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Zastosowanie pozywek ptynnych w kulturach in vitro lilii ztotogtéw (Lilium martagon L.)

Lilium martagon, pozywka ptynna, rozmnazanie

Celem badan bylo opracowanie wydajnej metody rozmnazania lilii ztotogtéw (Lilium martagon L.) z
wykorzystaniem techniki in vitro w pozywkach ptynnych. Do zapoczatkowania kultur in vitro uzyto
nasion. Z otrzymanych siewek wyodrebniono cebule oraz korzenie, na ktérych indukowano
organogenez¢ przybyszowa. Proces ten badano w 16 pozywkach ptynnych rézniacych si¢ zawarto$cia
sacharozy (3 i 6%), sktadnikéw mineralnych (50 i 100% MS) oraz regulatoréw wzrostu (0-0,54 uM
NAA, 0-5 uM BA), w 16-to tygodniowym cyklu, z wymiang pozywek co 2 tygodnie. Formowanie
cebul przybyszowych, korzeni i kalusa obserwowano na tuskach cebulowych, korzenie nie
regenerowaly. Zastosowanie pozywki ptynnej czterokrotne zwigkszyto wydajnosé formowania cebul
przybyszowych. Najwigksza ich liczbe (48 sztuk z eksplantatu) otrzymano na pozywce ptynnej 50%
MS, z 3% sacharozy, bez regulatoréw wzrostu. Dalszy wzrost cebul przebiegal intensywniej w
pozywce ptynnej (50% MS, 6% sacharozy). Uzyskane w do§wiadczeniu cebule zaaklimatyzowaty si¢
w 80%, rozwijajac korzenie lub korzenie i liScie. Cebule chtodzone przed aklimatyzacja w 3°C przez
sze$¢ tygodni czgéciej rozwijaly liscie w poréwnaniu do cebul niechtodzonych. Pozywka ptynna
stosowana w ostatnim etapie wzrostu in vitro ograniczata rozwdj lisci podczas aklimatyzacji.
Uzyskane regeneranty lilii nie wykazaty zmian w zawarto$ci DNA w jadrach komérkowych.

The use of liquid media in in vitro cultures of martagon lily (Lilium martagon L.)

Lilium martagon, liquid medium, propagation

The aim of the research was to develop an efficient propagation method of martagon lily (Lilium martagon
L.) with the use of in vitro technique in liquid media. Seeds were used to initiate the cultures. From the
obtained seedlings, bulbs and roots were isolated, on which adventitious organogenesis was induced. This
process was tested in 16 liquid media differing in the content of sucrose (3 and 6%), minerals (50 and 100%
MS) and growth regulators (0-0.54 uM NAA, 0-5 uM BA), in 16 weekly cycle, with replacement of the
media every 2 weeks. The formation of adventitious bulbs, roots and callus was observed on the bulb
scales, the roots did not regenerate. The application of the liquid medium increased the efficiency of
forming adventitious bulbs four times. The greatest number of them (48 per the explant) was obtained on
50% MS liquid medium, with 3% sucrose, without growth regulators. The further growth of the bulbs was
more intensive in the liquid media (50% MS, 6% sucrose). The bulbs obtained in the experiment
acclimatized in 80%, developing the roots or roots and leaves. Bulbs chilled before acclimatization at 3°C
for six weeks developed leaves more often than non-chilled bulbs. The liquid medium used in the last stage
of in vitro growth limited the development of leaves during acclimatization. The obtained lily regenerants
showed no changes in the nuclear DNA content.
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1. Wstep

