylne siewki badanych odmian. Material roslinny utrwalano przez 24
godziny, poczatkowo pod zmniejszonym cisnieniem, W FAA (formalino—aceto-alkohol,
zawierajacy 37% formaldehyd, 100% kwas octowy lodowaty i 70% alkohol etylowy w
stosunku objetosciowym 5:5:90, wg Gerlacha 1972). Po utrwaleniu material ptukano
trzykrotnie w 70% alkoholu etylowym i w nim przechowywano material do czasu
wykonywania skrawkow.

Wykonywano preparaty mikroskopowe z przekrojow poprzecznych hipokotyli
wedtug nastepujacych procedur:

1) Preparaty poéitrwate: materiat utrwalony w FAA i przechowywany w 70%

alkoholu etylowym przeptukiwano w H,O destylowanej, nastgpnie zatopiono
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w 3% agarze i cigto na skrawki o grubosci 30 um z wykorzystaniem mikrotomu
wibracyjnego (Leica VT 1200S). Skrawki barwiono przez kilka minut 0,02%
biekitem metylenowym, przeptukiwano woda i zamykano w 50% glicerynie.

2) Preparaty trwale przygotowywano technikg parafinowa. Utrwalony materiat
odwodniono dodatkowo w szeregu alkoholowym o rosnacych stezeniach

w dwoch zmianach czystego ksylenu, nastgpnie w cieplarce w dwoch zmianach

parafiny o temperaturze topnienia 56-58°C. Po odwodnieniu materiat zatapiano

w parafinie z 5% domieszka wosku pszczelego. Bloczki parafinowe cigeto na

mikrotomie rotacyjnym Leica RM 2245 na skrawki o grubosci 15 pm. Preparaty

barwiono 1% safraning w 50% alkoholu etylowym oraz zielenig trwala w 92%

alkoholu etylowym, nastepnic odwadniano w izopropanolu i zamykano

w Euparolu (metoda wg Garlacha 1972).

Mikrofotografie z preparatow anatomicznych wykonano w mikroskopie
Olympus BX53 przy uzyciu programu cellSens Standard. Dodatkowo wykonano
fotografie pojedynczych eksplantatow (obraz morfologiczny) pochodzacych z 10-12-
dniowej kultury pedowej 1 korzeniowej w mikroskopie stereoskopowym Leica M205
FA z uzyciem programu LAS MultiFocus, ktory umozliwia automatyczng akwizycje

obrazow w osi Z.

3.9 Oznaczanie zawartoSci barwnikow fotosyntetycznych

Zawarto$¢ barwnikow fotosyntetycznych (chlorofilu a i b oraz sumy
karotenoidéw) oznaczano metoda wg Wellburn (1994). Do badan wykorzystano 7-
dniowe sterylne siewki, fragmenty hipokotyli, kultury pedowe po 5, 14 1 28 dniu
wzrostu (opis warunkéw wzrostu p. 3.3.1. - 3.3.4.) badanych odmian. 300 mg materiatu
ro$linnego ucierano z 5 ml 95% alkoholu etylowego i odrobing piasku morskiego.
Proby wirowano (wiréwka MPW 351R) przy 10 000 g przez 10 minut. Absorbancje
ekstraktow odczytywano w spektrofotometrze (CE 2501, Cecil) przy dtugosciach fal:
470 nm, 664,2 nm i 648,6 nm wobec proby $lepej (95% alkohol etylowy). Wszystkie
czynno$ci wykonywano przy stabym os$wietleniu, aby zapobiec fotooksydacji
chlorofilu.

Stezenie chlorofilu a 1 b oraz karotenoidow obliczono wg nastepujacych wzorow:
Chlorofil a (Chly) = 13,36 A a2 — 5,19 A 656

Chlorofil b (Chlp) = 27,43 A s486 — 8,12 A 6642

Chl 245 =5,24 A gea2 + 22,24 A 6486
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Karotenoidy = (1000 A47o — 2,13 Chl, — 97,64 Chly) / 209
gdzie
Au70, Asag s, Ases2 — absorbancija przy dtugosci fali 470 nm, 648,6 nm, 664,2 nm

Stezenie chlorofilu a i b oraz sumy karotenoidéw wyrazano w [ug g‘1 Sw. m.].

3.10 Oznaczanie natezenia fotosyntezy netto i oddychania ciemniowego

Natezenie fotosyntezy netto i oddychania ciemniowego o0znaczono
W 7-dniowych sterylnych siewkach, kulturach pedowych po 5, 14 i 28 dniu wzrostu
(opis warunkow wzrostu p. 3.3.1. - 3.3.4.) badanych odmian. Do pomiaréw natgzenia
fotosyntezy i oddychania  ciemniowego  stosowano  analizator  CO;
w podczerwieni (LI 6262, Li-COR). Pomiary wykonywano w gazowym ukladzie
otwartym, umieszczajagc badany material roslinny w kamerze fotosyntetycznej
o pojemnosci okoto 200 ml (Busch i wsp. 2013). Szybkos$¢ przeptywu powietrza
w ukladzie otwartym wynosita 0,5 I/min. Pomiar6w dokonywano przy natgzeniu
napromienienia wynoszacym 150 pmol m? s, Temperatura wewnatrz kamery nie
przekraczata 25°C. W ukladzie wykorzystywano atmosferyczne stezenie CO; (ok. 400
ppm). Otrzymane wyniki natezenia fotosyntezy netto (PN) oraz oddychania

ciemniowego (DR) wyrazano w [pmol CO; g™ $w.m. min™].

3.11 Izolacja i identyfikacja zwiazkéw chemicznych przy uzyciu
chromatografii gazowej ze spektrometriag mas (GC-MYS)

3.11.1 lzolacja lotnych zwiazkow organicznych (LZO) w kulturach pedowych Inu
zwyczajnego z wykorzystaniem mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej
(SPME)

Do oznaczen wykorzystano 7-dniowe sterylne siewki 1 kultury pedowe
po 5-tym, 14-tym i 28-mym dniu wzrostu (opis warunkéw wzrostu p. 3.3.1. - 3.3.4.)
badanych odmian. Ekstrakcje lotnych zwigzkow organicznych (LZO) prowadzono
poprzez umieszczenie wiokna ekstrakcyjnego w fazie nadpowierzchniowej (wariant
ang. Headspace-Solid Phase Microextraction, HS-SPME) nad materialem ro$linnym.
Izolacje zwiazkow prowadzono przy uzyciu widkna z faza stacjonarng CAR/PDMS
Carboxen/Polidimetylosiloksan (CAR/PDMS) o grubosci 75 um. W celu dokonania
izolacji LZO probke materiatu roslinnego o masie 2g umieszczano W szklanej fiolce
o pojemnosci 15 ml. Probke inkubowano w tazni wodnej w 40°C przez 10 minut.

Nastepnie do fazy nadpowierzchniowej nad probka wprowadzano widkno do SPME.
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Proces izolacji lotnych zwiazkéw prowadzono w czasie 30 minut. Przez caly czas
kontaktu witdkna z fazg gazowa, roztwér utrzymywano w temperaturze 40°C. Po
zakonczeniu ekstrakcji wiokno przenoszono do dozownika aparatu GC-MS. Widkno
wysuwano W gtab dozownika na glebokos¢ 2 cm. Etap termodesorpcji trwat 30 minut.
Do oznaczen wykorzystano chromatograf gazowy HP 6890 N (Agilent Technologies)
z elektroniczng kontrola ci$nienia (EPC) 59864B, wyposazony w detektor MS 5973,
a takze kolumne kapilarng HP-5MS (30m x 0,25mm x 0,25 pum) oraz dozownik typu
split/splitless. Warunki pracy uktadu chromatograficznego przedstawiono w tabeli 7.
Tab. 7. Warunki pracy uktadu chromatograficznego (GC/MS)

Parametr Warto$¢
Temperatura poczatkowa pieca 38°C
Izoterma poczatkowa 2 min

5 °C/min do 100 °C

Szybko§¢ wzrostu temperatury
10 °C/min do 270 °C

Temperatura dozownika 250 °C
Gaz no$ny Hel
Objetosciowe natezenie przeplywu gazu no$nego 1 mL/min
Tryb pracy dozownika splitless
Odcinanie rozpuszczalnika brak
Warunki pracy Tryb pracy detektora SCAN
detektora Temperatura zrodta jondw 230°C
Temperatura kwadrupola 150 °C
Temperatura linii transferowej 280 °C
Zakres mas m/z 15-300
Czas analizy 80 min

3.11.2 Izolacja zwiazkéw organicznych w ekstraktach metanolowych kultur

pedowych Inu zwyczajnego

Analizg zwigzkow organicznych w ekstraktach metanolowych kultur pedowych
Inu zwyczajnego wykonano wg zmodyfikowanej metody opisanej przez Zhou i wsp.
(2012). Oznaczenia wykonano w 7-dniowych sterylnych siewkach i kulturach
pedowych po 5-tym, 14-tym i 28-mym dniu wzrostu (opis warunkéw wzrostu p. 3.3.1. -
3.3.4)) badanych odmian. Materiat roslinny suszono w suszarce przez 24 godziny
w temperaturze 50°C. 500 mg wysuszonego materiatu homogenizowano w mozdzierzu,
a nastgpnie dodawano 3 ml mieszaniny metanolu z woda w stosunku 4:1 (v/v) oraz

60 pl ksylitolu (0,1 mg ml™) jako wzorca wewnetrznego. Proby mieszano i inkubowano
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w tazni z ultradzwickami (Elmasonic S80H) w przez 40 minut. Nastepnie proby
przesaczano przez bibule filtracyjng. Otrzymany supernatant odparowywano do sucha
w przy uzyciu wyparki prozniowej (350, Unipan) w temperaturze 40°C. Tak
przygotowany materiat roslinny poddano procesowi derywatyzacji. W tym celu
wysuszony materiat rozpuszczono w 80 pl bezwodnej pirydyny oraz 200 ul N,O -
Bis(trimetylosililo)trifluoroacetamidu (BSTFA) i ogrzewano w temperaturze 70°C przez

30 min. Analiz¢ otrzymanych ekstraktéw prowadzono w uktadzie GC-MS.

3.11.3 ldentyfikacja otrzymanych zwigzkow

Podczas analizy chromatograficznej uzyskano dwa rodzaje niezaleznych
od siebie informacji identyfikacyjnych: dane retencyjne oraz widma mas. Widma mas
zarejestrowane dla poszczegolnych zwigzkoéw organicznych poréwnywano z widmami
mas zgromadzonymi w bazie danych NIST MS. W drugim etapie identyfikacji
obliczono indeksy retencji (IRx) zwiazkow z wykorzystaniem wzoru na arytmetyczny
indeks retencji Van den Doola i Kratza (1963), stosowanego w przypadku analiz
prowadzonych z programowanym wzrostem temperatury:

te () —t: (2)
te(z+1) -1x(2)

IR, =100z+100
gdzie:
tr(X) — czas retencji badanego zwigzku, tr(z) i tr(z+1) — czas retencji n-alkanow
zawierajacych odpowiednio z i z+1 atoméw wegla w czasteczce, pomiedzy ktorymi
znajduje si¢ zwiazek X.

Wyznaczone wartosci IR poszczegdlnych  zwigzkow  porownywano
z warto$ciami literaturowymi IR dostepnymi w komputerowych bazach danych (m.in.
baza danych Zakladu Chemii Srodowiska UwB). Zwiazek uznano za poprawnie
zidentyfikowany, jesli otrzymane widmo mas wykazywato zgodnos¢ z widmem w bazie
danych, a roznica migdzy wyliczonym a literaturowym indeksem retencji byla
nie wicksza niz + 10 jednostek. W przypadkach, gdy nie byt dostepny literaturowy
indeks retencji, a widmo mas bylo jednoznaczne, identyfikacje prowadzono tylko

W oparciu 0 widmo mas.

3.12 Oznaczanie zawartos$ci bialka w ekstrakcie enzymatycznym

Zawarto$¢ biatka oznaczano metoda wg Bradforda (1976) w ekstrakcie

enzymatycznym przygotowanym w sposob opisany w podrozdziale 3.13.1. 1 3.15.2.
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Z kazdej proby pobierano 0,1 ml ekstraktu i dodawano 1 ml odczynnika Bradforda.
Proby mieszano i1 inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie
mierzono absorbancje przy uzyciu spektrofotometru (BECKMAN, DU730) przy
dhugosci fali A=1595 nm, wobec proby $lepej (0,1 ml buforu ekstrakcyjnego i 1 mi
odczynnika Bradforda).

Stezenie biatlek oznaczano na podstawie krzywej wzorcowej sporzadzonej

dla roztworéw albuminy (25-250 g mI™) i wyrazono w [mg g™ *$w.m.].

3.13 Oznaczanie zawartosci metabolitow wtérnych
3.13.1 Oznaczanie zawartoS$ci antocyjandw i zwigzkow fenolowych

Zawarto$¢ wybranych zwigzkow fenolowych: fenylopropanoidy, flawonoidy
oraz antocyjany oznaczano metoda wg Kubo i wsp. (1999). 500 mg tkanki
homogenizowano z 2 ml 100mM buforu fosforanowego o pH 7,8 zawierajacego 1mM
askorbinian. Homogenat przenoszono do proboéwek wird6wkowych i1 wirowano
w temperaturze 4°C przy 22 000 g przez 30 minut. Nastepnie oznaczano absorbancje
w nierozcienczonym ekstrakcie za pomoca spektrofotometru (BECKMAN) przy fali
o dhugosci 600 nm (antocyjany). Po dziesigciokrotnym rozciefnczeniu mierzono
absorbancje przy dlugosci fali 320 nm (zwigzki fenolowe: fenylopropanoidy
+ flawonoidy).

Oznaczenia wykonano w 7-dniowych sterylnych siewkach, kulturach pedowych
i korzeniowych po 5, 14 i 28 dniu wzrostu (opis warunkéw wzrostu p. 3.3.1. - 3.3.4.)
badanych odmian.

Wyniki przedstawiono jako ilo$¢ jednostek absorbancji (U) na 1 mg biatka.
1 U — ilos¢ biatka w ekstrakcie, wykazujaca absorbancje (A)= 1, przy dtugosci fali A=

320 nm/ 600 nm w szklanej kuwecie o przekroju 1 cm.

3.13.2 Oznaczanie zawartosci zwigzkéw polifenolowych i tanin

Zawarto$¢ catkowita polifenoli 1 tanin oznaczono spektrofotometrycznie
wg metody opisanej przez Makkar i wsp. (1995) oraz Zebrowskiego (2009) przy uzyciu
odczynnika Folin-Ciocalteau. Material roslinny suszono w suszarce przez 24 godziny
w temperaturze 50°C. 150-200 mg wysuszonego materiatu homogenizowano
w mozdzierzu, nastgpnie dodawano 3 ml 70% acetonu. Préby przenoszono

do probowek wirowkowych 1 inkubowano w ciemnosci przez 1 godzing w temperaturze
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pokojowej. Nastepnie proby wirowano w temperaturze 4°C przez 15 minut przy 20 000
g. Zebrany supernatat przetrzymywano w tazni lodowej i1 wykorzystano do oznaczenia
zawartosci polifenoli i tanin.

W celu oznaczenia catkowitej zawarto$ci polifenoli (Ciy) do 0,1 ml
odwirowanego ekstraktu dodawano 2 ml 2% weglanu sodu (Na,COs). Po uptywie
2 minut dodawano 0,1 ml odczynnika Folin-Ciocalteu, rozcienczonego uprzednio
H,O destylowang w stosunku 1:1. Proby pozostawiono w ciemnos$ci, w temperaturze
pokojowej na 30 minut. Proba zerowa zamiast ekstraktu zawierata 0,1 ml 70% acetonu.
Nastepnie mierzono absorbancj¢ przy dlugosci fali 750 nm. Zawarto$¢ polifenoli
odczytano wg krzywej wzorcowej sporzadzonej dla roztworu kwasu taninowego w
zakresie stezen 0 — 16 ug/ml. Zawarto$é polifenoli przedstawiono w [mg g™ s. m.].

W celu okre$lenia zawarto$ci tanin wykonano oznaczenie st¢zenia fenoli
niezwigzanych z poliwinylopolipirolidonem (PVPP). Do probowki dodano 0,1 g PVPP,
1 ml HyO destylowanej oraz 1 ml ekstraktu. Proby mieszano i inkubowano 15 minut
w temperaturze 4°C. Nastgpnie wirowano w temperaturze 4°C przez 15 minut przy
20000 g. W zebranym ekstrakcie oznaczono zawarto$¢ niezwigzanych z PVPP
polifenoli (Cpypp) wedlug procedury opisanej dla oznaczenia catkowitej zawartosci
polifenoli (Cit). Absorbancje zmierzono przydtugosci fali 725 nm.

Oznaczenia wykonano dla wariantow do§wiadczalnych wymienionych w p. 3.13.1.

Zawarto$¢ tanin (Cy) obliczono ze wzoru:

Ct= Cot - Cpvpp

C; — stgzenie tanin

Ciot — caltkowite stezenie polifenoli
Cpvpp — taniny nie zwigzane z PVPP

Zawarto$¢ tanin wyrazono w [mg g'1 s.m.].

3.14 Oznaczenia parametrow stresu oksydacyjnego
3.14.1 Oznaczanie zawarto$ci H,O,

Pomiar zawartosci H,O, w kulturach dokonano w wariantach badawczych
wybranych na podstawie wczesniejszych doswiadczen (p. 3.4. 1 3.5.2.) metoda
wg Velikova i wsp. (2000).

1 g materiatu roslinnego rozcierano w zimnym mozdzierzu (0-4°C) z piaskiem

morskim oraz 1,5 ml 0,1% kwasu trichlorooctowego (TCA). Nastepnie ekstrakty
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wirowano przy 15 000 g przez 15 minut w 4°C w wirébwce MPW 351R. Do 0,25 ml
supernatantu dodawano 0,25 ml buforu K-fosforanowego (10 mM, pH=7,0) oraz 0,5 ml
IM jodku potasu (KJ). Proba zerowa zawierata 0,5 ml 10 mM buforu K-fosforanowego
0 pH=7,0 oraz 0,5 ml 1M KJ. Absorbancj¢ roztworu odczytano przy dtugosci fali 390
nm na spektrofotometrze (BECKMAN). Zawartos¢ H,O, w probie odczytywano
z krzywej sporzadzonej z uzyciem roztworéow wzorcowych  H,O, w zakresie
5- 200 nmol ml™.

Zawartos¢ H,O, wyrazono w [nmol g'1 Sw. m.].

3.14.2 Oznaczanie zawarto$ci produktéw peroksydacji lipidow reagujacych

z kwasem tiobarbiturowym (TBARS)

Zawarto$¢ produktow reakcji z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) oznaczano
w wariantach badawczych wybranych na podstawie wczesniejszych do$wiadczen
(p. 3.4. i 3.5.2.) wykorzystujac zmodyfikowang metode wg Singh i Verma (1995).
Do rozdrobnionego materiatu ro§linnego dodawano: 1 ml 0,5% kwasu tiobarbiturowego
(TBA) w 20% TCA, 1 ml H,O oraz 30ul 2% butylohydroksytoluenu (BHT). Proby
inkubowano w tazni wodnej (MILL 147) w temperaturze 95°C przez 30 minut, po czym
umieszczano w tazni lodowej na 10 minut. Nastgpnie proby odwirowywano w wirdwce
(MPW 351R) przy 10000 g przez 10 minut. Absorbancj¢ 0znaczano za pomocg
spektrofotometru (BECKMAN) przy dlugosci fal: 532 i 600 nm. Zawartos§¢ TBARS
wyrazano jako stezenie aldehydu malonowego (MDA), ktore obliczano uzywajac
wspotczynnika ekstynkcji dla kompleksu MDA-TBA (155 mM™ x cm™) wedhug wzoru:
TBARS = (As32 — Asoo) X V/x L x d x sw.m.
As3z2, Asoo — wspolczynnik ekstynkcji dla dtugosci fal odpowiednio 532 1 600 nm
L — molowy wspotezynnik ekstynkcji dla TBARS [155 mM™ x cm™]
V- objetos¢ proby [L]
d — grubos¢ warstwy naczynia [1 cm]
$w.m. — rownowarto$¢ materiatu roslinnego w 1 ml proby [g]

Zawarto$¢ TBARS wyrazono w [nmol g™ §w.m.]
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3.15 Oznaczanie zdolnosci przeciwwolnorodnikowej oraz aktywnosci
enzymow antyoksydacyjnych

3.15.1 Przygotowanie ekstraktu enzymatycznego do oznaczania zdolnoSci

przeciwwolnorodnikowej na zasadzie redukcji stabilnego wolnego rodnika

1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylowego (DPPH)

Ekstrakt ~ enzymatyczny = wykorzystany ~do  oznaczenia  zdolnosci
przeciwwolnorodnikowej na zasadzie redukcji stabilnego wolnego rodnika
1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylowego (DPPH) przygotowano z wariantow badawczych
wybranych na podstawie doswiadczenia opisanego w p. 3.5.2. wg metody opisanej
przez Amarowicz i wsp. (2004).

Material roslinny rozcierano w mozdzierzu z 95% (w/v) alkoholem etylowym
w stosunku 15:100 (m/v). Préby inkubowano w tazni z ultradzwickami (Elmasonic
S80H) w temp. 50°C przez 30 minut. Nastepnie zawiesine przesaczano przez bibule
filtracyjna, a pozostato§¢ ekstrahowano jeszcze dwa razy. Potaczone supernatanty
odparowywano do sucha przy uzyciu wyparki prozniowej (350, Unipan)
w temperaturze 40°C. W celu dalszej analizy, proby przechowywane byty w

temperaturze 4°C.

3.15.1.1 Oznaczanie zdolno$ci przeciwwolnorodnikowej na zasadzie redukcji

stabilnego wolnego rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylowego (DPPH.)

Redukcj¢ rodnika DPPH pod wpltywem ekstraktu enzymatycznego
(przygotowany wg podrozdziatu 3.15.1) oznaczano poprzez pomiar intensywnosci jego
widma metoda elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR)
wg zmodyfikowanej metody Olchowik-Grabarek i wsp. (2016).

Do 100 pul 500uM  metanolowego roztworu DPPH~ dodawano
10 lub 20 pl ekstraktu roslinnego. Po uptywie 3 minut rejestrowano pierwszg pochodna
widma DPPH. Pomiary wykonano na spektrometrze EPR (Adani CMS 8400) przy
parametrach: moc tlumienia: 7dB; pole magnetyczne: 336 mT; zakres przemiatania:
10 mT; czas przemiatania: 50 s; amplituda modulacji: 0,02 mT; wzmocnienie: 6:10%;
czestotliwosé: 9,41 GHz.

Probe kontrolng stanowit metanolowy roztwor DPPH™ bez dodatku ekstraktu.

Wyniki przedstawiono jako procent redukcji wolnego stabilnego rodnika DPPH-.
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3.15.2 Przygotowanie ekstraktu enzymatycznego do oznaczania aktywnoSci

dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i katalazy (CAT)

Materiat roslinny (warianty badawcze wybrane na podstawie do$wiadczenia
opisanego w p. 3.5.2.) w ilosci 1g homogenizowano w 5 ml 0,2M buforu ekstrakcyjnego
(bufor fosforanowy 0,1 M pH 7,8; 2 mM DTT,; 0,1 mM EDTA; 1,25 mM PEG), 0,1 g
PVP i z piaskiem morskim. Nastepnie odwirowywano w 4°C przy 11 5009 przez
30 minut. Supernatant oczyszczano na wczesniej przygotowanych kolumnach zelowych
(PD 10 Sephadex G-25M, Amorsham Pharmacie Biotech). Otrzymany eluat

przetrzymywano w tazni lodowe;j.
3.15.2.1 Oznaczanie aktywnos$ci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)

Aktywnos¢ SOD (EC 1.15.1.1) oznaczano zmodyfikowang metodg wg
Giannapolitis i Reis (1977). Mieszanina reakcyjna o obj¢tosci 3 ml zawierata: 0,1 M
bufor fosforanowy pH 7,8; 1,3 uM ryboflawing; 13 mM metioning; 63 uM biekitu
nitrotetrazoliowego (NBT) oraz ekstrakt enzymatyczny (uzyskany w sposob opisany w
p. 3.15.1)) lub H,O (proby kontrolne). Proby inkubowano przez 15 minut przy
napromieniowaniu 500 pmol m™s™ w temperaturze 25°C.

W  celu oznaczenia aktywnosci poszczegolnych izoform SOD ekstrakt
enzymatyczny inkubowano przez 30 min. w temperaturze 25° C z 5 mM KCN

i/lub 5 mM H,0; wedlug metody opisanej przez Corpas i wsp. (1998).

Za jednostke aktywnosci SOD przyjmowano ilo$¢ enzymu wymagang
do 50% hamowania redukcji NBT, oznaczonej przy dtugosci fali 560 nm.

3.15.2.2 Oznaczanie aktywnosci katalazy (CAT)

Aktywnos¢ CAT (EC 1.11.1.6) okre$lano jako szybko$¢ zuzywania nadtlenku
wodoru (H20,) w mieszaninie reakcyjnej przy diugosci fali 240 nm w czasie
100 sekund oznaczano metoda wg Aebi (1984). Mieszanina reakcyjna zawierata: 0,05
M bufor fosforanowy pH= 7,0; 37,5 mM H,0, oraz ekstrakt enzymatyczny (uzyskany

W sposob opisany w p. 3.15.1.). Aktywnos$¢ enzymu obliczano wg wzoru:

Aktywno$é CAT = [(ADO/At) x Vim] / [E x P x Ve]
gdzie:

ADO/At- przyrost gestoéei optycznej w czasie (min™ cm™)
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Vm- obj¢to$¢ mieszaniny reakcyjnej (ml)

E- molekularny wspotczynnik absorbancji dla H,O, przy dlugosci fali 240 nm
(40,0 mM*cm™)

P- zawarto$¢ biatka (ug mi™)

Ve- objetos¢ ekstraktu (ml)

Aktywnosé¢ CAT wyrazono w [mmol H,0, min™ mg™ biatkal.

3.16 Analiza statystyczna wynikow

Doswiadczenia wykonano w minimum 5 powtérzeniach, w €0 najmniej 3
seriach doswiadczalnych. Otrzymane wyniki przedstawiono w postaci $rednich i ich
odchylen standardowych (SD), obliczone z poszczeg6lnych grup danych przy uzyciu
pakietu Excel (Office 2007, Microsoft). Wyniki poddano analizie statystycznej,
wykorzystujac analiz¢ wariancji ANOVA dla uktadéw czynnikowych. Wnioskowanie
statystyczne przeprowadzono na poziomie istotnosci p < 0,05. Analize statystyczng
wykonano przy uzyciu programu SPSS Statistics 24.
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4 Wyniki

4.1 Wzrost kultur oraz organogeneza pedowa w kulturach in vitro Inu
zwyczajnego (Linum usitatissimum L.) w zalezno$ci od rodzaju pozywKki

Wszystkie sposrod przetestowanych pozywek okazaty si¢ odpowiednie do powstawania
pedoéw na eksplantatach hipokotylowych Inu odm. Szafir (typ oleisty) — 100%
reagujacych eksplnatatow (Fot. 2). Pedy formowaty si¢ juz w pierwszym tygodniu
wzrostu kultur (Ryc. 6 A).

W przypadku kultur odm. Selena (typ wtoknisty) pedy pojawity si¢ w drugim tygodniu
wzrostu na pozywce B5 1 MS+B5. Efektywniejsza o okoto 40% organogenez¢ pedowa
obserwowano w 2 i 3 tygodniu wzrostu na podtozu B5, w porownaniu do MS+B5 (Fot.
2, Ryc. 6 B). Najstabsza kaulogeneza byta na pozywce MS (okoto 15%) - pedy pojawity
si¢ dopiero w 4 tygodniu wzrostu (Ryc. 6 B).

Szafir

MS+BS5

Selena

Fot. 2. Kultury pedowe Inu zwyczajnego odm. Szafir i odm. Selena po 4 tygodniach wzrostu na
pozywkach: MS, B5 oraz MS+B5 z dodatkiem BA (1 mg I%) oraz 24-D
(0,025 mg I'").
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Ryc. 6. Efektywno$¢ organogenezy pedowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir
(A) i odm. Selena (B) rosngcych na pozywkach MS, B5, MS+B5 z dodatkiem BA (1 mg I™)
oraz 2,4-D (0,025 mg I™"). Wyniki $rednie + SD. *Roznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Najwyzsza liczba pedow odznaczaly si¢ kultury odm. Szafir, rosngce na pozywce MS
(Ryc. 7 A). W 11 2 tygodniu wzrostu liczba pedéw w kulturach rosnacych na podtozu
MS+BS byta nizsza w pordéwnaniu z pozywka MS, wynosita §rednio 3 1 5
pedow/eksplantat. W 3 1 4 tygodniu najnizszg ($rednio 13 peddéw/eksplantat) liczba
pedoéw odznaczaly si¢ kultury rosnace na podtozu BS, w porownaniu do MS (Ryc. 7 A).
Liczba pedow inicjowanych na pojedynczym eksplantacie w kulturach odm. Selena
byta podobna na wszystkich testowanych pozywkach. W 4 tygodniu wynosita $rednio 3
pedy/ eksplantat (Ryc. 7 B).
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Ryc. 7. Liczba pedow formujacych si¢ na eksplantatch hipokotylowych Inu zwyczajnego odm.
Szafir (A) oraz Selena (B) rosnacych na pozywkach MS, B5, MS+B5 z dodatkiem BA (1 mg I™)
oraz 2,4-D (0,025 mg I™"). Wyniki érednie + SD. *Roznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Najnizszg $wieza i sucha masa, charakteryzowaly si¢ eksplantaty pochodzace
z kultur Inu oleistego, rosnace na pozywce B5 (Tab. 8). W przypadku Inu wtoknistego
najnizszg $wiezg 1 sucha masa odznaczaty si¢ eksplantaty z kultur rosngcych na podtozu
MS. Zawarto$¢ wody przypadajaca na miligram §wiezej 1 suchej masy w kulturach obu

badanych odmian byla poréwnywalna we wszystkich wariantach dos$wiadczenia
(Tab. 8).
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Tab. 8. Swieza i sucha masa ecksplantatbw z pedami oraz zawarto$¢ wody
w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir oraz Selena rosnacych na pozywce MS, B5
oraz MS+B5 z dodatkiem BA (1 mg I™") oraz 2,4-D (0,025 mg I™). Wyniki $rednie + SD.
*Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05

Swieza masa Sucha masa Zawarto$¢ H,O Zawarto$¢ H,O

Odmiana Pozywka

[mgekspl.’]  [mgekspl.’] [mgH,O mgtsw.m.] [mgH,O mg's.m]
MS 1035,05+£187,02 61,23+10,12 0,94+0,013 16,11+£3,22
;‘E B5 423,16+£63,33* 31,34+3,34%* 0,92+ 0,015 12,59+2,51
@ MS+B5 746,54+61,52  43,51£5,09 0,94+0,007 16,51+2,26
MS 100,34+30,73* 10,09+2,66* 0,89+0,032 9,35+3,99
g B5 289,12+42,23  22,31+1,32 0,92+0,011 12,03+1,87
3 MS + B5 246,42+55,63  17,8443,23 0,93+0,025 13,94+5,09

4.2  Wzrost kultur oraz organogeneza korzeniowa w kulturach in vitro Inu
zwyczajnego w zaleznosci od rodzaju pozywki
Organogeneza korzeniowa w kulturach Inu odm. Szafir w 2 tygodniu wzrostu
byla najwyzsza na pozywce B5 1 wynosita ok. 80%. W 3 1 4 tygodniu wzrostu kultur

najefektywniejsza (okoto 100%) ryzogenezg zaobserwowano na pozywce MS oraz BS
(Ryc. 8 A).

Szafir

Fot. 3. Kultury korzeniowe Inu zwyczajnego odm. Szafir i odm. Selena po 4 tygodniach
wzrostu na pozywkach: MS, BS oraz MS+B5 z dodatkiem NAA (1 mg 1%) oraz BA
(0,025 mg I').
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Najefektywniejsza organogeneze korzeniowa w kulturach odm. Selena zaobserwowano
na podtozu B5 po 4 tygodniach wzrostu wynosita okoto 60% (Ryc. 8 B). W tym
przypadku korzenie pojawily si¢ juz w drugim tygodniu wzrostu. Na pozywce MS
korzenie pojawity si¢ w 3 tygodniu wzrostu. Procent reagujacych eksplantatow byl o
okoto 90% nizszy w 3 tygodniu, natomiast w 4 tygodniu wzrostu o 30% niz na podiozu
B5. W przypadku pozywki MS + B5 oraz MS nie zaobserwowano formowania korzeni

na eksplantatach (Ryc. 8 B). Kultury takie brgzowiaty (Fot. 3).
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Ryc. 8. Efektywnos$¢ organogenezy korzeniowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm.
Szafir (A) i odm. Selena (B) rosnacych na pozywkach MS, BS5, MS+B5 z dodatkiem NAA
(1 mg I'Y) oraz BA (0,025 mg I'). Wyniki érednie = SD. *Réznice istotne statystycznie, przy
p=<0,05.
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Liczba formujacych si¢ korzeni na eksplantacie w kulturach odm. Szafir oraz odm.
Selena byla najwyzsza na pozywce B5 (Ryc. 9). W przypadku kultur odm. Szafir,
rosnacych na pozywce B5 zaobserwowano, iz korzenie byty bardzo liczne, lecz krotkie,
a eksplantaty ulegaly szybszemu starzeniu (Fot. 3), natomiast na eksplantatach

rosnagcych na pozywce MS 1 MS + BS5 korzenie byly liczne i dtugie (Fot. 3).
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Ryc. 9. Liczba korzeni formujacych si¢ na eksplantatch hipokotylowych Inu zwyczajnego odm.
Szafir (A) oraz Selena (B) rosnacych na pozywkach MS, B5, MS+B5 z dodatkiem NAA
(1 mg 1) oraz BA (0,025 mg I"). Wyniki érednie + SD. *Roznice istotne statystycznie, przy
p=<0,05.

Swieza oraz sucha masa, a takze zawarto$é wody przypadajaca na miligram
swiezej 1 suchej masy kultur korzeniowych odm. Szafir, rosnagcych na wszystkich
testowanych pozywkach, byta podobna (Tab. 9). Swieza i sucha masa kultur odm.
Selena rosnagcych na pozywce MS oraz MS+BS5 byla istotnie nizsza niz kultur

rozwijajacych si¢ na podtozu B5. Zawarto$¢ wody, przypadajaca na miligram suchej
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masy w eksplantatach pochodzacych z kultur odm. Selena rosngcych na pozywce MS,

byta najnizsza (Tab. 9).

Tab. 9. Swieza i sucha masa eksplantatow z Kkorzeniami oraz zawarto$¢ wody
w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir oraz Selena rosnacych na pozywce MS, B5
oraz MS+B5 z dodatkiem NAA (1 mg I™") oraz BA (0,025 mg I™"). Wyniki $rednie + SD.
*Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05

Swieza masa  Sucha masa Zawarto$¢ H,O Zawartosé H,O
Odmiana Pozywka L L ) )
[mgekspl.”]  [mgekspl.”] [mg H,O mg™~s$w.m.] [mg H,O mg~s.m.]

MS  863,36+201,13 59,23+14,25 0,93+0,027 14,41+ 3,76

}“E B5 833,12+257,36 49,19+18,02 0,94+0,022 17,76+ 4,48
n

MS +B5 732,06+200,89 41,56+8,32 0,94+0,008 16,64+2,17

MS 141,48+20,65* 15,36+1,66* 0,89+0,018 8,52+1,58%*

g B5 544,36+123,34  33,24+6,30 0,94+0,024 15,99+4,71

3 MS +B5 103,34+£23,98* 9,38+251* 0,91+0,031 10,50+2,99

4.3 Wplyw wybranych auksyn i cytokinin na proces organogenezy

4.3.1 Oddzialywanie wybranych cytokinin na organogenez¢ pedowa Inu

zwyczajnego (Linum usitatissimum L.)

Organogenez¢ pedowa w kulturach in vitro Inu odm. Szafir (typ oleisty)
obserwowano juz w pierwszym tygodniu wzrostu na wszystkich badanych podtozach,
natomiast w czwartym tygodniu w wigkszosci wariantéw wynosita 100% (Ryc. 10). W
obecnosci kinetyny (KIN) w pozywce MS, procent reagujacych eksplantatow w 3 1 4
tygodniu wzrostu kultur byt nizszy niz w przypadku BA 1 TDZ (Ryc. 10 A). Na podtozu
B5 w obecnosci tidiazuronu (TDZ) efektywnos¢ kaulogenezy byla nizsza w 1 1 2
tygodniu wzrostu, w pordwnaniu do BA oraz TDZ (Ryc. 10 B). Organogeneza pedowa
w kulturach rosnacych na pozywce MS+B5 byta podobna niezaleznie od zastosowanej
cytokininy (Ryc. 10 C). Najwyzszg liczba pedoéw (okoto 17 sztuk na eksplantat)
odznaczaty si¢ kultury Inu oleistego, rosngce w obecnosci BA na wszystkich

testowanych pozywkach w stosunku do KIN 1 TDZ (Ryec. 11).
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Ryc. 10. Efektywnos$¢ organogenezy pedowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir
rosnacych na pozywkach MS (A), B5 (B), MS+B5 (C) z dodatkiem wybranej cytokininy: BA,
KIN, TDZ (1 mg I") + 2,4-D (0,025 mg I™"). Wyniki $rednie + SD. *Réznice istotne
statystycznie, przy p<0,05.

76



A)

Szafir

<
)

EBA mKIN = TDZ

= N N
o o S
T 1

>~

Liczba pedow/ ekspl. [szt]
[EEN
N

o

Czas wzrostu [tydzien]

B)

Szafir

vg)
)]

EBA EKIN ©TDZ
16 r

12 +

Liczba pedow/ekspl. [szt]
oo

Czas wzrostu [tydzien]

C)

MS+B5 mBA ®mKIN = TDZ Szafir

= = )
N o o
T

0]
*

N
*
*
— %
*
—

Liczba pedéw/ekspl. [szt]

o

Czas wzrostu [tydzien]

Ryc. 11. Liczba pedéw formujacych si¢ na eksplantatch hipokotylowych Inu zwyczajnego odm.
Szafir rosnacych na pozywkach MS (A), BS (B), MS+B5 (C) z dodatkiem wybranej cytokininy:
BA, KIN, TDZ (1 mg I") + 2,4-D (0,025 mg I™"). Wyniki érednie + SD. *Réznice istotne
statystycznie, przy p<0,05.
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Najwyzsza $wiezg masg odznaczaty si¢ eksplantaty z pedami pochodzace z
kultur Inu oleistego rosnacych w na pozywkach MS i MS+B5 z dodatkiem BA, a
najnizsza na podtozach z KIN. Sucha masa eksplantatoéw rozwijajacych si¢ na podtozu
MS+BS5 z KIN byla nizsza niz w pozostatych wariantach (Tab. 10). Zawarto$§¢ wody,
przypadajaca na miligram §wiezej masy eksplantatow, byla podobna niezaleznie od
zastosowanej pozywki oraz zawartej cytokininy. Zawarto$¢ wody przypadajaca na
miligram suchej masy eksplantatow byla najnizsza na podtozu MS w obecnosci KIN
oraz na podtozu B5 z dodatkiem TDZ (Tab. 10).