Lilia ztotogtéw (Lilium martagon L.) w Polsce znana i wykorzystywana jest od
bardzo dawna, jej kwiaty i cebule uzywane byly w medycynie ludowej oraz ze wzgledu
na bardzo atrakcyjny wyglad do celéw dekoracyjnych. Obecnie jest to jedno z zagrozen
dla tego gatunku. Kolejnym jest presja wywotana zmianami w $rodowisku bedacymi
efektem dziatalnosci cztowieka, dlatego roslina ta zostata objeta catkowita ochrong
gatunkowa [Pigkos-Mirkowa 1 Mirek 2003, Pindel 2002a, b]. Pomimo duzej
atrakcyjnosci 1 niewatpliwych waloréw dekoracyjnych oraz przystosowania do
warunkéw klimatycznych naszego kraju nie jest ros$ling oferowang w handlu. Jednym
z powodow jest niedopracowana technologia intensywnego rozmnazania tej ro$liny.
Metody tradycyjne, jak wysiew nasion (tania, wydajna metoda ale wymagajaca 5-6 lat
uprawy, a takze powodujaca duzy rozrzut cech), czy sadzonki z tusek cebulowych
(wymaga 3-4 lat uprawy, o niskiej wydajnosci 2-3 cebule przybyszowe z jednej tuski),
wobec wymagan stawianych obecnie producentom roslin sg mato efektywne. Dlatego
istnieje potrzeba opracowania szybkiej i wydajnej metody rozmnazania zapewniajace;j
jednoczes$nie wysoka jako$¢ 1 powtarzalnos¢ cech uzyskanego materiatu roslinnego.
Wysoka wydajno$¢ rozmnazania wielu gatunkéw ro$lin uzyskano stosujac
mikrorozmnazanie in vitro. Nieliczne badania dotyczace mikrorozmnazania lilii
ztotogléw dotycza kultur prowadzonych na pozywkach zestalonych agarem
[Rybczynski i Gmolinska 1989, Kedra i Bach 2005, Skori¢ i in. 2012]. Dotychczas
opublikowane wyniki badan wskazuja, ze do formowania organéw przybyszowych
u lilii lepiej nadajg si¢ pozywki state [Paek i in. 2005, Saifullah i in. 2010], a dalszy
wzrost regenerantow moze by¢ efektywniejszy w kulturach ptynnych [Paek i in. 2005,
Lian i in. 2003a]. Oprocz znaczacego zwigkszenia wydajnosci rozmnazania roslin w in
vitro konieczne jest tez ograniczenie kosztow produkcji roslin. Mozna to osiggnac
poprzez zwigkszenie skali i automatyzacje procesu produkcji. Taka mozliwos¢ daja
pozywki ptynne w polaczeniu z systemami okresowo-zalewowymi oraz réznymi typami
bioreaktoréw. Obecnie lilie naleza do najwazniejszych roslin cebulowych
produkowanych na skale przemystowa dzigki wykorzystaniu techniki in vitro.
Potaczenie korzy$ci masowej produkcji i szybkiej regeneracji jednolitego materiatu
roslinnego w in vitro jest konieczno$cig wynikajacg z potrzeby rozmnazania licznych
nowych taksondéw lilii, wprowadzanych kazdego roku na rynek. Jednakze, aby kultury
in vitro staly si¢ komercyjnym systemem produkcyjnym, nalezy przebadac i ulepszy¢
protokoty rozmnazania przed wprowadzeniem automatyzacji i dobraniem odpowiednich
typow bioreaktora [Ruffoni i in. 2011]. Wyniki badah z ostatnich lat potwierdzaja, ze
rozmnazanie lilii w kulturach ptynnych zapewnia skrdcenie czasu namnazania
i obnizenie kosztéw produkcji roslin, szczegélnie, gdy do procesu produkcyjnego
wprowadzane sg bioreaktory i procedury automatyzacji [Bakhshaie i in. 2016].

Celem podjetych badan bylo opracowanie wydajnej metody namnazania cebul
przybyszowych lilii ztotogtéw w pozywkach ptynnych w kulturze in vitro, z zamystem
zastosowania stworzonej procedury w przysziosci w kulturach bioreaktorowych.
W efekcie badania przyczynig si¢ do popularyzacji lilii zlotogléw w ogrodnictwie
ozdobnym oraz do ochrony tego zagrozonego gatunku.
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2. Przeglad literatury

2.1. Systematyka rodzaju Lilium

Rodzaj lilia (Lilium) nalezy do klasy jednolisciennych (Liliopsida =
Monocotyledones), podklasy liliowych (Liliidae), rz¢du liliowcoéw (Liliales) 1 rodziny
liliowatych (Liliaceae) [Szweykowska i Szweykowski 1999].

Lilie sg szeroko rozprzestrzenione na pétkuli pétnocnej [Grabowska i in. 1987]
pomiedzy 11 a 68 stopniem szeroko$ci geograficznej pétnocnej [Mynett 1993b]. Rodzaj
ten obejmuje od 100 [De Hertogh i Le Nard 1993] do okoto 120 gatunkéw [Mynett
1993b].

Ogromna liczba odmian lilii i potrzeba ich usystematyzowania doprowadzita do
powstania klasyfikacji ogrodniczej umozliwiajacej katalogowanie odmian, mieszancow
1 gatunkéw. Wyodrgbniono dziewie¢ nastepujacych grup lilii ogrodowych:

1. mieszance azjatyckie
mieszance martagon
mieszance candidum
mieszance amerykanskie
mieszance longiflorum
mieszance trgbkowe
mieszance orientalne
mieszance niezaszeregowane do zadnej z powyzszych grup

A SR ANl i

gatunki 1 ich odmiany botaniczne niezaszeregowane do zadnej z powyzszych
grup [Mynett 1993b].

2.2. Lilia zlotoglow — wystepowanie, opis morfologiczny i cykl rozwojowy

Lilia ztotogléw wystepuje na stanowiskach naturalnych od Portugalii poprzez
calag Europg, za wyjatkiem panstw skandynawskich, do Mongolii i Jeziora Bajkat
w Azji i Syberi¢. W Polsce spotyka si¢ jg niemal na catym obszarze kraju za wyjatkiem
poinocnego i péinocno-zachodniego rejonu oraz kilku miejsc w giebi kraju. Wystepuje
w lasach, zaroslach kos6wki, ziotoroslach 1 na zrgbach. Ros$nie na réznych typach gleb
wapnicowych 1 brunatnoziemnych oraz na stabo zbielicowanych glebach nalezacych do
klasy gleb bielicoziemnych. Sa to zazwyczaj gleby suche lub $wieze (rzadziej
wilgotne), o zr6znicowanym sktadzie granulometrycznym (od piaskéw luznych po gling
ciezka) i odczynie pH od 4,3 do 7,7 oraz réznej zawartosci sktadnikéw pokarmowych
[Hellwig 1975, Mynett 1993a, Pigkos-Mirkowa i Mirek 2003, Zajac i Zajac 2001].
Szeroki zasieg geograficznego wystgpowania, a co za tym idzie bogactwo siedlisk,
spowodowato duzg zmienno$¢ gatunku. Wedlug Mynetta istnieje siedem odmian
botanicznych, s3 to:
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L. martagon var. albiflorum — o dzialkach okwiatu biatych z jasnoczerwonym
nakrapianiem;

L. martagon var. album — o kwiatach czysto biatych;

L. martagon var. cattaniae (syn. L martagon var. dalmaticum) - o kwiatach
btyszczacych, ciemnolilar6zowych bez nakrapiania, wystgpuje gtéwnie w Dalmacji;

L. martagon var. flavidum - o kwiatach zoéttopomaranczowych lub brazowych
z ciemniejszym nakrapianiem, 6-7 cm $rednicy;

L. martagon var. hirsutum — z pedami, spodnig strong lisci 1 dzialek okwiatu welnisto
owlosionymi, wystepuje gtéwnie w Potudniowych Alpach;

L. martagon var. pilosiusculum — cate ro$liny silnie owlosione i wyraznie wyzsze,
nawet do 2 m wysokosci, wystepuja na Uralu;

L. martagon var. daugawa — o kwiatach jasnopomaranczowo czerwonych
z ciemniejszym kropkowaniem, rosliny silniejsze we wzro$cie, wyst¢puja nad rzeka
DzZwing na Lotwie [Mynett 1993a].

W Polsce lilia ztotogtéw objeta jest calkowita prawng ochrong gatunkowa.
Pomimo tego jej zasoby zmniejszaja si¢ z powodu redukcji zalesienia naszego kraju,
nieodpowiedniej gospodarki lesnej (zmiana siedlisk spowodowana przez wprowadzanie
drzewostanéw szpilkowych w miejsce liSciastych), zbierania kwiatéw czy
wykopywania catych roslin. Zanikaniu naturalnych stanowisk sprzyjaja takze naturalne
zjawiska przyrodnicze np. podtapianie naturalnych siedlisk, zjadanie przez zwierzyne
lesng. W celu zachowania zasobow gatunku prowadzone sg prace monitorujace stan
wybranych populacji tej lilii, ochrong prawng obejmowane sg nowe siedliska [Kolon
1in. 1994, Polakowski 1995, Pawlikowski 1999, Michalik 1 Michalik 2001, Pindel
2002a, Pindel 2002b, Pickos-Mirkowa i Mirek 2003, Mencel 2003], a takze prowadzone
sg prace nad zachowaniem gatunku i jego bior6znorodnosci [Urbaniec-Kiepura i Bach
2014].

W Polsce lilia ztotogtéw znana jest pod wieloma nazwami dawnymi i ludowymi:
bociec, kréllilia, lilia oranzeryjna, lilia polna, lilia zawojek, lilia masleszka, maleszka,
maslek, maszlosz, masleska, masleszka, maslosz, terk, turek, zawojec, zawojek,
zawojek krol lilija, zawojnik plamisty, zlotogtow, ztotogtéw. Nazwa rodzajowa znana
jest od czaséw starozytnych: (gr. leirion = tac. lilium = lilia) gr leirios = delikatny; tac.
martagon = ’rodzaj cebuli’ lub w ujeciu alchemikéw ‘ro$lina przypisana planecie
Mars’. Liczba chromosoméw u tego gatunku to 2n = 24. Dawniej byla stosowana
w medycynie ludowej, ro$lina lecznicza, trujgca. Wykorzystywana w medycynie
miedzy innymi do leczenia choréb watroby, jako srodek przeciwbdlowy i uspokajajacy,
przeciw rakowy, w kosmetyce do rozjasniania cery, roslina jadalna [Moraczewski 1 in.
2000, Pieroni i in. 2006, Bokov i in. 2019].
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Ryec. 1. Lilia zlotogléw w Ogrodzie
Uniwersyteckim, WBiO UR w Krakowie:
A - nadziemna cze¢$¢ rosliny
B - pojedynczy kwiat
C - torebka nasienna
D - podziemna cz¢$¢ rosliny (korzenie,
cebula oraz fragment pedu z korzeniami
przybyszowymi) [fot. K. Nowak]