Tab. 10. Swieza i sucha masa eksplantatow z pedami oraz zawartos¢ wody w kulturach in vitro
Inu zwyczajnego odm. Szafir rosnagcych na pozywce MS, B5 oraz MS+B5 z dodatkiem

wybranej cytokininy: BA, KIN, TDZ (1 mg I'") + 2,4-D (0,025 mg I™"). Wyniki $rednie = SD.
*Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05

. Swieza masa Sucha masa H,O H,O
Rodzaj hormonu L L X L
[mg x ekspl.™] [mg x ekspl.™] [mg X mg™~ §w.m.] [mg x mg~s.m.]
MS
BA 754,15+168, 23 46,45+10,12 0,94+0,02 16,33+4,21
KIN 134,23+ 21,02* 18,13+8,11 0,80+0,13 7,90+0,91*
TDZ 580,41+136,16 41,56+9,12 0,92+0,02 12,2143,34
B5
BA 172,20+ 27,42 17,17+9,13 0,87+0,09 14,63+4,41
KIN 191,32+35,54 20,23+6,71 0,87+0,07 10,74+1,85
TDZ 149,19+35,41 17,32+6,14 0,88+0,02 7,61+1,32%
MS + B5
BA 644,00+77,11 37,72+3,32 0,94+0,01 16,69+2,99
KIN 146,05+68,24* 12,12+5,77* 0,91+0,04 11,33+5,02
TDZ 580,21+45,18 35,5246,62 0,94+0,01 16,18+3,65

Kultury pgdowe odm. Selena (typ widknisty Inu) rosngce na podtozu BS i
MS+B5 w obecnosci BA oraz KIN, odznaczaty si¢ najefektywniejsza organogeneza
(Ryc. 12). W kulturach rosnacych na pozywce z dodatkiem TDZ kaulogeneza nie
wystapita. Liczba pedow formujacych si¢ na eksplantacie byta podobna we wszystkich
wariantach doswiadczenia, gdzie obserwowano proces organogenezy pedowej
(Ryc. 13).
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Ryc. 12. Efektywno$¢ organogenezy pedowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm.
Selena rosngcych na pozywkach MS (A), B5 (B), MS+B5 (C) z dodatkiem wybranej
cytokininy: BA, KIN, TDZ (1 mg I'") + 2,4-D (0,025 mg I""). Wyniki $rednie + SD. *Réznice
istotne statystycznie, przy p<0,05.
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Ryc. 13. Liczba pedow formujacych si¢ na eksplantatch hipokotylowych Inu zwyczajnego odm.
Selena rosngcych na pozywkach MS (A), B5 (B), MS+B5 (C) z dodatkiem wybranej
cytokininy: BA, KIN, TDZ (1 mg I') + 2,4-D (0,025 mg I"). Wyniki érednie £ SD. *Roznice
istotne statystycznie, przy p<0,05.

80



Najwyzsza §wiezag masg na pozywce MS odznaczaly sie eksplantaty rosnace
w obecnosci TDZ. Swieza masa eksplantatow rozwijajacych sie na podtozu B5 byta
podobna niezaleznie od zawartej w niej cytokininy (Tab. 11). W przypadku pozywki
MS+BS5 najnizsza $wiezg 1 suchg masg charakteryzowaty si¢ eksplantaty rosnace
w obecno$ci KIN. Zawarto§¢ wody, przypadajagca na miligram suchej masy
eksplantatow z pedami na pozywce MS+BS5 z dodatkiem TDZ, byta istotnie najwyzsza
w porownaniu do pozostatych wariantow hormonalnych (Tab. 11).
Tab. 11. Swieza i sucha masa eksplantatow z pedami oraz zawartos¢ wody w kulturach in vitro
Inu zwyczajnego odm. Selena rosngcych na pozywce MS, B5 oraz MS+B5 w zalezno$ci od

wybranej cytokininy BA, KIN, TDZ (1 mg 1) + 2,4-D (0,025 mg I™). Wyniki $rednie + SD.
*Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Rodzaj hormonu Swieza masz; Sucha masal Hz? H201
[mg x ekspl.™] [mg x ekspl.™] [mg X mg™~ §w.m.] [mg x mg~s.m.]
MS
BA 100,21+£29,82* 10,02+2,11 0,89+0,03 9,34+3,99
KIN 124,13£12,02* 16,23+2,11 0,84+0,12 8,90+2,91
TDZ 280,41+26,16 21,46+9,12 0,92+0,02 12,51+3,12
B5
BA 693,32+231,51 39,17+8,13 0,92+0,03 17,39+7,41
KIN 318,23+£115,45 28,234+9,71 0,86+0,11 14,17+4,65
TDZ 747,19491,41 34,3243,14 0,94+0,01 21,02+3,59
MS + B5
BA 519,00+129,11 51,72+11,32 0,84+0,16 9,69+1,08%*
KIN 257,05+33,24* 22,1242,77% 0,90+0,01 10,56+1,71*
TDZ 733,21£133,18 41,52+13,62 0,92+0,06 22,56+5,46

4.3.2 Oddzialywanie wybranych auksyn na organogeneze Kkorzeniowa Inu

zwyczajnego (Linum usitatissimum L.)

Sposrod przetestowanych auksyn najwyzsza efektywno$cig formowania korzeni w
kulturach odm. Szafir charakteryzowata si¢ auksyna NAA (82-97% reagujacych
eksplantatow) niezaleznie od zastosowanego rodzaju pozywki (Ryc. 14). Na wszystkich
podtozach z dodatkiem 2,4-D organogeneza korzeni byla najnizsza i wynosita okoto
10%. Najwyzsza liczbe korzeni na eksplantacie odnotowano na pozywce BS
z dodatkiem auksyny NAA 1 wynosila okoto 16 korzeni/eksplantat w 4 tygodniu
wzrostu (Ryc. 15 B). Najnizszg liczb¢ korzeni inicjowanym na pojedynczym

eksplantatcie zaobserwowano na pozywkach z dodatkiem auksyny 2,4-D (Ryc. 15).
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Ryc. 14. Efektywnos¢ organogenezy korzeniowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm.
Szafir rosngcych na pozywkach MS (A), B5 (B), MS+B5 (C) z dodatkiem wybranej cytokininy:
2,4-D, NAA, IBA (1 mg I") + BA (0,025 mg I™"). Wyniki érednie + SD. *Réznice istotne
statystycznie, przy p<0,05.
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Ryc. 15. Liczba korzeni formujacych si¢ na eksplantatch hipokotylowych Inu zwyczajnego
odm. Szafir rosnacych na pozywkach MS (A), BS (B), MS+B5 (C) z dodatkiem wybranej
cytokininy: 2,4-D, NAA, IBA (1 mg I'Y) + BA (0,025 mg I'Y). Wyniki érednie + SD. *Réznice
istotne statystycznie, przy p<0,05.
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Swieza masa oraz zawarto$¢ wody przypadajaca na miligram $wiezej i suchej
masy eksplantatow z korzeniami pochodzacych z kultur odm. Szafir byta podoba we
wszystkich wariantach do§wiadczenia (Tab. 12). Sucha masa eksplantatow rosngcych
na pozywce MS oraz MS+B5 z dodatkiem 2,4-D bytla istotnie nizsza w poréwnaniu do
eksplantatow rozwijajacych w obecnosci NAA (Tab. 12).

Tab. 12. Swieza i sucha masa eksplantatdw z Kkorzeniami oraz zawarto$¢é wody
w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir rosnagcych na pozywce MS, BS oraz MS+B5

w zalezno$ci od wybranej auksyny 2,4-D, NAA, IBA (1 mgl™) + BA (0,025 mgl™). Wyniki
srednie + SD. *Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05

Swieza masa Sucha masa H,O H,O
Hormony [mg x ekspl.™] [mg xekspl.’]  [mgxmgtéw.m.] [mgxmgts.m]

MS

2,4-D 126,36+30,23 13,56+£2,21* 0,89+0,03 8,71+2,99

NAA 263,31+115,51 25,23+5,56 0,88+0,08 10,50+3,08

IBA 94,20+50,23 12,89+6,62 0,85+0,07 8,13+£3,57
B5

2,4-D 115,54+57,45 13,32+5,88 0,87+0,07 10,23+0,77

NAA 179,47+42.,42 17,47£3,62 0,90+0,02 9,88+2,93

IBA 110,68+41,11 12,5545,12 0,86:0,12 12,35£1,39

MS + B5

2,4-D 172,23+37,74 15,57+3,17* 0,91+0,02 10,51+3,08

NAA 264,49+ 89,23 25,45+1,71 0,89+0,04 9,73+2,95

IBA 189,12+64,42 16,64+5,35 0,90+0,05 11,23+3,70

Organogeneze korzeniowa w kulturach Inu wldknistego zaobserwowano jedynie
na pozywce MS oraz B5 (Ryc. 16). Efektywniejsza ryzogeneza (okoto 60% reagujacych
eksplantatow) oraz wczesniejszym pojawieniem si¢ organéw (w 2 tygodniu wzrostu),
charakteryzowaly si¢ kultury rosnace na pozywce B5 z dodatkiem NAA (Ryc. 16 B).
Najwyzsza liczbg korzeni (okoto 18 korzeni/eksplantat) odznaczaty si¢ kultury, rosngce

na podtozu B5 w obecnosci auksyny NAA (Ryc. 17).
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Ryc. 16. Efektywno$¢ organogenezy korzeniowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm.
Selena rosnacych na pozywkach MS (A), BS (B) z dodatkiem wybranej cytokininy: 2,4-D,
NAA, IBA (1 mg I'") + BA (0,025 mg I""). Wyniki érednie = SD. *Réznice istotne Statystycznie,
przy p<0,05.
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Ryc. 17. Liczba korzeni formujgcych si¢ na eksplantatch hipokotylowych Inu zwyczajnego
odm. Selena rosnacych na pozywkach MS (A), B5 (B) z dodatkiem wybranej cytokininy: 2,4-D,
NAA, IBA (1 mg I'") + BA (0,025 mg I™"). Wyniki $rednie + SD. *Réznice istotne statystycznie,
przy p<0,05.

Najwyzsza $wieza masg na pozywce MS odznaczaly si¢ eksplantaty rosnagce w
obecnosci NAA oraz 2,4-D. Swieza masa eksplantatow, rozwijajacych si¢ na podtozu
BS5 z dodatkiem IBA, byta najnizsza (Tab. 13). W przypadku pozywki MS najnizsza
Swieza masg charakteryzowaty sie eksplantaty, rosnagce w obecnosci 2,4-D. Zawarto$¢
wody przypadajaca na miligram §wiezej i suchej masy eksplantatéw z korzeniami byta

podobna we wszystkich wariantach doswiadczenia (Tab. 13).
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Tab. 13. Swieza i sucha masa eksplantatow z korzeniami oraz zawarto$¢ wody
w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Selena rosngcych na pozywce MS, B5 oraz MS+B5
w zaleznoéci od wybranej auksyny 2,4-D, NAA, IBA (1 mgl™) + BA (0,025 mgl™). Wyniki
srednie + SD. *Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

H Swieza masa Sucha masa H,O H,O
ormony [mg x ekspl.™] [mg xekspl.”]  [mgxmgtéw.m.] [mgxmgtsm.]
MS
2,4-D 103,46+23,32 9,45+£2,11%* 0,91+0,03 10,50+2,99
NAA 141,19+20,09 15,53+1,36 0,89+0,02 8,52+1,58
IBA 69,89+20,23* 11,79+£2,32 0,88+0,03 8,77+2,97
B5
2,4-D 398,88+40,45 32,175,777 0,91+0,03 11,89+4,02
NAA 473,27+£13,42 30,45+7,32 0,93+0,03 15,5+6,52
IBA 163,51+15,42* 19,14+5,35 0,87+0,02 7,55+1,25

Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen zwigzanych z testowaniem
pozywek (p. 4.1-4.2) oraz wybranych hormonow (p. 4.3.1-4.3.2) na efektywnosc
organogenezy pedowej 1 korzeniowej w celu wyboru optymalnego sktadu podtoza oraz
najodpowiedniejszej cytokininy 1 auksyny do dalszych analiz, wybrano pozywke MS
dla odm. Szafir (typ oleisty) i pozywke B5 dla odm. Selena (typ wioknisty) oraz
cytokining BA oraz auksynge NAA.

4.4 Wplyw wzajemnych stezen cytokininy i auksyny na efektywnos¢
procesu organogenezy

441 QOddzialywanie wzajemnych stezen cytokininy i auksyny na efektywnos¢

organogenezy pedowej

Organogenez¢ pedowa w kulturach Inu odm. Szafir zaobserwowano juz w
pierwszym tygodniu wzrostu. Najwyzsza efektywnos$¢ kaulogenezy byla w zakresie
stezef auksyny 2,4-D (0 - 0,2 mg I') i wynosita 100% w 4 tygodniu wzrostu (Ryc. 18
A, Fot. 4.) W stezeniu 2,4-D (0,5 mg I') byta istotnie nizsza i wynosila ok. 80%. W
wyzszych stezeniach auksyny (0,75 oraz 1 mg I*) w pozywce procent reagujacych
eksplantatow byl nizszy i wynosil odpowiednio ok. 50% - 25% (Ryc. 18 A).
Organogeneze pedowa w kulturach odm. Selena zaobserwowano od 2 tygodnia
wzrostu. Najwyzszym procentem reagujacych eksplantatoéw (okoto 90%) w 3 tygodniu
wzrostu, odznaczaly si¢ kultury rosnace przy stezeniu auksyny 2,4-D (0,025 mg I™")
(Ryc. 18 B, Fot. 5). Przy stezeniu 2,4-D (0,05 mg I™") kaulogeneza wynosita ponad 60%.
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Przy stezeniach auksyny (0,75; 0,5; 1 mg ") w pozywce organogeneza pedoéw nie
wystapita (Ryc. 18).

Liczba pedow przypadajagca na eksplantat w kulturach odm. Szafir byla
najwyzsza, przy stezeniu auksyny 2,4-D w pozywce od 0 do 0,2 mg I (Ryc. 19 A).
Najwyzsza liczb¢ pedéw przypadajaca na eksplantat w kulturach odm. Selena
obserwowano przy stezeniach 2,4-D od 0,05 mg 1™ do 0 mg | * w 3 tygodniu wzrostu.
W 4 tygodniu liczba pedéw na pojedynczym eksplantacie byta podobna we wszystkich

wariantach doswiadczenia, gdzie stwierdzono ryzogeneze (Rys.19 B).

Szafir

Selena

Fot. 4. Eksplantaty hipokotylowe Inu odm. Szafir oraz odm. Selena ze zregenerowanymi
pedami w zaleznosci od zmieniajacych si¢ stezen auksyny 2,4-D (0-1 mg I™") przy statym
stezeniu cytokininy BA (1mg 1) w pozywce (2,4-D:BA).
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Ryc. 18. Efektywnos$¢ organogenezy pedowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir
(A) i odm. Selena (B) w zalezno$ci od zmieniajacych si¢ stezen auksyny 2,4-D (0-1 mg I™) przy
statym stezeniu cytokininy BA (1 mg 1) — (2,4-D : BA). Wyniki $rednie + SD. *Réznice
istotne statystycznie, przy p<0,05.
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Ryc. 19. Liczba pgedow formujacych sie na eksplantatach hipokotylowych Inu zwyczajnego
odm. Szafir (A) i odm. Selena (B) w zaleznos$ci od zmieniajacych si¢ stezen auksyny 2,4-D (0-1
mg I"") przy stalym stezeniu cytokininy BA (Img 1) — (2,4-D:BA). Wyniki $rednie + SD.
*Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

4.4.2 Oddzialywanie wzajemnych stezen cytokininy i auksyny na efektywnosé

organogenezy korzeniowej

Organogeneze korzeniowa w kulturach Inu oleistego oraz Inu wloknistego
zaobserwowano od drugiego tygodnia wzrostu (Ryc. 20). Najwyzsza ryzogeneze w
kulturach odm. Szafir w 4 tygodniu wzrostu, si¢gajaca okoto 100%, obserwowano w
stezeniu cytokininy BA w zakresie stezen (0 — 0,05 mg I™). W zakresie stezen od 0,5
mg I* do 1,0 mg I BA w pozywce, nie stwierdzono pojawienia si¢ korzeni na
eksplantatch (Ryc. 20 A, Fot. 6). W kulturach odm. Selena procent reagujacych
eksplantatow byl najwyzszy (100%) przy braku cytokininy BA w pozywce (Ryc. 20 B).
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Istotnie nizsza organogenez¢ korzeniowa, w porownaniu do kultur rosngcych na
podlozu bez dodatku cytokininy, zaobserwowano przy stezeniach BA od 0,025 mg 1™
do 0,1 mg I . W zakresie stezen od 0,2 mg 1™ do 1,0 mg I"* cytokininy BA w podtozu
nie stwierdzono ryzogenezy w kulturach odm. Selena (Ryc. 20 B). Najwyzsza liczbg
korzeni na eksplantatach pochodzacych z siewek Inu odm. Szafir w 4 tygodniu wzrostu,
zaobserwowano na pozywkach z dodatkiem BA w zakresie (0- 0,025 mg 1) 4-10
korzeni na eksplantacie (Ryc. 21 A). Liczba korzeni przypadajagca na eksplantat w
kulturach odm. Selena po 4 tygodniach wzrostu, byta najwyzsza (okoto 17 sztuk na
eksplantat) na pozywce z dodatkiem 0,025 mg I cytokininy BA (Ryc. 21 B).

Szafir

Fot. 5. Eksplantaty hipokotylowe Inu odm. Szafir oraz odm. Selena ze zregenerowanymi
korzeniami w zalezno$ci od zmieniajacych sie stezen cytokininy BA (0-1mg I') przy statym
stezeniu auksyny NAA (1 mg 1) — (BA:NAA).
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Ryc. 20. Efektywno$¢ organogenezy korzeniowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm.
Szafir (A) i odm. Selena (B) w zaleznosci od zmieniajacych si¢ stezen cytokininy wzajemnych
proporcji hormonéw BA (0-1 mg I™) przy stalym stezeniu auksyny NAA (1 mg 1) — (BA :
NAA). Wyniki §rednie + SD. *Roznice istotne statystycznie, przy p<0,05.
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Ryc. 21. Liczba korzeni formujacych si¢ na eksplantatach hipokotylowych Inu zwyczajnego
odm. Szafir (A) i odm. Selena (B) w zaleznos$ci od zmieniajacych si¢ stezen cytokininy BA (0-
1 mg I™") przy statym stezeniu auksyny NAA (1 mg 1) — (BA : NAA). Wyniki $rednie + SD.
*Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Kultury Inu oleistego rosnace na pozywce MS charakteryzowaty si¢ efektywna
organogenezg (wysokim % reagujacych eksplantatow oraz liczba organdéw przypadajaca
na pojedynczy eksplantat). Powstajace pedy nie wykazywaly oznak starzenia, korzenie
byty liczne i dtugie. Eksplantaty pochodzace z kultur odm. Szafir, rosnace na pozywce
MS z dodatkiem BA (1 mg I') + 2,4-D (0,025 mg I™"), odznaczaty sie rowniez wysoka
swiezg 1 suchg masg. Efektywng kaulogeneze 1 ryzogeneze stwierdzono w kulturach Inu
wldknistego, rosnacego na podlozu B5 z dodatkiem BA (1 mg 1) + 2,4-D (0,025 mgl™)
— kultury pedowe oraz NAA (1 mg 1) + BA (0,025 mg I'™) — kultury korzeniowe. Na
podstawie przeprowadzonych i opisanych w podrozdziale od 4.1 do 4.4.2 dos§wiadczen,
do kolejnych analiz wybrano podioza: MS (dla odm. Szafir) i B5 (dla odm. Selena) z
dodatkiem BA (1 mg 1) + 2,4-D (0,025 mg I"") - nazywane w dalszej czesci pracy
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pozywka pedowa oraz MS (dla odm. Szafir) i BS (dla odm. Selena) z dodatkiem NAA
(1 mg I'") + BA (0,025 mg I'™") — nazywane dalej pozywka korzeniowa.

45 Organogeneza pedowa i korzeniowa Inu zwyczajnego (Linum
usitatissimum L.) w pierwszym tygodniu wzrostu kultur in vitro
(analiza anatomiczna)

Analiza przekrojow poprzecznych hipokotyli Inu odm. Szafir i Selena z 7
kolejnych dni po wyltozenia eksplanatow na pozywki pedowe i1 korzeniowe, pokazuje

zmiany anatomiczne zachodzgce w poczatkowym okresie inicjowania organow.

45.1 Przebieg procesu organogenezy pedowej w Kkulturach in vitro Inu

zwyczajnego odm. Szafir

Przekrdj poprzeczny przez eksplantat hipokotylowy pochodzacy z 7-dniowej
siewki Inu odm Szafir (Srodkowy fragment hipokotyla o dlugosci ok. 0,5 cm)
przedstawia Fot. 6.0. Hipokotyl okrywa 1-warstwowa epiderma z aparatami
szparkowymi 1 charakterystycznymi komodrkami brodawkowatymi, biegnacymi
pasmami wzdhuz organu. Kor¢ pierwotng wypetnia migkisz asymilacyjny z wigksza
iloscig skrobi na obwodzie i blizej walca osiowego. Posiada miekiszowy rdzen 1 wigzki
tykodrzewne o réznych ukladach pasm przewodzacych w liczbie od 2 do 6, zaleznie od
miejsca przekroju hipokotyla. Na zewnatrz od tyka pierwotnego obecne sg pojedyncze,
gruboscienne komorki widkien.

Po uptywie doby od wylozenia eksplantatow na pozywke pedowa, zaobserwowano
powigkszenie si¢ jaderek w komodrkach epidermy i migkiszu, wzrost ilosci 1 wielkosci
ziaren skrobi na obwodzie hipokotyla 1 przy walcu osiowym, oraz podzialy nielicznych
komorek migkiszu 1 epidermy (Fot. 6.1). Po dwoch dniach wzrostu kultury Inu oleistego
w catym miegkiszu zwigkszyta si¢ 1los¢ skrobi, a wiele komorek tej tkanki oraz epidermy
podzielito si¢. Podzielone komorki miekiszu utworzyly wyrazne pasma biegnace
promieni$cie od walca osiowego ku obwodowi organu (Fot. 6.2). Po trzecim dniu
wzrostu stwierdzono wiele komoérek migkiszowych podzielonych na waskie
sptaszczone komorki (Fot. 6.3). Grupy komorek pochodnych epidermy, tworzace
zaczatki centréw merystematycznych (zawigzkow pakéw przybyszowych), widoczne
byty juz po trzech, czterech (Fot. 6.4), 1 pigciu dniach wzrostu kultury pedowej (Fot.
6.5). Po pieciu dniach od wylozenia eksplantatéw na pozywke, wieksze centra

merystematyczne zaczely si¢ uwypukla¢ na powierzchni eksplantatu (Fot. 6.5 a) Po
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uplywie szostej doby, w zawigzkach pakéw zaczely si¢ wydtuzaé zawiazki lisci, a pod
nimi roéznicowaé z migkiszu pasma wigzek przewodzacych (Fot. 6.6). Po tygodniu
wzrostu kultury, widoczne byly centra merystematyczne pgedow w réznych fazach
rozwoju oraz wydluzone zawigzki lisci ostaniajagce merystemy wierzchotkowe pedow
(Fot. 6.7).

Po 12 dniach wzrostu kultury pedowej odm. Szafir powierzchni¢ hipokotyla pokrywaty
liczne zawigzki pedoéw przybyszowych w roéznych stadiach rozwoju, a na jego koncach

wyksztalcit si¢ kalus (Fot. 6.12).

Fot. 6. Organogeneza pedow na eksplantatach hipokotylowych Inu odm. Szafir rosngcych na
pozywce pedowe;j.

(0) Eksplantat - hipokotyl 7-dniowej siewki Inu na przekroju poprzecznym.

(1-7) Przekroje poprzeczne przez hipokotyl po kolejnych dniach (1-7) kultury pedowe;.

(12) Hipokotyl z zawigzkami pedow przybyszowych po 12 dniach wzrostu na pozywce pedowej
(obraz stereoskopowy).

Skala dla fotografii: 0, 4, 6, 7a =200 um; 1, 2, 3, 5, 5a =20 pum; 6a , 7=50 um; 12 =1 mm.
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452 Przebieg procesu organogenezy pedowej w Kkulturach in vitro Inu

zwyczajnego odm. Selena

Budowa anatomiczna hipokotyla Inu odm. Selena (Fot. 7.0) okazata si¢ zblizona
(z wyjatkiem braku zréznicowanych pojedynczych widkien w sasiedztwie tyka) do
budowy hipokotyla Inu odm. Szafir (Fot. 6.0). Po pierwszej i drugiej dobie wzrostu
kultur odm. Selena, zmiany zachodzace w eksplantacie byty podobne jak u odm. Szafir
(Fot. 6.1; 6.2). Po trzech dniach wzrostu kultury pedowej, komodrki na koncach
eksplantatu, podzielone wielokrotnie i w réznych ptaszczyznach, utworzyty kalus (Fot.
7.3). Dalej od jego koncow niewiele komorek epidermy uleglo podziatowi, a w
migkiszu podzielone komorki tworzyly pasma biegnace nieregularnie ku obwodowi.
Podobny obraz byt widoczny po 4 dniach wzrostu kultury (Fot. 7.4). Po 5 dniach
wzrostu eksplantatow Inu widknistego, blizej ucigtego konca hipokotyla w sasiedztwie
kalusa, obserwowano nieliczne, uwypuklone i silniej barwigce si¢ safraning grupy
komorek, ktore przypominaly merystematyczne zawiazki pedéw (Fot. 7.5), ale na
wierzchotku posiadaty aparat szparkowy (Fot. 7.5 a). Podobne struktury, w réznym
stopniu rozwini¢te, obserwowano rowniez w eksplantatach pochodzacych z kultur po 6-
tym dniu wzrostu (Fot. 7.6 i 7.6 a). Po szeSciu dniach od wylozenia eksplantatow na
pozywke, na granicy z kalusem widoczne byty uwypuklone wzgdrki merystematyczne,
ciasno przylegajace do siebie, o niejasnym przeznaczeniu. Po siedmiu dniach wzrostu
kultury obserwowano nieliczne, ale typowe, merystemy pakow przybyszowych z 3-4
zawigzkami lisci (Fot.7.7 1 7.7 a), wyrastajace z bocznej powierzchni eksplantatu, a pod
nimi pasma roéznicujacych si¢ wigzek przewodzacych, polaczone z systemem
przewodzacym walca osiowego.

Morfologi¢ 7-dniowego eksplantatu Inu przedstawia Fot. 7.7 b.
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Fot. 7. Organogeneza pedow na eksplantatach hipokotylowych Inu odm. Selena rosnacych na
pozywce pedowe;.

(0) Eksplantat - hipokotyl 7-dniowej siewki Inu na przekroju poprzecznym.

(1-7a) Przekroje poprzeczne przez hipokotyl po kolejnych dniach (1-7) kultury pedowe;.

(7b) Hipokotyl z zawigzkami pedow przybyszowych po 7 dniach wzrostu na pozywce pgdowej
(obraz stereoskopowy).

Skala dla fotografii: 0, 5, 6, 7 =200 pum; 1, 3 =20 pum; 4, 5a, 6a, 6b, 7a=50 um; 7b =1 mm.

4.5.3 Przebieg procesu organogenezy korzeniowej w kulturach in vitro Inu

zwyczajnego odm. Szafir

Przebieg organogenezy korzeniowej w kulturach in vitro Inu odm. Szafir w
ciggu pierwszego tygodnia wzrostu na pozywce korzeniowej przedstawia Fot. 8.
Budowa anatomiczna eksplantatu bezposrednio po pobraniu z hipokotyla 7-dniowej

siewki Inu oleistego (Fot. 8.0) zostata doktadnie opisana w podrozdziale 4.5.1.
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Po uptywie pierwszej doby od wylozenia eksplantatéw na pozywke, w tkance
migkiszowej wzrosta ilo§¢ skrobi i zanikly antocyjany w hipodermie (obserwacje
wykonano na $wiezych skrawkach). Po dwoch dniach wzrostu kultur (Fot. 8.2) liczne
komorki miekiszowe eksplantatu po jego dolnej stronie (zwroconej do pozywki)
podzielity sig, a stykajace si¢ §ciany podzialowe utworzyly promieniste pasma biegnace
ku epidermie. Po trzecim dniu wzrostu zaobserwowano podziatly w kambium w walcu
osiowym (Fot. 8.3). Migkisz kory pierwotnej eksplantatu byl od pierwszego dnia
kultury biegunowo zroznicowany: komorki po stronie dolnej (stykajacej si¢ z
podtozem) zawieraly wiecej skrobi i podlegaty podzialom, komorki po stronie gérnej
(nie dotykajacej podloza) nie dzielity si¢. Od czwartego dnia wzrostu kultury
korzeniowej odm. Szafir w eksplantacie formowaty si¢ zawiazki korzeni
przybyszowych okryte endodermag (Fot. 8.4, 8.5, 8.6, 8.7); czesto wyrastaty one parami
i byly skierowane w przeciwne strony (Fot. 8.7 i 8.7 a). Po tygodniu od wytozenia
eksplantatow na pozywke komorki epidermy i migkiszu, od strony nie stykajacej si¢ z
podtozem, pozostawaly prawie niepodzielone, a po stronie przylegajacej do pozywki,
wskutek licznych podziatéw utworzyty si¢ kompleksy komorkowe, a wsrdd nich
naczynia siatkowate. Korzenie przybyszowe pozostawaty nadal wewnatrz eksplantatu, a
tkanka migkiszowa wokot nich byla znacznie rozluzniona (Fot. 8.7). Po tygodniu
wzrostu eksplantatu na pozywce korzeniowej obserwowano miejscami zwarte, silniej
barwigce si¢, koncentryczne uklady komorek z pasmem naczyn wewnatrz,
przypominajace centra merystematyczne. Przypuszczalnie mogly to by¢ zawiazki

korzeni formujacych si¢ z kalusa (Fot. 8.7 b1 8.7 ¢).

Fot. 8.11 przedstawia eksplantat z korzeniami na powierzchni i z duzg iloscig kalusa na

koncach po jedenastu dniach wzrostu kultury Inu odm. Szafir na pozywce korzeniowe;.
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Fot. 8. Organogeneza korzeni na eksplantatach hipokotylowych Inu odm. Szafir rosngcych na
pozywce korzeniowe;j.

(0) Eksplantat - hipokotyl 7-dniowej siewki Inu na przekroju poprzecznym.

(1-7c) Przekroje poprzeczne przez hipokotyl po kolejnych dniach (1-7) kultury korzeniowe;j.
(11) Hipokotyl z zawigzkami korzeni przybyszowych po 11 dniach wzrostu na pozywce
korzeniowej (obraz stereoskopowy).

Skala dla fotografii: 0, 7 =200 um; 2-6, 7a-7¢ =50 pm; 11 =1 mm.

Zawiazki korzeni powstajagce w kalusie, z naczyniami wewnatrz (strzatki).

45.4 Przebieg procesu organogenezy korzeniowej w kulturach in vitro Inu

zwyczajnego odm. Selena

Budowa anatomiczna eksplantatow pochodzacych z hipokotyli 7- dniowych siewek Inu
wloknistego, zostata opisana w podrozdziale 4.5.2. Zmiany jakie zaszty w eksplantatch
od ich wylozenia na pozywke (Fot. 9.0) przez pierwszy tydzieh wzrostu kultury

korzeniowej przedstawia Fot. 9.
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Po pierwszej dobie wzrostu kultur na pozywce korzeniowej wzrosta w
komorkach eksplantatu ilo$¢ skrobi, gtownie na obwodzie 1 wokot walca osiowego (Fot.
9.1). Po dwoch dniach wzrostu kultury obserwowano podzielone komorki migkiszu
przy walcu osiowym (Fot. 9.2), a takze niektére komorki epidermy i migkiszu kory
pierwotnej. Stykajace si¢ Sciany podzialowe utworzyly ciggi rozchodzace si¢
promieniscie w migkiszu. Po trzeciej dobie od wytozenia eksplantatow na pozywke,
przy walcu osiowym widoczne byty miejscowo namnozone komorki, ale ich uktad nie
przypominatl typowego zawiazka korzenia (Fot. 9.3). Dolna (przylegajaca do podtoza) i
gorna (nie stykajaca si¢ z podlozem) czgs$¢ eksplantatu wyraznie si¢ roéznity: komorki
migkiszu od strony podtoza byly podzielone wielokrotnie, a te po stronie gornej dzielity
si¢ w niewielkim stopniu. Po czwartej dobie wzrostu zmiany zachodzace w
eksplantatach byty kontynuacja poprzednich (postepowaty podzialty komorek). Od
piatego dnia wzrostu kultur obserwowano nieliczne, ale typowe, zawigzki korzeni
przybyszowych okryte endoderma (Fot. 9.5). Prawie caly eksplantat (z wyjatkiem jego
gornej czesci) byl wypetiony kulistymi kompleksami komérkowymi, utworzonymi z
komorek, ktore si¢ wielokrotnie podzielity w obrebie $ciany komodrki macierzystej. Po
szostym 1 siddmym dniu wzrostu kultur odm. Selena, obserwowano nieliczne zawigzki
korzeni przybyszowych wyrastajace nad ksylemem (Fot. 9.7), ktére wystepujac parami,
byty skierowane w dwoch przeciwnych kierunkach i ustawione naprzeciwko siebie
(Fot. 9.7 a). Migkisz w gornej (nie stykajacej si¢ z podlozem) czesci eksplantatu byt
rozluzniony, a jego komorki prawie niepodzielone, natomiast w czesci stykajacej si¢ z
pozywka caty migkisz byt przeksztatcony w kompleksy komorek (Fot. 9.7 a). Wewnatrz
niektorych kompleksow widoczne byty pasma zréznicowanego ksylemu (Fot. 9.7 b), ale

znaczenie tych struktur jest niejasne.

Fot. 9.11 przedstawia 11-dniowy eksplantat z kultury korzeniowej Inu odm.

Selena, z silnie rozwinigtym kalusem i kilkoma niewielkim korzeniami na powierzchni.
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Fot. 9. Organogeneza korzeni na eksplantatach hipokotylowych Inu odm. Selena rosnacych na
pozywce korzeniowe;j.

(0) Eksplantat - hipokotyl 7-dniowej siewki Inu na przekroju poprzecznym.

(1-7b) Przekroje poprzeczne przez hipokotyl po kolejnych dniach (1-7) kultury korzeniowej.
(11) Hipokotyl z zawigzkami korzeni przybyszowych po 11 dniach wzrostu na pozywce
korzeniowej (obraz stereoskopowy).

Skala dla fotografii: 0, 7a =200 um; 1, 7, 7b =50 um; 2,3,5=20 pm; 11 =1 mm.

Zawiazek korzenia przybyszowego i kompleksy komorkowe z pasmem ksylemu
(strzatki).

4.6 Zawartos¢ barwnikow fotosyntetycznych w kulturach pedowych in
vitro Inu zwyczajnego

Nie zaobserwowano istotnych réznic w zawartosci chlorofilu a, b sumy tych
barwnikéw oraz karotenoidow w 7-dniowych sterylnych siewkach obu badanych
odmian Inu (Ryc. 22 A-C, 23). Natomiast fragmenty hipokotyli pochodzace z siewek
odmiany Selena odznaczaly si¢ wyzsza o okolo 30% zawartosciag barwnikow
fotosyntetycznych w poréwnaniu do odmiany Szafir (czas wzrostu 0). Wraz ze
wzrostem kultur pedowych odmiany Selena zawarto$¢ barwnikéw obnizala sie w
poréwnaniu do kultur odmiany Szafir (Ryc. 22 A-C, 23). Wszystkie warianty
doswiadczalne odznaczaly si¢ wyzszg zawartoscig chlorofilu a sposrod badanych

barwnikéw fotosyntetycznych (Ryc. 22 A).
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Ryc. 22. Zawarto$¢ chlorofilu a (A), chlorofilu b (B), sumy chlorofilu a+b (C) w 7-dniowych
siewkach (Siewki), hipokotylach (czas wzrostu 0) oraz w kulturach in vitro Inu zwyczajnego,
rosnacych na pozywce pedowej. Wartosci $rednie £SD. * Roznice istotne statystycznie, przy
p=<0,05.

(Siewki — 7-dniowe sterylne siewki Inu stanowiagce zrodto eksplantatow, 5, 14, 28 — kultury in
vitro po 5, 14, 28 dniach wzrostu)
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Ryc. 23. Zawarto$¢ karotenoidow w 7-dniowych siewkach (Siewki), hipokotylach (czas
wzrostu 0) oraz w kulturach in vitro Inu zwyczajnego, rosngcych na pozywce pedowe;.
Wartosci $rednie +SD. * Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Szczegodtowy opis wariantéw doswiadczalnych — w opisie Ryc. 22.

4.7 Intensywnos$¢ fotosyntezy netto (Py) i oddychania ciemniowego (DR)
kultur pedowych in vitro Inu zwyczajnego

Najwyzszg intensywnoscig fotosyntezy charakteryzowaty si¢ 7- dniowe siewki
Inu odm. Selena. Kultury odm. Szafir w 5-tym dniu wzrostu charakteryzowaly si¢
wyzsza o okolo 40% intensywnoscig fotosyntezy, w poréwnaniu do kultur odm. Selena
(Ryc. 24 A). W trakcie wzrostu kultur pedowych badanych odmian nastgpito obnizenie
ich aktywnosci fotosyntetycznej (Ryc. 24 A).
We wszystkich badanych wariantach dos§wiadczalnych nie odnotowano istotnej réznicy

w intensywnosci oddychania (Ryc. 24 B).
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Ryc. 24. Intensywno$¢ fotosyntezy netto (A) oraz oddychania ciemniowego (B) w przeliczeniu
na g $w.m. 7-dniowych siewek, eksplantatow z kultur in vitro Inu zwyczajnego, rosnacych na
pozywce pedowej. Wartosci srednie £SD. * Roznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Szczegodtowy opis wariantow doswiadczalnych — w opisie Ryc. 22.

4.8 Analiza zwigzkow chemicznych przy uzyciu chromatografii gazowej ze
spektrometriag mas (GC-MYS)

4.8.1 Analiza LZO w kulturach pedowych Inu zwyczajnego z wykorzystaniem

mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej (SPME)

Odmiana Selena charakteryzowata si¢ bardziej zroéznicowanym skladem
chemicznym emitowanych zwiazkow (24 zidentyfikowane zwigzki) w poréwnaniu do
odmiany Szafir (15 zidentyfikowanych zwigzkow). Butan-2-on wykazywat najwigkszy

procentowy udziat w ogodlnej ilosci zwigzkéw emitowanych przez 7-dniowe siewki oraz
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kultury pedowe in vitro odm. Szafir (Tab. 14), n-heksan w przypadku odm. Selena
(Tab. 15). Zawartos¢ tych zwigzkow malata znacznie wraz ze wzrostem kultur.

W trakcie wzrostu kultur odm. Szafir zawarto$¢ etanolu wzrosta 20-krotnie,
natomiast 2-cyjanopropen, 2-cyjanopropan - 10-krotnie. W kulturach 5-dniowych odm.
Szafir zanotowano ponad 15% udziat acetonu, ktérego zawarto$¢ obnizata si¢ w trakcie
wzrostu kultur (Tab. 14). Najwyzsza zawarto$¢ eteru dietylowego (3,07%) oraz 2-
cyjanobutanu (5,92%) odnotowano w 14 dniu wzrostu kultur odm. Szafir. W trakcie
wzrostu kultur ilo$¢ siarczku dimetylu, estru etylowego kwasu 3-hydroksymigdatowego
oraz tetradekanu zwickszata si¢ (Tab. 14).

Wraz ze wzrostem kultur pedowych odm. Selena, procentowy udziat etanolu
zwigkszyt si¢ do 60% wraz ze wzrostem kultur. W siewkach i kulturach 5-dniowych
zawarto$¢ acetonu byta wyzsza niz w kulturach 14 1 28 - dniowych (Tab. 15). Sposréd
zwigzkow emitowanych przez 7-dniowe siewki najwyzsza zawarto$¢ odnotowano dla
siarczku dimetylu (1,49%), natomiast w kulturach w 5-tym dniu wzrostu dla n-
heksanolu (1,60%). W kulturach 14-dniowych najwyzsza zawarto$ciag odznaczaty sie:
eter dietylowy (7,60%), kwas szczawiowy (2,80%) oraz n-pentadekan (2,07%).
Najwyzszg zawarto$¢ sposrod zwigzkéw emitowanych przez 28 - dniowe kultury odm.

Selena wykazywaty butan-2-on (7,20%) oraz octan etylu (4,70%; Tab. 15).
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Tab. 14. Zwiazki emitowane przez 7-dniowe siewki oraz kultury pedowe in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir

(Siewki — 7-dniowe sterylne siewki Inu stanowiace zrodto eksplantatow, 5, 14, 28 — kultury in vitro po 5, 14, 28 dniach wzrostu)

Trzy najwigksze

Zawartos$é [%]

Lp. Wynik identyfikacji lexp Lit oiki Mz Sonic 5 n 55
1. Etanol <500 482 31, 45, 29 0,02 0,67 26,75 26,40
2. Aceton 500+1 500 43,58, 15 10,19 15,11 12,97 6,22
3. Eter dietylowy 5061 504 31,59, 45 0,58 2,25 3,07 1,57
4, Siarczek dimetylu 51741 517 62, 47, 45 0,62 - 0,29 4,82
5. Octan metylu 525+1 523 43,74, 42 - - - 1,78
6. Butan-2-on 599+1 598 43,72,29 87,50 70,90 20,27 21,66
7. 2-Cyjanopropen 603+1 611 41, 67, 66 - 3,74 9,87 12,14
8. 2-Cyjanopropan 622+1 626 42,68, 54 0,17 1,92 10,89 9,85
9. 2-Metylobutanal 659+1 658 41,57, 29 0,11 - - -
10. Pentan-3-on 699+1 688 57, 29, 86 0,13 - - -
11. 2-Cyjanobutan 723+1 726 55, 54, 27 0,13 0,29 5,92 3,92
12. 2-Metyl-1-butanol 737+1 740 56, 57, 41 0,13 - - -
Ester etylowy kwasu 3-
13. Hydroksymigdatowego 1162+1 - 267,73, 268 0,07 0,85 1,82 2,43
14, Kwas 2-Metylobursztynowy 1330£1 1330 73, 147, 207 0,36 4,18 7,73 7,83
15. Tetradekan 14011 1400 57,43,71 - 0,08 0,41 1,36
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Tab. 15. Zwiazki emitowane przez 7-dniowe siewki oraz kultury pedowe in vitro Inu zwyczajnego odm. Selena
(Siewki — 7-dniowe sterylne siewki Inu stanowiace zrodto eksplantatow, 5, 14, 28 — kultury in vitro po 5, 14, 28 dniach wzrostu)

Trzy najwieksze

Zawartos¢ [Y%]

Lp. Wynik identyfikacji lexp Liit oiki Mz Siewki . " -
1. Aldehyd octowy <500 427 44,29, 15 - - - 1,79
2. Etanol < 500 482 31, 45, 29 - 095 394 60,08
3. Aceton 500+1 500 43,58, 15 12,37 7,92 10,64 4,53
4. Eter dietylowy 502+1 504 31, 59, 45 1,10 0,73 7,60 1,26
5. Siarczek dimetylu 517+1 517 62, 47, 45 1,49 - - -
6.  Butan-2-on 591+1 598 43,72, 29 - - - 720
7. n-Heksan 6011 600 57,43, 41 82,46 8580 6586 17,75
8  Octan etylu 612+1 613 43,61, 45 - - 4,70
9. 2-Cyjanopropan 622+1 626 42, 68, 54 025 016 153 -
10.  pentan-2-on 6901 689 41, 43, 86 - - 0,33 -
11, pentan-3-on 6971 688 57,29, 86 064 091 178 -
12. 3-Hydroxy-butan-2-on, izomerl 709+1 712 45,43, 88 - - - 046
13. " 3-Hydroxy-butan-2-on, izomer 2 712+1 712 45, 43, 88 - - - 059
14, 2.Cyjanobutan 72241 726 55, 54, 27 008 034 187 -
15.  p-Heksanal 8031 800 41, 44, 56 - 0,73 - -
16.  n-Heksanol 8701 870 31, 43, 56 - 1,60 - -
17.  Ester etylowy kwasu 3- 11611 - 267, 73, 268 0,14 - - -

Hydroksymigdalowego
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18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.

n-Tridekan

Kwas szczawiowy
n-Tetradekan

n-Pentadekan

n-Heksadekan
1-(2-furylo)-3-buten-1,2-diol
n-Heptadekan

1301+1
1329+1
1400+1
1500+1
1600+1
1607+1
1700+1

1300
1333
1400
1500
1600

1700

57,43, 71
73, 147, 45
57,43, 71
57,43, 71
57,43, 71

57,43, 71

0,93
0,15
0,31

0,07

0,18
0,45
0,05

0,18

0,31
2,80
0,67
2,07
0,22
0,24
0,14

0,24
0,87
0,11
0,11
0,31
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4.8.2 Analiza zwiazkow organicznych w ekstraktach metanolowych Kkultur

pedowych Inu zwyczajnego

Najwigkszy procentowy udziat sposréd zwigzkéw zidentyfikowanych w
ekstraktach pozyskanych z 7-dniowych siewek oraz kultur pgdowych Inu odm. Szafir,
stanowity weglowodany i glukozydy od 43% (kultury 5 i 14 -dniowe) do 78% (siewki
oraz kultury 28 - dniowe) (Ryc. 25 A-D). W ekstraktach pozyskanych z 5 i 14 -
dniowych kultur, zaobserwowano zwigkszenie udzialu zwigzkow nalezacych do grupy
kwasow alifatycznych i glicerydéw, aminokwaséw oraz heterocyklicznych zwigzkow
zawierajacych azot (Ryc. 25 B i C). Procentowy udziat alkoholi polihydroksylowych
wzrastat (od 0,2% - kultury 5 - dniowe do 3% - kultury 28 - dniowe) w ekstraktach
pochodzacych z kultur pedowych (Ryc. 25 B-D).

A
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Kwasy alifatyczne i glicerydy Weglowodany i glukozydy

. Aminokwasy

Heterocykliczne zwiagzki zawierajgce azot

Alkohole polihydroksylowe

Diterpeny
. Zwigzki aromatyczne Pozostale

Ryc. 25. Sredni procentowy udziat zwigzkow organicznych zidentyfikowanych w ekstraktach
metanolowych pozyskanych z 7-dniowych siewek (A), 5 (B), 14 (C) i 28 (D) - dniowych kultur
pedowych in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir.

Ekstrakty pozyskane z 7 dniowych siewek oraz z kultur pedowych Inu odm.
Selena, odznaczaly si¢ najwicksza iloScig weglowodanow i glukozydow (18% - 78%)
(Ryc. 26 A-D). Procentowy udzial aminokwasOéw oraz zwigzkow aromatycznych obniza
si¢ w ekstraktach z kultur, w poréwnaniu do 7-dniowych siewek. Ilo§¢ alkoholi
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polihydroksylowych oraz kwasoéw alifatyczny i glicerydow byta wyzsza (2% 1 22%
odpowiednio) w ekstraktach z kultur 5 - dniowych w poréwnaniu do pozostatych

wariantow doswiadczenia (Ryc. 26 A-D).
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Kwasy alifatyczne i glicerydy Weglowodany i glukozydy
. Aminokwasy Alkohole polihydroksylowe
Heterocykliczne zwigzki zawierajace azot Diterpeny
. Zwigzki aromatyczne Pozostate

Ryc. 26. Sredni procentowy udziat zwigzkéw organicznych zidentyfikowanych w ekstraktach
metanolowych pozyskanych z 7 - dniowych siewek (A), 5 (B), 14 (C) i 28 (D) - dniowych
kultur pedowych in vitro Inu zwyczajnego odm. Selena.

Szczegblowy wykaz zwigzkoéw organicznych zidentyfikowanych w ekstraktach
metanolowych, pochodzacych z 7 - dniowych siewek oraz kultur pgdowych Inu odm.

Szafir i odm. Selena, znajduje si¢ w aneksie (Tab. I-11).
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4.9 Zawartos¢ metabolitow wtornych w kulturach in vitro Inu zwyczajnego
(Linum usitatissimum L.) odm. Szafir i odm. Selena

Zaktadaniu i wzrostowi roslinnych kultur in vitro towarzyszy szereg czynnikow
stresowych, ktore moga wpltywaé pozytywnie, badz negatywnie na organogeneze.
Czynniki te, generujac stres oksydacyjny, powoduja podwyzszenie aktywnosci sytemu
antyoksydacyjnego, ktory moze by¢ zaangazowany w regulacje¢ procesOw
morfogenetycznych w warunkach in vitro. Dlatego tez zbadano zawarto$¢ zwigzkow
fenolowych, antocyjandéw, zwigzkéw polifenolowych oraz tanin, metabolitow,
majgcych zdolno$¢ antyoksydacyjng w 7- dniowych siewkach Inu oleistego i

wloknistego oraz w kulturach pedowych i1 korzeniowych w réoznym czasie ich wzrostu.

4.9.1 Zawarto$¢ zwigzkow fenolowych i antocyjanéw w kulturach pedowych

in vitro Inu zwyczajnego

Zawartos¢ fenylopropanoidow i flawonoidow byta wyzsza w siewkach (o okoto
30%) oraz fragmentach hipokotyli (o okoto 10%) odm. Szafir, w poréwnaniu do odm.
Selena (Ryc. 27A). Zawartos¢ powyzszych zwiazkow fenolowych, wraz z uptywem
czasu wzrostu kultur obu badanych typéw Inu, obnizala si¢. Zawarto$¢ antocyjanow w
fragmentach hipokotyli Inu wldknistego byta istotnie wyzsza (o 30%) w poréwnaniu do
Inu oleistego (Ryc. 27 B). Wraz z uptywem czasu wzrostu kultur obu odmian, ilo$¢ tego

antyoksydantu obnizala sig.
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Ryc. 27. Zawarto$¢ fenylopropanoidow i flawonoidéw (A) oraz antocyjanéw (B) w 7-dniowych
siewkach, hipokotylach, kulturach pedowych in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir oraz Selena.
Wiyniki $rednie £ SD. * Réznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

(Siewki — 7-dniowe sterylne siewki Inu stanowigce zrodlo eksplantatow; 0 — fragmenty
hipokotyli 7-dniowych siewek; 5, 14, 28 — kultury in vitro po 5- tym, 14-tym, 28-mym dniu
wzrostu).

4.9.2 Zawarto$¢ zwiazkéw fenolowych i antocyjanéw w kulturach korzeniowych

in vitro Inu zwyczajnego

Zawarto$¢ fenylopropanoidéow i flawonoidow byta wyzsza w 7- dniowych
siewkach (o okoto 30%) 1 fragmentach hipokotyli (o okoto 10%) odm. Szafir, w
poréwnaniu do odm. Selena. W czasie wzrostu kultur korzeniowych obu odmian,
zawarto$¢ tych antyoksydantow obnizyla si¢, w pordwnaniu do siewek i fragmentéw

hipokotyli srednio o 80% (Ryc. 28 A). W 5-tym (0 35%) i 28-mym dniu (0 okoto 40%)
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wzrostu kultur zawarto$¢ powyzszych zwigzkéw fenolowych byta istotnie wyzsza w
kulturach korzeniowych odm. Selena (typ widknisty Inu), w poréwnaniu do odm. Szafir
(typ oleisty Inu). Zawarto$¢ antocyjanéw w fragmentach hipokotyli odm. Selena byta
wyzsza w stosunku do odm. Szafir o 30%. W trakcie wzrostu kultur ilo§¢ antocyjanow
obnizyta si¢ w poréwnaniu do siewek i pobranych z nich eksplantatéw hipokotylowych

obu odmian o okoto 90% (Ryc. 28 B).

A)

B Szafir ®mSelena

16 r

12 +

Siewki 0 5
Czas wzrostu [dni]

Zawarto$¢ fenylopropanoidéw
i flawonoidéw [U mg! bialka]

B)

m Szafir ™ Selena

12 ¢ .

Zawarto$¢ antocyjanow
[U mg -1 bialka]

*

= iy iy

Siewki 0 5 14 28
Czas wzrostu [dni]

Ryc. 28. Zawarto$¢ fenylopropanoidow i flawonoidow (A) oraz antocyjanéw (B) w 7-dniowych
siewkach, hipokotylach, kulturach korzeniowych in vitro Inu zwyczajnego odm Szafir oraz
odm. Selena. Wyniki $rednie = SD. * Roznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

(Siewki — 7-dniowe sterylne siewki Inu stanowiace zrodlo eksplantatow; 0 — fragmenty
hipokotyli 7-dniowych siewek; 5, 14, 28 — kultury in vitro po 5-tym, 14-tym, 28-mym dniu
wzrostu).
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4.9.3 Zawartos¢ bialka w ekstraktach wykorzystywanych do okreslenia
zawartoSci zwiazkow fenolowych i antocyjanéow w kulturach pedowych i

korzeniowych in vitro Inu zwyczajnego

Siewki oraz fragmenty hipokotyli odm. Selena charakteryzowaty si¢ wyzsza (o
okoto 45%) zawartosciag biatka w poréwnaniu do odm. Szafir (Ryc. 29 A, B). W
kulturach pedowych obu badanych odmian, zawarto$§¢ biatka wystgpowala na
podobnym poziomie przez caty okres wzrostu (Ryc. 29 A). W kulturach korzeniowych
najwyzsza zawarto$¢ biatka odnotowano w kulturach odm. Szafir po 5-ciu dniach o
okoto 38% 1 po 14-tu dniach o okoto 30 % w stosunku do odm. Selena (Ryc. 29 B).
A)
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Zawarto$¢ biatka [mg g1 $w.m.]

Ryc. 29. Zawartos¢ biatka w ekstraktach wykorzystanych do oznaczenia zawartosci zwigzkow
fenolowych i antocyjanow w 7-dniowych siewkach (Siewki), hipokotylach (czas wzrostu 0)
oraz w kulturach pgdowych (A) i korzeniowych (B) in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir oraz
odm. Selena. Wyniki $rednie + SD. * Réznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

(Siewki — 7-dniowe sterylne siewki Inu stanowigce zrodlo eksplantatow; 0 - fragmenty
hipokotyli 7-dniowych siewek; 5, 14, 28 — kultury in vitro po 5-tym, 14-tym, 28-mym dniu
wzrostu)
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49.4 Zawartos¢ zwiazkow polifenolowych i tanin w kulturach pedowych in vitro

Inu zwyczajnego

Catkowita zawartos¢ fenoli w siewkach odm. Szafir byta o okoto 15% wyzsza w
porownaniu do odm. Selena (Ryc. 30 A). W kulturach pedowych, rosngcych w
warunkach in vitro, zawarto$¢ polifenoli obnizyla si¢ o okoto 40% w stosunku do
fragmentéw hipokotyli, bedacych eksplantatmi. Zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych
wzrastata w kulturach pedowych odm. Selena 1 byta wyzsza w kulturach 5 (o okoto
30%) i 14-dniowych (0 okoto 15%) w stosunku do kultur odm. Szafir. Zawarto$¢ tanin
byta wyzsza w 7-dniowych siewkach Inu odm. Szafir o okoto 45%, w poréwnaniu do
siewek odm. Selena (Ryc. 30 B). W 5-dniowych kulturach pedowych odm. Selena
zaobserwowano wzrost ilo$ci tanin w stosunku do kultur odm. Szafir o okoto 30%.
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Ryc. 30. Zawartos¢ zwiazkow polifenolowych (A) oraz tanin (B) w 7-dniowych siewkach
(Siewki), hipokotylach (czas wzrostu 0), kulturach pedowych in vitro Inu zwyczajnego odm.
Szafir oraz odm. Selena. Wyniki $rednie + SD. * Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

(Siewki — 7-dniowe sterylne siewki Inu stanowiace zrédio eksplantatow; 0 — fragmenty
hipokotyli 7-dniowych siewek; 5, 14, 28 — kultury in vitro po 5-tym, 14-tym, 28-mym dniu
wzrostu).
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4.9.5 Zawartos¢ zwigzkéw polifenolowych i tanin w kulturach korzeniowych

in vitro Inu zwyczajnego

Zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych byta wyzsza w 7-dniowych siewkach Inu
odm. Szafir niz odm. Selena o okoto 15% (Ryc. 31 A). Wzrastata natomiast w kulturach
korzeniowych Inu widknistego i byta istotnie wyzsza w 14-tym i 28-mym dniu o okoto
35%, w porownaniu do kultur Inu oleistego. Polifenole wystgpowaly w znacznie
wickszej ilosci w hipokotylach obu badanych odmian Inu, niz w siewkach oraz
kulturach korzeniowych (Ryc. 31 A). Zaobserwowano istotng réznice w zawartosci
tanin w 7-dniowych siewkach badanych odmian. Ilo§¢ tanin w siewkach odm. Szafir
byta wyzsza o 45% w poréwnaniu do odm. Selena (Ryc. 31 B). Poziom tego
antyoksydantu byt najwyzszy w fragmentach hipokotyli obu odmian. Istotny wzrost
zawartosci tanin odnotowano w kulturach w 14-tym i 28-mym dniu wzrostu. Byt
wyzszy w kulturach Inu wtoknistego o 15% (kultura 14-dniowa) i 0 40% (kultura 28-

dniowa), niz u Inu oleistego (Ryc. 31 B).
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Ryc. 31. Zawarto$¢ zwiazkow polifenolowych (A) oraz tanin (B) w 7-dniowych siewkach
(Siewki), hipokotylach (czas wzrostu 0), kulturach korzeniowych in vitro Inu zwyczajnego odm.
Szafir oraz odm. Selena. Wyniki $rednie + SD. * Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

(Siewki — 7-dniowe sterylne siewki Inu stanowigce zrodlo eksplantatow; 0 — fragmenty
hipokotyli 7-dniowych siewek; 5, 14, 28 — kultury in vitro po 5-tym, 14-tym, 28-mym dniu
wzrostu).

4.10 Aktywno$¢ enzyméw antyoksydacyjnych w Kkulturach in vitro Inu
zwyczajnego (Linum usitatissimum L.) odm. Szafir i odm. Selena

Parametry stresu oksydacyjnego m.in. zawartos¢ H,O, (Ryc. 43, Ryc. 44), oznaczona w
czasie wzrostu kultur kontrolnych badanych odmian Inu, moze $wiadczy¢ o
zachodzagcym  stresie  oksydacyjnym. Zmiany w  aktywno$ci  enzyméw
antyoksydacyjnych, takich jak CAT czy SOD, na ré6znym etapie wzrostu kultur, moze

mie¢ znaczenie w regulacji organogenezy Inu badanych odmian.
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4.10.1 Aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy w kulturach pedowych in

vitro Inu zwyczajnego

Najwyzszg aktywnos$¢ SOD stwierdzono w fragmentach hipokotyli (O dni wzrostu).
Istotnie wyzsza aktywnos$¢ (o okoto 10%) odnotowano w przypadku hipokotyli odm.
Selena, w stosunku do odm. Szafir (Ryc. 32 A). W siewkach badanych odmian nie
stwierdzono istotnych r6znic w aktywnosci SOD. Wraz ze wzrostem kultur odm. Szafir,
aktywno$¢ SOD spadata. W 14-tym i 28-mym dniu wzrostu kultur, aktywnos¢ SOD
byla istotnie wyzsza (o0 40% - kultury 14 - dniowe oraz 0 94% - kultury 28 - dniowe) w
kulturach Inu wldknistego, w poréwnaniu do Inu oleistego (Ryc. 32 A).

Najwyzsza aktywnos¢ CAT zaobserwowano w 7-dniowych siewkach badanych
odmian Inu. W siewkach odm. Szafir, aktywnos¢ CAT byta wyzsza o okoto 30%, niz u
odm. Selena (Ryc. 32 B). W takcie wzrostu kultur obu odmian odnotowano spadek
aktywnosci CAT. W 5-tym (0 40%) i 14-tym dniu (o 45%) wzrostu wyzszg
aktywnoscig CAT odznaczaty si¢ kultury odm. Szafir (typ oleisty Inu), w poréwnaniu
do kultur odm. Selena (typ wtoknisty Inu). W 28-mym dniu wzrostu kultur odm. Selena

aktywnos¢ CAT byta wyzsza o okoto 40%, niz w kulturach odm. Szafir (Ryc. 32 B).
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Ryc. 32. Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (A) oraz katalazy (B) w 7-dniowych siewkach
(Siewki), hipokotylach (0 dni wzrostu), kulturach pgdowych in vitro Inu zwyczajnego odm.
Szafir oraz odm. Selena. Wyniki srednie + SD. * Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

(Siewki — 7-dniowe sterylne siewki Inu stanowigce zrodlo eksplantatow; 0 — fragmenty
hipokotyli 7-dniowych siewek; 5, 14, 28 — kultury in vitro po 5-tym, 14-tym, 28-mym dniu
wzrostu).

4.10.2 Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy w kulturach

korzeniowych in vitro Inu zwyczajnego

Najwyzsza aktywnos¢ SOD stwierdzono w fragmentach hipokotyli odm. Szafir
(Ryc. 33 A). W trakcie wzrostu kultur odm. Szafir odnotowano spadek aktywnosci tego
enzymu. W kulturach odm. Selena aktywno$¢ SOD utrzymywata si¢ na wyzszym
poziomie, niz w kulturach odm. Szafir. W 5-tym dniu wzrostu byta wyzsza o 33%, w

14-tym dniu wzrostu o0 45%, 28-mym dniu wzrostu 0 90% (Ryc. 33 A).
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Aktywnos¢ CAT w siewkach odm. Szafir byta wyzsza 0 30% niz u odm. Selena
(Ryc. 33 B). W trakcie wzrostu kultur badanych odmian odnotowano spadek
aktywnosci CAT. W 5-tym dniu wzrostu aktywno$¢ tego enzymu byla wyzsza w
kulturach odm. Selena o okoto 80%, w poréwnaniu do kultur odm. Szafir (Ryc. 33 B).
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Ryc. 33. Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (A) oraz katalazy (B) w 7-dniowych siewkach
(Siewki), hipokotylach (0 dni wzrostu), kulturach korzeniowych in vitro Inu zwyczajnego odm.
Szafir oraz odm. Selena. Wyniki §rednie = SD. *Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

(Siewki — 7- dniowe sterylne siewki Inu stanowigce zrodlo eksplantatow; 0 — fragmenty
hipokotyli 7-dniowych siewek; 5, 14, 28 — kultury in vitro po 5-tym, 14-tym, 28-mym dniu
wzrostu).
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4.10.3 Zawartos¢ bialka w ekstraktach wykorzystywanych do okreslenia
aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych w kulturach pedowych

i korzeniowych in vitro Inu zwyczajnego

Siewki (o okoto 20%) oraz fragmenty hipokotyli (o okoto 10%) odm. Selena
charakteryzowatly si¢ wyzsza zawarto$cig biatka w poréwnaniu do odm. Szafir (Ryc. 34
A, B). W kulturach pedowych odm. Szafir obserwowano podobng zawartos$¢ biatka na
wszystkich badanych etapach wzrostu kultur (Ryc. 34 A). W kulturach odm. Selena w
28-mym dniu wzrostu, zawarto$¢ biatka byla nizsza o okoto 20%, w stosunku do kultur
odm. Szafir (Ryc. 34 A). W kulturach korzeniowych najwyzsza zawartos¢ biatka
odnotowano w kulturach Inu oleistego po 5-ciu dniach wzrostu (Ryc. 34 B). W trakcie
wzrostu kultur badanych odmian, zawarto$¢ biatka obnizata sie. W kulturach
korzeniowych odm. Selena byla nizsza, niz kulturach odm. Szafir. W 5-tym dniu
wzrostu o okoto 14%, w 14-stym dniu o okoto 26%, i w 28-mym dniu wzrostu o okoto

30% (Ryc. 34 B).
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Ryc. 34. Zawarto$¢ bialka w ekstrakcie enzymatycznym wykorzystanym do oznaczenia
aktywnosci SOD i CAT w 7-dniowych siewkach (Siewki), hipokotylach (0 dni wzrostu) oraz w
kulturach pedowych (A) i korzeniowych (B) in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir oraz odm.
Selena. Wyniki $rednie + SD. * Réznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

(Siewki — 7-dniowe sterylne siewki Inu stanowigce zrodlo eksplantatow; 0 - fragmenty
hipokotyli 7-dniowych siewek; 5, 14, 28 — kultury in vitro po 5-tym, 14-tym, 28-mym dniu
wzrostu).
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4.11 Wplyw stresu osmotycznego na proces organogenezy w kulturach in
vitro Inu zwyczajnego (Linum usitatissimum L.) odm. Szafir i odm.
Selena

4.11.1 Wplyw stresu osmotycznego na organogeneze pedowa w kulturach in vitro
Inu zwyczajnego odm. Szafir, rosnacych na podlozu z dodatkiem réznych

rodzajow cukru

Stres osmotyczny indukowano zwigkszajac zawartos¢ cukrow: sacharozy oraz
sorbitolu+maltozy w pozywce pedowej, na ktérg wyktadano eksplantaty hipokotylowe,
pochodzace z siewek Inu odm. Szafir (typ oleisty) wedtug opisu w p. 3.4.

Zwigkszenie zawartosci cukru w pozywce nie wplynelo na poprawe
organogenezy pedowej u odm. Szafir (Ryc. 35). W 28-mym dniu wzrostu kultur
rosnagcych w obecno$ci zwigkszonej ilosci sacharozy, w podlozu zaobserwowano
istotne obnizenie procenta reagujacych eksplantatow - okoto 15% w poréwnaniu do

kontroli (Ryc. 35 A).
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Ryc. 35. Efektywnos$¢ organogenezy pedowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir
rosnagcych w warunkach stresu osmotycznego na pozywce MS ze zwigkszong zawarto$cig
sacharozy (A) lub sorbitolu+maltozy (B). Wyniki srednie + SD. *Roznice istotne statystycznie,
przy p<0,05.

SI - dwukrotne zwigkszenie zawartoSci sacharozy oraz sorbitolut+maltozy w podlozu w
stosunku do kontroli (K).

Eksplantaty rosngce w warunkach stresu osmotycznego na pozywce z dodatkiem
sacharozy, w 28-mym dniu wzrostu kultur charakteryzowaly si¢ podwyzszona $wiezg i

sucha masa oraz zawarto$cia wody przypadajaca na miligram suchej masy w
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poréwnaniu do kontroli (Tab. 16 A). Swieza masa eksplantatow, rosnacych w
warunkach stresu osmotycznego na pozywce z dodatkiem sorbitolu+maltozy,
bezposrednio po stresie byta nizsza niz w kontroli, a w 28-mym dniu wzrostu byta

wyzsza w stosunku do kultur kontrolnych (Tab. 16 B).

Tab.16. Swieza i sucha masa eksplantatow z pedami oraz zawartoi¢ wody
w Kkulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir rosnacych w warunkach stresu osmotycznego
na pozywce MS z dodatkiem sacharozy (A) lub sorbitolu+maltozy (B) w 14-tym dniu
(bezposrednio po dziataniu stresu) oraz w 28-mym dniu wzrostu kultur. Wyniki $rednie + SD.
*Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05

SI - dwukrotne zwigkszenie zawarto$ci sacharozy oraz sorbitolu+maltozy w podtozu w
stosunku do kontroli (K).

A)

Czas Warianty Swieza masa Sucha masa Zawarto$¢ H,O Zawarto$¢ H,O
wzrostu doswiad . . . .
[dni] czenia [mg ekspl.”] [mg ekspl.”] [mg H,O mg™ $w.m.] [mg H,O mg~s.m.]
K 99,17+11,5 7,63+0,32 0,92+0,006 11,96+0,95
14
Sl 90,03+5,54 7,67+0,61 0,91+ 0,002 10,76+0,34
K 142,98+4,17 11,52+0,75 0,92+0,004 11,45+0,74
28
Sl 199,52+5,09* 14,20+0,29* 0,93+0,002 13,05+0,33*
B)
Czas Warianty Swieza masa Sucha masa Zawarto$¢ H,O Zawarto$é H,O
wzrostu doswiad . . . .
[dni] czenia [mg ekspl.™] [mg ekspl.”] [mg H,O mg™ $w.m.] [mg H,O mg~s.m.]
K 54,03+9,15 3,47+0,60 0,93+0,005 14,63+1,22
14
S 37,43+3,55* 2,70+0,43 0,93+ 0,006 12,97+1,13
-8 K 72,06+3,34 5,26+0,69 0,93+0,009 12,85+1,51
Sl 87,77+5,18%* 6,68+0,93 0,93+0,003 12,99+0,70

4.11.2 Zawarto$¢ produktow peroksydacji lipidéow reagujacych z kwasem
tiobarbiturowym (TBARS) w kulturach pedowych Inu odm. Szafir,

rosnacych na podlozu z dodatkiem réznych rodzajow cukru

Zawartos¢ TBARS w kulturach pgdowych odm. Szafir (typ oleisty Inu),
rosngcych w warunkach stresu osmotycznego (SI) na pozywce z dodatkiem sacharozy,
obnizyta si¢ o okoto 10%, w stosunku do kontroli bezposrednio po dziataniu stresu

(Ryc. 36 A). W kulturach rosnacych na podlozu z podwyzszong zawarto$cia
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sorbitolu+maltozy, nie zaobserwowano roéznic w zawarto§ci TBARS, w poréwnaniu do

kontroli (Ryc. 36 B).
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Ryc. 36. Zawarto$¢ produktow peroksydacji lipidow (TBARS) w kulturach pedowych Inu
zwyczajnego odm. Szafir rosngcych w warunkach stresu osmotycznego na pozywce MS z
dodatkiem sacharozy (A) lub sorbitolu+maltozy (B) w 14-tym dniu (bezposrednio po dziataniu
stresu) oraz w 28-mym dniu wzrostu kultur. Wyniki $rednie + SD.

* Roznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

S| - dwukrotne zwigkszenie zawartosci sacharozy oraz sorbitolutmaltozy w podlozu w
stosunku do kontroli (K).

Na podstawie wczesniejszych doswiadczen (p. 4.11.1 - 4.11.2) i wynikow,
przedstawionych na ryc. 35 B oraz 36 B, do kolejnych analiz wybrano warianty z

podwyzszong zawartoscig sacharozy w podtozu.

4.11.3 Wplyw stresu osmotycznego (podwyzszona zawarto$¢ sacharozy) na
organogeneze pedowa w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir

oraz odm. Selena

Zastosowanie stresu osmotycznego nie wptyneto na efektywnos$¢ organogenezy
pedowej w kulturach in vitro obu badanych odmian Inu (Ryc. 37 A, B). Liczba pedow
na eksplantatch narazonych na dziatanie stresu, byla zblizona do kontroli przez caly
okres wzrostu kultur obu odmian (Ryc. 38 A, B). Poréwnujac badane odmiany to
Selena (typ wtoknisty Inu) odznaczata si¢ nizsza liczba pedow formujacych si¢ na

eksplantatach, niz odm. Szafir (Ryc. 38).
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Ryc. 37. Efektywnos¢ organogenezy pedowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir
(A) i odm. Selena (B) rosnagcych w warunkach stresu osmotycznego (dwukrotne (SI) i
trzykrotne (SII) zwigkszenie st¢zenia sacharozy w podtozu w stosunku do kontroli (K)) w 14-
tym dniu (bezposrednio po dziataniu stresu), 21-wszym dniu oraz w 28-mym dniu wzrostu
kultur. Wyniki $rednie + SD. *Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.
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Ryc. 38. Liczba pedow formujacych si¢ na eksplantatch hipokotylowych Inu zwyczajnego odm.
Szafir (A) oraz odm. Selena (B) rosnacych w warunkach stresu osmotycznego (dwukrotne (SI) i
trzykrotne (SII) zwigkszenie stezenia sacharozy w podtozu w stosunku do kontroli (K) w 14-
tym dniu (bezpo$rednio po dziataniu stresu), 21-wszym dniu oraz w 28-mym dniu wzrostu
kultur. Wyniki $rednie = SD. *Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Eksplantaty pochodzace z siewek odm. Szafir, rosngce w warunkach stresu
osmotycznego w 28-mym dniu wzrostu kultur, charakteryzowaly si¢ podwyzszona
swieza masg (SI oraz SII) i suchg masg (SI), w poréwnaniu do kontroli (Tab. 17 A).

Zawarto$¢ wody przypadajaca na miligram suchej masy eksplantatéw odm. Szafir i
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odm. Selena bezposrednio po dziataniu stresu (SII), a takze w 28-mym dniu wzrostu

kultur Inu oleistego, byta nizsza, w stosunku do kontroli (Tab. 17 A, B).

Tab. 17. Swieza i sucha masa eksplantatow z pedami oraz zawarto$¢ wody
w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir (A) oraz odm. Selena (B) rosngcych w
warunkach stresu osmotycznego (dwukrotne (SI) i trzykrotne (SII) zwigkszenie sacharozy w
podtozu w stosunku do kontroli (K)) w 14-tym dniu (bezposrednio po dziataniu stresu) oraz w
28-mym dniu wzrostu kultur. Wyniki $rednie £ SD. *Roznice istotne statystycznie, przy p<0,05

A)
Czas Warianty Swieza masa Sucha masa Zawarto$é H,O Zawarto$¢ H,O
wzrostu doswiad
[dni] czenia [mg ekspl.™] [mgekspl.’]  [mg H,O mg*$w.m.] [mg H,O mg?ts.m.]
K 119,49+23,39 9,47+2,35 0,93+0,003 11,63+1,58
14 S| 106,42+11,19 9,67+1,14 0,92+ 0,002 9,89+0,44
S 102,524+9,83 9,93+0,45 0,91+0,003 8,46+0,46*
K 224,62+13,89 17,36+1,19 0,95+0,005 17,68+0,79
28 S 347,70+£31,99* 22,22+0,87* 0,94+0,007 16,15+0,99
Sil 289.48£12,92%  18,76:0,86 0,930,005 14,2540,67*
B)
Czas Warianty Swieza masa Sucha masa Zawarto$¢ H,O Zawarto$¢ H,O
wzrostu  doSwiadcz
(tydzied] enia [mg ekspl.™] [mgekspl.']  [mg H,O mg™$w.m.] [mg H,0 mg™*s.m.]
K 95,68+13,45 9,07+1,65 0,9040,005 9,17+0,51
14 S| 129,32+28,24 13,18+3,29 0,90+ 0,005 8,87+0,44
sl 111,64£23,99  1530+4.,01 0,86:£0,009% 6,13+0,49*
K 509,44+190,09  32,19+8,95 0,910,026 11,30£2.97
28 S 502,72+191,05 34,20+8,59 0,94+0,014 15,74+2,76
ST 436,99+160,37 31,12+7,99 0,94+0,009 14,41+1,21

4.11.4 Wplyw stresu osmotycznego (podwyzZszona zawarto$S¢ sacharozy) na

organogeneze korzeniowa w Kkulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir

oraz odm. Selena

Organogeneza korzeniowa w Kulturach odm. Szafir byla efektywniejsza w

kulturach narazonych na dziatanie stresu (SII) o okoto 30%, w porownaniu do kontroli
po 21-dniach wzrostu kultur (Ryc. 39 A). W kulturach odm. Selena bezposrednio po
dziataniu stresu osmotycznego (SI), ryzogeneza byla o 40% wyzsza, w stosunku do

kultur kontrolnych (Ryc. 39 B). W 28-mym dniu wzrostu procent eksplantatow z
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korzeniami obnizyt si¢ o okoto 30% w kulturach Inu wtdknistego, rosngcych na podtozu

z trzykrotnie zwigkszong zawarto$cig sacharozy, w poréwnaniu do kontroli (Ryc. 39 B).

Liczba korzeni na eksplantatch narazonych na dziatanie stresu, byta podobna do

kontroli przez caty okres wzrostu kultur obu odmian (Ryc. 40 A, B).
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Ryc. 39. Efektywno$¢ organogenezy korzeniowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm.
Szafir (A) i odm. Selena (B) rosnacych w warunkach stresu osmotycznego (dwukrotne (SI) i
trzykrotne (SII) zwickszenie stezenia sacharozy w podtozu w stosunku do kontroli (K)) w 14-
tym dniu (bezposrednio po dziataniu stresu), 21-wszym dniu oraz w 28-mym dniu wzrostu
kultur. Wyniki $rednie + SD. *Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.
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Ryc. 40. Liczba korzeni formujacych si¢ na eksplantatch hipokotylowych Inu zwyczajnego
odm. Szafir (A) oraz odm. Selena (B) rosngcych w warunkach stresu osmotycznego (dwukrotne
(SI) i trzykrotne (SII) zwigkszenie stezenia sacharozy w podtozu w stosunku do kontroli (K)) w
14-tym dniu (bezposrednio po dziataniu stresu), 21-wszym dniu oraz w 28-mym dniu wzrostu
kultur. Wyniki $rednie + SD. *Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.
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Zawarto$§¢ wody przypadajaca na miligram suchej masy eksplantatow odm.
Szafir poddanych stresowi osmotycznemu, byla nizsza bezposrednio po dziataniu
stresu, w porownaniu do eksplantatoéw kultur kontrolnych (Tab. 18 A).

Zawartos¢ wody przypadajaca na miligram suchej masy eksplantatow,
bezposrednio po dziataniu stresu, zwigkszyla si¢ w kulturach rosnagcych na podtozu z
dwukrotnie wyzszg zawarto$cig sacharozy (SI), w stosunku do kontroli. W kulturach
Inu odm. Selena (typ witoknisty), narazonych na dziatanie stresu osmotycznego (przy
trzykrotnym zwigkszeniu stezenia sacharozy (SII) w pozywce), sucha masa byta
wyzsza, natomiast zawarto$¢ wody, przypadajaca na miligram $wiezej 1 suchej masy
eksplantatow, byta nizsza bezposrednio po dziataniu stresu, w porownaniu do kontroli

(Tab. 18 B).

Tab. 18. Swieza i sucha masa eksplantatow z Kkorzeniami oraz zawarto$¢ wody
w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir (A) oraz odm. Selena (B) rosngcych w
warunkach stresu osmotycznego (dwukrotne (SI) i trzykrotne (SII) zwigkszenie stgzenia
sacharozy w podlozu w stosunku do kontroli (K)) w 14-tym dniu (bezposrednio po dziataniu
stresu) oraz w 28-mym dniu wzrostu kultur. Wyniki $rednie = SD. *Réznice istotne
statystycznie, przy p<0,05

A)
Czas Warianty Swieza masa Sucha masa Zawarto$é H,O Zawarto$¢ H,O
wzrostu doswiad
[dni] crenia [mg ekspl.™] [mgekspl.’]  [mg H,0 mg*$w.m.] [mg H,0 mg™ts.m.]
K 126,28+5,28 11,06+0,48 0,91+0,004 10,42+0,38
t S 132,50+18,69 13,70+4,06 0,90+ 0,019 7,89+0,35*
K 489,92+81,58 29,95+5,36 0,94+0,004 15,39+0,55
28 SII 562,80+22,48 39,20+4,42 0,93+0,007 13,46+1,24
B)
Czas Warianty Swieza masa Sucha masa Zawarto$¢ H,O Zawarto$¢ H,O
wzrostu doswiad
ltydzied]  czenia [mg ekspl.™] [mgekspl.’]  [mg H,O mg™$w.m.] [mg H,0 mg?ts.m.]
K 431,48+85,80 25,45+3,82 0,94+0,006 15,88+1,70
14 S 400,83+53,02  31,62+2,74 0,92 0,004 11,64+0,68*
s 370,28£56,10  35,02+4,09% 0,900,004* 9,55+0,46*
K 520,37491,36  23,4242.95 0,950,007 21,74+6,04
28 S 521,294+93,83 19,44+5,09 0,97+0,007 27,16+7,87
- 48935£78,71  22,90+4,56 0,950,008 21,2248,23
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4.11.5 Zawarto$s¢ produktow peroksydacji lipidow reagujacych z kwasem
tiobarbiturowym (TBARS) w kulturach pedowych Inu zwyczajnego odm.