Lilia ztotogltéw to okazata bylina cebulowa dorastajagca do 150 cm wysokosci.
Lodyge ma sztywna, ulistniona, liscie podluznie jajowate 8-12 cm dtugosci, 2-5 cm
szerokos$ci, siedzace z 7-11 roéwnolegle utozonymi nerwami, ktére utozone sg
skretolegle na pedzie, a w jego S$rodkowej czesci w okdtkach. Kwiaty zebrane sa
w groniasty kwiatostan, zazwyczaj z 3-12 kwiatow (u odmian nawet do 50) (ryc. 1A).
Pojedynczy kwiat, o intensywnym zapachu wydzielanym wieczorem, wyrasta na
przegietej tukowato ku dotowi szypulce, ztozony jest z 6 migsistych dzialek okwiatu
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silnie odgietych ku gorze, najczgsciej zoéttobrunatnych lub rézowych z ciemnymi
plamkami, S$rednica kwiatu to 3-5 cm, pylniki bragzowo-zoitej barwy, znamiona
przewaznie ciemnoczerwone (ryc. 1B). Torebki nasienne kuliste do wydluzonych,
trzykomorowe (ryc. 1C), pekajace podiluznie, nasiona jasnobrgzowe, oskrzydlone
i silnie sptaszczone (ryc. 2). Cebula otwarta, wydluzona, ztozona z licznych ostro
zakonczonych ztocistozoéttych tusek osadzonych na pigtce w okoétkach. Korzenie
wyrastajace z pigtki sg dwojakiego rodzaju: korzenie kurczliwe i wtasciwe. Dodatkowe
korzenie wytwarzane sg na podziemnej czesci pedu wyrastajacego ze szczytu cebuli
[Pigkos-Mirkowa i Mirek 2003, Mynett 1993a, Mynett 1993b, De Hertogh i Le Nard
1993, Mencel 2003, Polakowski 1995] (ryc. 1D).

W naszych warunkach klimatycznych lilia ztotogléw rozpoczyna wegetacje
wkrétce po rozmarznigciu gleby w lutym lub marcu. Nad powierzchni¢ gleby wyrasta
ped i rozwijaja si¢ liscie, na podziemnej czesci pedu wyrastajacego ze szczytu cebuli
rozwijaja si¢ dodatkowe korzenie. Wzrost czg¢s$ci nadziemnej rosliny odbywa sie
kosztem materiatéw zapasowych zgromadzonych w cebuli do momentu rozwini¢cia si¢
lisci. Nastepnie rozwija si¢ kwiatostan na szczycie pedu. Kwitnienie przypada na
przelom czerwca 1 lipca. Kwiaty zapylane sa przez owady — motyle nocne, giéwnie
fruczaka golabka, a takze przez gatunki z rodzajow Pieris, Gonepteryx, Maniola,
Pyronia, Sphinx. Przy braku zapylenia przez owady moze doj$s¢ do samozapylenia.
Po zapyleniu nastgpuje rozwoj nasion, rownoczesnie w cebuli gromadzone sa materiaty
zapasowe. Po dojrzeniu nasion z koncem sierpnia, poczatkiem wrzesnia torebki pekaja
uwalniajgc nasiona, ktére sg roznoszone przez wiatr. Zaczatki pedu, lisci i kwiatow na
rok nastepny tworza si¢ jesienig [Szafer 1969, De Hertogh i Le Nard 1993, Mencel
2003, Corberaiin. 2018].

Cykl zycia rosliny obejmuje nast¢pujace stadia rozwojowe:

* dojrzale nasiona w spoczynku;

* nasiona kietkujace hipogeicznie (etap trwajacy okoto 3 miesiecy);

e stadium juwenilne, w ktérym mtode ros$liny jeszcze nie kwitng (trwa od 1 do

3 Jat);
* stadium generatywne rozpoczynajgce si¢ pierwszym kwitnieniem od 4 roku
zycia rosliny [Janczyk-Weglarska 1 Weglarski 1992].