Szafir i odm. Selena, poddanych dzialaniu stresu osmotycznego

W kulturach pedowych odm. Szafir (typ oleisty lnu) oraz odm. Selena (typ
wloknisty Inu), poddanych dzialaniu stresu osmotycznego, nie zaobserwowano

wzmozonej peroksydacji lipidow (Ryc. 41 A, B).
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Ryc. 41. Zawarto$¢ produktow peroksydacji lipidow (TBARS) w kulturach pedowych Inu
zwyczajnego odm. Szafir (A) oraz odm. Selena (B) rosnacych w warunkach stresu
osmotycznego (dwukrotne (SI) i trzykrotne (SII) zwigkszenie stgzenia sacharozy w podtozu w
stosunku do kontroli (K)) w 14-tym dniu (bezposrednio po dziataniu stresu) oraz w 28-mym
dniu wzrostu kultur. Wyniki $rednie + SD. * Réznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

4.11.6 Zawarto$¢ produktow peroksydacji lipidéow reagujacych z kwasem
tiobarbiturowym (TBARS) w kulturach korzeniowych Inu zwyczajnego
odm. Szafir i odm. Selena, poddanych dzialaniu stresu osmotycznego

Wykazano zwigkszenie zawarto$ci (o okoto 28%) produktow peroksydacji
lipidow, reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) w kulturach korzeniowych
Inu oleistego, rosngcych w warunkach stresu osmotycznego (SII) bezposrednio po
dziataniu stresu (14 dzien wzrostu), w poréwnaniu do kultur kontrolnych (Ryc. 42 A).
W kulturach korzeniowych odm. Selena poddanych dziataniu stresu, nie

zaobserwowano wzmozone] peroksydacji lipidow (Ryc. 42 B).
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Ryc. 42. Zawarto$¢ produktéw peroksydacji lipidow (TBARS) w kulturach korzeniowych Inu
zwyczajnego odm. Szafir (A) oraz odm. Selena (B) rosngcych w warunkach stresu
osmotycznego (dwukrotne (SI) i trzykrotne (SII) zwickszenie stezenia sacharozy w podlozu w
stosunku do kontroli (K)) w 14-tym dniu (bezposrednio po dziataniu stresu) oraz w 28-mym
dniu wzrostu kultur. Wyniki $rednie + SD. * Réznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

4.11.7 Zawartos¢ nadtlenku wodoru (H,O;) w kulturach pedowych Inu
zwyczajnego odm. Szafir i odm. Selena, poddanych dzialaniu stresu

osmotycznego

Obnizenie zawartosci H;O, o okoto 35% bezposrednio po stresie,
zaobserwowano w kulturach Inu oleistego, rosngcych na podtozu o dwukrotnie
zwigkszonym st¢zeniu sacharozy (SI), w poréwnaniu do kontroli (Ryc. 43 A).
Zwigkszenie zawarto$ci H,O, w kulturach pedowych Inu wioknistego, poddanych
dziataniu stresu osmotycznego (SI oraz SII) o okoto 20% (SI) oraz 15% (SII), w
poréwnaniu do kultur kontrolnych, stwierdzono bezposrednio po dziataniu stresu (Ryc.

43 B).
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Ryc. 43. Zawarto$¢ nadtlenku wodoru (H,0,) w kulturach pedowych Inu zwyczajnego odm.
Szafir (A) oraz odm. Selena (B) rosnacych w warunkach stresu osmotycznego (dwukrotne (SI)
1 trzykrotne (SII) zwigkszenie stgzenia sacharozy w podtozu w stosunku do kontroli (K)) w 14-
tym dniu (bezpo$rednio po dziataniu stresu) oraz w 28-mym dniu wzrostu kultur. Wyniki
srednie + SD. *Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

4.11.8 Zawartos¢ nadtlenku wodoru (H;O;) w kulturach korzeniowych Inu
zwyczajnego odm. Szafir i odm. Selena, poddanych dzialaniu stresu
osmotycznego

Niewielkie podwyzszenie zawarto$ci H,O, (o okolo 20%), w poroéwnaniu do
kontroli, zaobserwowano w kulturach korzeniowych Inu typu oleistego bezposrednio po
dziataniu stresu osmotycznego (SII). Tendencja ta utrzymywata si¢ rowniez w 28-mym
dniu wzrostu kultur (Ryc. 44 A). Zawarto§¢ H,O, w kulturach Inu typu widknistego
obnizyta si¢ o okoto 50% bezposrednio po dziataniu warunkéw stresowych (SI, SII), w
porownaniu do kontroli. W 28-mym dniu wzrostu, kultury narazone na dziatanie stresu
osmotycznego (SI, SII), charakteryzowaty si¢ zwigkszeniem zawartosci H,O, o okoto
30%, w stosunku do kultur kontrolnych (Ryc. 44 B).

W kulturach pedowych (Ryc. 43) oraz korzeniowych (Ryc. 44) zawartos¢ H,0,
byla trzykrotnie wyzsza u Inu odm. Selena (typ witoknisty), niz u odm Szafir (typ

oleisty).
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Ryc. 44. Zawarto$¢ nadtlenku wodoru (H,0,) w kulturach korzeniowych Inu zwyczajnego odm.
Szafir (A) oraz odm. Selena (B) rosngcych w warunkach stresu osmotycznego (dwukrotne (SI)
i trzykrotne (SII) zwigkszenie stezenia sacharozy w podtozu w stosunku do kontroli (K)) w 14-
tym dniu (bezposrednio po dziataniu stresu) oraz w 28-mym dniu wzrostu kultur. Wyniki
srednie + SD. * Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

4.12 Wplyw SNP, bezposrednio dodanego do pozywki, na przebieg
organogenezy w kulturach in vitro Inu zwyczajnego (Linum
usitatissimum L.) odm. Szafir

Badano wptyw SNP, zwiazku powszechnie stosowanego jako donor NO, na
efektywnos$¢ organogenezy pedowej 1 korzeniowej wg metody opisanej w podrozdziale
3.5. Szczegotowe ustalenie wariantow doswiadczalnych stosowanych na dalszym etapie

badan, przeprowadzono z wykorzystaniem Inu odm. Szafir (typ oleisty).

4.12.1 Wptyw SNP, bezposrednio dodanego do pozywki ,na przebieg

organogenezy pedowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir

Dodatek SNP do podtoza nie miat wpltywu na efektywnos¢ formowania si¢
pedoéw. Zarowno procent eksplantatow (Ryc. 45 A), na ktéorych obserwowano
pojawianie si¢ pedow, jak i liczba tych organéw (Ryc. 45 B) w kulturach rosnacych w

obecnos$ci SNP, byta zblizona do kontroli.
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Ryc. 45. Efektywnos¢ formowania pedow w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir w
zaleznosci od ilosci SNP dodanego do pozywki pedowej. Wyniki $rednie &= SD. *Rodznice
istotne statystycznie, przy p<0,05.

Swieza masa eksplantatow, pochodzacych z kultur rosnacych na pozywkach z
dodatkiem SNP, byta nizsza, niz kultur kontrolnych (Tab. 19). Istotnie mniejsza sucha
masg charakteryzowaly si¢ eksplantaty rosngce w obecnosci 50 uM roztworu SNP, w
poréwnaniu do kontroli. Zawarto$¢ wody w kulturach, przypadajaca na gram $wiezej i

suchej masy, byta poréwnywalna we wszystkich wariantach doswiadczenia (Tab. 19).
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Tab. 19.

Swieza 1

sucha masa eksplantatow 2z pedami

oraz zawartos¢

wody

w Kkulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir rosngcych na pozywce pedowej z dodatkiem
SNP. Wyniki §rednie + SD. *Roéznice istotne statystycznie, przy p<0,05

Zawarto$¢ H,O

Zawarto$¢ H,0O

Wariant Swieza masa Sucha masa . .

doswiadczenia [mg ekspl. ] [mg ekspl. ] [mgévvag.]mg [mg erZ’nO] mg

K 846,70 + 99,67 40,43 + 5,67 0,94+0,005 15,36 £ 0,92

2 M 602,00+ 72,87* 39,47+ 8,69 0,92 + 0,009 15,68 £ 1,73

4 tM 606,95+ 49,32* 36,17 £ 1,99 0,93 + 0,003 15,71 £0,48

6 utM 554,63 £77,52%* 30,16 £4,37 0,93 + 0,003 16,70 £ 0,61

25 uM 567,42 + 62,32%* 29,99+ 3,65 0,94+ 0,006 17,48+ 2,11

50 pM 474,03+ 41,84%* 25,05+ 3,11%* 0,95+ 0,009 18,71+ 4,81

4.12.2 Wplyw SNP, bezposrednio dodanego do pozywki, na przebieg

organogenezy korzeniowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm.

Szafir

W drugim tygodniu wzrostu kultur korzeniowych, rosngcych na pozywce z
dodatkiem 6 pM SNP, zaobserwowano obnizenie efektywnosci organogenezy
korzeniowej o okoto 40% w poréwnaniu do kultur kontrolnych. W kolejnych
tygodniach wzrostu kultur, nie odnotowano réznic w ryzogenezie pomiedzy kulturami

rosngcymi na pozywce z SNP a kontrolg (Ryc. 46 A, B).
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Ryc. 46. Efektywnos¢ formowania korzeni w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir w
zaleznos$ci od ilosci SNP dodanego do pozywki korzeniowej. Wyniki §rednie + SD. *Réznice
istotne statystycznie, przy p<0,05.

Swieza masa kultur korzeniowych, rosnagcych w obecnosci SNP byla
porownywalna do kultur kontrolnych (Tab. 20). Sucha masa kultur rosnacych na
pozywce z dodatkiem 2 puM roztworu SNP, byla istotnie wyzsza w stosunku do
kontroli. Zawartos¢ wody, przypadajaca na miligram $wiezej i suchej masy we

wszystkich badanych kulturach, byta porownywalna z kontrolg (Tab. 20).
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Tab. 20. Swieza i sucha masa eksplantatow z korzeniami oraz zawarto$¢ wody
w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir, rosnacych na pozywce korzeniowej z
dodatkiem SNP. Wyniki §rednie + SD. *Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05

fo. . Zawartos¢ H,O Zawarto$¢ H,O
W.ariant ' Swieza masa Sucha masa ) )
doswiadczenia [mg ekspl. "] [mg ekspl. "] [mgéva.zli.]mg [mg erZ’nO] mg
K 240,00 + 34,58 21,40 £2,82 0,91 + 0,004 10,38 £ 0,28
2 uM 301,20 £47,20 28,37+ 3,27* 0,91 + 0,00 10,70 £ 0,18
4 utM 305,72 £ 76,54 27,30 £4,26 0,89 + 0,032 7,78 £ 1,94
6 uM 279,08 £ 29,60 24,48 + 2,25 0,91 £0,015 11,59+ 1,23

4.13 Wplyw par wydzielajacych si¢ z wodnego roztworu SNP na przebieg
organogenezy w kulturach in vitro Inu zwyczajnego (Linum
usitatissimum L.) odm. Szafir i odm. Selena

4.13.1 Wplyw par wydzielajacych si¢ z wodnego roztworu SNP na przebieg

organogenezy pedowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir

24-godzinna ekspozycja kultur pgdowych Inu odm. Szafir na pary wydzielajace
si¢ z wodnego roztworu SNP o wybranych stezeniach, spowodowata opdznienie
procesu kaulogenezy (Ryc. 47 A, B). W Kkolejnych tygodniach wzrostu kultur
poddanych na 24-godzinnemu dziataniu SNP o st¢zeniu 250 uM i 500 puM, tak jak w
kontroli zaobserwowano 100% organogenez¢ (Ryc. 47 A). Liczba pedow
indukowanych na eksplantatach byla podobna we wszystkich testowanych wariantach
do$wiadczenia (Ryc. 47 B). Eksplantaty poddane ekspozycji na S mM 1 10 mM roztwoér
SNP, obumarty.
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Ryc. 47. Efektywnos¢ formowania pedow w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir
poddanych 24-godzinnej ekspozycji na dziatanie par wydzielajacych si¢ z 40 ml wodnego
roztworu SNP, rosngcych na pozywce pedowej. Wyniki $rednie + SD. *Rdznice istotne
statystycznie, przy p<0,05.

Swieza i sucha masa eksplantatow poddanych 24-godzinnej ekspozycji na
dziatanie 250 pM oraz 500 uM roztworu SNP, rosnacych przez 4 tygodnie na pozywce
pedowej, byta porownywalna z kontrolg. W przypadku zawarto$ci wody, przypadajacej
na miligram $wiezej 1 suchej masy, réwniez nie zaobserwowano istotnych réznic
miedzy kulturami poddanych dziataniu 250 uM oraz 500 uM roztworu SNP a kontrolg
(Tab. 21). Eksplantaty poddane dziataniu par wydzielajacych si¢ z 5 mM 1 10 mM

wodnego roztworu SNP, obumarty.
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Tab. 21. Swieza i sucha masa ecksplantatbw z pedami oraz zawartos¢ wody
w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir poddanych 24-godzinnej ekspozycji na
dzialanie par wydzielajacych si¢ z wodnego roztworu SNP, rosnacych na pozywce pedowej.
Wiyniki $rednie + SD. *Roéznice istotne statystycznie, przy p<0,05

) Swieza masa Sucha masa Zawarto$¢ H,O Zawarto$¢ H,O
Wariant 4 .
doswiadczenia [mg ekspl.] [mg ekspl. ] [mgévvag.]mg [mg erZ’nO] mg
K 646,70 + 99,67 40,43 + 5,67 0,94+0,011 15,30 £4,03
250 pM 698,32+ 163,71 34,97+ 10,69 0,95+ 0,024 21,05+9,78
500 pM 759,42+ 58,79 40,01 1,99 0,95+ 0,007 18,20 £2,85
5mM - - - -
10 mM - - - -

W kolejnych doswiadczeniach zastosowano 3-godzinng ekspozycje na pary
wydzielajace si¢ z SmM oraz 10 mM wodnego roztworu SNP.

Procent reagujacych eksplantatow byl nizszy w kulturach poddanych dziataniu
SNP. Kultury poddane ekspozycji na 5 mM roztwor SNP, charakteryzowaty si¢ o okoto
35% stabsza efektywnoscia organogenezy pedowej, natomiast kultury traktowane 10
mM roztworem SNP o okoto 50% stabszg efektywnos$cig organogenezy w porownaniu
do kultur kontrolnych we wszystkich tygodniach wzrostu (Ryc. 48 A). W 2, 3 i 4
tygodniu wzrostu kultur, zaobserwowano mniejszg liczbe powstajacych pedow o okoto
47% w kulturach traktowanych parami wydzielajagcymi si¢ z roztworu SNP, w stosunku

do kontroli (Ryc. 48 B).
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Ryc. 48. Efektywnos¢ formowania pedow w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir
poddanych 3-godzinnej ekspozycji na dziatanie par wydzielajacych si¢ z 40 ml wodnego
roztworu SNP, rosngcych na pozywce pedowej. Wyniki $rednie + SD. *Roéznice istotne
statystycznie, przy p<0,05.

Eksplantaty poddane 3-godzinnej ekspozycji na pary wydzielajace si¢ z 5 mM |
10 mM roztworu SNP, po 4 tygodniach wzrostu na pozywce pedowe],
charakteryzowaty si¢ podobng $wieza i1 suchg masa, w stosunku do kontroli (Tab. 22).
Zawartos¢ wody, przypadajagca na gram $wiezej 1 suchej masy w pordéwnaniu do
eksplantatow pochodzacych z kultur kontrolnych, byta podobna w kulturach poddanych
dziataniu SNP (Tab. 22).
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Tab. 22. Swieza i sucha masa cksplantatbw z pedami oraz zawartos¢ wody
w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir poddanych 3-godzinnej ekspozycji na
dzialanie par wydzielajacych si¢ z 40 ml wodnego roztworu SNP, rosnacych na pozywce
pedowej. Wyniki $rednie + SD. *Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05

Swies such Zawarto$¢ H,O Zawarto$¢ H,O
Wariant wieza masa ucha masa ) )
doswiadczenia 1 1 [mg H,O mg’ [mg H,O mg’
[mg ekspl.™] [mg ekspl.™] Swom.| sm.]
K 610,61 + 64,82 41,72 + 4,77 0,93+0,023 16,81 + 3,96
5mM 682,30+ 76,32 48,12+ 3,60 0,92 +0,018 14,85+ 3,66
10 mM 722,50+ 54,25 60,30 + 3,43* 0,93 + 0,008 16,00 + 1,67

Na podstawie opisanych wyzej doswiadczen (Ryc. 47; Ryc. 48) do dalszych
analiz wybrano 3-godzinng ekspozycje na pary wydzielajace si¢ z 5 mM wodnego
roztworu SNP. Zastosowano r6zng ilos¢: 5 ml, 10 ml, 20 ml oraz 30 ml roztworu SNP,
ktorych dziatanie na efektywno$¢ organogenezy testowano w kulturach dwoch odmian

Inu, Szafir oraz Selena.

4.13.2 Wplyw par wydzielajacych si¢ z wodnego roztworu SNP na przebieg

organogenezy pedowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego

Opary wydzielajace si¢ z wodnego roztworu SNP nie wplynelty na poprawe
organogenezy pedowej obu badanych odmian Inu przez 4 tygodnie wzrostu kultur (Ryc.
49,A, B; Fot. 10). W kulturach odm. Szafir (typ oleisty Inu), poddanych dziataniu
roztworu SNP w ilos$ci 30 ml, w pierwszym tygodniu wzrostu procent eksplantatow z
formujacymi si¢ pedami byt nizszy o okoto 25% w pordéwnaniu do kultur kontrolnych
(Ryc. 49 A). W pozostatych tygodniach wzrostu efektywnos$¢ kaulogenezy byla
podobna do kontroli (Ryc. 49 A, B). Ekspozycja na roztwor SNP nie wplyneta na liczbe
powstajacych pedéw na eksplantatach we wszystkich testowanych wariantach
doswiadczalnych (Ryc. 50 A, B).
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Selena

Fot. 10. Eksplantaty hipokotylowe Inu zwyczajnego odm. Szafir oraz odm. Selena z
uformowanymi pedami, poddane 3-godzinnej ekspozycji na dziatanie par wydzielajacych si¢ z
5mM wodnego roztworu SNP w ilosci: 5 ml,10 ml, 20 ml i 30 ml, po 4 tygodniach wzrostu na
pozywce pedowej.
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Ryc. 49. Efektywnos$¢ organogenezy pedowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir
(A) oraz Selena (B) poddanych 3-godzinnej ekspozycji na dzialanie par wydzielajacych si¢ z
5mM wodnego roztworu SNP, rosnacych na pozywce pedowej. Wyniki $rednie = SD. *Roznice
istotne statystycznie, przy p<0,05.

144



A)

K ®5mISNP =10mISNP =20mISNP =3omisnp  SZAfir

o | ™ I

Liczba pedow/ekspl. [szt.]

Czas wzrostu [tydzien]

B)
WK ®5mISNP #10mISNP ®20mISNP s3omiSNp  Sclena

_16 ¢
-
3
12+
&
3
< 8
]
=
= I
g " I I
QN) I I I
=0

2 3 4

Czas wzrostu [tydzien]

Ryc. 50. Liczba pedow formujacych si¢ na eksplantatch hipokotylowych Inu zwyczajnego odm.
Szafir (A) oraz Selena (B) poddanych 3-godzinnej ekspozycji na dziatanie par wydzielajacych
si¢ z SmM wodnego roztworu SNP, rosngcych na pozywce pedowej. Wyniki §rednie + SD.
*Roznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Eksplantaty badanych odmian Inu, niezaleznie od ilo$ci SNP jakim byty
traktowane, po 4 tygodniach wzrostu na pozywce pedowej odznaczatly si¢ podobng do
kontroli $wiezg 1 suchg masg oraz zawartoscig wody przypadajaca na miligram §wiezej i

suchej masy (Tab. 23 A'i B).
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Tab. 23. Swieza i sucha masa cksplantatbw z pedami oraz zawartos¢ wody
w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir (A) oraz Selena (B) poddanych 3-godzinnej
ekspozycji na dziatanie par wydzielajacych si¢ z SmM wodnego roztworu SNP, rosnacych na
pozywce pedowej. Wyniki $rednie = SD. *Réznice istotne statystycznie, przy p<0,05

A)
Lo Zawarto$s¢ H,O  Zawarto$¢ H,O
Wariant Swieza masa Sucha masa ) )
doswiadczenia -1 -1 [mg H.O mg’ [mg H,0 mg’
[mg ekspl.™] [mg ekspl.™] Swom.| sm]
K 532,66 + 149,81 34,14+ 9,84 0,91+0,021 14,92 + 3,38
5ml 600,47+ 101,51 32,54+ 4,89 0,90 £ 0,008 12,70 £ 0,94
10 ml 631,10+ 150,21 41,47 £ 6,79 0,91 +£0,015 16,04 = 1,65
20 mi 534,38+152,42 31,9949,85 0,91+0,023 15,28+2,64
30 mi 598,43+187,21 34,90+11,88 0,88+0,041 15,98+3,23
B)
L. Zawarto$¢ H,O Zawartos¢ H,O
Wariant Swieza masa Sucha masa
-1 -1
dos$wiadczenia -1 -1 [mg H,O mg [mg H.O mg
[mg ekspl.”] [mg ekspl.”] Swom.] sm]
K 106,65 £ 40,20 14,40 +£ 4,01 0,85+0,083 7,77 £ 1,56
5mi 114,32+ 12,71 14,97+ 1,69 0,87 +£0,016 7,04 £ 1,08
10 ml 100,42+ 10,79 12,01 £ 1,99 0,87+ 0,018 7,17 +1.27
20 ml 139,25+52,12 17,20+6,02 0,86+0,068 7,81 £1,70
30 ml 100,25+12,42 13,41£2,54 0,86+0,019 6,42 £1,05

4.13.3 Wplyw par wydzielajacych si¢ z wodnego roztworu SNP na przebieg
organogenezy korzeniowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego, rosnacych

na pozywkach bez dodatku hormonow

Efektywnos$¢ organogenezy korzeniowej byta nizsza o okoto 50% w kulturach
odm. Szafir, poddanych dziataniu par wydzielajacych si¢ z 30 ml roztworu SNP, w
porownaniu do kontroli juz w pierwszym tygodniu wzrostu (Ryc. 51 A). Efekt ten
zaobserwowano takze w 4 tygodniu wzrostu kultur (Fot. 11). Ryzogeneza byta o 30%
nizsza w kulturach narazonych na dziatanie roztworu SNP w ilosci 30 ml, w stosunku
do kultur kontrolnych (Ryc. 51 A). W kulturach odm. Szafir, jedynie na poczatku

wzrostu kultur, liczba uformowanych korzeni przypadajaca na eksplantat byta wyzsza
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(o okoto 30%) w kulturach poddanych dziataniu 5 ml wodnego roztworu SNP, w
porownaniu do kontroli (Ryc. 52 A). W pozostatych tygodniach wzrostu liczba korzeni
byla podobna, jak w kulturach kontrolnych (Ryc. 52 A).

Efektywno$¢ ryzogenezy w kulturach odm. Selena wzrosta w kulturach
poddanych dziataniu par wydzielajacych si¢ z 5 ml roztworu SNP (Ryc. 51 B; Fot. 11).
W trzecim tygodniu wzrostu kultur byta o okoto 30% wyzsza, a w 4 tygodniu wzrostu o
okoto 15% wyzsza, w poréwnaniu do kultur kontrolnych (Ryc. 51 B). Ekspozycja
eksplantatow odm. Selena na pary wydzielajace si¢ z 5 ml wodnego roztworu SNP,
spowodowato zwigkszenie liczby korzeni w kulturach w 4 tygodniu wzrostu o okoto

15%, w poréwnaniu do kontroli (Ryc. 52 B).

Szafir

10ml 20ml 30ml

Fot. 11. Eksplantaty hipokotylowe Inu zwyczajnego odm. Szafir oraz odm. Selena z
uformowanymi korzeniami, poddane 3-godzinnej ekspozycji na dziatanie par wydzielajacych
si¢ z 5 mM wodnego roztworu SNP w iloéci: 5 ml,10 ml, 20 ml i 30 ml, po 4 tygodniach
wzrostu na pozywce korzeniowe;.
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Ryc. 51. Efektywno$¢ organogenezy korzeniowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm.
Szafir (A) oraz Selena (B) poddanych 3-godzinnej ekspozycji na dziatanie par wydzielajacych
si¢ z 5 MM wodnego roztworu SNP, rosngcych na pozywce korzeniowej. Wyniki $rednie = SD.
*Roznice istotne statystycznie, przy p<0,05.
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Ryc. 52. Liczba korzeni formujacych si¢ na eksplantatch hipokotylowych Inu zwyczajnego
odm. Szafir (A) oraz Selena (B) poddanych 3-godzinnej ekspozycji na dziatanie par
wydzielajacych si¢ z SmM wodnego roztworu SNP, rosngcych na pozywce korzeniowe;.
Wyniki $rednie £ SD. *Roznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Eksplantaty odm. Szafir, niezaleznie od ilosci roztworu SNP jakim byty
traktowane, po 4 tygodniach wzrostu na pozywce korzeniowej charakteryzowaty sie
podobng §wiezg oraz sucha masa, a takze zawarto$ciag wody, w poroéwnaniu do kultur
kontrolnych (Tab. 24 A).

Swieza masa oraz zawarto$¢ wody przypadajaca na miligram suchej masy eksplantatow
odm. Selena poddanych dziataniu roztworu SNP w ilosci 20 ml, byla najnizsza, w
porownaniu do eksplantatow kultur kontrolnych (Tab. 24 B). Sucha masa, a takze
zawarto$¢ wody przypadajaca na miligram §wiezej masy eksplantatow z korzeniami we

wszystkich badanych wariantach, byta zblizona do kontroli (Tab. 24 B).
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Tab. 24. Swieza i sucha masa eksplantatbw z korzeniami oraz zawarto$¢ wody
w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir (A) oraz Selena (B) poddanych 3-godzinnej
ekspozycji na dziatanie par wydzielajacych si¢ z 5 mM wodnego roztworu SNP, rosnacych na
pozywce korzeniowej. Wyniki $rednie + SD.

A
: f . Zawartos¢ H,O Zawartos¢ H,O
W‘ariant ‘ Swieza masa Sucha masa ) )
doswiadczenia [mg ekspl. Y] [mg ekspl. ] [mgévHv?i]mg [mg erz‘nO] mg
K 409,50 + 128,39 33,31 +8,63 0,92+0,017 12,39 +2,63
5mi 243,66+ 131,76 26,97+ 5,21 0,89 + 0,033 10,80 +£2,28
10 ml 352,63+ 50,33 33,71 £3,92 0,87 £ 0,067 10,85+ 1,23
20 ml 289,59+61,31 28,18+6,08 0,88+0,024 11,12+1,89
30 ml 312,56+75,71 29,83+7,40 0,87+0,058 11,74+1,91
B)
q. . Zawartos¢ H,O Zawartos¢ H,O
W'ariant ‘ Swieza masa Sucha masa ) )
doswiadczenia [mg ekspl. "] [mg ekspl. ] [mgévHv'zg.]mg [mg |s-|r%no] mg
K 341,28 + 34,56 22,59 +£3,83 0,93+0,029 14,85 +2.40
5ml 301,06+ 30,30 19,90 £ 4,40 0,91 + 0,042 14,54 + 1,49
10 ml 319,96+ 36,31 21,93 +£2,50 0,92 £ 0,033 14,09 + 1,86
20 ml 214,23+£29,95* 19,55+ 2,50 0,92+0,012 10,02 + 1,45%*
30 ml 340,84+ 51,61 22,96+ 4,00 0,92+0,040 15,25+ 3,76

4.13.4 Wplyw par wydzielajacych si¢ z wodnego roztworu SNP na przebieg
procesu organogenezy w kulturach in vitro Inu zwyczajnego, rosnacych na

pozywkach bez dodatku hormonow

W kolejnym wariancie doswiadczalnym postanowiono sprawdzi¢ jak opary
wydzielajace si¢ z wodnego roztworu SNP wplywaja na kultury rosngce na podtozu bez
dodatku hormonéw.

W  kulturach rosngcych na podlozu bez dodatku hormondéw zaobserwowano
powstawanie zarowno pedow jak 1 korzeni. W przypadku Inu oleistego na eksplantatach

pojawialy sie tylko pedy, zar6wno w kontroli jak i wariantach poddanych dzialaniu

150



SNP. W kulturach odm. Szafir rosngcych, na podtozu bez dodatku hormondéw,
poddanych fumigacji SNP, nie zaobserwowano roéznic w organogenezie pedow, w
porownaniu do kontroli (Ryc. 53 A; Fot. 12).

W kulturach odm. Selena rosnacych na podtozu bez dodatku hormonow,
odnotowano powstawanie pedow, jak i korzeni, na eksplantatch (Ryc. 53 B, C; Fot. 13).
Istotne réznice w organogenezie pedowej] w porownaniu do kultur kontrolnych
obserwowano w kulturach poddanych dziataniu 10 ml SNP w 3 i 4 tygodniu wzrostu
(Ryc. 53 B). Wyzszg organogeneza korzeniowa charakteryzowaty si¢ kultury poddane
dziataniu 5 oraz 10 ml roztworu SNP. W drugim tygodniu wzrostu organogeneza byta
wyzsza o okoto 40% w kulturach narazonych na dzialanie SNP w ilosci 5 ml, w
porownaniu z kontrolg. W trzecim i czwartym tygodniu ryzogeneza byta efektywniejsza
od kontroli o 40% (kultury poddane dzialaniu 5 ml roztworu SNP) i o okoto 35% w
kulturach poddanych ekspozycji na 10 ml roztworu SNP (Ryc. 53 C).

Efektywniejsze formowanie si¢ korzeni zaobserwowano w kulturach odm.
Selena poddanych dziataniu roztworu SNP w ilo$ci 5 ml, w poréwnaniu do kultur
kontrolnych. W drugim i trzecim tygodniu wzrostu liczba korzeni w kulturach Inu
wloknistego narazonych na dziatanie SNP byta okoto dwukrotnie wyzsza, niz liczba
korzeni powstajacych w kulturach kontrolnych (Ryc. 54 C).

Liczba powstajacych pedow w kulturach odm. Szafir, jak i odm. Selena,
poddanych dziataniu SNP, nie rdoznita si¢ istotnie w stosunku do liczby tych organow

otrzymanych w kulturach kontrolnych prze caty okres wzrostu kultury (Ryc. 54 A, B).
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Szafir

Szafir

Fot. 12. Kultury in vitro oraz eksplantaty hipokotylowe Inu zwyczajnego odm. Szafir, poddane 3-godzinnej ekspozycji na dziatanie par wydzielajacych si¢ z
5mM wodnego roztworu SNP w ilo$ci: 5 ml,10 ml, 20 ml i 30 ml, po 4 tygodniach wzrostu na pozywce MS bez dodatku hormondow.
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Selena

Selena

Fot. 13. Kultury in vitro oraz eksplantaty hipokotylowe Inu zwyczajnego odm. Selena, poddane 3-godzinnej ekspozycji na dzialanie par wydzielajacych si¢ z
5 mM wodnego roztworu SNP w ilosci: 5 ml,10 ml, 20 ml i 30 ml, po 4 tygodniach wzrostu na pozywce B5 bez dodatku hormondw.
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Ryc. 53. Efektywnos$¢ organogenezy pedowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir
(A) i Selena (B) oraz organogenezy korzeniowej w Kkulturach odm. Selena (C) poddanych
3-godzinnej ekspozycji na dziatanie par wydzielajacych si¢ z SmM wodnego roztworu SNP,
rosngcych na podtozu bez dodatku hormondéw. Wyniki $rednie = SD. *Roznice istotne
statystycznie, przy p<0,05.
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Ryc. 54. Liczba pedow formujacych si¢ na eksplantatch hipokotylowych Inu zwyczajnego odm.
Szafir (A) i Selena (B) oraz liczba korzeni formujacych si¢ na eksplantatch hipokotylowych
odm. Selena (C) poddanych 3-godzinnej ekspozycji na dziatanie par wydzielajacych si¢ z 5 mM
wodnego roztworu SNP, rosngcych na pozywce bez dodatku hormonéw. Wyniki §rednie + SD.
*Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.
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Swieza i sucha masa eksplantatow odm. Szafir, poddanych dziataniu SNP w
ilosci 10, 20 oraz 30 ml i rosngcych na podtozu bez dodatku hormondw, byta istotnie
nizsza, w porownaniu do kontroli (Tab. 25 A). W przypadku zawartosci wody,
przypadajacej na miligram $wiezej i suchej masy, nie zaobserwowano réznic mi¢dzy
badanymi wariantami a kontrolg (Tab. 25 A).

Eksplantaty odm. Selena, poddane dziataniu roztworu SNP w ilosci 5 i 10 ml,
charakteryzowaly si¢ wyzszg §wiezg masg, w stosunku do kontroli (Tab. 25 B). Sucha
masa eksplantatow narazonych na dziatanie 10 ml SNP, byla najwyzsza. Zawarto$¢
wody przypadajaca na miligram suchej masy w kulturach, ktérych eksplantaty poddane
byly dziataniu SNP w ilosci 20 i 30 ml, byla istotnie wyzsza niz w kulturach
kontrolnych (Tab. 25 B).

Tab. 25. Swieza i sucha masa eksplantatow z pedami i korzeniami oraz zawarto$¢ wody
w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir (A) oraz Selena (B) poddanych 3-godzinnej
ekspozycji na dziatanie par wydzielajacych si¢ z 5 mM wodnego roztworu SNP, rosnacych na

pozywce bez dodatku hormonoéw. Wyniki $rednie &= SD. *Rdznice istotne statystycznie, przy
p=<0,05

A
) ] Swieza masa Sucha masa Zawartos¢ H,O Zawartos¢ H,O
’\N‘arlant - 1 4
doswiadczenia [mg ekspl.] [mg ekspl. ] [mgévHv.zg.]mg [mg erZnO] mg
K 30,15 £+ 6,89 4,46 £ 0,54 0,86+0,055 7,79 £ 1,28
5mi 22,15+ 4,82 2,88+ 0,96 0,86 + 0,086 6,98 + 0,64
10 ml 14,89 + 3,36* 1,87 £0,26* 0,85 +0,051 6,50+ 0,76
20 ml 17,59 + 3,84* 2,11+ 0,53* 0,85+0,045 5,84+ 0,96
30 ml 25,50 £ 5,52 3,26+ 0,21* 0,87+0,082 9,59+ 1,97
) Swieza masa Sucha masa Zawarto$s¢ H,O Zawarto$¢ H,O
’\N.arlant . 1 1
doswiadczenia [mg ekspl. ] [mg ekspl. ] [mgévHv.zlcn)']mg [mg erZnO] mg
K 39,69+ 4,14 7,36 +£0,95 0,810,070 4,64 + 0,58
5 ml 53,36+ 2,25% 8,54+ 0,64 0,85+ 0,018 5,75 + 0,84
10 ml 61,99+ 5,42%* 9,36 £0,29* 0,86+ 0,017 6,04 +0,76
20 ml 33,38+ 3,69 5,51+ 0,86 0,84+0,081 6,09+ 0,40%*
30 ml 50,15+8,86 7,02+ 0,65 0,85+0,047 6,13+ 0,45%
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Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen, dotyczacych wptywu par
wydzielajacych si¢ z 5 mM wodnego roztworu SNP na efektywno$¢ organogenezy, do
dalszych doswiadczen wybrano: kultury odm. Selena rosngce na pozywce korzeniowej
poddane dziataniu 5 ml roztworu SNP oraz kultury odm. Selena rosngce na podtozu bez
dodatku hormonéw, poddane ekspozycji na 5 1 10 ml roztworu SNP, poniewaz dodatni

efekt SNP byt w tych wariantach widoczny (Ryc. 51-54).

4.14 Wplyw c-PTIO (ang. 2-(4-carboxyphenyl)-4,4,5,5-
tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide) na proces organogenezy w
kulturach in vitro Inu zwyczajnego (Linum usitatissimum L.),
poddanych dzialaniu par wydzielajacych si¢ z wodnego roztworu SNP

4.14.1 Intensywno$¢ procesu organogenezy korzeniowej w  Kulturach
korzeniowych in vitro Inu zwyczajnego, poddanych dzialaniu par

wydzielajacych si¢ z wodnego roztworu SNP w obecnosci ¢c-PT10

W doswiadczeniu zastosowano ,,wymiatacz” tlenku azotu c-PTIO w celu
potwierdzenia udzialu egzogennego NO w stymulacji organogenezy w kulturach
in vitro Inu odm. Selena po ekspozycji na pary, wydzielajace si¢ z wodnego 5 mM
roztworu SNP.

W kulturach korzeniowych, poddanych dziataniu SNP w obecnosci c-PTIO nie
zaobserwowano istotnych réznic w efektywno$ci organogenezy, w poréwnaniu do
kultur, ktore inkubowane byty tylko z roztworem c-PTIO (Ryc. 55). W 3 i 4 tygodniu
wzrostu kultur, najlepsza (o okoto 15% wyzszg) organogenezg korzeniowa odznaczaty
si¢ kultury poddane dziataniu SNP, w stosunku do kultur poddanych fumigacji SNP w
obecnosci ¢-PTIO oraz kultur poddanych dziataniu jedynie c-PTIO (Ryc. 55). Liczba
korzeni byta wyzsza, w kulturach poddanych dziataniu roztworu SNP, w 2 tygodniu
wzrostu (o okoto 40%) oraz w 4 tygodniu wzrostu (o okoto 20%) kultur w poroéwnaniu
z kulturami inkubowanymi z SNP+c-PTIO oraz z roztowrem c-PTIO (Ryc. 56).

Dhugos$¢ korzeni byla wigksza w kulturach poddanych dziataniu SNP w stosunku

do korzeni w kulturach inkubowanych jedynie z c-PTIO oraz kontroli (Ryc. 57).
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Ryc. 55. Efektywno$¢ organogenezy korzeniowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm.
Selena poddanych 3-godzinnej ekspozycji na dziatanie par wydzielajacych si¢ z 5 mM wodnego
roztworu SNP w obecnosci ¢c-PTIO, rosngcych na pozywce korzeniowej. Wyniki $rednie + SD.
*Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

(K- kultury nie poddane dziataniu SNP i ¢-PTIO; 5 ml SNP — kultury poddane dziataniu par
wydzielajacych si¢ z roztworu SNP; c-PTIO- poddane dziataniu c-PTIO; 5 ml SNP+c-PTIO —
kultury poddane dziataniu par wydzielajacych si¢ z roztworu SNP w obecnosci ¢c-PTIO)
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Ryc. 56. Liczba korzeni formujgcych si¢ na eksplantatch hipokotylowych Inu zwyczajnego
odm. Selena poddanych 3-godzinnej ekspozycji na dziatanie par wydzielajacych si¢ z 5 mM
wodnego roztworu SNP w obecno$ci ¢-PTIO, rosnacych na pozywce korzeniowej. WyniKi
srednie + SD. *Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Szczegotowy opis wariantow doswiadczalnych — w opisie Ryc. 55.

158



4 - Selena

N w
T T
*

Dlugos$¢ korzeni [cm]

[EEN
T

L

K 5 ml SNP c-PTIO 5 ml SNP+c-PTIO

Ryc. 57. Dtugos¢ korzeni w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Selena poddanych
dziataniu par wydzielajacych si¢ z wodnego roztworu SNP w obecnosci ¢-PTIO, rosnacych na
pozywce korzeniowej po 4 tygodniach wzrostu. Wyniki $§rednie £ SD. *Rodznice istotne
statystycznie, przy p<0,05.

Szczegodtowy opis wariantéw doswiadczalnych — w opisie Ryc. 55.

Najnizsza §wiezg masg charakteryzowaly sie eksplantaty poddane ekspozycji na
SNP w ilo$ci 5 ml i rosngce na pozywce korzeniowej, w poréwnaniu z kulturami
inkubowanymi z SNP+c-PTIO oraz samego roztworu c-PTIO (Tab. 26). Sucha masa
eksplantatow inkubowanych przez 3 godziny w obecnosci ¢c-PTIO oraz 5 ml roztworu
SNP, byla istotnie nizsza, niz eksplantatow pochodzacych z kultur kontrolnych.
Zawarto$¢ wody byta podobna we wszystkich badanych wariantach (Tab. 26).
Tab. 26. Swieza i sucha masa oraz zawarto$¢ wody w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm.
Selena po 4-ch tygodniach wzrostu na pozywce korzeniowej, poddanych dziataniu par
wydzielajacych si¢ z 5 mM wodnego roztworu SNP w obecnosci ¢c-PTIO. Wyniki $rednie + SD.

*Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05
Szczegbtowy opis wariantow doswiadczalnych — w opisie Ryc. 55

Wariant Swieza masa Sucha masa Zawarto$¢ H,O Zawarto$¢ H,O
dos$wiadczenia [mgekspl.l]  [mgekspl.?] [mgH,Omg'éw.m.] [mgH,O mg's.m]
K 470,75+ 66,70 44,36= 9,20 0,91+ 0,04 11,15 3,63
5 ml SNP 25547 3543%  24,33+4,64* 0,914 0,02 10,92+ 3,39
c-PTIO 428,10£37,86  27,90+2,66* 0,93+ 0,01 14,44+ 1,71
5 ml SNP+c-PTIO 410,75+ 51,41 31,29+ 4,58 0,93+ 0,02 13,99+ 4,37
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4.14.2 Intensywno$¢ procesu organogenezy w kulturach in vitro Inu zwyczajnego
odm. Selena, rosnacych na pozywce bez dodatku hormondéw, poddanych

dzialaniu par wydzielajacych sie¢ z wodnego roztworu SNP w obecnosci c-
PTIO

Nie zaobserwowano istotnych réznic pomigdzy kulturami inkubowanymi z
SNP+c-PTIO oraz c-PTIO a kontrolg (Ryc. 58).

W kulturach poddanych dziataniu 5 ml SNP, SNP +c-PTIO oraz inkubowanych
przez 3 godziny w obecnosci c-PTIO nie odnotowano réznic w efektywnos$ci
organogenezy pedowej, w porownaniu do kontroli (Ryc. 58 A). W przypadku kultur
poddanych fumigacji 10 ml SNP, kaulogenza byta wyzsza o okoto 20 % niz w kulturach
poddanych dziataniu 10 ml SNP+c-PTIO w 3 tygodniu wzrostu oraz wyzsza o okoto
10%, w porownaniu do kultur inkubowanych z 10 ml SNP+c-PTIO i samym c-PTIO w
4 tygodniu wzrostu (Ryc. 58 A).

Efektywnos$¢ organogenezy korzeniowej byta wyzsza w kulturach poddanych
dziataniu 5 ml 1 10 ml SNP niz w kulturach poddanych dziataniu SNP+c-PTIO oraz c-
PTIO (Ryc. 58 B). W 3 tygodniu wzrostu % eksplantatow z korzeniami, w kulturach
poddanych dziataniu 5 ml SNP, byt wyzszy o okoto 40%, a w kulturach poddanych
dziataniu 10 ml SNP, wyzszy o okoto 30% od kultur inkubowanych z SNP+c-PTIO
oraz c-PTIO. W 4 tygodniu wzrostu, kultury poddane fumigacji 5 ml i 10 ml SNP,
charakteryzowaly si¢ wyzsza (o okoto 30%) organogeneza korzeniowg niz w kultury,
na ktore dziatano SNP+c-PTIO oraz c-PTIO (Ryc. 58 B).

Liczba pedow jak i1 korzeni powstajacych na pojedynczym eksplantacie w
kulturach poddanych dziataniu SNP, jak 1 SNP+c-PTIO oraz roztworu c-PTIO, byla
podobna (Ryc. 59 A'i B).

Powstajace na eksplantatach poddanych dziataniu roztworu SNP w ilosci 5 oraz
10 ml korzenie byly istotnie (o okoto 90%) dtuzsze, niz w pozostalych wariantach

doswiadczenia (Ryc. 60).
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Ryc. 58. Efektywno$¢ organogenezy pedowej (A) i korzeniowej (B) w kulturach in vitro Inu
zwyczajnego odm. Selena poddanych 3-godzinnej ekspozycji na dziatanie par wydzielajacych
sie z SmM wodnego roztworu SNP w obecnosci c-PTIO, rosnacych na pozywce bez dodatku
hormonéw. Wyniki $rednie = SD. *Roznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

(K- kultury nie poddane dziataniu SNP i c-PTIO; 5 ml SNP, 10 ml SNP — Kkultury poddane
dziataniu par wydzielajacych si¢ z roztworu SNP; c-PTIO- poddane dziataniu c-PTIO; 5 ml
SNP+c-PTIO, 10 ml SNP+c-PTIO — kultury poddane dziataniu par wydzielajacych si¢ z
roztworu SNP w obecnosci c-PTIO)
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Ryc. 59. Liczba pedow (A) i korzeni (B) formujacych si¢ na eksplantatch hipokotylowych Inu
zwyczajnego odm. Selena poddanych 3- godzinnej ekspozycji na dziatanie par wydzielajacych
si¢ z SmM wodnego roztworu SNP w obecnosci ¢c-PTIO, rosnacych na pozywce bez dodatku
hormondéw. Wyniki §rednie + SD. *Roznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Szczegotowy opis wariantow doswiadczalnych — w opisie Ryc. 58.
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Ryc. 60. Dtugos¢ korzeni w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Selena poddanych
dziataniu par wydzielajgcych si¢ z wodnego roztworu SNP w obecnosci c-PTIO, rosnacych na
podtozu bez dodatku hormonéw po 4 tygodniach wzrostu. Wyniki $rednie + SD. *Roznice
istotne statystycznie, przy p<0,05.

Szczegotowy opis wariantow doswiadczalnych — w opisie Ryc. 58.
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Swieza masa eksplantatéw poddanych dziataniu SNP w ilosci 5 i 10 ml oraz 5
ml SNP+c-PTIO, a takze inkubowanych w obecno$ci c-PTIO, byla wyzsza, niz w
kulturach kontrolnych (Tab. 27). Wyzsza suchg masa, w poréwnaniu do kontroli,
charakteryzowaly si¢ eksplantaty narazone na dziatanie SNP w ilosci 51 10 ml oraz 5
ml SNP z dodatkiem c-PTIO. Zawarto$¢ wody, przypadajaca na miligram §wiezej i
suchej masy, byta podobna pomi¢dzy wariantami. Jedynie w przypadku kultur, ktérych
eksplantaty poddane zostaly ekspozycji na 5 ml SNP w obecnosci c-PTIO, zawartos¢
wody, przypadajaca na miligram suchej masy, byta nizsza, niz w kontroli (Tab. 27).
Tab. 27. Swieza i sucha masa oraz zawarto$¢ wody w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm.
Selena po 4 tygodniach wzrostu na pozywce bez dodatku hormondéw, poddanych dziataniu par
wydzielajacych si¢ z 5 mM wodnego roztworu SNP w obecnosci ¢c-PTIO. Wyniki $rednie + SD.

*Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05
Szczegodtowy opis wariantow doswiadczalnych — w opisie Ryc. 58

Wariant Swieza masa  Sucha masa Zawartos¢ H,O Zawartos¢ H,O
doswiadczenia [mgekspl.] [mgekspl.’] [mgH,Omg*é$w.m.] [mgH,O mgts.m.]

K 27,54 + 8,03 5,36 +1,76 0,78+ 0,06 6,47+ 1,23
5 ml SNP 75,82+ 5,93* 10,72+1,89%* 0,86+ 0,05 6,17+ 1,36
10 ml SNP 57,08+ 8,76* 8,77 £ 1,06* 0,85+ 0,04 6,37 £1,38
c-PTIO 43,80+ 6,05* 7,77+ 1,33 0,82+ 0,05 4,57+ 0,88
5 ml SNP+c-PTIO 53,34+ 10,23* 10,13£2,21* 0,80+ 0,07 3,47+ 0,78*
10 ml SNP+c-PTIO 41,17+ 7,01 7,50+ 1,35 0,84+ 0,05 471+ 1,38
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4.15 Natezenie stresu oksydacyjnego w kulturach in vitro Inu zwyczajnego
(Linum usitatissimum L.) odm. Selena, poddanych dzialaniu par
wydzielajacych si¢ z wodnego roztworu SNP

W celu okre$lenia sposobu oddzialywania NO wydzielajacego si¢ z SNP na
stymulacje organogenezy w kulturach Inu odm. Selena, parametry stresu
oksydacyjnego, zdolno$¢ przeciwwolnorodnikowg oraz aktywno$¢ enzymow

antyoksydacyjnych zbadano najp6zniej po 15 dniach od inkubacji kultur z SNP.

4.15.1 Zawarto$¢ nadtlenku wodoru (H,O,) w kulturach in vitro Inu zwyczajnego
odm. Selena, poddanych dzialaniu par wydzielajacych si¢ z wodnego

roztworu SNP

Ekspozycja kultur Inu wioknistego na dzialanie par wydzielajacych si¢ z
wodnego roztworu SNP, spowodowata zwigkszenie zawartosci H,O, w kulturach
rosngcych na podtozu bez dodatku hormonéw po 1 dobie oraz 5-ciu i 15-tu dniach od
ekspozycji (Ryc. 61 A). Zwigkszenie zawartosci H,O, 0 40% w stosunku do kontroli
nastgpito po 1 dobie i po 5-ciu dniach od ekspozycji na dziatanie par wydzielajacych si¢
z 10 ml roztworu SNP, natomiast po 15-tu dniach od ekspozycji obnizenie zawartosci
H,0;2 0 35%. W kulturach poddanych dziataniu par wydzielajacych si¢ z 5 ml roztworu
SNP, zawarto§¢ H,O, byla wyzsza po 5-ciu (0 40%) i 15-tu dniach (0 20%). W
kulturach kontrolnych, rosnacych na podtozu bez dodatku hormonoéw, zawartos¢ H,O;
obnizyta si¢ po 5-ciu dniach wzrostu kultur (Ryc. 61 A).

W kulturach rosnacych na pozywce korzeniowej zawartos¢ H,O, byta nizsza, w
porownaniu do kontroli 0 36% bezposrednio po ekspozycji na roztwor SNP, o 48% po 1
dobie od ekspozycji, a takze o 13% nizsza w kulturach po 15-tu dniach od dziatania
SNP (Ryc. 61 B). W kulturach korzeniowych po 5-ciu dniach od ekspozycji na SNP,
zawarto$¢ HoO, byta wyzsza o 40%, w porownaniu do kultur kontrolnych (Ryc. 61 B).
W kontrolnych kulturach korzeniowych zawartos¢ H,O; obnizyta si¢ wraz ze wzrostem
kultur. Po 15-tu dniach wzrostu byta o 66% nizsza, w poréwnaniu do kultur po 1 dobie

od dziatania SNP (Ryc. 61 B).
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Ryc. 61. Zawarto$¢ nadtlenku wodoru (H,O,) w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm.
Selena rosngcych na podtozu bez dodatku hormonéw (A) i rosnacych na pozywce korzeniowe;j
(B). Wyniki $rednie £ SD. * Réznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

(K — eksplantaty hipokotylowe nie traktowane parami wydzielajacymi si¢ z SNP; 0 —
eksplantaty hipokotylowe bezposrednio po 3-godzinnej ekspozycji na pary wydzielajace si¢ z
wodnego roztworu SNP; 1 — eksplantaty po 1-szej dobie od ekspozycji na pary wydzielajace si¢
z wodnego roztworu SNP; 5, 15 — kultury in vitro w 5-tym, 15-tym dniu od ekspozycji na pary
wydzielajgce si¢ z wodnego roztworu SNP)
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4.15.2 Zawarto$¢ produktéow peroksydacji lipidow, reagujacych z kwasem
tiobarbiturowym (TBARS) w kulturach in vitro Inu odm. Selena,

poddanych dzialaniu par wydzielajacych si¢ z wodnego roztworu SNP

Wykazano zwigkszenie zawarto$ci (o 57%) produktow peroksydacji lipidow
reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS), w kulturach rosnacych na pozywce
bez dodatku hormonow po 5-ciu dniach od ekspozycji na pary wydzielajace si¢ z 10 ml
SNP, w porownaniu do kultur kontrolnych. W kulturach poddanych ekspozycji na pary
wydzielajace si¢ z 5 ml roztworu SNP, nie zaobserwowano wzmozonej peroksydacji
lipidow (Ryc. 62 A).

Najwyzsza zawarto§¢ peroksydacji lipidow zaobserwowano w kulturach
kontrolnych, o okoto 55% wyzszg w stosunku do kultur bezposrednio po ekspozycji na
roztwdér SNP 1 o 55% (kultury poddane dzialaniu 5 ml roztworu SNP) oraz o 30%
(kultury poddane dziataniu 10 ml roztworu SNP) wyzsza, w poréwnaniu do kultur po
1- szej dobie od ekspozycji na SNP (Ryc. 62 A).

Zawarto$§¢ TBARS w kulturach kontrolnych, rosngcych na pozywce z dodatkiem
hormonéw warunkujacych powstawanie korzeni, byta wyzsza o 72% w poréwnaniu do
kultur poddanych dzialaniu SNP bezposrednio (0 dni wzrostu) po wylozeniu
eksplantatow na podtoze (Ryc. 62 B). Zawarto$¢ produktow peroksydacji lipidow w
kulturach kontrolnych obnizyla si¢ wraz z czasem wzrostu kultur. Zawarto$¢ produktow
TBARS byla najwyzsza (okoto 70%) w kulturach poddanych dziataniu par SNP, po 1
dobie od ekspozycji, a nastepnie obnizyla si¢ (Ryc. 62 B).
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Ryc. 62. Zawartos¢ produktow peroksydacji lipidow (TBARS) w kulturach in vitro Inu
zwyczajnego odm. Selena rosnacych na podiozu bez dodatku hormonéw (A) i rosnacych na
pozywce korzeniowej (B). Wyniki §rednie = SD. * Roznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Szczegbtowy opis wariantow doswiadczalnych — w opisie Ryc. 61.

167



416 Zdolno$¢ przeciwwolnorodnikowa oraz aktywno$¢ enzymoéw
antyoksydacyjnych w kulturach in vitro Inu zwyczajnego (Linum
usitatissimum L.) odm. Selena, poddanych dzialaniu par
wydzielajacych si¢ z wodnego roztworu SNP

4.16.1 Zdolno$¢ przeciwwolnorodnikowa okreSlona na zasadzie redukcji
stabilnego wolnego rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylowego (DPPH)
w kulturach in vitro Inu odm. Selena, poddanych dzialaniu par

wydzielajacych si¢ z wodnego roztworu SNP

Zbadano oddzialywanie ekstraktow, pozyskanych z kultur poddanych dziataniu
par wydzielajacych si¢ z roztworu SNP z rodnikiem DPPH' metoda EPR. Na rycinie 63
I 65 przedstawiono widmo EPR, typowe dla rodnika DPPH' (kontrola) oraz DPPH', po
reakcji z ekstraktem uzyskanym z kultur. Dodanie badanych ekstraktow do roztworu
rodnika DPPH:, spowodowalo zmniejszenie amplitudy sygnalu, co $wiadczy o
wlasciwosciach przeciwwolnorodnikowych badanych kultur. W celu okreslenia
aktywnosci ekstraktéw uzytych w doswiadczeniu w reakcji z DPPH', za 100 % przyjeto
intensywno$¢ srodkowej linii sygnatu widma (h).

Redukcja rodnika DPPH pod wplywem ekstraktu z kultur, rosnacych na
pozywce bez dodatku hormonow, po 15-tym dniu od ekspozycji eksplantatow na pary
wydzielajace si¢ z 10 ml SNP, obnizyla si¢ o okoto 50% wzgledem kultur kontrolnych
(Ryc. 64). W pozostatych wariantach do§wiadczalnych (po 0, 1, 5-ciu dniach wzrostu)
nie zaobserwowano istotnych réznic w ilosci rodnika DPPH, pod wptywem ekstraktow
z kultur poddanych ekspozycji zarowno na 5 ml jak i 10 ml SNP, w poréwnaniu z

kontrolg (Ryc. 64).
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Ryc. 63. Przyktadowe widmo EPR DPPH' — widmo rodnika DPPH- (linia czarna) oraz K —
DPPH po reakcji z ekstraktem z 15-dniowych kultur odm. Selena rosnacych na podtozu bez
dodatku hormonéw (linia zielona), 5 ml SNP — DPPH' po reakcji z ekstraktem z 15-dniowych
kultur rosnacych na podtozu bez dodatku hormondéw, poddanych dziataniu par wydzielajacych
si¢ z 5 ml SNP (linia zo6tta) i 10 ml SNP — DPPH' po reakcji z ekstraktem z 15-dniowych kultur
rosngcych na podtozu bez dodatku hormonow, poddanych dziataniu par wydzielajacych si¢ z 10
ml SNP (linia niebieska)
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Ryc. 64. Redukcja stabilnego wolnego rodnika DPPH" w kulturach in vitro Inu zwyczajnego
odm. Selena, poddanych dziataniu 5 mM roztworu SNP, rosnagcych na podtozu bez dodatku
hormondéw. Wyniki $rednie £ SD. * Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Szczegbtowy opis wariantow doswiadczalnych — w opisie Ryc. 61.
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Ekstrakt z kultur korzeniowych, otrzymany bezposrednio (0 dni wzrostu) po
ekspozycji na pary roztworu SNP, zmniejszyt ilos¢ rodnika DPPH™ o okoto 25%,
wzgledem kultur kontrolnych (Ryc. 66). W kulturach po 1 - szej dobie od zakonczenia
ekspozycji na SNP, redukcja rodnika zmniejszyta si¢ o okoto 35% w poréwnaniu do

kontroli (Ryc. 66).
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Ryc. 65. Przyktadowe widmo EPR DPPH  — widmo rodnika DPPH (linia czarna) oraz K —
DPPH, po reakcji z ekstraktem z kultur korzeniowych odm. Selena (linia czerwona) i 5 ml SNP
— DPPH, po reakcji z ekstraktem z kultur korzeniowych, bezposrednio (0 dni wzrostu) po
dziataniu par wydzielajacych si¢ z 5 ml SNP (linia z6tta)
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Ryc. 66. Redukcja stabilnego wolnego rodnika DPPH w kulturach in vitro Inu zwyczajnego
odm. Selena, poddanych ekspozycji na pary wydzielajace si¢ z SmM roztworu SNP, rosngcych
na pozywce korzeniowej. Wyniki srednie + SD. * Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Szczegotowy opis wariantow doswiadczalnych — w opisie Ryc. 61.
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4.16.2 Oznaczanie aktywnoS$ci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w kulturach in
vitro Inu odm. Selena, poddanych dzialaniu par wydzielajacych si¢ z

wodnego roztworu SNP

Aktywno$¢ SOD w kulturach po 5-tym dniu wzrostu, poddanych dziataniu par
wydzielajacych si¢ z 5 1 10 ml roztworu SNP, bylta o okoto 20%, wyzsza w pordwnaniu
z kulturami kontrolnymi (Ryc. 67 A).W pozostaltych wariantach doswiadczalnych, nie
zanotowano istotnych réznic w aktywnosci SOD, kultur narazonych na dziatanie SNP,
w stosunku do kontroli (Ryc. 67 A).

Najwyzsza aktywno$¢ w kulturach Inu widknistego rosnagcych na poditozu bez
dodatku hormonow, (zwlaszcza w 5 dniu wzrostu kultur) wykazywala CuZn SOD,
zardbwno w kulturach poddanych dziataniu par wydzielajacych si¢ z 5 ml oraz 10 ml
SNP, jak i w kontroli (Ryc. 67 B). Bezposrednio (0 dni wzrostu) po dzialaniu par
roztworu SNP na kultury, nie zaobserwowano istotnych réznic w aktywnosci tej
izoformy w stosunku do kontroli. Po 1 dobie od inkubacji kultur z roztworem SNP,
aktywnos$¢ CuZn SOD wzrosta o okoto 30%, w porownaniu z kulturami kontrolnymi.
Wraz ze wzrostem kultur aktywno$¢ tej izoformy w kulturach poddanych dziataniu
SNP, obnizyta si¢ o okoto 24% (kultura poddana ekspozycji 10 ml roztworu SNP) w 5-
tym dniu wzrostu i o okoto 50% - kultury poddane dziataniu 5 ml roztworu SNP oraz o
okoto 60 % - kultury eksponowane na 10 ml roztworu SNP w 15-tym dniu wzrostu, w
stosunku do kontroli (Ryc. 67 B).

Wzmozong aktywnos¢ MnSOD zaobserwowano w kulturach poddanych
fumigacji 10 ml roztworu SNP, zaréwno bezposrednio (0 dni wzrostu) po ekspozycji na
SNP, jak i w 15-tym dniu wzrostu kultur (Ryc. 67 C). W kulturach po 1 dobie od
dziatania roztworu SNP, aktywno$¢ MnSOD spadta o okolo 45%, w poréwnaniu z
kontrolg (Ryc. 67 C).

Najnizszg aktywno$¢ wykazywata FeSOD (Ryc. 67 D). W kulturach
inkubowanych z 5 ml roztworu SNP po 5-tym dniu wzrostu, zaobserwowano
podwyzszenie aktywnosci FeSOD o okoto 70%, natomiast w 15-tym dniu wzrostu
obnizenie aktywnos$ci o okoto 60%, w poréwnaniu z kulturami kontrolnymi (Ryc. 67

D).
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Ryc. 67. Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i jej izoform w kulturach in vitro Inu
zwyczajnego odm. Selena, poddanych ekspozycji na pary wydzielajace sie z 5 mM roztworu
SNP, rosngcych na podlozu bez dodatku hormonow. Wyniki $rednie = SD. *Rodznice istotne
statystycznie, przy p<0,05.

Szczegodtowy opis wariantéw doswiadczalnych — w opisie Ryc. 61.

Aktywnos¢ SOD w kulturach korzeniowych obnizyta wraz ze wzrostem kultur,
zardbwno eksponowanych na SNP, jak i kontrolnych (Ryc. 68 A). W kulturach
bezposrednio (0 dni wzrostu) po dziataniu SNP odnotowano obnizenie aktywnos$ci
enzymu o 25%, w poréwnaniu z kontrolg. W 5-tym dniu od ekspozycji na SNP
aktywno$¢ SOD w kulturach obnizyta si¢ o okoto 20%, w stosunku do kontroli (Ryc. 68
A).

Wzmozong aktywno$¢ CuZn SOD (o okoto 35% wyzsza od kontroli),
zaobserwowano w kulturach korzeniowych 5 dni po ekspozycji na dziatanie par
roztworu SNP (Ryc. 68 B). Po 15-tym dniu wzrostu w kulturach wykazano obnizenie
aktywnosci tej izoformy o okoto 80% w stosunku do kontroli (Ryc. 68 B).

W trakcie wzrostu kultur korzeniowych zaobserwowano spadek aktywnosci
MnSOD. Jedynie w kulturach po 5-tym dniu wzrostu od ekspozycji na pary roztworu
SNP, zanotowano wzmozong aktywnosci MnSOD o okoto 75%, w poréwnaniu z
kontrolg (Ryc. 68 C).

Kultury korzeniowe odznaczaly si¢ najnizsza aktywnoscig Fe SOD. W kulturach
po 15-tym dniu wzrostu od ekspozycji na roztwér SNP, zaobserwowano wyzsza

aktywno$¢ FeSOD o okoto 65%, w stosunku do kontroli (Ryc. 68 D).
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Ryc. 68. Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i jej izoform w kulturach in vitro Inu
zwyczajnego odm. Selena poddanych ekspozycji na pary wydzielajace si¢ z SmM roztworu
SNP, rosngcych na pozywce korzeniowej. Wyniki §rednie + SD. *Ro6znice istotne statystycznie,

przy p<0,05.
Szczegodtowy opis wariantéw doswiadczalnych — w opisie Ryc. 61.

4.16.3 Oznaczanie aktywnos$ci katalazy (CAT) w kulturach in vitro Inu odm.
Selena, poddanych dzialaniu par wydzielajacych si¢ z wodnego roztworu

SNP

W kulturach poddanych dziataniu 10 ml roztworu SNP, po 15-tym dniu wzrostu
aktywnos$¢ CAT, byta wyzsza o 45% w stosunku do kontroli (Ryc. 69 A). Aktywnos$¢
CAT, w kulturach poddanych dziataniu roztworu SNP, bezposrednio (0 dni wzrostu) 1
po 1 dobie od ekspozycji byla zblizona do kontroli. Po 5-tym dniu od dziatania SNP, w
kulturach rosnagcych na podtozu bez dodatku hormonéw, aktywnos¢ CAT obnizyta si¢ o
okoto 46%, w poréwnaniu do kontroli (Ryc. 69 A).

W kulturach korzeniowych bezposrednio (o okoto 15%) i po 5-tym dniu (0
okoto 50%) po ekspozycji na roztwor SNP, odnotowano obnizenie aktywnosci CAT, w
poréwnaniu do kultur kontrolnych (Ryc. 69 B). Po 15-tym dniu wzrostu aktywno$¢
CAT, byla wyzsza w kulturach poddanych fumigacji SNP, o okoto 40%, niz w kontroli
(Ryc. 69 B).
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Ryc. 69. Aktywnos¢ katalazy (CAT) w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Selena,
poddanych ekspozycji na pary wydzielajace si¢ z 5 mM roztworu SNP, rosnacych na poditozu
bez dodatku hormonow (A) i na pozywce korzeniowej (B). Wyniki $rednie = SD. Wyniki
srednie £ SD. *Roznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Szczegotowy opis wariantow doswiadczalnych — w opisie Ryc. 61.

4.16.4 Zawarto$¢ bialka w ekstraktach wykorzystanych do okreslenia aktywnosci
enzymow antyoksydacyjnych w kulturach in vitro Inu zwyczajnego (Linum
usitatissimum L.) odm. Selena, poddanych dzialaniu par wydzielajacych sie¢

z wodnego roztworu SNP

Zawarto$¢ biatka w kulturach rosnacych na pozywce bez dodatku hormonoéw,
poddanych dziataniu par wydzielajacych si¢ z 10 ml roztworu SNP, po 5-tym dniu

wzrostu obnizyla si¢ 0 18%, a po 15-tym dniu wzrostu o 26%, w poréwnaniu z kontrola

(Ryc. 70 A).
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W kulturach korzeniowych poddanych ekspozycji na pary roztworu SNP,
zawarto$¢ biatka bezposrednio (0 dni wzrostu) (o 15%), po 1-szej dobie (0 23%) oraz
po 15-tym dniu (o 10%) od dzialania SNP, obnizyla si¢, w stosunku do kultur
kontrolnych (Ryc. 70 B).
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Ryc. 70. Zawarto$¢ biatka w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Selena poddanych
dziataniu par wydzielajacych si¢ z 5 mM roztworu SNP, rosngcych na podtozu bez dodatku
hormonéw (A) i na pozywce korzeniowej (B). Wyniki $rednie + SD. *Roznice istotne
statystycznie, przy p<0,05.

Szczegbtowy opis wariantow doswiadczalnych — w opisie Ryc. 61.
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5 Dyskusja

5.1 Optymalne warunki wzrostu oraz przebieg wybranych procesow w
kulturach in vitro Inu zwyczajnego (Linum usitatissimum L.) odm.
Szafir (typ oleisty) i odm. Selena (typ wléknisty)

Poczatkowy etap przeprowadzonych badan dotyczyl ustalenia optymalnych
warunkéw  wzrostu i1 organogenezy badanych odmian Inu  w Kulturach
in vitro. Przebadano kilka pozywek: MS, B5 oraz MS+B5, a takze rozne rodzaje
1 stezenia hormonéw w celu wyboru odpowiednich dla kaulogenezy i ryzogenezy.

Efektywnos$¢ organogenezy pedowej jak i korzeniowej w kulturach odm. Szafir,
zachodzila na wysokim poziomie na wszystkich przetestowanych podtozach. Jednak
pomimo 100% organogenezy pg¢dowej w kulturach rosngcych na pozywkach BS5 oraz
MS+B5, widoczne byly oznaki starzenia (4 tydzien wzrostu) w postaci zotknigcia
pedow. Kultury te odznaczaly si¢ rowniez nizszg §wiezg oraz suchg masg (Tab. 8-9). W
kulturach korzeniowych odm. Szafir rosngcych na podtozu MS, formujace si¢ korzenie
byty dluzsze niz na eksplantatach rosngcych na pozostatych pozywkach. W przypadku
odm. Selena organogeneze pgdowa obserwowano na pozywce BS, gdzie byla ona
najwyzsza oraz na MS+B5. W kulturach korzeniowych tej odmiany najefektywniejsze
namnazanie korzeni zachodzito na podtozu BS5. W przeciwienstwie do organogenezy
pedowej Inu wioknistego, ryzogeneza zachodzita w kulturach rosnacych réwniez na
pozywce MS, chociaz zdecydowanie stabiej. Na postawie przeprowadzonych badan
zaobserwowano nawet o 60% stabszg efektywnos¢ w formowaniu pedéw i o 15-20% w
formowaniu korzeni w kulturach Inu wtoknistego niz oleistego.

W przypadku kultur pedowych szybko$¢ pojawiania si¢ organdéw na
eksplantatach byta r6zna u obu odmian. Pedy w kulturach Inu oleistego pojawiaty si¢
juz w pierwszym tygodniu wzrostu kultury. Natomiast u Inu widknistego kaulogeneza
zachodzita wolniej, a organy widoczne byty w 2 tygodniu wzrostu (Ryc. 8). Zauwazono
rowniez, ze w kulturach pedowych odm. Selena, powstajacy kalus ulegal brazowieniu.
Biorac pod uwage powyzsze obserwacje, do dalszych analiz dla odm. Szafir wybrano
podtoze MS, uznawane za najbardziej uniwersalne i najczesciej stosowane w kulturach
in vitro (George i wsp. 2008, Greenway i wsp. 2012), a dla odm. Selena - B5, pozywke
nie zawierajacg jondéw amonowych. Pozywka MS okazata si¢ odpowiednia rowniez do
wzrostu kultur perowskii bylicowatej (Perovskia abrotanoides Karel.), a takze w

kulturach gatunku z rodzaju pochrzyn (Dioscorea remotiflora (Kunth)) oraz Inu
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zwyczajnego odm. Super (Bernabé-Antonio i wsp. 2012, Zaker i wsp. 2013, Takac i
wsp. 2016). W przypadku kultur rosliny z rodzaju kufea (Cuphea aequipetala Cav.)
najlepsza do wzrostu i ryzogenezy byta pozywka B5 (Martinez-Bonfil i wsp. 2014).

Sposrod przetestowanych cytokinin, stymulujgcych organogeneze pedowa u
obu odmian Inu, do dalszych do$wiadczen wybrano BA. Liczba pedow formujacych si¢
na eksplantatach hipokotylowych u odm. Szafir, rosnacych na podtozu z dodatkiem BA,
byta nawet 4-krotnie wyzsza, niz na pozywkach z dodatkiem TDZ czy KIN. Najwyzsza
efektywnos¢ BA w formowaniu pedow z eksplantatéw hipokotylowych Inu odm. Szafir
obserwowano takze we wczesniejszych badaniach wiasnych (Baran 2007). W
przypadku odm. Selena powstawanie pedéw obserwowano jedynie w obecnosci dwdch
cytokinin BA oraz KIN. Dodanie do pozywki TDZ powodowalo jedynie namnazanie
kalusa 1 zwigkszenie $wiezej masy kultur. Zwiazek ten prowadzi do akumulacji wody i
w konsekwencji blokowania zdolnos$ci regeneracyjnych w warunkach in vitro (Paques
1991). Efektywnos$¢ organogenezy, jak i liczba powstajacych pedow, byla zblizona
niezaleznie od zastosowanej cytokininy. Stwierdzono jednak, Zze $wieza masa i sucha
masa eksplantatow z pedami rosngcych w obecnosci BA, byta wyzsza niz w obecnosci
KIN. Cytokinina BA rowniez okazata si¢ najbardziej efektywna w indukcji
organogenezy pedowej z eksplantatow liscieniowych §liwy (Prunus L.) czy Drymeria
cordata, tropikalnej rosliny z rodziny gozdzikowatych (Nas i wsp. 2010, Ghimire
2010). Odmiennych danych dostarczaja natomiast badania Bretagne 1
wspotpracownikow (1994), ktorzy wykazali, iz formowanie pedow na eksplantatch
hipokotylowych Inu odmian Ariane, Antarés 1 Viking bylo wyzsze w obecnosci TDZ.
Natomiast najefektywniejsza w organogenezie korzeni w Kulturach obu odmian Inu
okazata si¢ auksyna NAA (Ryc. 14-17.). Dodatek tego hormonu do podioza sprzyjat
formowaniu korzeni, takze w kulturach perowskii bylicowatej oraz bazylii $wictej
(Ocimum sanctum L.) (Shilpa i wsp. 2010, Zaker i wsp. 2013). Z kolei w kulturach
Cuphea aequipetala i pochrzynu to IBA byta efektywniejsza w stymulacji ryzogenezy
niz NAA (Bernabé-Antonio i wsp. 2012, Martinez-Bonfil i wsp. 2014).

Dostepnych jest szereg danych dotyczacych efektywnosci wzajemnych proporcji
auksyn i cytokinin na wzrost kalusa i indukcje organogenezy w kulturach in vitro (Sha
Valli Khan i wsp. 1999, Martin-Uridoz i wsp. 2004). W przypadku ro$lin z rodzaju
Solanum brak auksyny w pozywce powodowal obnizong regeneracje pedow (Hendrix i
wsp. 1987). Organogeneza pedow u zywoptonu (Aeschynomene spp.) byta najwyzsza,

gdy pozywka, na ktorej namnazano kalus, zawierala niskie stezenie NAA (Rey i
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Mroginski 1996). Przetestowano wigc rozne proporcje auksyny i cytokininy w
pozywce, w celu wyboru optymalnych zakresow stgzen tych hormonow na kierunek
organogenezy badanych odmian Inu. Badania potwierdzily ogolng zasadg, ze im wyzsze
stezenie cytokininy w stosunku do auksyny w pozywce, tym efektywniejsza
kaulogeneza, natomiast przy wyzszej zawartosci auksyny w porownaniu do cytokininy
nastepuje formowanie korzeni. Ustalono, ze w obecnos$ci samej cytokininy w pozywce
(0:1, Ryc. 18-19), oraz gdy stezenie cytokininy BA jest co najmniej 40-krotnie wyzsze
niz auksyny 2,4-D (1:40, Ryc. 18-19), kaulogeneza u obu odmian Inu zachodzi
najefektywniej. W przypadku kultur korzeniowych obserwowano zalezno$ci odwrotne.
To wzbogacenie podtoza samg auksyng NAA (0:1, Ryc. 20-21), lub auksyng i
cytokining w stosunku 1:40 (BA:NAA, Ryc. 20-21), sprzyjato najlepszej organogenezie
korzeni w kulturach odm. Szafir, jak 1 Selena. Zmniejszenie proporcji stezen
hormonéw w pozywce powodowalo obnizenie efektywnos$ci organogenezy, zwlaszcza
w kulturach Inu widknistego. Podobne wyniki, dotyczace wpltywu wzajemnych
proporcji stezen hormondéw na wydajno$¢ organogenezy, uzyskano w kulturach
pedowych szparaga (Asparagus sp. L.) oraz goryczki (Gentiana sp. L.) (Benmoussa i
wsp. 1996, Unda i wsp. 2007). Natomiast w przypadku kultur dzwonka karpackiego
(Campanula carpatica Jacq.), powstawanie pedow na drodze organogenezy posredniej
stwierdzono przy rownym stezeniu auksyny i cytokininy w pozywce (Frello i wsp.
2002).

Na podstawie powyzszych danych mozna zauwazy¢ znaczace roznice pomiedzy
warunkami sprzyjajacymi optymalnej organogenezie Inu wioknistego i oleistego.
Dotycza one nie tylko jakosci uzytego podioza (sktadu pozywki, ktora okazata si¢
optymalng), ale takze rodzaju i st¢zenia dodanych auksyn i cytokinin. Wymagania co do
sktadu pozywek w kulturach in vitro $cisle uzaleznione sg od badanego gatunku, typu, a
nawet odmiany.

Roéznice w szybko$ci oraz intensywnosci organogenezy pedowej i1 korzeniowej
badanych typéw Inu potwierdzono réwniez na podstawie zmian anatomicznych
zachodzacych w poczatkowej fazie wzrostu kultur. Nalezy zaznaczy¢ réwniez, ze tempo
rozwoju oraz pojawienia si¢ organdw na eksplantatach w obrebie tej samej szalki, w
ktorej prowadzono kulture, bylo bardzo niejednorodne. Na przekrojach poprzecznych
eksplantatow pochodzacych z kultur pedowych odm. Szafir, juz po 3 dobie wzrostu
mozna bylo zauwazy¢ zgrupowania dzielacych sie¢ komodrek tworzace centra

merystematyczne (zawigzki pakéw przybyszowych), ktore po 5 dobie zaczynajg
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uwypukla¢ si¢ na powierzchni eksplantatu (Fot. 6.5 -6.5a). Tak wczesne pojawienie si¢
zawigzkow pedow nie formujacych si¢ z tkanki kalusowej, sugeruje ich powstawanie na
drodze bezposredniej organogenezy. W przypadku odm. Selena komoérki migkiszu jak i
epidermy, dzielg si¢ wolniej i z mniejszg intensywno$cig niz u odm. Szafir. Zawigzki
pedow przybyszowych zaczynaja uwypuklaé si¢ na powierzchni eksplantatu pozniej niz
u Inu oleistego, bo po 7 dobie wzrostu (Fot. 7.7). Jednakze, tak jak w przypadku odm.
Szafir, podobny sposob formowania pedéw sugeruje ich powstawanie na drodze
organogenezy bezposredniej. W ciggu pierwszego tygodnia wzrostu kultury
korzeniowej Inu oleistego na przekrojach poprzecznych eksplantatow zaobserwowano
tworzenie si¢ korzeni przybyszowych z kambium walca osiowego, co $wiadczy o
powstawaniu tych organéw na drodze organogenezy bezposredniej (Fot. 8).
Pochodzenie korzeni w kulturach Inu oleistego moze by¢ jednak dwojakie.
Przypuszczalnie na dalszym etapie wzrostu korzenie powstaja rowniez z formujacego
si¢ kalusa. W przypadku kultur korzeniowych Inu witoknistego, po tygodniu wzrostu
powstaja bardzo nieliczne zawiagzki korzeni przybyszowych wyrastajace z walca
osiowego niewidoczne jeszcze na powierzchni eksplantatu (Fot. 9). Podzniejsze
pojawianie si¢ organow na powierzchni eksplantatow tej odmiany sugeruje, ze korzenie
moga formowac si¢ takze z powstajacej tkanki kalusowe;.

Zbadano zawarto$¢ barwnikow fotosyntetycznych, oraz wymiang gazowa zarowno
w kulturach Inu na réznych etapach wzrostu, jak i w 7-dniowych sterylnych siewkach,
bedacych zroédtem eksplantatow. Najwyzsza zawarto$¢ barwnikoéw fotosyntetycznych
stwierdzono w siewkach. Poziom barwnikéw fotosyntetycznych u obu odmian Inu byt
podobny, najwyzszy chlorofilu a, natomiast najnizszy karotenoidow. Odnotowano
znaczacy spadek poziomu barwnikdéw podczas wzrostu kultur. Stwierdzono réznice w
ich zawarto$ci pomigdzy odmianami (Ryc. 22-23). Kultury odm. Szafir odznaczaty si¢
wyzszym poziomem barwnikow fotosyntetycznych w trakcie wzrostu, niz kultury odm.
Selena. Nie wydaje si¢, aby roznice te wynikaly z odmiennego rodzaju 1 stezenia uzytej
w pozywce cytokininy, jak w przypadku liliowca ogrodowego (Hemerocallis xhybrida
Hort.) oraz gozdzika ogrodowego (Dianthus caryophyllus L.) (Genkov i wsp. 1997,
Gabryszewska 1 wsp. 2009), poniewaz w doswiadczeniach wlasnych wykorzystano tg
samg dla obu odmian cytokining (BA) 1 jej jednakowe stezenie. Przypuszcza¢ mozna, iz
obserwowane roznice uzaleznione sg od typu Inu (by¢ moze od nieco odmiennego
metabolizmu obu typdéw). Mozliwe réwniez, ze zmiany zawarto$ci barwnikow

fotosyntetycznych wynikajg z réznic w skladzie jakosciowym pozywek, odmiennych
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dla kazdej z odmian. Réznice w poziomie chlorofili wykazano u siewek kukurydzy,
rosnagcych na podlozu wzbogaconym o wyzsze stg¢zenie molibdenu w pordéwnaniu z
siewkami rosngcymi w warunkach kontrolnych (Pazurkiewicz-Kocot i wsp. 2009).
Przez wiele lat sagdzono, ze proces fotosyntezy w kulturach in vitro nie zachodzi lub
zachodzi z bardzo stabg wydajnoscig. Obecnie jest wiele dowodow na to, ze fotosynteza
zachodzi w kulturach in vitro oraz ma bardzo duze znaczenie w procesach aklimatyzacji
i adaptacji do naturalnych warunkéw roslin powstatych dzieki tej technice (Borkowska
2003). Aktywnos¢ fotosyntetyczna w kulturach in vitro zalezy od takich samych
czynnikow $rodowiskowych, jak w warunkach naturalnych: swiatta, CO,, wody,
temperatury, ale takze (w sposdb posredni lub bezposredni) od sktadu pozywki —
zwlaszcza od obecnosci cukréw, liczby pedow czy dlugosci pojedynczego pasazu
(Serret i wsp. 2001, Borkowska 2003).