2.3. Rozmnazanie lilii metodami tradycyjnymi

Wszystkie gatunki lilii tworzace nasiona, a takze odmiany ogrodowe majace
w nazwie stowo strain mozna rozmnaza¢ generatywnie [Grabowska i in. 1987]. Nasiona
lilii réznig si¢ zaréwno sposobem jak i szybkoscia kietkowania. Takie gatunki jak
L. concolor, L. longiflorum, L. regale, L. tigrinum, L. davidii, L. amabile, L. pumilum,
charakteryzuja si¢ epigeicznym typem kietkowania, co oznacza, ze liscien wyrasta nad
powierzchni¢ ziemi. Nasiona tych lilii kietkuja szybko, w ciggu 2-3 tygodni od
wysiewu. Do tej samej grupy nalezy wigkszo$¢ mieszancéw azjatyckich i trgbkowych.
Istnieje tez nieduza grupa lilii (L. candidum, L. chalcedonicum, L. henryi, L. sargentie
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1ich mieszance), ktore kietkuja nadziemnie, ale proces ten trwa u nich 4-5 miesiecy,
niekiedy nawet do roku. Drugi typ kietkowania nasion lilii to kietkowanie hipogeiczne.
W tym sposobie kietkowania z nasiona najpierw wyrasta korzen zarodkowy, nastepnie
na nim formuje si¢ mata cebula, a z niej po jakim$ czasie wyrasta na powierzchni¢
ziemi pierwszy prawdziwy lis¢. Réwniez przy tym sposobie kietkowania wyrdznia si¢
gatunki i ich mieszance, ktore kietkuja szybko, bo po 5-6 tygodniach (L. dauricum,
L. parryi, L. speciosum) oraz gatunki i ich mieszance, ktére kietkuja powoli. Ich
pierwszy li§¢ ukazuje si¢ na powierzchni ziemi dopiero po kilku miesigcach. Do tej
grupy naleza: L. auratum, L. bulbiferum, L. hansonii, L. japonicum, L. rubellum,
L. martagon. Dla przyspieszenia kietkowania nasion tej grupy lilii stosuje si¢ metode
przedsiewnego traktowania zmienng temperaturg. Nasiona miesza si¢ z podlozem
1 wsypuje do worka foliowego, ktéry umieszcza si¢ na 3 miesigce w temperaturze 22-
25°C nastgpnie przenosi na kolejne 3 miesigce do temperatury 1-3°C. Na poczatku
w wyzszej temperaturze nasiona kietkuja i powstaja male cebule, w drugim etapie
nastepuje jarowizacja tych cebul. Po okresie 6 miesi¢cznej inkubacji w worku uzyskane
cebule wysiewa si¢ wraz z podtozem do inspektu lub na parapet w szklarni. Lilia
ztotogléw rozmnazana ta metoda potrzebuje 3-5 lat uprawy do pierwszego kwitnienia.
Gatunki niewytwarzajace nasion, a takze wigkszo$¢ mieszancéw i odmian, ktére nie
przekazuja przez nasiona swoich cech potomstwu, rozmnaza si¢ wegetatywnie. Do tego
celu wykorzystuje si¢ na skale amatorska cebule przybyszowe pozyskiwane z réznych
czesci roslin — cebule przybyszowe (wigkszo$¢ gatunkéw i odmian lilii), cebule
powstajacych na pedzie w katach lisci (L. bulbiferum, L. tigrinum), cebule powstajace
na podziemnej cz¢sci pedu (wigkszos¢ odmian mieszancéw azjatyckich i trgbkowych),
oraz cebule tworzace si¢ na podziemnych stolonach (wigkszo$¢ gatunkow
amerykanskich 1 L. nepalense) [Grabowska, 1 in. 1987, Mynett 1990, De Hertogh i Le
Nard 1993, Mynett 1993a, Bach i Sochacki 2012]. Oprécz tych naturalnych sposobéw
prostej reprodukcji lilii, znanych jest jeszcze wiele metod ich wegetatywnego
rozmnazania, stosowanych amatorsko. Do najbardziej znanych naleza: kopczykowanie
pedéw na wysokos¢ 20 cm, przyginanie pedéw do ziemi, wyrywanie pedow i uktadanie
ich w ptytkie bruzdy, w wilgotnym piasku. Na tak traktowanych pgdach powstajg
cebule przybyszowe. Mozna réwniez ukorzenia¢ odcinki pedéw L. longiflorum,
stymulowa¢ powstawanie cebul na pedzie poprzez usunigcie wszystkich pakow
kwiatowych  mozliwie w jak najwcze$niejszym  stadium ich rozwoju.
U niektorych lilii mozna ukorzenia¢ liscie, wtedy u nasady liScia powstaje mata cebula.
Ta metodg mozna rozmnaza¢ L. auratum, L. japonicum, L. longiflorum 'Nellie White'.
Powszechnie stosowang metodg rozmnazania wegetatywnego wszystkich gatunkéw
1 odmian lilii jest otrzymywanie cebul przybyszowych z tusek cebulowych. Jest to
stosunkowo prosty sposob reprodukcji. Z jednej tuski otrzymuje si¢ przeci¢tnie 3 cebule
potomne, a z jednej duzej cebuli matecznej mozna odiama¢ S$rednio 30 tusek.
Najbardziej warto$ciowe sa duze zewnetrzne tuski, na ktérych powstaje wiecej cebul
przybyszowych, niz na mniejszych wewnetrznych tuskach. Odtamane tuski zabezpiecza
si¢ fungicydem, a nastgpnie miesza z wilgotnym podtozem i umieszcza w plastikowym
worku lub skrzynce. Tak przygotowane tuski przechowuje si¢ przez 2-3 miesigce
w temperaturze okoto 20°C. W tym czasie na tuskach formowane s3a cebule
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przybyszowe. W ciggu pierwszych 5-6 dni od oddzielenia tuski nastepuje zabliznienie
rany. Nastgpnie mi¢dzy 5 a 10 dniem inicjowane s3 paki przybyszowe. Od 7 do 14 dnia
merystem przybyszowy odréznicowuje zawigzek pierwszej tuski, od 12 dnia inicjowane
sg kolejne tuski i nastepuje rozwdj cebuli przybyszowej. W dalszym etapie rozwija si¢
system korzeniowy. Po zakonczeniu rozwoju cebul przybyszowych na sadzonkach
tuskowych pojemniki z materiatem roslinnym traktuje si¢ temperaturg 2-4°C przez 2-3
miesigce. Proces ukorzeniania tusek najlepiej przeprowadzi¢ w okresie jesienno-
zimowym, tak, aby wiosng po okresie chtodzenia tuski cebulowe wraz z cebulami
umiesci¢ na zagonie przykrywajac je okoto 5 cm warstwa podtoza. Po 2-3 tygodniach
rozwijaja si¢ pierwsze liScie [Grabowska 1 in. 1987, Mynett 1990, De Hertogh 1 Le Nard
1993, Marinangeli i in. 2003, Bach 1 Sochacki 2012].