Oznaczenia natgzenia fotosyntezy netto i oddychania ciemniowego z
zastosowaniem analizatora CO, w podczerwieni (LI-COR 6262) przeprowadzono w
kulturach pedowych obu odmian Inu w 5-tym, 14-tym i 28-mym dniu wzrostu oraz w
7-dniowych sterylnych siewkach, stanowigcych zrodio eksplantatow. Natezenie
fotosyntezy obnizato si¢ w czasie wzrostu kultur, aktywnos$¢ procesu pod koniec ich
wzrostu byla 4-krotnie nizsza niz u siewek. Natezenie oddychania ciemniowego nie
zmienialo si¢ znaczaco w trakcie wzrostu kultur (Ryc. 24). Obnizenie zaréwno
natgzenia fotosyntezy, jak i zawartosci barwnikow fotosyntetycznych u badanych
odmian, wynika prawdopodobnie ze starzenia si¢ kultur.

Wstepne analizy LZO (lotne zwigzki organiczne) oraz zwigzkéw organicznych w
ekstraktach metanolowych wskazuja na roznice w sktadzie chemicznym kultur Inu
oleistego 1 wloknistego. Dotycza one nie tylko zmieniajacego si¢ w trakcie wzrostu
kultur pedowych badanych odmian procentowego udzialu, ale rowniez ilosci
zidentyfikowanych zwigzkéw. Ponadto, kultury odm. Selena charakteryzowata sie
bardziej zréznicowanym sktadem emitowanych zwigzkow, niz odm. Szafir (Tab. 14-15;
Ryc. 25-26). Roéwniez w obrgbie jednej odmiany widoczne sg wyrazne roznice w
sktadzie zidentyfikowanych zwigzkéw organicznych. W przypadku Inu oleistego
obserwowano zmiany w ilo$ci aminokwasoéw oraz kwasoéw alifatycznych i glicerydow
w trakcie wzrostu kultur, natomiast u Ilnu wioknistego réwniez zmiany zawarto$ci
zwigzkéw aromatycznych. Wysoka zawarto$§¢ zwiazkéw z grupy ,,weglowodany i
glukozydy”, moze czgsciowo wynika¢ z duzej ilo$ci sacharozy dostarczonej z pozywka,

na ktorej rosty kultury (Ryc. 25-26; Tab. I-1I). Sugeruje to prawdopodobne réznice w
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metabolizmie  badanych odmian. Jednak okreslenie roli  poszczegdlnych
zidentyfikowanych zwiazkow i powigzanie ich metabolizmu, m.in. z efektywnoscia
oraz szybko$cig formowania organow na eksplantatach, wymaga dalszych i bardziej
rozleglych badan.

Kultury tkanek roslinnych sa systemami, ktére podczas zaktadania jak i wzrostu
narazone sg na wiele czynnikow stresowych, takich jak: mechaniczne uszkodzenie
podczas wycinania eksplantatow, niedobor powietrza na skutek rozwarstwienia 1 szoku
osmotycznego wywotanych wnikaniem pozywki w przestrzenie mi¢dzykomorkowe,
zwigkszonym st¢zeniem zwigzkéw mineralnych lub hormonéw. W zaleznosci od
odpowiednio zaprojektowanej pozywki, jak i calego eksperymentu mozliwe jest
wywotanie pozytywnego lub negatywnego efektu morfogenetycznego w warunkach in
vitro (Gaspar i wsp. 2002). Czynniki srodowiskowe wywolujace stres oksydacyjny
ksztattujg strukture oraz funkcjonowanie roslin. W przypadku kultur tkankowych sg to
gldwnie zranienie, sktad pozywek oraz warunki panujace wokoét eksplantatow (Cassells
1 Curry 2001). Czynniki stresowe, towarzyszace rozwojowi materiatu roslinnego w
warunkach in vitro, moga prowadzi¢ do negatywnych skutkow: redukcji wody w
tkankach, obnizenia zdolno$ci regeneracji czy przyspieszenia procesu starzenia (Benson
2000). System antyoksydacyjny, ktorego aktywno$¢ wzrasta w warunkach stresowych,
odgrywa wazng rolg¢ w regulacji morfogenezy w warunkach in vitro (Chen i Ziv 2001).
Zaobserwowano, ze wzajemne zmiany aktywnos$ci enzymow, takich jak SOD, CAT czy
POD wptywaly na organogenez¢ pedow lub na embriogenez¢ somatyczng u mieczyka
(Gladiolus L.) (Dutta Gupta i Datta 2004). Autorzy sugerowali, ze endogenny poziom
H20, (najbardziej stabilnego zwiazku wsréd ROS) oraz zmiany aktywnosci POD, CAT,
SOD moga stanowi¢ wazne zrodlo oceny kompetencji roslin do regeneracji
(Szechynska-Hebda i wsp. 2012). Dlatego tez w badaniach wiasnych kultury
wybranych odmian Inu, rosngce we wczesniej dobranych optymalnych warunkach do
wzrostu oraz organogenezy, poddano analizie zawarto$ci metabolitéw wtornych oraz
aktywnosci enzymoéw antyoksydacyjnych , takich jak SOD oraz CAT.

Zawarto$¢ fenylopropanoidow i flawonoidow w siewkach oraz we fragmentach
hipokotyli Inu oleistego (Szafir), pobranych do wzrostu w warunkach in vitro, byta
zdecydowanie wyzsza, niz Inu witdknistego (Selena), (Ryc. 27-28) . W trakcie wzrostu
kultur obu typow Inu, ilos¢ tych zwigzkow ulegl obnizeniu. Obserwowany wyzszy
poziom fenylopropanoidoéw i flawonoidéw w hipokotylach odm. Szafir moze wynikac z

ich wickszej wrazliwo$ci na uszkodzenie mechaniczne, ktore indukujg synteze
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zwigzkow fenolowych, co wykazano m.in. w kulturach cisu pospolitego (Taxus baccata
L.) (Dubravina i wsp. 2005). Stezenie tej grupy metabolitow wtdérnych wzrastalo wraz z
wiekiem kultur korzeniowych u odm. Selena. Podobnie, zmiany zawartosci fenoli, w
zalezno$ci od czasu trwania hodowli, oraz od poziomu rozwoju tkanek w warunkach in
vitro, obserwowano w kulturach rosliny z rodziny hiacyntowatych (Merwilla plumbea
(Lindl.) Speta) (Aremu i wsp. 2013). Wykazano, ze wzrost produkcji metabolitow
wtornych w tkankach, nastgpuje podczas ich réznicowania (Palacio i wsp. 2012)
Zawartos¢ fenylopropanoidow oraz flawonoidow jest rézna w zaleznosci od
indukowanej w kulturach in vitro organogenezy, co potwierdzono w badaniach kultur
Ceropegia santapaui (Chavan i wsp. 2014) i Inu zwyczajnego (Drozdowska 2013). W
przypadku antocyjandéw, odnotowano o 50% wyzsza zawarto$¢ tych zwigzkow w
eksplantatach pobranych z hipokotyli siewek Inu wltoknistego w poréwnaniu do Inu
oleistego. Zawarto$¢ tych metabolitow ksztaltowata si¢ na podobnym poziomie,
zarowno w kulturach pedowych, jak i korzeniowych badanych odmian. Jedynie w
przypadku 5-dniowych kultur korzeniowych odm. Szafir zawarto§¢ antocyjanéow byta
wyzsza niz u odm. Selena (Ryc. 28). Prawdopodobnie pelnig one funkcje niezwigzane z
morfogeneza, badz ich poziom ulega podwyzszeniu w wyniku dzialania czynnikow
stresowych innych niz te, ktore towarzysza wzrostowi i rozwojowi ro§linie w
warunkach in vitro. Badania przeprowadzone na kulturach remanii kleistej (Rehmannia
glutinosa Libosch.) wykazaty, ze istnieje silna korelacja pomigdzy zawartoscig
polifenoli 1 flawonoidéw, a zdolnosciami antyoksydacyjnymi tkanek (Pigtczak 1 wsp.
2014). Inne badania natomiast sugeruja, i1z tkanki stabo zréznicowane odznaczajg si¢
niskg zawarto$cig tych zwigzkéw, natomiast wysoka w rozwijajacych si¢ organach,
gléwnie w pedach (Palacio 1 wsp. 2012, Drozdowska 2013). Jednoczes$nie
zaobserwowano, ze nie wszystkie zwiazki z tej grupy metabolitoéw, wystepujace przede
wszystkim w korzeniach, posiadajg wtasciwos$ci antyutleniajgce (Pigtczak i wsp. 2014).
W badaniach wtasnych zawarto$¢ polifenoli byta wyzsza w kulturach odmiany Selena
rosnagcych zaro6wno na pozywce pedowej (w 5 oraz 14 dniu wzrostu kultur), jak i
korzeniowej (w 14-tym i 28-mym dniu wzrostu), w porownaniu do odm. Szafir.
Roéwniez poziom tanin byt wyzszy (w kulturach pedowych w 5-tym dniu wzrostu, a w
kulturach korzeniowych w 14-tym oraz 28-mym dniu wzrostu) u odmiany Selena (Ryc.
30-31). Wyzszy poziom zwigzkoéw polifenolowych i tanin w kulturach Inu wtoknistego,

w korelacji z ich stabsza regeneracja (w stosunku do kultur Inu oleistego), moze
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$wiadczy¢ o negatywnym wplywie tych metabolitow na potencjal morfogenetyczny
tego typu Inu.

Wysoka aktywnos$¢ SOD prowadzi do powstawania H,O, w wyniku reakcji
dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego. Wykazano, ze HO, moze pehié¢ funkcje
sygnalizacyjng (Qiusheng i wsp. 2005). Endogenny H,O, indukuje organogeneze
poprzez wptyw na ekspresje genow i synteze biatek (Batkova i wsp. 2008; Puijalon
2008; Meratan i wsp. 2009). Jednoczesnie generowany zbyt wysoki poziom stresu
oksydacyjnego w trakcie hodowli in vitro, moze doprowadzi¢ do obnizenia zdolno$ci
regeneracyjnych oraz przyspieszy¢ starzenie tkanek (Benson 2000). Badane w pracy
kultury Inu oleistego (odm. Szafir), charakteryzujace si¢ wysoka efektywnoscia
formowania pedow 1 korzeni, odznaczaty si¢ spadkiem aktywnos$ci SOD w czasie
wzrostu w poréwnaniu do typu wtoknistego (odm. Selena) odznaczajacego si¢ nizszym
potencjatem regeneracyjnym (Ryc. 32-33). By¢ moze wysoka aktywnos¢ SOD w
poczatkowym etapie wzrostu odm. Szafir prowadzi do zwigkszenia ilosci H,O,, ktory
indukuje proces rédznicowania, prowadzacy do powstania organdw. Utrzymujaca si¢ na
wysokim poziomie aktywno$§¢ SOD przez caly okres wzrostu kultur odm. Selena
prawdopodobnie zwigzana jest z wysokim poziomem stresu oksydacyjnego w tkankach
tej odmiany, co oddziatuje hamujgco na organogenez¢ (Ryc. 32-33) i obserwowane w
trakcie wzrostu starzenie eksplantatow.

W czasie wzrostu kultur pedowych i korzeniowych badanych odmian Inu
obnizyta si¢ aktywnos¢ CAT — enzymu odpowiadajacego za usuwanie nadmiaru H,O».
Enzym ten moze uczestniczy¢ rowniez w regulacji wzrostu 1 réznicowania komorek
(Molassiotis 1 wsp. 2004). Jednakze w kulturach pedowych Inu odm. Szafir, zmiany
aktywnosci CAT nie wplynety na zmiang potencjatu formowania pedow (Ryc. 32), co
moze by¢ zwigzane z jednoczesnym obnizeniem aktywno$ci SOD. Mozliwe rowniez, ze
wplyw systemu antyoksydacyjnego na zdolnosci regeneracyjne eksplantatow Inu jest
bardziej znaczacy na poczatku wzrostu kultur, niz w ostatnich dwoch tygodniach. Warto
zwroci¢ uwage na roznice w aktywnosci CAT i SOD migdzy badanymi odmianami Inu
w 5-tym dniu wzrostu kultur korzeniowych — sg one wyzsze w kulturach odm. Selena
(Ryc. 32-33). Jednakze zdolnosci regeneracyjne obu odmian w kierunku ryzogenezy
wydajg si¢ by¢ podobne (Ryc. 20-21). CAT moze by¢ odpowiedzialny za usuwanie
nadmiaru H,O, nagromadzonego w poczatkowym etapie wzrostu, rowniez w wyniku
aktywnosci SOD (Dutta Gupta i Datta 2004).W przypadku kultur odm. Selena mozna

sadzi¢, iz niska aktywno$§¢ CAT (zwlaszcza w 14-tym i 28-mym dniu wzrostu) przy
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jednoczesnie wysokiej aktywnosci SOD wplywa negatywnie na kaulogeneze i
ryzogenez¢ oraz powoduje brazowienie eksplantatow. Dutta Gupta i Datta (2004)
wyjasniaja, ze jest to wynikiem utrzymujacego si¢ wysokiego poziom H,0;, co moze w
konsekwencji doprowadzi¢ do $mierci komoérek. W kulturach kopru ogrodowego
(Anethum graveolens L.), Tacitus bellus L. czy szafranu uprawnego (Crocus sativus L.)
zanotowano podwyzszony poziom SOD w poczatkowych etapach wzrostu kultur, przy
jednoczesnym obnizeniu aktywnosci CAT na dalszych etapach organogenezy tych

gatunkow (Vatankhah i wsp. 2010, Jana i Shekhawat 2012, Mitrowi¢ i wsp. 2012).

5.2 Oddzialywanie stresu osmotycznego oraz SNP na modyfikacje
organogenezy Inu zwyczajnego (Linum usitatissimum L.) typu oleistego
(odm. Szafir) i typu wloknistego (odm. Selena)

W pracy podjeto probe okreslenia czynnikoéw poprawiajacych organogenezg w
kulturach in vitro Inu zwyczajnego. Sprawdzono wplyw stresu osmotycznego
wywotanego zwigkszeniem zawarto$ci réznych cukrow w pozywkach, odpowiednich
do wzrostu kultur Inu oleistego i wloknistego oraz wplyw SNP, powszechnie
uzywanego donora NO.

Niektore warunki stresowe zwigkszajg zdolnosci regeneracyjne roslin w
warunkach in vitro (Puijalon i wsp. 2008). W celu poprawy organogenezy badano
wplyw ekspozycji kultur tkankowych na krotkotrwate dzialanie wybranych stresow
takich jak deficyt wody, ktorego dziatanie poprawiato regeneracj¢ w kulturach in vitro
ryzu (Jain 1 wsp. 1996) oraz kilku odmian pszenicy (Khanna 1 Deggard 2001).
Mundhara 1 Rashid (2001) zaobserwowali pozytywny efekt dziatania wysokiej
temperatury, stresu solnego oraz niedoboru sktadnikow mineralnych na formowanie
pakow pedowych na hipokotylach siewek Inu w warunkach in vitro. Niedobor wapnia
oraz oddziatywanie niektorych bodzcow fizycznych jak susza czy wiatr miaty
pozytywny wpltyw na pobudzanie merystemow epidermalnych hipokotyli Inu (Verdus i
wsp. 1997). Wyniki badan wlasnych wskazuja, ze zastosowana podwyzszona zawartos$¢
sacharozy w pozywce pedowej nie miata wplywu na stymulacje kaulogenezy w
kulturach obu badanych odmian Inu (Ryc. 37-38). W przypadku kultur korzeniowych
trzykrotne podwyzszenie zawartosci sacharozy w podtozu, u odm. Szafir skutkowato
zwigkszeniem organogenezy w 3-cim tygodniu wzrostu kultury. Kultury odm. Selena,

rosnace na podtozu z dwukrotnie zwigkszong zawartoscig sacharozy, bezposrednio po
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dziataniu warunkoéw stresowych (2 tydzien wzrostu) charakteryzowaty sie¢
podwyzszonym procentem eksplantatow z korzeniami. Jednak réznica w efektywnosci
organogenezy korzeniowej pomigdzy kulturami kontrolnymi, a stresowanymi u
badanych odmian nie utrzymata si¢ do ostatniego tygodnia wzrostu (Ryc. 39 -40).
Badania Millam i wspotpracownikow (1992) pokazuja, iz kultury Inu odm. Stormont
Silver, rosngce na podtozu z wysoka zawarto$cig sacharozy, charakteryzowaly sie
efektywniejsza ryzogenezg oraz wyzsza S$wiezg masg eksplantatow. W kulturach
zawiesinowych glowienki pospolitej (Prunella vulgaris L.) zawarto$¢ sacharozy w
pozywce w granicach 20-25g I, wywolujaca stres osmotyczny wplywata pozytywnie
na podwyzszenie biomasy, podwyzszenie poziomu zwigzkéw fenolowych,
flawonoidow, biatek oraz podwyzszenie aktywno$ci enzymoéw antyoksydacyjnych. Z
kolei wyzsze ilosci sacharozy (40-50 g 1), wplywaly negatywnie na aktywno$é
antyoksydacyjna w kulturach tego gatunku (Fazal i wsp. 2016). W przypadku kultur
korzeniowych dziurawca zwyczajnego (Hypericum perforatum L.) tak wysokie
zawarto$ci sacharozy podwyzszaty aktywnos$¢ systemu antyoksydacyjnego (Cui i wsp.
2010). Pozytywny efekt dziatania czynnikéw stresowych na morfogeneze roslin,
zwigzany jest ze zwickszong produkcja ROS, zwlaszcza H,0, i generowaniem stresu
oksydacyjnego (Kreslavski i wsp. 2012). Nadtlenek wodoru znany jest nie tylko jako
wskaznik zachodzacego stresu, ale rowniez jako czasteczka sygnalna w procesie
wzrostu i rozwoju roélin (Sleak i wsp. 2007). Sakamoto i Murata (2002) stwierdzili, ze
wysoka zawarto$¢ sacharozy wptywa na zwigkszenie poziomu ROS, a zwlaszcza H,0..
W badaniach wilasnych zaobserwowano podwyzszenie zawarto$ci H,O, w kulturach
pedowych odm. Selena i korzeniowych odm. Szafir bezposrednio po dziataniu stresu.
Podwyzszony poziom H;0; stwierdzono rowniez w koncowej fazie wzrostu kultur
korzeniowych badanych odmian (Ryc. 44). Sugerowaé¢ mozna, ze utrzymujaca si¢ tak
dhugo od zadziatania stresu wyzsza zawarto$¢ H,O, w poréwnaniu do kontroli, to efekt
innych procesOw, np. zwigzanych ze starzeniem si¢ kultur.

Kolejne badania skoncentrowane byly na okresleniu oddziatywania roztworu
nitroprusydku sodu (SNP) dodanego do poditoza, oraz fumigacji kultur SNP na
organogenez¢ Inu zwyczajnego.

Najczesciej prowadzone doswiadczenia w warunkach in vitro, dotyczace udziatu
NO w regulacji wzrostu i rozwoju, dotyczyty obserwacji procesow morfogenetycznych
zachodzacych pod wptywem dodanych do pozywki r6znych donoréw NO. Stymulujacy

wplyw SNP na kaulogenezg stwierdzono w kulturach rosliny z rodziny bobowatych
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Albizzia lebbeck L. (Kalra i Babbar 2012), za$ na kaulogeneze i ryzogenez¢ w kulturach
in vitro jabtoni hupehenskiej (Malus hupehensis Rehd.) (Han i wsp. 2009).
Nitroprusydek sodu korzystnie wptywat na formowanie pedow w kulturach in vitro
wanilii ptaskolistnej (Vanilla planifolia Andrews) (Tan i wsp. 2013). Pozytywny efekt,
dodanych bezposrednio do pozywki donorow NO (m. in. SNP, SNAP), na
organogenez¢ pedow oraz korzeni, uzyskano roéwniez w kulturach Inu zwyczajnego
(Kalra i Babbar 2010). W przypadku kultur pochrzynu chinskiego (Dioscorea opposita
Thunb.) wykazano, ze zastosowanie SNP przyczynito si¢ do ograniczenia brgzowienia
eksplantatow, pochodzacych z bulw i rdownoczesnie do zwigkszenia proliferacji kalusa
oraz regeneracji pedow (Xu i wsp. 2009). W badaniach wlasnych z kolei, gdy
dodawano SNP w roznych stezeniach bezposrednio do pozywek odpowiednich do
wzrostu kultur pedowych i korzeniowych odm. Szafir (Ryc. 45 -46), podobnych
efektow nie obserwowano. By¢ moze wynika to z odmiennej wrazliwosci réznych
gatunkow ro$lin na dziatanie NO wydzielajacego si¢ z SNP, jak réwniez innych
czasteczek (np. CN’, ROS) uwalnianych z SNP. Ponadto czas polowicznego rozpadu
tego donora wynosi 12 godzin (Gniazdowska i Bogatek 2007), wigc uwalniane
czasteczki (w tym NO) oddzialywaty zbyt krétko i w zbyt matym stezeniu, aby wptynaé
na organogenezg. Stwierdzono, ze SNP charakteryzuje si¢ maksymalnym wydzielaniem
NO w drugiej godzinie od naswietlania (Floryszak-Wieczorek i wsp. 2006), co przy
dlugotrwatym wzroscie kultur Inu moglo nie wptyna¢ na efekt morfogenetyczny.
Podjeto wigc probe zbadania oddziatywania par wydzielajacych si¢ z wodnego
roztworu SNP na organogeneze¢ Inu oleistego 1 wioknistego. Stwierdzono, iz opary
wodnego roztworu SNP wpltywaja stymulujaco na ryzogeneze w kulturach in vitro odm.
Selena rosngcych na podlozu z dodatkiem NAA (Ryc. 51-52). Zaobserwowano, ze
najwyzszy procent eksplantatow z korzeniami oraz liczba tych organdow przypadajaca
na eksplantat pojawiata si¢ przy traktowaniu kultur nizszymi dawkami SNP (5 ml),
natomiast organogeneza przy wyzszych dawkach byta poréwnywalna do kontroli (Ryc.
51-52; Fot. 11). Odmienne oddziatywanie SNP na ryzogenez¢ stwierdzono w
przypadku kultur Inu oleistego (odm. Szafir), gdzie SNP nie wptynat na efektywnosé
organogenezy, a w wysokich dawkach (30 ml) obnizal namnazanie korzeni (Ryc. 51-52;
Fot. 11). W badaniach Pagnussat i wspotpracownikow (2002) donory NO indukowaty
organogenez¢ korzeni u ogorka, natomiast przy wspotdziataniu SNP z zastosowang z
auksyng (IAA), takze wydtuzanie tych organdw nawet o 1,6 razy. Mozna wigc

przypuszczaé, ze w warunkach eksperymentalnych na pobudzanie ryzogenezy Inu
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wloknistego, w wyniku oddzialywania par wydzielajacych si¢ z wodnego roztworu SNP
moze mie¢ wplyw jego wspotdziatanie z auksyng. Warto podkresli¢, ze nie
zaobserwowano zmian w efektywnos$ci organogenezy pedowej w wyniku dziatania par
wydzielajacych si¢ z roztworu SNP, zarowno w kulturach odm. Szafir jak i Selena
rosnacych na pozywce z dodatkiem BA.

Przetestowano rowniez dzialanie SNP na organogeneze w kulturach in vitro Inu,
rosngcych na pozywce bez dodatku hormondw. Nizsze dawki SNP (5 -10 ml) wplywaly
stymulujgco na organogeneze pedowg i korzeniowg w kulturach odm. Selena (Ryc. 53;
Fot. 13). Istotne jest, ze w kulturach poddanych fumigacji SNP, korzenie byly dtuzsze i
lepiej rozwinig¢te, w porownaniu do kontroli, a zwtaszcza w kulturach poddanych
dziataniu 5 ml oraz 10 ml SNP (Ryc. 60; Fot. 13). Zaobserwowano réwniez dodatni
wptyw SNP na organogenez¢ p¢dowa w kulturach tej odmiany, rosnacych na podtozu
bez dodatku hormonéw (Ryc. 53). W kulturach Inu odm. Szafir, rosnacych na pozywce
bez hormondéw, nie zaobserwowano wplywu SNP na efektywno$¢ organogenezy
pedowej 1 korzeniowej, gdyz potencjat regeneracyjny kultur kontrolnych i poddanych
ekspozycji na pary wydzielajace si¢ z SNP byl podobny. Na postawie roéznic w
efektywnosci organogenezy testowanych odmian Inu mozna sugerowac o odmiennej ich
wrazliwosci na pary wydzielajace si¢ z wodnego roztworu SNP. Obserwowany efekt
morfogenetyczny w kulturach odm. Selena moze wskazywac, ze NO, ktorego SNP jest
donorem, dziatajac bezposrednio lub wspotdziatajac z auksynami, stymuluje proces
ryzogenezy. Nie wykluczony jest rowniez efekt dziatania innych czasteczek (np. CN,
ROS) uwalnianych z SNP. Jednocze$nie obnizenie efektywnos$ci organogenezy
korzeniowej w kulturach odm. Szafir rosnagcych na podlozu z dodatkiem NAA i
traktowanych SNP w dawce 30 ml moze wskazywa¢ na zbyt duzg ilo$¢ zastosowanego
roztworu, ale rowniez na antagonistyczne dzialanie zastosowanego donora NO w
stosunku do auksyny. Podobnych wnioskow dostarczyly rowniez badania nad regulacja
wzrostu korzeni prowadzone na A. thaliana (Fernandez Marcos i wsp. 2011). Hamujacy
wplyw donora na regeneracj¢, obserwowano takze u zyworddki pierzastej (Kalanchoé
pinnata (Lam.) Pres.) (Abat i Deswal 2013). Swiadczy¢ to moze o tym, iz efekt dawki
SNP 1 czas ekspozycji na zwigzek jako czynnikow wplywajacych na organogeneze

zalezy od odmiany/typu testowanej rosliny.

Przeprowadzono rowniez do§wiadczenia z wykorzystaniem ,,wymiatacza” NO —

c-PTIO, majace na celu potwierdzenie udziatu egzogennego NO w stymulacji
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organogenezy w kulturach odm. Selena. Wyniki tych badan wskazuja, ze obserwowany
stymulujacy wptyw SNP na organogeneze w kulturach Inu witoknistego jest efektem
dziatania NO, gdyz w kulturach poddanych dziataniu c-PTIO oraz kontrolnych
potencjal morfogenetyczny byt podobny (Ryc. 55 -60). Nie mozna jednak wykluczy¢
réwniez wpltywu innych sktadnikow par wydzielanych z SNP, ktéorych w
doswiadczeniach nie badano. Wyniki badan, dotyczace innych gatunkéow roélin, z
zastosowaniem ,,wymiataczy” NO (np. c-PTI0), dodawanych razem z donorami tlenku
azotu do pozywek, potwierdzity promujacy wplyw tej czasteczki na morfogeneze
(Song i wsp. 2006, Xu i wsp. 2009, Kalra i Babbar 2010). Uwaza si¢, ze SNP jest
skutecznym donorem NO w badaniach nad oddzialywaniem tej czasteczki na roslinne
kultury in vitro (Rico-Lemus i Rodriguez-Garay 2014).

W przeprowadzonych badaniach wykazano odmienng reakcje kultur Inu
oleistego 1 wldknistego na dziatanie SNP. Do dalszych analiz, majacych na celu
okreslenie prawdopodobnego sposobu dzialania NO, wybrano te warianty, w ktorych
zaobserwowano poprawe organogenezy pod wplywem par wydzielajacych si¢ z
roztworu SNP. Byly to kultury Inu odm. Selena rosnace na podtozu bez dodatku
hormonéw, w ktérych obserwowano stymulacje¢ kaulogenezy i ryzogenezy oraz rosnace
na pozywce korzeniowej (z dodatkiem NAA), w ktorych obserwowano tylko stymulacje
ryzogenezy.

W kulturach Inu odm. Selena rosnacych na pozywce korzeniowej (z dodatkiem
NAA), jak 1 bez dodatku hormonoéw oraz poddanych dziataniu SNP, zawartos¢ TBARS
obnizyla si¢ bezposrednio po ekspozycji (0 dzien hodowli) (Ryc. 62). Moze to
swiadczy¢ o ochronnej roli NO ktorego SNP jest donorem, przed uszkodzeniami
wynikajacymi z peroksydacji lipidow (O’Donnell i wsp. 1997, Arasimowicz-Jelonek i
wsp. 2009). Zawarto§¢ H>0, po ekspozycji obu typéw kultur na SNP byta jednak
odmienna. W rosnacych na pozywce korzeniowej (z dodatkiem NAA) poziom H,0; byt
nizszy od kontroli na poczatku wzrostu (0, 1 dzien) i ulegat podwyzszeniu dopiero po 5-
tym dniu od ekspozycji na SNP. Natomiast w kulturach rosngcych na podtozu bez
dodatku hormonoéw, zawarto§¢ H,O, byta wyzsza 1-szego i 5-tego dnia (Ryc. 61).
Obserwowane w kulturach rozwijajacych si¢ na pozywce bez dodatku hormondéw i
poddanych dziataniu SNP zmiany morfogenetyczne (stymulacja ryzogenezy i
kaulogenezy), mogty czgsciowo wynika¢ z generowanego w tkankach stresu
oksydacyjnego, o czym s$wiadczy podwyzszone stezenie H,O, na poczatku wzrostu

kultur. NO, ktorego SNP jest donorem, jako przeciwutleniacz, poprzez regulacje
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stezenia ROS, uczestniczac w utrzymywaniu homeostazy redoks, prowadzi¢ moze do
zwigkszenia odpornosci roslin na czynniki stresowe (Arasimowicz i wsp. 2008). W
przypadku kultur pochrzynu, SNP, poprzez obnizenie st¢zenia H,O,, przyczynito si¢ do
ograniczenia brazowienia eksplantatéw pochodzacych z bulw i1 réwnoczesnie do
zwigkszenia proliferacji kalusa oraz kaulogenezy (Xu i wsp. 2009). Badania dotyczace
innych gatunkow roslin, prowadzone w kulturach in vitro wskazuja, ze pozytywnym
efektem dziatania ROS moze by¢ zmiana potencjalu antyoksydacyjnego tkanek. W
przypadku Kkultur pieprzu czarnego (Piper nigrum L.), potencjat ten ulegal znacznemu
podwyzszeniu podczas powstawania pedow, w  pordwnaniu do tkanek
niezréoznicowanych (Nisar i wsp. 2010). Zregenerowane tkanki biedrzenca anyzu
(Pimpinella anisum L.) réwniez wykazywaly wysoki potencjal antyoksydacyjny. W
materiale tym stwierdzono réwnoczesnie podwyzszone stgzenie fenoli, metabolitow
petniagcych ochronne funkcje przed negatywnym dziataniem ROS (Andarwulan i Shetty
1999, Mitrovié¢ i wsp. 2012). Zaobserwowano takze, ze wzajemne oddziatywanie H,0, i
enzymow antyoksydacyjnych, wplywato korzystnie na formowanie pakéw w kulturach
kalusowych truskawki (Tian i wsp. 2003). Sugerowano rowniez sygnalng role H,O, w
regulacji ekspresji genéw kodujacych enzymy systemu antyoksydacyjnego (Scandalios
2005, Skrzypek 2012). W badaniach wtasnych, jedynie w przypadku kultur odm.
Selena, rosngcych na podtozu z dodatkiem NAA stwierdzono wzrost zdolnosci
przeciwwolnorodnikowej bezposrednio po dziataniu SNP (Ryc. 66). Wzrost potencjatu
morfogenetycznego kultur pochrzynu byt kojarzony z lepszymi zdolno$ciami
antyoksydacyjnymi eksplantatow traktowanych SNP, przejawem ktorych byla
podwyzszona aktywno$¢ SOD i1 wyzsze st¢zenie antyoksydantow nieenzymatycznych
(glutation, prolina) (Xu i wsp. 2009). Zaobserwowano, ze kultury pomaranczy
trojlistkowej (Poncirus trifoliata L.) poddane dziataniu SNP i stresowi suszy,
charakteryzowaly si¢ nizszym stezeniem ROS, podwyzszong aktywnoscig enzymow
antyoksydacyjnych oraz byly bardziej odporne na utrat¢ wody (Fan i Liu 2012). W
badaniach wlasnych stwierdzono jednak obnizenie aktywnosci SOD w kulturach Inu
rosngcych na pozywce korzeniowej bezposrednio po dziataniu SNP, natomiast w
kulturach rosngcych na podlozu bez dodatku hormondéw, aktywnos$¢ tego enzymu
wzrosta, ale dopiero po 5-tym dniu od ekspozycji na SNP (Ryc. 67). Aktywno§¢ CAT
bezposrednio po dziataniu SNP (0 i 1 dzien) réwniez nie ulegla podwyzszeniu w obu
badanych typach kultur (Ryc. 69). Niski poziom SOD moze potwierdzaé, ze aktywno$¢

enzymu nie jest zwigzana z organogenezg korzeni, tak jak w przypadku kultur Inu odm.
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Super oraz w Kkalusie przypotudnika (Mesembryanthemum sp. L.), zdolnego do
formowania korzeni (Libik-Konieczny i wsp. 2012, Takac i wsp. 2016). Jednocze$nie
wzrost aktywnosci MnSOD oraz CuZnSOD (odpowiednio 0 1 1 dzien po dziataniu
SNP) w kulturach rosnacych na podtozu bez dodatku hormonéw oraz po 5-tym dniu w
kulturach korzeniowych (Ryc. 67-68), moze sugerowaé udzial tych izoform w
stymulacji ~ organogenezy. W kulturach  przypoludnika  krysztalowego
(Mesembryanthemum crystallinum L.) odnotowano podwyzszenie aktywnosci izoformy
CAT-2 oraz MnSOD w czasie ryzogenezy (Konieczny i wsp. 2014). Sugeruje si¢
powigzanie aktywno$ci NO, u roslin z aktywno$cig hormondéw np. ABA, etylenu,
kwasu jasmonowego oraz innych czasteczek sygnalnych (H,O;) (Simontacchi i wsp.
2013; Qiao i wsp. 2014). Dane literaturowe wskazuja, ze NO jako czasteczka sygnalna,
moze uruchamia¢ inne elementy szlaku transdukcji sygnatu, tj. cGMP, cADPR, Ca®,
kinazy MAP, prowadzac w konsekwencji do zmiany ekspresji gendw i podwyzszenia
tolerancji na stres (Gill i wsp. 2013, Mur i wsp. 2013).

Regulacja morfogenezy w kulturach odm. Selena (typ widknisty Inu) zachodzi
za posrednictwem egzogennego NO, ktory indukuje ciag zdarzen, prowadzacy do
stymulacji kaulogenezy i ryzogenezy. W kulturach rosngcych na pozywce korzeniowej
(z dodatkiem NAA) i na pozywce bez dodatku hormonow (-NAA), reakcje inicjowane
przez NO moga przebiega¢ w sposdb nieco odmienny, prowadzac do tego samego
efektu, czyli stymulacji formowania organéw. W kulturach rosngcych na podtozu bez
hormondéw, NO moze wplywa¢ na biosyntezg cytokinin, lub zwigzkéw
cytokininopodobnych, czy tez regulowac ich aktywnos$¢. Mozliwe nastepstwa reakcji,
ktére moga mie¢ miejsce w czasie wzrostu tych kultur po fumigacji SNP przedstawiono
na Ryc. 71. Przypuszcza¢ mozna, ze w regulacj¢ organogenezy w kulturach odm. Szafir
(typ oleisty Inu) zaangazowany jest NO endogenny, ktorego odpowiedni poziom w
komorkach kultur tej odmiany skutkuje wysokg efektywno$cig formowania pedow i

korzeni.
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Ryc. 71. Efekt dziatania NO na procesy morfogenetyczne w kulturach in vitro Inu odm. Selena
rosngcych na pozywce korzeniowej (+NAA), oraz bez dodatku hormonéw (-NAA).

(+) — podwyzszona zawartosé/aktywnosé, (-) — obnizona zawartosé/aktywnosé; (=) — brak
roznic: (dotyczy poczgtkowych etapdw wzrostu kultur - 0, 1 dzien po fumigacji SNP)

Uzyskane wyniki wskazuja na ztlozonos$¢ proceséw stymulujacych organogeneze
w kulturach in vitro Inu. Aby wyciagna¢ jednoznaczne wnioski nalezatoby
kontynuowac niniejsze badania. Wydaje sie, ze ciekawym uzupelieniem uzyskanych w
pracy wynikéw bylyby oznaczenia endogennych stezen hormondéw (zwtaszcza auksyn i
cytokinin), zarbwno w kulturach Inu rosnagcych w warunkach optymalnych, jak i
poddanych dziataniu SNP lub innych donoréow (np. SNAP) na rdéznym etapie ich
wzrostu. Ciekawym aspektem badan byloby rowniez zbadanie oddziatywania innych
czgsteczek wydzielajacych sie z roztworu SNP — np. anionow cyjankowych (CN’), a

takze ich wspodtdziatania z NO (i hormonami) w regulacji morfogenezy Inu.
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6 Podsumowanie i wnioskKi

10.

Badane odmiany Inu zwyczajnego: Szafir (typ oleisty) i Selena (typ widknisty)
maja rézne wymagania pod wzgledem sktadu pozywki. Optymalng pozywka do
wzrostu 1 organogenezy kultur Inu odm. Szafir jest podloze MS, natomiast w

przypadku odm. Selena — B5.

Len oleisty oraz len wtoknisty charakteryzujg si¢ podobnymi wymaganiami co
do rodzaju zastosowanych auksyn oraz cytokinin, a takze ich wzajemnych stezen

w podtozu.

Efektywniejszag organogeneze pedowa oraz korzeniowa w optymalnych

warunkach wzrostu obserwowano w kulturach Inu oleistego niz u wtoknistego.

Szybko$¢ pojawiania si¢ organdw na eksplantatach zalezy od odmiany Inu - pedy

1 korzenie formowaly si¢ wezesniej w kulturach odm. Szafir, niz u odm. Selena.

Kultury odm. Szafir charakteryzuja si¢ wyzsza zawartoscia barwnikow
fotosyntetycznych oraz wyzszym nat¢zeniem fotosyntezy netto niz kultury odm.
Selena. Przejawem tych rdéznic moze by¢ obserwowana efektywniejsza

organogeneza p¢dowa w kulturach Inu oleistego.

Zawarto$¢ metabolitow wtérnych obnizata si¢ w trakcie wzrostu kultur, przy
czym kultury Inu wtdknistego, w odrdznieniu od oleistego, charakteryzuja sig
zwigkszong zawarto$cia wigkszosci badanych metabolitow oraz wyzsza
aktywnos$cig enzymow antyoksydacyjnych SOD 1 CAT. Moglo to przyczynié

si¢ do obnizenia potencjatu regeneracyjnego wtoknistego typu Inu.

Stres osmotyczny (wywotany zwigkszong iloscia cukrow w podiozu), ani
nitroprusydek sodu (SNP) - dodany bezposrednio do podiloza - nie wptywaty

stymulujaco na organogeneze w kulturach Inu.

Opary (m.in. NO) wydzielajagce si¢ z wodnego roztworu SNP wpltywaty

stymulujaco na organogenez¢ w kulturach Inu wtoknistego, przy czym:

W kulturach rosngcych w obecnosci auksyny NAA (pozywka korzeniowa)

obserwowano poprawe ryzogenezy,

W kulturach rosngcych na pozywkach bez dodatku auksyny obserwowano
stymulacje ryzogenezy, ale rowniez organogenezy pedowe;j.
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11. Zastosowanie ,,wymiatacza NO” c-PTIO, wskazuje, ze efekt morfogenetyczny
obserwowany w kulturach odm. Selena pod wplywem par wydzielajacych si¢ z

roztworu SNP wynika z dziatania NO.

12. Kultury odm. Selena wykazujg aktywnos$¢ przeciwwolnorodnikowa o czym

swiadczy redukcja rodnika DPPH.