2.4. Rozmnazanie lilii z wykorzystaniem technik in vitro
2.4.1. Przygotowanie eksplantatu i dezynfekcja

Technika in vitro gwarantuje wysoka wydajno$¢ rozmnazanie roslin [Mehrotra
iin. 2007]. Tym sposobem rosliny rozmnaza si¢ z fragmentdw rosliny matecznej.
Pierwszym krokiem jest pobranie fragmentu ro$liny, ktéry bedzie stanowit eksplantat
pierwotny. Nastepnym jest przygotowanie tego eksplantatu do zatozenia kultury.
Przygotowanie eksplantatu rozpoczyna si¢ od pobrania fragmentu rosliny, jego
oczyszczenia 1 poddania powierzchniowej dezynfekcji. Wykonuje si¢ ja za pomoca
roztworow réznych zwigzkéw chemicznych [Skucinska 2001]. Skutecznos¢ dezynfekcji
eksplantatéw lilii zalezy od rodzaju §rodka chemicznego, jego koncentracji w roztworze
odkazajacym, czasu oddziatywania oraz czgsci rosliny, z ktérej pobrano eksplantat.
Najczesciej stosowane do dezynfekcji eksplantatéw lilii zwigzki chemiczne to
podchloryn sodu i chlorek rteci. Stosowane bywaja takze chloramina i 2-fenoksyetanol.
Stezenie substancji odkazajacej w roztworze wynosito dla: podchlorynu sodu od 0,5%
[Yamagishi 1998] do 50% [Ault i Siqueira 2008], chlorku rteci od 0,1% [Priyadarshi
1 Sen 1992, Aslam i in. 2013] do 1% [Lian 1 in. 2009], chloraminy od 3% [Rybczynski
1 Gmolinska 1989] do 7% [Kedra i Bach 2005], 2-fenoksyetanol 0,1% [Zhola i in.
1992]. Czas oddzialtywania roztworem S$rodka dezynfekcyjnego na eksplantaty lilii
wynosit od 2,5 minuty [Pandey i in. 2009] do 90 minut [Takayama i Misawa 1979].
Skutecznos¢ dezynfekcji eksplantatéw lilii wyniosta od 50% [Langens-Gerrits i in.
1998] do 100% [Kedra i Bach 2005]. Zoptymalizowanie warunkéw dezynfekcji dla
danego eksplantatu niejednokrotnie wymaga wprowadzenia modyfikacji do przyjetej
metody. 30-minutowa dezynfekcja 1% roztworem podchlorynu sodu tusek cebulowych
L. speciosum 'Rubrum no. 10" pozwala uzyska¢ 50% efektywnos¢ dezynfekcji.
Dodatkowa 1 godzinna kapiel cebul przed dezynfekcja w wodzie o temperaturze
42-43°C zwigksza jej skuteczno$¢ do 90%. Kapiel tusek w wodzie o temperaturze
45°C powodowata zmniejszenie wspoétczynnika regeneracji [Langens-Gerrits i1 in.
1998]. Dezynfekujac tuski cebulowe lilii w 0,1% chlorku rteci przez 7,5 minuty
uzyskano dezynfekcje na poziomie 90,6%, z 97,3% przezywalno$cig. Krétszy czas
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dezynfekcji znaczaco zmniejszyt jej skutecznos¢ a dtuzszy, 10 minutowy, spowodowat
uszkodzenie 18,7% eksplantatéw [Pandey i in. 2009]. Zastosowanie podwdjnego
odkazania nasion lilii ztotogtéow w 7% roztworze chloraminy pozwolito uzyskaé 85-
100% skuteczno$¢ dezynfekcji [Kedra i Bach 2005]. Na skuteczno$¢ dezynfekcji (12
minut w 0,1% chlorkiem rteci) wptywa réwniez umiejscowienie danej tuski w cebuli.
U L. regale najmniej zakazen (5,1%) uzyskano, gdy tuski pobrano z wewnetrznych
czegsci cebuli, a najwigcej (34,4%) z zewngtrznej czesci [Lian i in. 2009].