13. W kulturach Inu odm. Selena, niezwlocznie po ekspozycji na SNP, zawartos¢
TBARS obnizyla si¢. Fumigacja SNP nie wplyneta jednak znaczaco na
podwyzszenie aktywnos$ci enzymow antyoksydacyjnych (SOD i CAT).

14. Zawartos¢ H202 po ekspozycji kultur na SNP ksztaltowata si¢ roznie w

poczatkowym etapie wzrostu (0, 1 dzien):

a) w kulturach rosngcych na pozywce korzeniowej (z dodatkiem NAA)

obnizyla si¢;
b) w kulturach rosngcych na podtozu bez dodatku hormonéw podwyzszyla sig.

15. Regulacja organogenezy przez NO w kulturach Inu wtoknistego moze przebiegac

w dwojaki sposob:

a) NO, wspotdziatajac z auksyng (NAA) dodang do podtoza, inicjuje tancuch
zdarzen, prowadzacy do poprawy ryzogenezy;

b) NO, prawdopodobnie w interakcji z H,O,, (ktérego poziom w kulturach
rosngcych na podtozu bez hormonéw podwyzsza si¢ w poczatkowych
etapach wzrostu po traktowaniu SNP) inicjuje tancuch zdarzen prowadzacy
do wzmozonej syntezy auksyny 1 poprawy ryzogenezy, oraz syntezy

cytokininy lub jej analogdw (wplywajacych na formowanie pedow).

16. W regulacj¢ organogenezy w kulturach Inu wldknistego, zapoczatkowang przez
NO (i/lub inne gazy uwalniajace si¢ z SNP) moze by¢ zaangazowany rowniez

system antyoksydacyjny, regulujacy poziom ROS (szczeg6lnie H;0,).
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Streszczenie

Procesy morfogenetyczne w kulturach in vitro sa regulowane zaréwno przez
czynniki endogenne jak 1 egzogenne. Poszukiwanie elementéw usprawniajacych
organogeneze w warunkach in vitro to aktualny problem badawczy dotyczacy
efektywnego mikrorozmnazania roslin. W niniejszych badaniach wykorzystano kultury
in vitro Inu zwyczajnego (Linum usitatissimum L.) typu oleistego (odm. Szafir) i typu
wioknistego (odm. Selena) rosngce w warunkach umozliwiajgcych optymalny wzrost i
rozwo6j eksplantatoéw. Kultury Inu poddano dziataniu wybranych czynnikéw (stresu
osmotycznego oraz oparéw zawierajacych NO), ktére mogltyby wplynaé na
efektywniejszg organogeneze. Celem niniejszej pracy bylo pordéwnanie zdolnosci
morfogenetycznych obu typow Inu oraz okreslenie mozliwych mechanizméw
regulujacych procesy organogenezy w wyniku dziatania stresu osmotycznego lub po
traktowania kultur oparami z nitroprusydku sodu (SNP). Odmiany Inu, bedace obiektem
badan, nie byly jak dotychczas poddawane analizom w tym kierunku.

Wybrane odmiany Inu odznaczajg si¢ odmiennymi wymaganiami co do sktadu i
rodzaju pozywki wykorzystywanej do wzrostu kultur. Charakteryzuja si¢ natomiast
podobnymi wymaganiami co do rodzaju zastosowanych auksyn oraz cytokinin, a takze
ich wzajemnych stgzen w podtozu. W dobranych optymalnych warunkach wzrostu
kultur, efektywniejsza organogeneza odznaczata si¢ odm. Szafir, W poréwnaniu do
odm. Selena. Formowanie p¢edow i korzeni w kulturach Inu oleistego (Szafir)
obserwowano wczesniej 1 bylo ono efektywniejsze pod wzgledem iloSciowym, w
poréwnaniu z organogenezg u Inu widknistego. W kulturach Inu oleistego obserwowano
takze zwigkszong zawarto$¢ barwnikow fotosyntetycznych oraz wyzsze natgzenie
fotosyntezy. Jednocze$nie, w kulturach odm. Szafir obserwowano zmniejszong
zawartos¢  wigkszosci  badanych  metabolitow  wtornych  (polifenoli, tanin,
fenylopropanoidow 1 flawonoidow) w porownaniu do  kultur odm. Selena,
wykazujacych  obnizony  potencjal  regeneracyjny. Ponadto odm. Selena
charakteryzowata si¢ bardziej zréznicowanym sktadem chemicznym zwigzkéw
(analizowanych GC/MS) w porownaniu do odm. Szafir. Warto zwrdci¢ uwage ze
aktywno$¢ badanych antyoksydantow enzymatycznych (SOD, CAT) w kulturach Inu
wloknistego (Selena), na poczatku wzrostu byla rowniez wyzsza niz w kulturach Inu

oleistego.
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Stres osmotyczny wywotany dodatkiem zwickszonej ilosci cukrow do podtoza, nie
wplynal na poprawe organogenezy w kulturach badanych odmian. Natomiast
zastosowanie par wydzielajgcych sie z wodnego roztworu SNP, zawierajacych NO,
przyczynito si¢ do poprawy ryzogenezy w kulturach Inu widknistego, zaréwno
rosngcych na pozywce korzeniowej (wzbogaconej o NAA), jak i bez dodatku
hormonow. Warto podkresli¢, ze pary z SNP w kulturach tego typu Inu, rosnacych na
pozywce bez hormondéw réwniez stymulowatly kaulogenezg. Doswiadczenia z uzyciem
c-PTIO potwierdzity udziat NO w regulacji organogenezy w kulturach Inu wtoknistego.
Traktowanie kultur Inu witoknistego oparami z SNP spowodowato podwyzszenie ich
zdolno$ci przeciwwolnorodnikowej. Jednoczes$nie, niezwlocznie po fumigacji SNP,
obnizyta si¢ zawartos¢ TBARS w tych kulturach. Natomiast poziom H,0, ksztattowat
si¢ r6znie: w kulturach rosnacych na pozywce korzeniowej obnizyl si¢, a ulegt
podwyzszeniu na podiozu bez dodatku hormondéw. Wzmozona synteza H;O, na
pozniejszym etapie wzrostu kultur rosngcych na podtozu bez dodatku hormondéw
wskazuje na prawdopodobna rol¢ sygnalng tego zwigzku. Fumigacja SNP nie wptywata
na podwyzszenie aktywnos$ci enzymow antyoksydacyjnych (SOD 1 CAT) w wigkszosci
przypadkéw, jednak w poézniejszym etapie wzrostu kultur odm. Selena odnotowano
podwyzszong aktywnos¢ MnSOD (prawdopodobnie zwigzang z inng funkcja enzymu).
W kulturach odm. Selena poprawa efektywnosci organogenezy w wyniku dziatania NO
uwolnionego z roztworu SNP moze by¢ spowodowana wspotdziataniem tego gazu z
hormonami dodanymi do podioza, lub indukowa¢ synteze¢ innych hormonow (np.

cytokinin), lub czastek sygnalnych (np. H,05).
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Summary

Morphogenetic processes in in vitro cultures are regulated by various
endogenous and exogenous factors. The search for new factors improving
organogenesis in vitro is a current problem for effective micropropagation of crop
plants. In this study, the flax plants (Linum usitatissimum L.), oil flax (cv. Szafir) and
fibrous (cv. Selena), are grown in an in vitro culture, under optimal growth conditions
enabling effective development of explants. Flax cultures were subjected to selected
treatments (osmotic stress or NO gas fumes) possibly affecting organogenesis. The aim
of this work was to compare the morphogenetic abilities of both cultivars of flax plants
and to study mechanisms regulating processes of organogenesis, as an affected by
osmotic stress or after sodium nitroprusside (SNP, donor of NO) treatments of culture.
The cultivars of flax, that were subject of the research, have not been analyzed so far in
this direction. Cultivars of flax have same different requirements for composition and
type of nutrient media used for in vitro growth. Both cultures required similar types of
auxins and cytokinins, as well as the same concentrations of hormones in the medium.
Under optimum conditions of growth, more effective organogenesis were distinguished
on cultures of flax cv. Szafir, compared to the Selena cultures. Formation of shoots and
roots in oil flax cultures (cv. Szafir) has been observed earlier and was more effective
(in quantitative terms) than fiber flax organogenesis. In the oil flax cultures also
chlorophylls and carotenoids content increased and a high net intensity of
photosynthesis was observed. At the same time, in the cultures of the cv. Szafir, a
decrease in secondary metabolites content (polyphenols, tannins, phenylpropanoids and
flavonoids) was observed, in comparison with the cv. Selena. In addition, Selena
cultures were characterized by a more diverse chemical composition of the LZO
compounds (analyzed by GC/MS), when compared to the oil flax. It should be noted
that the activity of the antioxidant enzymes (SOD, CAT) determined in fiber flax
cultures was also higher than in cultures of oil flax in an early stage of development.
Osmotic stress, induced by an addition of sugars to the medium, did not improve
organogenesis in studied cultivars. On the other hand, the vapours from the SNP
solution (containing NO) were contributed to the regeneration improvement, both in
NAA-enriched root cultures and in in vitro cultures of roots and shoots of Selena -
grown without hormones. Experiments with c-PTIO have confirmed NQO's contribution

to regulation of organogenesis in flax fiber cultures. The DPR-based EPR spectroscopy
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results indicated that the cultures of Selena treated with NO vapours (from SNP
solution) showed better antioxidant capacity than control. At the early stage of
regeneration these cultures were also characterized by reduced H,O, and TBARS
content. Increased synthesis of H,O, at the later stage of growth in hormone-free
cultures probably indicates the signaling role of hydrogen peroxide. SNP fumigation did
not affect antioxidant enzymes activity (SOD and CAT) in most cases, but in the later
stage of cv. Selena growth, the increased activity of MnSOD was observed (indicating
different function of this isoform). In fiber flax cultures (Selena) the organogenesis
efficiency improvement, as the result of NO action (released from SNP), probably
occurred due to interaction of the nitric oxide and phytohormones in the nutrient
medium, or via other hormones synthesis (e.g. cytokinins) and/or signaling molecules

(e.g. H20,) stimulation.
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Spis rycin

Ryc. 1. Drogi organogenezy i embriogenezy somatycznej w roslinnych kulturach in

vitro. Zmodyfikowane wg (Adamczuk i wsp. 2012).

Ryc. 2. Wspoéldziatanie auksyn i cytokinin w indukcji organogenezy w kulturach
in vitro.

Ryc. 3. Podwdjna rola reaktywnych form tlenu (ROS) oraz reaktywnych form azotu
(RNS)

w regulacji morfogenezy roslin w kulturach in vitro. Zmodyfikowane wg Adamczuk i
wsp. 2012).

Ryc. 4. Schemat przedstawiajacy eksplantaty hipokotylowe Inu zwyczajnego (Linum
usitatissimum L.) odmiany Szafir i Selena poddane dziataniu par wydzielajacych

si¢ z wodnego roztworu SNP.

Ryc. 5. Schemat przedstawiajacy eksplantaty hipokotylowe Inu zwyczajnego (Linum
usitatissimum L.) odmiany Szafir i Selena poddane dziataniu par wydzielajacych

si¢ z wodnego roztworu SNP w obecnosci c-PTIO.

Ryc. 6. Efektywnos$¢ organogenezy pedowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm.
Szafir (A) i odm. Selena (B) rosngcych na pozywkach MS, B5, MS+B5 z dodatkiem
BA (Img I") oraz 2,4-D (0,025 mg I™). Wyniki $rednie + SD. *Roznice istotne
statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 7. Liczba peddéw formujacych si¢ na eksplantatch hipokotylowych Inu
zwyczajnego odm. Szafir (A) oraz Selena (B) rosnacych na pozywkach MS, BS5,
MS+B5 z dodatkiem BA (1mg I™") oraz 2,4-D (0,025 mg I"). Wyniki érednie + SD.

*Roznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 8. Efektywnos¢ organogenezy korzeniowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego
odm. Szafir (A) 1 odm. Selena (B) rosngcych na pozywkach MS, BS5, MS+BS5 z
dodatkiem NAA (1mg I™") oraz BA (0,025 mg I'"). Wyniki érednie + SD. *Réznice
istotne statystycznie, przy p<0,05.
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Ryc. 9. Liczba korzeni formujacych si¢ na eksplantatch hipokotylowych Inu
zwyczajnego odm. Szafir (A) oraz Selena (B) rosngcych na pozywkach MS, BS,
MS+B5 z dodatkiem NAA (1mg 1Y) oraz BA (0,025 mg I™). Wyniki $rednie + SD.

*Roznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 10. Efektywno$¢ organogenezy pedowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego
odm. Szafir rosngcych na pozywkach MS (A), B5S (B), MS+B5 (C) z dodatkiem
wybranej cytokininy: BA, KIN, TDZ (1 mgl™) + 2,4-D (0,025 mgl™). Wyniki $rednie +

SD. *Réznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 11. Liczba pedoéw formujacych sie¢ na eksplantatch hipokotylowych Inu
zwyczajnego odm. Szafir rosngcych na pozywkach MS (A), B5 (B), MS+B5 (C) z
dodatkiem wybranej cytokininy: BA, KIN, TDZ (1 mgl™) + 2,4-D (0,025 mgl™).
Wiyniki §rednie + SD. *Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 12. Efektywno$¢ organogenezy pgdowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego
odm. Selena rosngcych na pozywkach MS (A), B5 (B), MS+B5 (C) z dodatkiem
wybranej cytokininy: BA, KIN, TDZ (1 mgl™) + 2,4-D (0,025 mgl™). Wyniki $rednie +
SD. *Réznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 13. Liczba pedow formujacych si¢ na eksplantatch hipokotylowych Inu
zwyczajnego odm. Selena rosngcych na pozywkach MS (A), B5 (B), MS+B5 (C) z
dodatkiem wybranej cytokininy: BA, KIN, TDZ (1 mgl™®) + 2,4-D (0,025 mgl™).
Wyniki $rednie + SD. *Roéznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 14. Efektywno$¢ organogenezy korzeniowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego
odm. Szafir rosngcych na pozywkach MS (A), B5 (B), MS+BS5 (C) z dodatkiem
wybranej cytokininy: 2,4-D, NAA, IBA (1 mgl™) + BA (0,025 mgl™). Wyniki $rednie +
SD. *Roéznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 15. Liczba korzeni formujacych si¢ na eksplantatch hipokotylowych Inu
zwyczajnego odm. Szafir rosngcych na pozywkach MS (A), B5 (B), MS+B5 (C) z
dodatkiem wybranej cytokininy: 2,4-D, NAA, IBA (1 mgl™) + BA (0,025 mgl™).
Wiyniki §rednie £ SD. *Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.
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Ryc. 16. Efektywnos¢ organogenezy korzeniowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego
odm. Selena rosngcych na pozywkach MS (A), B5S (B) z dodatkiem wybranej
cytokininy: 2,4-D, NAA, IBA (1 mgl™) + BA (0,025 mgl™). Wyniki érednie + SD.

*Roznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 17. Liczba korzeni formujacych si¢ na eksplantatch hipokotylowych Inu
zwyczajnego odm. Selena rosngcych na pozywkach MS (A), B5 (B) z dodatkiem
wybranej cytokininy: 2,4-D, NAA, IBA (1 mgl™) + BA (0,025 mgl™). Wyniki érednie +
SD. *Réznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 18. Efektywno$¢ organogenezy pedowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego
odm. Szafir (A) i odm. Selena (B) w zaleznosci od zmieniajacych si¢ stezen auksyny
2,4-D (0-1 mg I'Y) przy statym stezeniu cytokininy BA (1Img 1) — (2,4-D : BA). Wyniki

srednie + SD. *Roéznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 19. Liczba pgdéw formujacych si¢ na eksplantatach hipokotylowych Inu
zwyczajnego odm. Szafir (A) i odm. Selena (B) w zalezno$ci od zmieniajacych si¢
stezef auksyny 2,4-D (0-1 mg I') przy statym stezeniu cytokininy BA (1mg 1™) — (2,4-
D:BA). Wyniki $rednie + SD. *Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 20. Efektywnos¢ organogenezy korzeniowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego
odm. Szafir (A) i odm. Selena (B) w zaleznosci od zmieniajgcych si¢ stezen cytokininy
wzajemnych proporcji hormonéw BA (0-1 mg I™) przy stalym stezeniu auksyny NAA
(Img I'Y) — (BA : NAA). Wyniki $rednie + SD. *Roéznice istotne statystycznie, przy
p=0,05.

Ryc. 21. Liczba korzeni formujacych si¢ na eksplantatach hipokotylowych Inu
zwyczajnego odm. Szafir (A) 1 odm. Selena (B) w zaleznosci od zmieniajacych si¢
stezen cytokininy BA (0-1 mg I™) przy stalym stezeniu auksyny NAA (1mg 1) — (BA
: NAA). Wyniki §rednie + SD. *Roznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 22. Zawartos¢ chlorofilu a (A), chlorofilu b (B), sumy chlorofilu a+b (C) w 7-
dniowych siewkach (Siewki), hipokotylach (czas wzrostu 0) oraz w kulturach in vitro
Inu zwyczajnego, rosnacych na pozywce pgdowej. Wartosci §rednie +SD. * Roznice

istotne statystycznie, przy p<0,05.
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Ryc. 23. Zawarto$¢ karotenoidow w 7-dniowych siewkach (Siewki), hipokotylach (czas
wzrostu 0) oraz w kulturach in vitro Inu zwyczajnego, rosngcych na pozywce pedowe;.

Wartos$ci $rednie £SD. * Réznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 24. Intensywnos$¢ fotosyntezy netto (A) oraz oddychania ciemniowego (B)
w przeliczeniu na g $w.m. 7-dniowych siewek, eksplantatow z kultur in vitro Inu
zwyczajnego, rosnagcych na pozywce pedowej. Wartosci srednie =SD. * Roznice istotne

statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 25. Sredni procentowy udzial zwiazkéw organicznych zidentyfikowanych w
ekstraktach metanolowych pozyskanych z 7-dniowych siewek (A), 5 (B), 14 (C) i 28

(D) -dniowych kultur pedowych in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir.

Ryc. 26. Sredni procentowy udziat zwigzkéw organicznych zidentyfikowanych w
ekstraktach metanolowych pozyskanych z 7-dniowych siewek (A), 5 (B), 14 (C) i 28

(D) -dniowych kultur pedowych in vitro Inu zwyczajnego odm. Selena.

Ryc. 27. Zawarto$¢ fenylopropanoidow i flawonoidow (A) oraz antocyjanow (B)
w 7-dniowych siewkach, hipokotylach, kulturach pedowych in vitro Inu zwyczajnego
odm. Szafir oraz Selena. Wyniki $rednie + SD. * Roznice istotne statystycznie, przy
p=0,05.

Ryc. 28. Zawarto$¢ fenylopropanoidow i1 flawonoidéw (A) oraz antocyjanow (B)
w 7-dniowych siewkach, hipokotylach, kulturach korzeniowych in vitro Inu
zwyczajnego odm Szafir oraz odm. Selena. Wyniki §rednie + SD. * Roznice istotne

statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 29. Zawarto$¢ biatka w ekstraktach wykorzystanych do oznaczenia zawarto$ci
zwigzkow fenolowych i antocyjanow w 7-dniowych siewkach (Siewki), hipokotylach
(czas wzrostu 0) oraz w kulturach pedowych (A) i korzeniowych (B) in vitro Inu
zwyczajnego odm. Szafir oraz odm. Selena. Wyniki $rednie = SD. * Roznice istotne

statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 30. Zawarto$¢ zwigzkéw polifenolowych (A) oraz tanin (B) w 7-dniowych
siewkach (Siewki), hipokotylach (czas wzrostu 0), kulturach pedowych in vitro Inu
zwyczajnego odm. Szafir oraz odm. Selena. Wyniki $rednie + SD. * Rodznice istotne

statystycznie, przy p<0,05.
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Ryc. 31. Zawarto$¢ zwiazkéw polifenolowych (A) oraz tanin (B) w 7-dniowych
siewkach (Siewki), hipokotylach (czas wzrostu 0), kulturach korzeniowych in vitro Inu
zwyczajnego odm. Szafir oraz odm. Selena. Wyniki §rednie + SD. * Rdznice istotne

statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 32. Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej (A) oraz katalazy (B) w 7-dniowych
siewkach (Siewki), hipokotylach (0 dni wzrostu), kulturach p¢dowych in vitro Inu
zwyczajnego odm. Szafir oraz odm. Selena. Wyniki §rednie + SD. * Rdznice istotne

statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 33. Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej (A) oraz katalazy (B) w 7-dniowych
siewkach (Siewki), hipokotylach (0 dni wzrostu), kulturach korzeniowych in vitro Inu
zwyczajnego odm. Szafir oraz odm. Selena. Wyniki $rednie = SD. *Roéznice istotne

statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 34. Zawarto$¢ biatka w ekstrakcie enzymatycznym wykorzystanym do oznaczenia
aktywnosci SOD i CAT w 7-dniowych siewkach (Siewki), hipokotylach (0 dni wzrostu)
oraz w kulturach pedowych (A) i korzeniowych (B) in vitro Inu zwyczajnego odm.
Szafir oraz odm. Selena. Wyniki $rednie = SD. * Roéznice istotne statystycznie, przy
p=0,05.

Ryc. 35. Efektywnos$¢ organogenezy pedowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego
odm. Szafir rosngcych w warunkach stresu osmotycznego na pozywce MS ze
zwigkszong zawarto$cig sacharozy (A) lub sorbitolu+maltozy (B). Wyniki srednie +

SD. *Réznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 36. Zawartos¢ produktéw peroksydacji lipidow (TBARS) w kulturach pgdowych
Inu zwyczajnego odm. Szafir rosngcych w warunkach stresu osmotycznego na pozywce
MS z dodatkiem sacharozy (A) lub sorbitolu+maltozy (B) w 14-tym dniu (bezposrednio
po dzialaniu stresu) oraz w 28-mym dniu wzrostu kultur. Wyniki $rednie + SD.

* Roznice istotne statystycznie, przy p<0,05.
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Ryc. 37. Efektywno$¢ organogenezy pedowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego
odm. Szafir (A) i odm. Selena (B) rosngcych w warunkach stresu 0smotycznego
(dwukrotne (SI) i trzykrotne (SII) zwigkszenie stezenia sacharozy w podlozu w
stosunku do kontroli (K)) w 14-tym dniu (bezposrednio po dziataniu stresu), 21-wszym
dniu oraz w 28-mym dniu wzrostu kultur. Wyniki §rednie + SD. *Réznice istotne

statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 38. Liczba pe¢dow formujacych si¢ na eksplantatch hipokotylowych Inu
zwyczajnego odm. Szafir (A) oraz odm. Selena (B) rosngcych w warunkach stresu
osmotycznego (dwukrotne (SI) i trzykrotne (SII) zwigkszenie stezenia sacharozy w
podtozu w stosunku do kontroli (K)) w 14-tym dniu (bezposrednio po dziataniu stresu),
21-wszym dniu oraz w 28-mym dniu wzrostu kultur . Wyniki $rednie + SD. *Roznice

istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 39. Efektywnos¢ organogenezy korzeniowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego
odm. Szafir (A) i odm. Selena (B) rosngcych w warunkach stresu osmotycznego
(dwukrotne (SI) 1 trzykrotne (SII) zwickszenie stezenia sacharozy w podiozu w
stosunku do kontroli (K)) w 14-tym dniu (bezposrednio po dziataniu stresu), 21-wszym
dniu oraz w 28-mym dniu wzrostu kultur. Wyniki $rednie + SD. *Roznice istotne
statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 40. Liczba korzeni formujacych si¢ na eksplantatch hipokotylowych Inu
zwyczajnego odm. Szafir (A) oraz odm. Selena (B) rosngcych w warunkach stresu
osmotycznego (dwukrotne (SI) i trzykrotne (SII) zwigkszenie st¢zenia sacharozy w
podtozu w stosunku do kontroli (K)) w 14-tym dniu (bezposrednio po dziataniu stresu),
21-wszym dniu oraz w 28-mym dniu wzrostu kultur. Wyniki $rednie + SD. *Rodznice
istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 41. Zawartos¢ produktéw peroksydacji lipidow (TBARS) w kulturach pgdowych
Inu zwyczajnego odm. Szafir (A) oraz odm. Selena (B) rosngcych w warunkach stresu
osmotycznego (dwukrotne (SI) 1 trzykrotne (SII) zwigkszenie stezenia sacharozy w
podiozu

w stosunku do kontroli (K)) w 14-tym dniu (bezpo$rednio po dziataniu stresu) oraz w
28-mym dniu wzrostu kultur. Wyniki $rednie = SD. * Rodznice istotne statystycznie,

przy p<0,05.
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Ryc. 42. Zawarto$¢ produktow peroksydacji lipidow (TBARS) w kulturach
korzeniowych Inu zwyczajnego odm. Szafir (A) oraz odm. Selena (B) rosnacych w
warunkach stresu osmotycznego (dwukrotne (SI) i trzykrotne (SII) zwickszenie stezenia
sacharozy w podtozu w stosunku do kontroli (K)) w 14-tym dniu (bezposrednio po
dziataniu stresu) oraz w 28-mym dniu wzrostu kultur. Wyniki $rednie + SD. * Rdznice

istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 43. Zawarto$¢ nadtlenku wodoru (H202) w kulturach pedowych Inu zwyczajnego
odm. Szafir (A) oraz odm. Selena (B) rosnacych w warunkach stresu osmotycznego
(dwukrotne (SI) i trzykrotne (SII) zwigkszenie stezenia sacharozy w podlozu w
stosunku do kontroli (K)) w 14-tym dniu (bezposrednio po dziataniu stresu) oraz w 28-
mym dniu wzrostu kultur. Wyniki $rednie = SD. * Roznice istotne statystycznie, przy

p=0,05.

Ryc. 44. Zawarto$¢ nadtlenku wodoru (H,0,) w kulturach korzeniowych Inu
zwyczajnego odm. Szafir (A) oraz odm. Selena (B) rosnacych w warunkach stresu
osmotycznego (dwukrotne (SI) i trzykrotne (SII) zwigkszenie stezenia sacharozy w
podtozu w stosunku do kontroli (K)) w 14-tym dniu (bezposrednio po dziataniu stresu)
oraz W 28-mym dniu wzrostu kultur. Wyniki $rednie + SD. * Rodznice istotne

statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 45. Efektywno$¢ formowania pedow w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm.
Szafir w zalezno$ci od ilosci SNP dodanego do pozywki pedowej. Wyniki $rednie +
SD. *Roéznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 46. Efektywnos¢ formowania korzeni w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm.
Szafir w zalezno$ci od ilosci SNP dodanego do pozywki korzeniowej. Wyniki $rednie +

SD. *Roéznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 47. Efektywnos¢ formowania pedow w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm.
Szafir poddanych 24-godzinnej ekspozycji na dziatanie par wydzielajacych si¢ z 40 ml
wodnego roztworu SNP, rosngcych na pozywce pedowej. Wyniki $rednie £ SD.

*Roznice istotne statystycznie, przy p<0,05.
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Ryc. 48. Efektywno$¢ formowania pedow w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm.
Szafir poddanych 3-godzinnej ekspozycji na dzialanie par wydzielajacych si¢ z 40 ml
wodnego roztworu SNP, rosngcych na pozywce pedowej. Wyniki $rednie £ SD.

*Roznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 49. Efektywnos$¢ organogenezy pedowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego
odm. Szafir (A) oraz Selena (B) poddanych 3-godzinnej ekspozycji na dziatanie par
wydzielajgcych sie z SmM wodnego roztworu SNP, rosngcych na pozywce pedowe;j.
Wiyniki §rednie = SD. *Réznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 50. Liczba pedow formujacych si¢ na eksplantatch hipokotylowych Inu
zwyczajnego odm. Szafir (A) oraz Selena (B) poddanych 3-godzinnej ekspozycji na
dziatanie par wydzielajacych si¢ z SmM wodnego roztworu SNP, rosnacych na

pozywce pedowej. Wyniki srednie £ SD. *Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 51. Efektywnos¢ organogenezy korzeniowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego
odm. Szafir (A) oraz Selena (B) poddanych 3-godzinnej ekspozycji na dziatanie par
wydzielajacych si¢ z 5mM wodnego roztworu SNP, rosngcych na pozywce

korzeniowej. Wyniki $rednie = SD. *Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 52. Liczba korzeni formujacych si¢ na eksplantatch hipokotylowych Inu
zwyczajnego odm. Szafir (A) oraz Selena (B) poddanych 3-godzinnej ekspozycji na
dzialanie par wydzielajacych si¢ z 5SmM wodnego roztworu SNP, rosnacych na
pozywce korzeniowej. Wyniki Srednie = SD. *Roéznice istotne statystycznie, przy

p=0,05.

Ryc. 53. Efektywnos$¢ organogenezy pedowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego
odm. Szafir (A) i Selena (B) oraz organogenezy korzeniowej w kulturach odm. Selena
(C) poddanych 3-godzinnej ekspozycji na dziatanie par wydzielajacych si¢ z SmM
wodnego roztworu SNP, rosnacych na podtozu bez dodatku hormonéw. Wyniki $rednie

+ SD. *Roznice istotne statystycznie, przy p<0,05.
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Ryc. 54. Liczba pedow formujacych si¢ na eksplantatch hipokotylowych Inu
zwyczajnego odm. Szafir (A) i Selena (B) oraz liczba korzeni formujacych si¢ na
eksplantatch hipokotylowych odm. Selena (C) poddanych 3-godzinnej ekspozycji na
dziatanie par wydzielajagcych si¢ z 5SmM wodnego roztworu SNP, rosngcych na
pozywce bez dodatku hormondéw. Wyniki §rednie = SD. *Réznice istotne statystycznie,

przy p<0,05.

Ryc. 55. Efektywnos$¢ organogenezy korzeniowej w kulturach in vitro Inu zwyczajnego
odm. Selena poddanych 3-godzinnej ekspozycji na dzialanie par wydzielajacych si¢ z
SmM wodnego roztworu SNP w obecnosci c-PTIO, rosnacych na pozywce
korzeniowej. Wyniki $rednie = SD. *Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 56. Liczba korzeni formujacych si¢ na eksplantatch hipokotylowych Inu
zwyczajnego odm. Selena poddanych 3-godzinnej ekspozycji na dziatanie par
wydzielajacych si¢ z SmM wodnego roztworu SNP w obecnosci ¢c-PTIO, rosnacych na
pozywce korzeniowej. Wyniki $rednie = SD. *Roznice istotne statystycznie, przy
p=<0,05.

Ryc. 57. Dlugos¢ korzeni w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Selena
poddanych dziataniu par wydzielajacych si¢ z wodnego roztworu SNP w obecnosci c-
PTIO, rosnacych na pozywce korzeniowej po 4 tygodniach wzrostu. Wyniki $rednie +

SD. *Réznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 58. Efektywnos$¢ organogenezy pedowej (A) i korzeniowej (B) w kulturach in
vitro Inu zwyczajnego odm. Selena poddanych 3-godzinnej ekspozycji na dziatanie par
wydzielajacych si¢ z SmM wodnego roztworu SNP w obecnosci c-PTIO, rosnagcych na
pozywce bez dodatku hormondéw. Wyniki §rednie = SD. *Rdznice istotne statystycznie,

przy p<0,05.

Ryc. 59. Liczba peddéw (A) 1 korzeni (B) formujacych si¢ na eksplantatch
hipokotylowych Inu zwyczajnego odm. Selena poddanych 3-godzinnej ekspozycji na
dziatanie par wydzielajacych si¢ z SmM wodnego roztworu SNP w obecnosci c-PTIO,
rosnacych na pozywce bez dodatku hormondéw. Wyniki srednie + SD. *Roznice istotne

statystycznie, przy p<0,05.

235



Ryc. 60. Dlugos¢ korzeni w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Selena
poddanych dziataniu par wydzielajacych si¢ z wodnego roztworu SNP w obecnosci c-
PTIO, rosnacych na podtozu bez dodatku hormonow po 4 tygodniach wzrostu. Wyniki

srednie = SD. *Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 61. Zawarto$¢ nadtlenku wodoru (H,O,) w kulturach in vitro Inu zwyczajnego
odm. Selena rosngcych na podtozu bez dodatku hormonéw (A) 1 rosngcych na pozywce

korzeniowej (B). Wyniki $rednie = SD. * Roznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 62. Zawarto$¢ produktow peroksydacji lipidow (TBARS) w kulturach in vitro Inu
zwyczajnego odm. Selena rosnacych na podtozu bez dodatku hormonow (A) i
rosngcych na pozywce korzeniowej (B). Wyniki $rednie £ SD. * Roznice istotne

statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 63. Przyktadowe widmo EPR DPPH' — widmo rodnika DPPH" (linia czarna) oraz K
— DPPH' po reakcji z ekstraktem z 15-dniowych kultur odm. Selena rosngcych na
podiozu bez dodatku hormondéw (linia zielona), 5 ml SNP — DPPH" po reakcji z
ekstraktem z 15-dniowych kultur rosngcych na podiozu bez dodatku hormondw,
poddanych dziataniu par wydzielajacych si¢ z 5 ml SNP (linia z6ita) i 10 ml SNP —
DPPH' po reakcji z ekstraktem z 15-dniowych kultur rosngcych na podtozu bez
dodatku hormonéw, poddanych dziataniu par wydzielajacych si¢ z 10 ml SNP (linia

niebieska)

Ryc. 64. Redukcja stabilnego wolnego rodnika DPPH- w kulturach in vitro Inu
zwyczajnego odm. Selena, poddanych dzialaniu 5SmM roztworu SNP, rosngcych na
podtozu bez dodatku hormonoéw. Wyniki $rednie + SD. * Rdznice istotne statystycznie,
przy p<0,05.

Ryc. 65. Przyktadowe widmo EPR DPPH' — widmo rodnika DPPH (linia czarna) oraz K
— DPPH, po reakcji z ekstraktem z kultur korzeniowych odm. Selena (linia czerwona) i
5 ml SNP — DPPH, po reakcji z ekstraktem z kultur korzeniowych, bezposrednio (0 dni
wzrostu) po dzialaniu par wydzielajacych sie z 5 ml SNP (linia zo6tta)

Ryc. 66. Redukcja stabilnego wolnego rodnika DPPH w kulturach in vitro Inu
zwyczajnego odm. Selena, poddanych ekspozycji na pary wydzielajace si¢ z SmM
roztworu SNP, rosnacych na pozywce korzeniowej. Wyniki §rednie £ SD. * Rdznice

istotne statystycznie, przy p<0,05.

236



Ryc. 67. Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i jej izoform w kulturach in
vitro Inu zwyczajnego odm. Selena, poddanych ekspozycji na pary wydzielajace si¢ z
SmM roztworu SNP, rosngcych na poditozu bez dodatku hormonow. Wyniki $rednie +

SD. * Réznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 68. Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i jej izoform w kulturach in
vitro Inu zwyczajnego odm. Selena poddanych ekspozycji na pary wydziclajgce si¢ z
SmM roztworu SNP, rosngcych na pozywce korzeniowej. Wyniki $rednie + SD. *

Réznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 69. Aktywnosc¢ katalazy (CAT) w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Selena,
poddanych ekspozycji na pary wydzielajace si¢ z 5 mM roztworu SNP, rosnacych na
podtozu bez dodatku hormondéw (A) i na pozywce korzeniowej (B). Wyniki $rednie +

SD. Wyniki §rednie + SD. * Roznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 70. Zawarto$¢ biatka w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Selena
poddanych dziataniu par wydzielajacych si¢ z SmM roztworu SNP, rosngcych na
podtozu bez dodatku hormonow (A) i na pozywce korzeniowej (B). Wyniki $rednie +
SD. * Roznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ryc. 71. Efekt dziatania NO na procesy morfogenetyczne w kulturach in vitro Inu

odm. Selena rosngcych na pozywce korzeniowej (+NAA), oraz bez dodatku hormonow
(-NAA).
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Spis tabel

Tab. 1. Sktad pozywek hodowlanych.

Tab. 2. Wzajemne st¢zenia cytokininy BA i auksyny 2,4-D w poszczegdlnych

wariantach pozywki.

Tab. 3. Wzajemne stgzenia auksyny NAA 1 cytokininy BA w poszczegdlnych

wariantach pozywki.

Tab. 4. Warunki wzrostu kultur in vitro Inu zwyczajnego na pozywkach ze zwigkszong

zawartoscig cukrow.
Tab. 5. Stezenia SNP dodanego bezposrednio do pozywki.

Tab. 6. Czas i warunki ekspozycji kultur in vitro Inu zwyczajnego na opary gazow

wydzielajacych si¢ z wodnego roztworu SNP.
Tab. 7. Warunki pracy uktadu chromatograficznego (GC/MS).

Tab. 8. Swieza i sucha masa cksplantatdow z pedami oraz zawarto$¢ wody
w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir oraz Selena rosnacych na pozywce
MS, B5 oraz MS+B5 z dodatkiem BA (1mg I™) oraz 2,4-D (0,025 mg I™"). Wyniki

srednie = SD. *Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Tab. 9. Swieza i sucha masa eksplantatow z korzeniami oraz zawarto$¢ wody
w Kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir oraz Selena rosnacych na pozywce
MS, B5 oraz MS+B5 z dodatkiem NAA (1mg I™) oraz BA (0,025 mg I™). Wyniki

srednie = SD. *Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Tab. 10. Swieza i sucha masa eksplantatow z pedami oraz zawartoéé¢ wody w kulturach
in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir rosngcych na pozywce MS, B5 oraz MS+BS5 z
dodatkiem wybranej cytokininy: BA, KIN, TDZ (1 mgl™) + 2,4-D (0,025 mgl™).
Wiyniki §rednie = SD. *Réznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Tab.11. Swieza i sucha masa eksplantatow z pedami oraz zawarto$é wody w kulturach
in vitro Inu zwyczajnego odm. Selena rosnacych na pozywce MS, B5 oraz MS+B5 w
zaleznosci od wybranej cytokininy BA, KIN, TDZ (1 mgl™) + 2,4-D (0,025 mgl™).
Wiyniki srednie + SD. *Roznice istotne statystycznie, przy p<0,05.
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Tab. 12. Swieza i sucha masa eksplantatow z korzeniami oraz zawarto$¢ wody
w Kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir rosngcych na pozywce MS, B5 oraz
MS+B5 w zaleznosci od wybranej auksyny 2,4-D, NAA, IBA (1 mgl™) + BA (0,025
mgl’l). Wyniki $rednie = SD. *Roéznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Tab. 13. Swieza i sucha masa eksplantatow z korzeniami oraz zawarto$¢ wody
w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Selena rosngcych na pozywce MS, BS5 oraz
MS+B5 w zaleznosci od wybranej auksyny 2,4-D, NAA, IBA (1 mgl™) + BA (0,025
mgl™). Wyniki érednie + SD. *Réznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Tab. 14. Zwigzki emitowane przez 7-dniowe siewki oraz kultury pedowe in vitro Inu

zwyczajnego odm. Szafir.

Tab. 15. Zwiazki emitowane przez 7-dniowe siewki oraz kultury pedowe in vitro Inu

zwyczajnego odm. Selena.

Tab.16. Swieza i sucha masa eksplantatow z pedami oraz zawarto$¢ wody
w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir rosnacych w warunkach stresu
osmotycznego na pozywce MS z dodatkiem sacharozy (A) lub sorbitolu+maltozy (B) w
14-tym dniu (bezposrednio po dziataniu stresu) oraz w 28-mym dniu wzrostu kultur.

Wyniki $rednie + SD. *Roéznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Tab. 17. Swieza i sucha masa eksplantatow z pedami oraz zawarto$¢ wody
w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir (A) oraz odm. Selena (B) rosnacych
w warunkach stresu osmotycznego (dwukrotne (SI) i trzykrotne (SII) zwigkszenie
sacharozy w podlozu w stosunku do kontroli (K)) w 14-tym dniu (bezposrednio po
dziataniu stresu) oraz w 28-mym dniu wzrostu kultur. Wyniki $rednie + SD. *Rdznice

istotne statystycznie, przy p<0,05.