Po dezynfekcji eksplantaty umieszcza si¢ w pozywce 1 rozpoczyna si¢ kolejny
etap - inicjacja. Na tym etapie eksplantaty ukierunkowywane s na jedng z dwoch drog
regeneracji: organogeneza bezposrednia polegajaca na pobudzeniu do regeneracji roslin
potomnych (przybyszowych) bezposrednio z eksplantatu pierwotnego lub posrednia,
w ktorej eksplantat najpierw wytwarza kalus, a nastgpnie z niego regenerowane s3
rosliny potomne. Ze wzgledu na specyfike mikrorozmnazania wybér fragmentu rosliny
nadajacego si¢ do regeneracji w danych warunkach wymaga weryfikacji do§wiadczalne;j
[Skucinska 2001].

2.4.2. Rodzaj eksplantatu i kierunek rozwoju

Do inicjacji kultur tkankowych lilii wykorzystywane sa rézne czesci roslin
(tab. 1). Najczesciej sg to tuski cebulowe posiadajace naturalng zdolno$¢ do inicjacji
i regeneracji roslin przybyszowych na drodze organogenezy bezposredniej, korzysta si¢
rowniez z lisci, pedéw czy kwiatéw. Badania poréwnawcze wykonane na réznych
gatunkach i odmianach lilii wykazaty, ze fragmenty tusek cebulowych regenerujg
wiekszg liczbe cebul przybyszowych w poréwnaniu do fragmentéw pedu, lisci, zalgzni
u L. rhodopeum [Stanilova i in. 1994], czy szypulki kwiatowej 1 dzialek okwiatu
u L. auratum [Takayama i Misawa 1979]. Podobna liczbe cebul przybyszowych z tusek
1 pedéw uzyskano u mieszanca orientalnego 'Casablanca’, jednak uzyskane w ten sposob
cebule réznity si¢ wielkoscig. Zregenerowane na fragmentach pedéw miaty wigksza
srednice i wyzszg $wieza mase¢ [Han i in. 2004a]. Natomiast u odmian 'Alaska’,
'Apeldoorn’, 'Siberia’ i 'Marco Polo' wigcej cebul przybyszowych uzyskano
z fragmentéw korzeni w poréwnaniu do fragmentéw tusek cebulowych, lisci czy pedow
(wezty i migdzywezla). Natomiast odmiana 'Beatrix' najliczniej regenerowata cebule
przybyszowe z fragmentéw pedéw (migdzywezla) [Kapoor i in. 2008b]. Eksplantaty
z fragmentéw pedoéw zawierajace wezlty postuzylty do uzyskania cebul przybyszowych
u odmiany 'Pollyanna’ [Bacchetta i1 in. 2003]. Dobrym eksplantatem okazaty si¢ rowniez
wierzcholki pedéw L. japonicum [Fukui i in. 1989]. Eksplantatéw lisciowych uzyto do
uzyskania cebul przybyszowych u L. pumilum [Jin 1 in. 2014]. Natomiast
u L. candidum lepszym eksplantatem do inicjacji cebul okazaly si¢ tuski cebulowe
regenerujace w 90% w poréwnaniu do lisci (29,9%) czy kalusa (7,8%) [Saadon i Zaccai
2013].