Tab. 18. Swieza i sucha masa eksplantatow z korzeniami oraz zawarto§¢ wody
w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir (A) oraz odm. Selena (B) rosnacych
w warunkach stresu osmotycznego (dwukrotne (SI) i trzykrotne (SII) zwigkszenie
stezenia sacharozy w podtozu w stosunku do kontroli (K)) w 14-tym dniu (bezposrednio
po dzialaniu stresu) oraz w 28-mym dniu wzrostu kultur. Wyniki $rednie + SD.

*Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.
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Tab. 19. Swieza i sucha masa eksplantatow z pedami oraz zawarto$é wody
w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir rosnacych na pozywce pedowej z

dodatkiem SNP. Wyniki $rednie + SD. *Réznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Tab. 20. Swieza i sucha masa eksplantatow z korzeniami oraz zawarto$¢ wody
w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir rosnacych na pozywce korzeniowej z

dodatkiem SNP. Wyniki $rednie = SD. *Réznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Tab. 21. Swieza i sucha masa eksplantatow z pedami oraz zawarto$¢ wody
w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir poddanych 24-godzinnej ekspozycji
na dzialanie par wydzielajacych si¢ z wodnego roztworu SNP, rosnacych na pozywce

pedowej. Wyniki $rednie + SD. *Roznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Tab. 22. Swieza i sucha masa eksplantatow z pedami oraz zawarto$¢ wody
w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir poddanych 3-godzinnej ekspozycji na
dziatanie par wydzielajacych si¢ z 40 ml wodnego roztworu SNP, rosngcych na

pozywce pedowej. Wyniki $rednie + SD. *Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Tab. 23. Swieza i sucha masa eksplantatow z pedami oraz zawarto$¢ wody
w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir (A) oraz Selena (B) poddanych 3-
godzinnej ekspozycji na dziatanie par wydzielajacych si¢ z SmM wodnego roztworu
SNP, rosnacych na pozywce pedowej. Wyniki Srednie = SD. *Roznice istotne
statystycznie, przy p<0,05.

Tab. 24. Swieza i sucha masa eksplantatow z korzeniami oraz zawarto$¢ wody
w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir (A) oraz Selena (B) poddanych 3-
godzinnej ekspozycji na dziatanie par wydzielajacych si¢ z SmM wodnego roztworu
SNP, rosngcych na pozywce korzeniowej. Wyniki §rednie = SD. *Roéznice istotne

statystycznie, przy p<0,05.

Tab. 25. Swieza i sucha masa eksplantatéw z pedami i korzeniami oraz zawarto$¢ wody
w kulturach in vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir (A) oraz Selena (B) poddanych 3-
godzinnej ekspozycji na dzialanie par wydzielajacych si¢ z SmM wodnego roztworu
SNP, rosnacych na pozywce bez dodatku hormonéw. Wyniki $rednie + SD. *Rdznice

istotne statystycznie, przy p<0,05.
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Tab. 26. Swieza i sucha masa oraz zawarto$¢ wody w kulturach in vitro Inu
zwyczajnego odm. Selena po 4-ch tygodniach wzrostu na pozywce korzeniowe;j,
poddanych dziataniu par wydzielajacych si¢ z SmM wodnego roztworu SNP w

obecnosci c-PTIO. Wyniki $rednie = SD. *Rdznice istotne statystycznie, przy p<0,05.

Tab. 27. Swieza i sucha masa oraz zawarto$¢ wody w kulturach in vitro Inu
zwyczajnego odm. Selena po 4 tygodniach wzrostu na pozywce bez dodatku
hormondéw, poddanych dziataniu par wydzielajacych si¢ z SmM wodnego roztworu
SNP w obecnosci c-PTIO. Wyniki $rednie = SD. *Roéznice istotne statystycznie, przy
p=<0,05.
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Spis fotografii

Fot. 1. Pokroj ogdlny form Inu zwyczajnego (Linum usitatissimum L.) odmiany Selena
(typ widknisty Inu - A) oraz Szafir (typ oleisty Inu - B), (Fot. A. Adamczuk).

Fot. 2. Kultury pedowe Inu zwyczajnego odm. Szafir i odm. Selena po 4 tygodniach
wzrostu na pozywkach: MS, B5 oraz MS+B5 z dodatkiem z dodatkiem BA (1mg I™%)
oraz 2,4-D (0,025 mg I'™).

Fot. 3. Kultury korzeniowe Inu zwyczajnego odm. Szafir i odm. Selena po 4
tygodniach wzrostu na pozywkach: MS, B5 oraz MS+B5 z dodatkiem NAA (1mg I™")
oraz BA (0,025 mg I'™).

Fot. 4. Eksplantaty hipokotylowe Inu odm. Szafir oraz odm. Selena ze
zregenerowanymi pedami w zalezno$ci od zmieniajacych si¢ stgzen auksyny 2,4-D (0-1

mg I') przy stalym stezeniu cytokininy BA (1mg 1) w pozywce (2,4-D:BA).

Fot. 5. Eksplantaty hipokotylowe Inu odm. Szafir oraz odm. Selena ze
zregenerowanymi korzeniami w zaleznosci od zmieniajacych si¢ stezen cytokininy BA
(0-1mg I'™") przy statym stezeniu auksyny NAA (1 mg 1) — (BA:NAA).

Fot. 6. Organogeneza pedow na eksplantatach hipokotylowych Inu odm. Szafir
rosngcych na pozywce pedowe;.

Fot. 7. Organogeneza pgdow na eksplantatach hipokotylowych Inu odm. Selena
rosngcych na pozywce pedowe;.

Fot. 8. Organogeneza korzeni na eksplantatach hipokotylowych Inu odm. Szafir

rosnacych na pozywce korzeniowej.

Fot. 9. Organogeneza korzeni na eksplantatach hipokotylowych Inu odm. Selena

rosnacych na pozywce korzeniowe;.

Fot. 10. Eksplantaty hipokotylowe Inu zwyczajnego odm. Szafir oraz odm. Selena z
uformowanymi pedami, poddane 3-godzinnej ekspozycji na dzialanie par
wydzielajacych si¢ z SmM wodnego roztworu SNP w ilo$ci: 5 ml, 10 ml, 20 ml 1 30 ml,

po 4 tygodniach wzrostu na pozywce pedowe;.
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Fot. 11. Eksplantaty hipokotylowe Inu zwyczajnego odm. Szafir oraz odm. Selena z
uformowanymi korzeniami, poddane 3-godzinnej ekspozycji na dzialanie par
wydzielajgcych sie z SmM wodnego roztworu SNP w ilosci: 5 m1,10 ml, 20 ml i 30 ml,

po 4 tygodniach wzrostu na pozywce korzeniowe;.

Fot. 12. Kultury in vitro oraz eksplantaty hipokotylowe Inu zwyczajnego odm. Szafir,
poddane 3-godzinnej ekspozycji na dzialanie par wydzielajacych si¢ z 5SmM wodnego
roztworu SNP w ilosci: 5 ml,10 ml, 20 ml i 30 ml, po 4 tygodniach wzrostu na pozywce

MS bez dodatku hormondw.

Fot. 13. Kultury in vitro oraz eksplantaty hipokotylowe Inu zwyczajnego odm. Selena,
poddane 3-godzinnej ekspozycji na dzialanie par wydzielajacych si¢ z SmM wodnego
roztworu SNP w ilosci: 5 m1,10 ml, 20 ml i 30 ml, po 4 tygodniach wzrostu na pozywce

B5 bez dodatku hormonow.
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Aneks

Tab. |. Wykaz zwiazkéw organicznych zidentyfikowanych w ekstraktach metanolowych,
pochodzacych z 7-dniowych siewek (A), 5 (B), 14 (C) i 28 (D) -dniowych kultur pedowych in

vitro Inu zwyczajnego odm. Szafir

A)
Lp. IR oxp IR jit Nazwa zwiazku Zawartos$¢
[%0]
Kwasy alifatyczne i glicerydy
1 1068 1070 Kwas mlekowy, di-TMS 0,20
2 1083 1083 Kwas hydroksyoctowy, di-TMS 0,06
3 1152 1153 Kwas 3-hydroksypropanolowy, di-TMS 0,04
4 1215 1218 Kwas malonowy, di-TMS 0,06
5 1322 1321 Kwas bursztynowy, di-TMS 0,27
6 1349 1350 Kwas glicerynowy, tri-TMS 0,10
7 1509 1510 Kwas jabtkowy, tri-TMS 1,05
8 1530 1527 Kwas piroglutaminowy, di-TMS 0,53
9 1573 1574 Kwas erytromorfowy, tetra-TMS 0,04
10 1592 1571 Kwas rythronowy, tetra-TMS 0,15
11 1652 1652 Kwas D-arabinonowy, gamma-lactone, tri TMS 0,08
12 1670 1671 Kwas butanodiowy, tetra-TMS 0,04
13 2049 2052 Kwas palmitynowy, TMS 0,21
14 2219 2215 Kwas linolenowy, TMS 0,37
Aminokwasy
15 1089 1090 L-Walina, TMS 0,05
16 1266 - L-Seryna, O,0-di-TMS 0,09
17 1303 1308 L-Treonina, O,0-di-TMS 0,04
18 1499 - Aminokwas (84, 73, 75) 0,26
Zwiazki aromatyczne
19 2151 2155 Kwas kawowy, TMS 0,43
Heterocykliczne zwigzki zawierajgce azot
20 2467 2469 Urydyna, tri-TMS 0,08

Weglowodany i glukozydy
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21 1832 - Monosacharyd (217, 73, 129) 0,12
22 1844 1843 B-Fruktofuranoza, penta-TMS 2,79
23 1852 1851 a-Fruktofuranoza, penta-TMS 3,48
24 1874 - Monosacharyd (204, 246, 191) 0,07
25 1878 1879 a-Glukofuranoza, TMS 0,39
26 1886 1885 B-Fruktofuranoza, penta-TMS 0,48
27 1930 1930 a-D-Glukopyranoza, penta-TMS 3,51
28 1935 - Monosacharyd (204, 73, 133) 0,35
29 1939 1937 a-D-Galaktopyranoza, penta-TMS 0,06
30 1977 1978 Sedoheptuloza, hexa-TMS 0,36
31 2028 2028 a-D-Glucopyranoza, penta-TMS 4,44
32 2066 - Weglowodan (204, 73, 217) 0,20
33 2094 - Weglowodan (204, 73, 217) 1,46
34 2103 - Weglowodan (217, 73, 129) 1,74
35 2142 - Weglowodan (204, 73, 217) 11,97
36 2164 - Weglowodan (204, 73, 217) 0,95
37 2178 - Weglowodan (73, 204, 129) 0,12
38 2208 - Weglowodan (204, 73, 217) 6,03
39 2594 - Weglowodan (361, 217, 73) 1,52
40 2658 - Weglowodan (361, 217, 73) 3,89
41 2713 2714 Sacharoza, octa-TMS 32,84
42 2856 2853 Leukroza, TMS 0,16
43 2888 - Weglowodan (204, 361, 437) 0,10
44 2925 - Weglowodan (217, 361, 437) 0,09
45 3003 - Weglowodan (204, 73, 205) 0,29
46 3065 - Weglowodan (204, 205, 361) 0,19
47 3110 - Weglowodan (204, 217, 73) 0,34
48 3228 - Weglowodan (204, 217, 361) 0,44
Alkohole polihydroksylowe
49 1536 1536 Treitol, tetra-TMS 0,10
Pozostale
50 1288 1289 Kwas fosforowy, tri-TMS 6,36
51 1292 1293 Glicerol, tri-TMS 0,48
52 1739 - NN (73, 147, 246) 0,48
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53 1826 - NN (73, 437, 217) 0,12
54 1956 1955 muko-Inozytol, hexa-TMS 0,14
55 1996 - NN (204, 73, 205) 0,31
56 2003 2004 chiro-Inozytol, penta-TMS 0,51
57 2026 2024 scyllo-Inozytol, hexa-TMS 3,04
58 2043 - NN (217, 73, 305) 0,11
59 2128 2128 mio-Inozytol, hexa-TMS 0,80
60 2532 - NN (73, 287, 217) 0,66
61 2691 - NN (289, 361, 73) 0,13
62 2701 - NN (289, 361, 217) 0,29
63 2721 - NN (73, 217, 361) 2,16
64 3098 - NN (324, 361, 217) 0,88
B)
Lp. IR oxp IR it Nazwa zwiazku Zawartos$¢
[%0]
Kwasy alifatyczne i glicerydy
1 1066 1069 Kwas etanodiowy 0,16
2 1068 1070 Kwas mlekowy, di-TMS 0,33
3 1080 1078 Kwas glikolowy, di-TMS 0,11
4 1083 1083 Kwas hydroksyoctowy, di-TMS 0,07
5 1215 1218 Kwas malonowy, di-TMS 0,09
6 1322 1321 Kwas bursztynowy, di-TMS 0,21
7 1349 1350 Kwas glicerynowy, tri-TMS 0,18
8 1503 1500 Kwas 2-piperydynokarboksylowy 1,26
9 1509 1510 Kwas jabtkowy, tri-TMS 0,11
10 1531 1527 Kwas piroglutaminowy, di-TMS 3,01
11 1592 1571 Kwas rythronowy, tetra-TMS 0,09
12 2049 2052 Kwas palmitynowy, TMS 0,15
13 2216 2215 Kwas linolenowy, TMS 0,17
14 2607 Gliceryna 1-monopalmitoilowa 0,04
15
Aminokwasy
16 1089 1090 L-Walina, TMS 0,30
17 1111 1119 Alanina, di-TMS 0,30
18 1194 1203 Glicyna 0,04
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19 1266 - L-Seryna, O,0-di-TMS 0,53
20 1304 1308 L-Treonina, O,0-di-TMS 0,33
21 1522 - N-Acetylometionina, di-TMS ? (73, 116, 261) 0,39
Zwiazki aromatyczne
22 1244 1243 Kwas benzoesowy, TMS 0,06
23 1910 Benzaldehyd 0,02
24 2098 Benzhydrazyd 0,08
25 2152 2155 Kwas kawowy, TMS 0,08
Heterocykliczne zwigzki zawierajgce azot
26 1036 Pirydyna, 3-trimetylosiloksyl 0,15
27 1143 1- (trimetylosililo) -2-pirolidynon 0,17
28 1950 Benzotiofen 0,19
29 2468 2469 Urydyna, tri-TMS 0,16
Diterpeny
30 2182 2183 Fitol, TMS 0,13
Weglowodany i glukozydy
31 1844 1843 B-Fruktofuranoza, penta-TMS 0,45
32 1852 1852 a-Fruktofuranoza, penta-TMS 0,57
33 1930 1879 a-D-Glukopyranoza, penta-TMS 0,23
34 1936 - Monosacharyd (204, 73, 133) 0,36
35 2294 1977 D-Glukoza 0,07
36 1978 1978 Sedoheptuloza, hexa-TMS 3,45
37 2029 2030 B-D-Glukopyranoza, penta-TMS 0,25
38 2067 - Weglowodan (204, 73, 217) 0,81
39 2094 - Weglowodan (204, 73, 217) 0,14
40 2145 - Weglowodan (204, 73, 217) 28,05
41 2165 - Weglowodan (204, 73, 217) 0,02
42 2203 2205 a-D-Galaktopyranoza 0,13
43 2239 2239 a-D-Mannopyranoza 0,16
44 2373 2378 2-O-glicerol-a-d-galaktopiranozyd 0,04
45 2543 - Weglowodan (204,73, 105 ) 0,09
46 2594 - Weglowodan (361, 217, 73) 0,17
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47 2612 - Glukuronolakton 0,25
48 2628 2630 D-Turanoza 0,25
49 2715 2714 Sacharoza, octa-TMS 0,08
50 2829 2829 Glukopiranozyd, p-etylofenol 28,60
51 2849 - a-D-Galaktopyranoza 0,13
52 2945 2945 Lyksoza 0,10
53 2995 - Weglowodan (73, 361, 308) 0,09
54 3003 - Weglowodan (204, 73, 205) 0,25
55 3066 - Weglowodan (204, 205, 361) 0,28
56 3110 - Weglowodan (204, 217, 73) 0,28
57 3228 - Weglowodan (204, 217, 361) 0,18
Alkohole polihydroksylowe
59 1538 1538 Treitol, tetra-TMS 0,02
60 1732 1728 Ksylitol, penta-TMS 0,05
61 1746 1740 Arabinitol, penta-TMS 0,01
62 1920 1925 Heksitol, TMS, isomere 1 0,17
Pozostale
63 1289 1289 Kwas fosforowy, tri-TMS 3,01
64 1292 1293 Glicerol, tri-TMS 0,58
65 1411 - NN (73, 147, 245) 0,12
66 1961 1955 muko-Inozytol, hexa-TMS 0,15
67 1996 - NN (204, 73, 205) 0,24
68 2003 2004 chiro-Inozytol, penta-TMS 0,11
69 2128 2128 mio-Inozytol, hexa-TMS 2,65
70 2533 - NN (73, 287, 217) 0,02
71 2692 - NN (289, 361, 73) 0,10
72 2721 - NN (73, 217, 361) 0,05
73 3098 - NN (324, 361, 217) 0,39
C)
Lp. IR oxp IR it Nazwa zwigzku Zawartos¢
[%0]
Kwasy alifatyczne i glicerydy
1 1068 1070 Kwas mlekowy, di-TMS 3,54
0,41
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2 1083 1083 Kwas hydroksyoctowy, di-TMS 0,28
3 1152 1153 Kwas 3-hydroksypropanolowy, di-TMS 0,53
4 1214 1218 Kwas malonowy, di-TMS 1,16
5 1322 1321 Kwas bursztynowy, di-TMS 0,81
6 1349 1350 Kwas glicerynowy, tri-TMS 2,17
7 1502 1500 Kwas 2-piperydynokarboksylowy 0,66
8 1509 1510 Kwas jabtkowy, tri-TMS 6,30
9 1530 1527 Kwas piroglutaminowy, di-TMS 0,15
10 1573 1574 Kws erytomorfowy, tetra-TMS 0,20
11 1592 1571 Kwas rythronowy, tetra-TMS 0,07
12 2050 2052 Kwas palmitynowy, TMS 0,04
13 2220 2215 Kwas linolenowy, TMS
Aminokwasy
14 1089 1090 L-Walina, TMS 1,72
15 1110 1119 Alanina, di-TMS 1,60
16 1159 1185 L-Leucyna 0,34
17 1265 - L-Seryna, O,0-di-TMS 2,37
18 1303 1308 L-Treonina, O,0-di-TMS 2,58
19 1499 - Aminokwas (84, 73, 75) 0,69
20 1521 - N-Acetylometionina, di-TMS ? (73, 116, 261) 1,27
ZwiazKi aromatyczne
21 1244 1243 Kwas benzoesowy, TMS 0,33
Heterocykliczne zwigzki zawierajgce azot
22 2593 2469 Urydyna, tri-TMS 1,09
Diterpeny
23 2208 2183 Fitol, TMS 0,18
Weglowodany i glukozydy
24 1852 1843 B-Fruktofuranoza, penta-TMS 1,56
25 1878 1852 a-Fruktofuranoza, penta-TMS 2,21
26 1890 1879 a-Glukofuranoza, TMS 0,06
27 1894 1889 a-DL-Arabinofuranozyd 0,03
28 1935 1930 a-D-Glukopyranoza, penta-TMS 0,64
29 1950 - Monosacharyd (204, 73, 133) 2,07
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30 1978 1977 D-Glukoza 0,17
31 1996 1978 Sedoheptuloza, hexa-TMS 9,95
32 - - B-D-Glukopyranoza, penta-TMS 0,25
33 2094 - Weglowodan (204, 73, 217) 2,01
34 2103 - Weglowodan (204, 73, 217) 1,72
35 2128 - Weglowodan (217, 73, 129) 0,16
36 2182 - Weglowodan (204, 73, 217) 21,04
37 2371 2378 2-O-Glicerol-a-d-galaktopiranozyd 0,30
38 2467 2460 D-Fruktoza 0,02
39 2606 - Weglowodan (361, 217, 73) 0,10
40 2658 2652 Maltoza 0,31
41 2701 - Weglowodan (361, 217, 73) 0,13
42 3228 - Weglowodan (204, 217, 73) 0,08
43 3257 - Weglowodan (204, 217, 361) 1,10
Alkohole polihydroksylowe
44 1536 1536 Treitol, tetra-TMS 0,41
45 1568 1568 Pentitol 0,03
46 1732 1728 Ksylitol, penta-TMS 0,12
47 1745 1740 Arabinitol, penta-TMS 0,13
48 1758 1755 Arabitol, penta-TMS 0,16
49 1844 1841 Rybitol, penta-TMS 0,02
50 1929 1925 Heksitol, TMS, isomere 1 0,40
Pozostale
51 1078 - NN (221,103,130,73) 0,23
52 1194 - NN (73, 170, 75, 141) 0,17
53 1288 1289 Kwas fosforowy, tri-TMS 9,08
54 1292 1293 Glicerol, tri-TMS 4,90
55 1411 - NN (73, 147, 245) 0,35
56 1459 - NN (155, 273, 73) 0,02
57 1556 - NN (73, 147, 218) 0,14
58 1906 - NN (159, 247, 303, 116, 160) 0,04
59 1961 1955 muko-Inozytol, hexa-TMS 0,32
60 2003 2004 chiro-Inozytol, penta-TMS 0,28
61 2026 2024 scyllo-Inozytol, hexa-TMS 0,61
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62 2128 2128 mio-Inozytol, hexa-TMS 0,78
63 2142 - NN (289, 361, 217) 1,66
64 3098 - NN (324, 361, 217) 0,04
D)
Lp. IR oxp IR it Nazwa zwigzku Zawarto$¢
[%0]
Kwasy alifatyczne i glicerydy
1 1068 1070 Kwas mlekowy, di-TMS 0,55
2 1083 1083 Kwas hydroksyoctowy, di-TMS 0,08
3 1322 1321 Kwas bursztynowy, di-TMS 0,15
4 1349 1350 Kwas glicerynowy, tri-TMS 0,07
5 1459 1460 Kwas 2-izopropylo-3-ketobutanowy 0,15
6 1501 1503 Kwas butanodiowy 0,81
7 1509 1510 Kwas jabtkowy, tri-TMS 0,82
8 1516 1518 Kwas pentanowy 0,04
9 1531 1527 Kwas piroglutaminowy, di-TMS 0,04
10 1573 1574 Kws erytomorfowy, tetra-TMS 0,04
11 1592 1571 Kwas rythronowy, tetra-TMS 0,03
12 1652 1652 Kwas D-arabinonowy, gamma-lakton, tri-TMS 0,10
13 1952 1953 Kwas idonowy 0,03
14 2216 2215 Kwas linolenowy, TMS 0,15
15 2651 2653 Kwas Ribonic 6,51
Aminokwasy
16 1522 - N-Acetylometionina, di-TMS ? (73, 116, 261) 0,05
Zwiazki aromatyczne
17 2730 2732 Deoksyfruktozazyna 0,25
Heterocykliczne zwiazki zawierajace azot
18 2468 2469 Urydyna, tri-TMS 0,07
19 2482 - Deoksygedunina 0,08

Diterpeny
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20 2182 2183 Fitol, TMS 0,04
Weglowodany i glukozydy
21 1761 1760 Glukofuranozyd 0,32
22 1844 1843 B-Fruktofuranoza, penta-TMS 2,88
23 1852 1852 a-Fruktofuranoza, penta-TMS 3,20
24 1878 1880 a-Glukofuranoza, TMS 0,08
25 1893 1894 a-D-Mannopyranozyd 0,71
26 1906 1908 Arabinofuranoza 0,03
27 1930 1879 a-D-Glukopyranoza, penta-TMS 1,25
28 1936 - Monosacharyd (204, 73, 133) 1,91
29 2294 1977 D-Glukoza 0,19
30 1978 1978 Sedoheptuloza, hexa-TMS 6,54
31 2029 2030 B-D-Glukopyranoza, penta-TMS 0,05
32 2067 - Weglowodan (204, 73, 217) 0,02
33 2075 2077 a-D-Galaktofuranozyd 0,03
34 2094 - Weglowodan (204, 73, 217) 0,39
35 2102 - Weglowodan (217, 73, 129) 0,05
36 2112 2112 Mannoza 0,48
37 2141 - Weglowodan (204, 73, 217) 0,12
38 2163 - Weglowodan (204, 73, 217) 0,05
39 2177 - Weglowodan (73, 204, 129) 0,05
40 2203 2205 a-D-Galaktopyranozyd 0,08
41 2208 - Weglowodan (204, 73, 217) 0,08
42 2269 2269 a-D-Fruktopyranoza 0,11
43 2287 2283 a-D-Fruktoza 1,13
44 2372 2371 Glicerol-a-d-galaktopyranozyd 0,03
45 2450 - Gulose 0,42
46 2594 - Weglowodan (361, 217, 73) 0,05
47 2612 - Glukuronolakton 0,90
48 2628 2630 D-Turanoza 0,18
49 2658 - Weglowodan (361, 217, 73) 0,87
50 2715 2714 Sacharoza, octa-TMS 5,39
51 2829 2829 Glukopiranozyd, p-etylofenol 0,10
52 2892 2890 Lyksopyranozyd 0,02
53 2905 2903 B-Cellobioza, octa-TMS 0,03

252



54 3228 - Weglowodan (204, 217, 361) 0,03
Alkohole polihydroksylowe
55 1538 1538 Treitol, tetra-TMS 0,10
56 1539 1538 Erytritol, 0,02
57 1732 1735 Galaktitol 0,06
Pozostale
58 1289 1289 Kwas fosforowy, tri-TMS 0,54
59 1292 1293 Glicerol, tri-TMS 0,44
60 1956 1955 muko-Inozytol, hexa-TMS 0,28
61 1919 - NN (73, 147, 217) 0,04
62 1950 - NN (73, 204, 324) 0,05
63 1996 - NN (204, 73, 205) 0,12
64 2003 2004 chiro-Inozytol, penta-TMS 0,23
65 2025 2024 scyllo-Inozytol, hexa-TMS 1,52
66 2044 - NN (217, 73, 305) 0,07
67 2127 2128 mio-Inozytol, hexa-TMS 1,51
68 2080 - NN (73, 147, 217, 278) 0,05
69 2506 - NN (73, 147, 211, 325) 0,03
70 2524 - NN (73, 97, 362) 0,56
71 2531 - NN (73, 287, 217) 0,07
72 2548 - NN (73, 98, 215, 242, 361) 0,23
73 2691 - NN (289, 361, 73) 2,56
74 2701 - NN (289, 361, 217) 37,31
75 2722 - NN (73, 217, 361) 0,52
76 3097 - NN (324, 361, 217) 0,28
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Tab. Il. Wykaz zwigzkow organicznych zidentyfikowanych w ekstraktach metanolowych,
pochodzacych z 7-dniowych siewek (A), 5 (B), 14 (C) i 28 (D) -dniowych kultur pedowych in

vitro Inu zwyczajnego odm. Selena

A)
Lp. IR oxp IR it Nazwa zwigzku Zawarto$¢
[%0]
Kwasy alifatyczne i glicerydy
1 1068 1070 Kwas mlekowy, di-TMS 0,19
2 1083 1083 Kwas hydroksyoctowy, di-TMS 0,08
3 1215 1218 Kwas malonowy, di-TMS 1,67
4 1322 1321 Kwas bursztynowy, di-TMS 0,69
5 1349 1350 Kwas glicerynowy, tri-TMS 0,44
6 1509 1510 Kwas jabtkowy, tri-TMS 1,67
7 1652 1652 Kwas D-arabinonowy, gamma-lactone, tri TMS 0,04
8 1670 1671 Kwas butanodiowy, tetra-TMS 0,07
9 2049 2052 Kwas palmitynowy, TMS 0,01
10 2219 2215 Kwas linolenowy, TMS 1,05
Aminokwasy
11 1089 1090 L-Walina, TMS 0,21
12 1111 1119 Alanina, di-TMS 0,33
13 1266 - L-Seryna. O,0-di-TMS 0,51
14 1303 1308 L-Treonina, O,0-di-TMS 0,20
Zwiazki aromatyczne
15 2151 2155 Kwas kawowy, TMS 1,82
Heterocykliczne zwigzki zawierajgce azot
16 2467 2469 Urydyna, tri-TMS 0,04
Weglowodany i glukozydy
17 1874 - Monosacharyd (204, 246, 191) 0,04
18 1878 1879 a-Glukofuranoza, TMS 0,15
19 1886 1885 B-Fruktofuranoza, penta-TMS 8,52
20 1935 - Monosacharyd (204, 73, 133) 0,01
21 1939 1937 a-D-Galaktopiranoza, penta-TMS 0,05
22 1977 1978 Sedoheptuloza, hexa-TMS 0,67
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23 2028 2028 a-D-Glucopiranoza, penta-TMS 0,41
24 2066 - Weglowodan (204, 73, 217) 0,29
25 2094 - Weglowodan (204, 73, 217) 0,43
26 2103 - Weglowodan (217, 73, 129) 1,85
27 2112 2112 Mannoza 0,94
28 2142 - Weglowodan (204, 73, 217) 0,05
29 2164 - Weglowodan (204, 73, 217) 0,17
30 2178 - Weglowodan (73, 204, 129) 0,08
31 2208 - Weglowodan (204, 73, 217) 0,29
32 2467 2460 D-Fruktoza 0,65
33 2594 - Weglowodan (361, 217, 73) 0,39
34 2658 - Weglowodan (361, 217, 73) 0,28
35 2856 2853 Leukroza, TMS 0,07
36 2888 - Weglowodan (204, 361, 437) 13,16
37 2925 - Weglowodan (217, 361, 437) 0,03
38 3003 - Weglowodan (204, 73, 205) 0,40
39 3065 - Weglowodan (204, 205, 361) 0,13
40 3110 - Weglowodan (204, 217, 73) 0,05
Alkohole polihydroksylowe
41 1536 1536 Treitol, tetra-TMS 0,03
Pozostale
42 1288 1289 Kwas fosforowy, tri-TMS 15,45
43 1956 1955 muko-Inozytol, hexa-TMS 0,24
44 1996 - NN (204, 73, 205) 2,31
45 2003 2004 chiro-Inozytol, penta-TMS 10,23
46 2026 2024 scyllo-Inozytol, hexa-TMS 4,04
47 2043 - NN (217, 73, 305) 0,07
48 2128 2128 mio-Inozytol, hexa-TMS 9,49
49 2532 - NN (73, 287, 217) 0,05
50 2691 - NN (289, 361, 73) 0,12
51 2701 - NN (289, 361, 217) 14,86
52 2721 - NN (73, 217, 361) 3,16
53 3098 - NN (324, 361, 217) 0,88
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B)

Lp. IR exp IR it Nazwa zwigzku Zawartos¢
[%0]

Kwasy alifatyczne i glicerydy

1 1068 1070 Kwas mlekowy, di-TMS 4,67

2 1083 1083 Kwas hydroksyoctowy, di-TMS 1,18

3 1322 1321 Kwas bursztynowy, di-TMS 0,32

4 1349 1350 Kwas glicerynowy, tri-TMS 0,07

5 1501 1503 Kwas butanodiowy 1,81

6 1509 1510 Kwas jabtkowy, tri-TMS 2,99

7 1531 1527 Kwas piroglutaminowy, di-TMS 0,16

8 1652 1652 Kwas D-arabinonowy, gamma-lakton, tri-TMS 0,50

9 1952 1953 Kwas idonowy 0,03

10 2216 2215 Kwas linolenowy, TMS 4,98
Aminokwasy

11 1522 - N-Acetylometionina, di-TMS ? (73, 116, 261) 1,12
Zwiazki aromatyczne

12 2730 2732  Deoksyfruktozazyna 1,90
Heterocykliczne zwigzki zawierajgce azot

13 2468 2469 Urydyna, tri-TMS 1,12
Diterpeny

14 2182 2183  Fitol, TMS 0,12
Weglowodany i glukozydy

15 1844 1843  B-Fruktofuranoza, penta-TMS 2,13

16 1852 1852  a-Fruktofuranoza, penta-TMS 2,30

17 1878 1880  o-Glukofuranoza, TMS 0,08

18 1930 1879 a-D-Glukopiranoza, penta-TMS 1,75

19 1936 - Monosacharyd (204, 73, 133) 1,91

20 2294 1977  D-Glukoza 0,89

21 1978 1978 Sedoheptuloza, hexa-TMS 11,69
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22 2029 2030  B-D-Glukopiranoza, penta-TMS 0,03
23 2067 - Weglowodan (204, 73, 217) 0,12
24 2075 2077  o-D-Galaktofuranozyd 0,02
25 2094 - Weglowodan (204, 73, 217) 0,59
26 2102 - Weglowodan (217, 73, 129) 0,05
27 2112 2112 Mannoza 0,58
28 2141 - Weglowodan (204, 73, 217) 0,13
29 2163 - Weglowodan (204, 73, 217) 0,05
30 2177 - Weglowodan (73, 204, 129) 0,05
31 2203 2205  o-D-Galaktopiranozyd 0,18
42 2208 - Weglowodan (204, 73, 217) 0,08
43 2269 2269  a-D-Fruktopiranoza 0,11
44 2287 2283  a-D-Fruktoza 1,13
44 2450 - Weglowodan (361, 217, 73) 5,59
45 2594 - Glukuronolakton 0,05
46 2628 2630 D-Turanoza 0,18
47 - - Weglowodan (361, 217, 73) 0,87
48 2715 2713  Sacharoza, octa-TMS 24,29
49 2829 2829  Glukopiranozyd, p-etylofenol 0,11
50 2892 2890  Lyksopyranozyd 0,02
Alkohole polihydroksylowe
51 1538 1538  Treitol, tetra-TMS 1,10
52 1539 1538  Erytritol 0,21
53 1732 1735  Galaktitol 1,06
Pozostale
54 1289 1289  Kwas fosforowy, tri-TMS 5,30
55 1292 1293  Gilicerol, tri-TMS 2,55
56 1956 1955 muko-Inozytol, hexa-TMS 0,28
57 1919 - NN (73, 147, 217) 0,04
58 1950 - NN (73, 204, 324) 0,05
59 1996 - NN (204, 73, 205) 0,12
60 2003 2004 chiro-Inozytol, penta-TMS 0,23
61 2044 - NN (217, 73, 305) 0,57
62 2080 - NN (73, 147, 217, 278) 0,05
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63 2506 - NN (73, 147, 211, 325) 0,23

64 2524 - NN (73, 97, 362) 1,56

65 2531 - NN (73, 287, 217) 0,17

66 2701 - NN (289, 361, 217) 0,23

67 2722 - NN (73, 217, 361) 1,03

C)
Lp. IR oxp IR jit Nazwa zwiazku Zawartos$¢
[%0]

Kwasy alifatyczne i glicerydy

1 1068 1070 Kwas mlekowy, di-TMS 1,68

2 1083 1083 Kwas hydroksyoctowy, di-TMS 0,02

3 1215 1218 Kwas malonowy, di-TMS 1,70

4 1322 1321 Kwas bursztynowy, di-TMS 0,86

5 1349 1350 Kwas glicerynowy, tri-TMS 1,35

6 2049 2052 Kwas palmitynowy, TMS 0,26

7 2216 2215 Kwas linolenowy, TMS 0,12
Aminokwasy

8 1089 1090 L-Walina, TMS 0,12

9 1111 1119 Alanina, di-TMS 0,21

10 1159 1185 L-Leucyna 0,04

11 1304 1308 L-Treonina, O,0-di-TMS 0,14

12 1499 - Aminokwas (84, 73, 75) 0,14
Heterocykliczne zwigzki zawierajgce azot

13 2467 2469 Urydyna, tri-TMS 0,31
Diterpeny

14 2182 2183 Fitol, TMS 0,02
Weglowodany i glukozydy

15 1844 1843 B-Fruktofuranoza, penta-TMS 476

258



16 1852 1852 a-Fruktofuranoza, penta-TMS 1,37
17 1930 1879 a-D-Glukopyranoza, penta-TMS 0,47
18 1978 1978 Sedoheptuloza, hexa-TMS 6,28
19 2029 2030 B-D-Glukopyranoza, penta-TMS 2,76
20 2067 - Weglowodan (204, 73, 217) 1,64
21 2094 - Weglowodan (204, 73, 217) 0,60
22 2145 - Weglowodan (204, 73, 217) 0,28
23 2165 - Weglowodan (204, 73, 217) 0,24
24 2203 2205 a-D-Galaktopyranoza 0,53
25 2543 - Weglowodan (204,73, 105) 0,08
26 2594 - Weglowodan (361, 217, 73) 0,17
27 2628 2630 D-Turanoza 0,39
28 2715 2714 Sacharoza, octa-TMS 47,16
29 2856 2853 Leukoza, TMS 0,46
30 2995 - Weglowodan (73, 361, 308) 11,04
31 3003 - Weglowodan (204, 73, 205) 0,52
32 3066 - Weglowodan (204, 205, 361) 0,30
33 3110 - Weglowodan (204, 217, 73) 0,33
34 3228 - Weglowodan (204, 217, 361) 0,18
Alkohole polihydroksylowe
35 1538 1538 Treitol, tetra-TMS 0,02
Pozostale
36 1289 1289 Kwas fosforowy, tri-TMS 3,22
37 1292 1293 Glicerol, tri-TMS 1,08
38 1411 - NN (73, 147, 245) 0,14
39 1961 1955 muko-Inozytol, hexa-TMS 0,35
40 1996 - NN (204, 73, 205) 4,06
41 2003 2004 chiro-Inozytol, penta-TMS 1,13
42 2128 2128 mio-Inozytol, hexa-TMS 1,46
43 2533 - NN (73, 287, 217) 0,20
44 2692 - NN (289, 361, 73) 1,26
45 2721 - NN (73, 217, 361) 0,41
46 3098 - NN (324, 361, 217) 0,14
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D)

Lp. IR oxp IR it Nazwa zwiazku Zawarto$¢
[%0]
Kwasy alifatyczne i glicerydy
1 1068 1070 Kwas mlekowy, di-TMS 4,55
2 1083 1083 Kwas hydroksyoctowy, di-TMS 0,19
3 1322 1321 Kwas bursztynowy, di-TMS 0,74
4 1509 1510 Kwas jablkowy, tri-TMS 4,04
5 1530 1527 Kwas piroglutaminowy, di-TMS 0,44
6 2050 2052 Kwas palmitynowy, TMS 1,60
7 2220 2215 Kwas linolenowy, TMS 0,40
Aminokwasy
8 1194 1203 Glicyna 0,40
Heterocykliczne zwigzki zawierajgce azot
9 2593 2469 Urydyna, tri-TMS 0,56
Weglowodany i glukozydy
10 1852 1843 B-Fruktofuranoza, penta-TMS 6,62
11 1878 1852 a-Fruktofuranoza, penta-TMS 4,26
12 1935 1930 a-D-Glukopyranoza, penta-TMS 2,59
13 1950 - Monosacharyd (204, 73, 133) 4,07
14 1978 1977 D-Glukoza 20,24
15 2103 - Weglowodan (204, 73, 217) 0,65
16 2128 - Weglowodan (204, 73, 217) 0,05
17 2182 - Weglowodan (217, 73, 129) 0,16
18 2371 - Weglowodan (204, 73, 217) 1,06
19 2467 2460 D-Fruktoza 0,30
20 2606 - Weglowodan (361, 217, 73) 5,10
21 2658 2652 Maltoza 0,04
22 2701 - Weglowodan (361, 217, 73) 0,13
23 2713 2714 Sacharoza, octa TMS 24,26
24 3228 - Weglowodan (204, 217, 73) 0,36
Alkohole polihydroksylowe
25 1568 1568 Pentitol 0,08
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26 1732 1728 Ksylitol, penta-TMS 0,21
27 1745 1740 Arabinitol, penta-TMS 0,13
28 1758 1755 Arabitol, penta-TMS 0,18
29 1844 1841 Rybitol, penta-TMS 0,01
Pozostale
30 1078 - NN (221,103,130,73) 2,23
31 1194 - NN (73, 170, 75, 141) 2,34
32 1288 1289 Kwas fosforowy, tri-TMS 2,95
33 1292 1293 Glicerol, tri-TMS 1,34
34 1961 1955 muko-Inozytol, hexa-TMS 0,55
35 2026 2024 scyllo-Inozytol, hexa-TMS 0,04
36 2128 2128 mio-Inozytol, hexa-TMS 0,52
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