Innym kierunkiem organogenezy bezposredniej jest regeneracja pedow.
Z fragmentéw tusek cebulowych pedy regenerowano u L. orientalis, L. longiflorum
'White Fox' [Aslam i in. 2013], L. longiflorum [Le 1 in. 1999], 'Orange Pixie' [Misra
i Datta 2001], L. longiflorum 'Georgia' [Han 1 in. 2004b], L. michiganense [Ault
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1 Siqueira 2008]. Regeneracje pedow z eksplantatow lisciowych jak i z tusek, uzyskano
u L. orientalis (regenerowato odpowiednio 76% 1 56,3% eksplantatéw) [Liu i Yang
2012], L. davidii var. unicolor, L. Xformolongi, L. longiflorum X'Triumphator' [Yin i in.
2013] 'Siberia', 'Elite', 'Pollyanna’ [Bacchetta i in. 2003, Yin i in. 2013], 'Star Gazer'
[Bacchetta i in. 2003], L. longiflorum 'Bright Tower' [Naing i in. 2014], L. davidii var.
unicolor [LingFei i in. 2009]. Fragmentéw pedéw uzyto u L. regale [Saifullah i in.
2010], L. longiflorum 'Bright Tower' [Naing i in. 2014]. Pedy przybyszowe uzyskano
rowniez z pakéw kwiatowych (fragmentéw zawierajagcych dno kwiatowe)
u L. longiflorum 'Nellie White' [Nhut 1 in. 2001a].

Inng droga rozmnazania roslin w in vitro jest regeneracja posrednia poprzez
kalus, w kulturach lilii inicjowano go na réznych czeSciach roslin lilii. Zdolnos¢ do
inicjacji kalusa z tusek cebulowych u réznych gatunkéw lilii testowali Godo i Mii
[2001] uzyskujac od 25% do 100% eksplantatow inicjujgcych kalus (tab. 1).
Zréznicowang zdolno$¢ do inicjacji kalusa wykazano tez poréwnujac eksplantaty
pobrane z réznych czg$ci jednej rosliny: L. japonicum — tuski cebulowe inicjowaly
kalus w 100%, liscie w 43,6%, a siewki — w 6,7% [Morii i in. 2005], czy L. leucanthum
u ktorej tuski inicjowaty kalus w 98,3%, liscie w 79,6%, a ogonki lisciowe w 80,0%
[Tang 1 in. 2010].

Nie zawsze na wybranym fragmencie rosliny mozliwe jest uzyskanie inicjacji
pakéw przybyszowych, np. u L. longiflorum 'Nellie White' nie uzyskano inicjacji
z fragmentéw paka kwiatowego niezawierajacych dna kwiatowego [Nhut i in. 2001a].
Réwniez na nitkach precikéw, pylnikach i lisciach L. auratum [Takayama i Misawa
1979] oraz lisciach L. longiflorum 'Snow Queen' [Bacchetta i in. 2003] nie udalo si¢
uzyskac inicjacji.

Inne cechy eksplantatéw wplywajace na ich przydatnos¢ do inicjacji
1 regeneracji to:

* rodzaj pobranego fragmentu rosliny

Zréznicowang zdolno$¢ do regeneracji w obrebie poszczegdlnych czesci roslin
zaobserwowano badajgc mieszance 'Gran Paradiso' i 'Sanciro' [Varshney i in. 2000] 1
L. davidii var. unicolor [Yang i1 In. 2021]. Najlepsza inicjacj¢ i regeneracj¢ uzyskano
z fragmentu zawierajacego podstawe tuski, a najmniejsza z jej czgsci szczytowej.
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Tabela 1. Eksplantat pierwotny oraz ukierunkowanie inicjacji u réznych gatunkéw i odmian lilii

Kierunek rozwoju

. . Kalus
Genotyp Eksplantat Organogeneza bezposrednia wydajnos$é [%] Literatura
oraz so.matyczna w zaleznosci od rodzaju
embriogeneza eksplantatu
L. alexandrae tuski cebulowe 100 Godo i Mii [2001]
L. amabile luski cebulowe 60 Godo i Mii [2001]
tuski cebulowe, liscie 100/ 78,4 Mori i in. [2005]
L auratum tuski cebulowe, wierzchotek pedu | cebule -/50 Takayama i Misawa [1979]
tuski cebulowe cebule, korzenie - Takayama i Misawa [1980]
tuski cebulowe cebule, korzenie - Takayama i Misawa [1983]
L. auratum var. platyphyllum nasiona 6,7 Mori i in. [2005]
L. bosniacum nasiona cebule, korzenie Karalija i in. [2013]
L. canadense nasiona 0 Mori i in. [2005]
L. candidum tuski cebulowe, liscie, kalus cebule Saadon i Zaccai [2013]
L. concolor nasiona 70,0 Mori i in. [2005]
L. concolor var. coridion tuski cebulowe 100 Godo i Mii [2001]
L. concolor var. pulchellum luski cebulowe 100 Godo i Mii [2001]
L. concolor var. sitricum tuski cebulowe 75 Godo i Mii [2001]
L. dauricum nasiona 53,3 Mori i in. [2005]
L. davidii tuski cebulowe 80 Godo i Mii [2001]
tuski cebulowe 100 Godo i Mii [2001]
o ) liscie pedy - Yiniin. [2013]
L. davidii var. unicolor - - —
tuski cebulowe pedy LingFei i in. [2009]
tuski cebulowe pedy Yang i in. [2021]
L. davidii var. willmottiae tuski cebulowe 100 Godo i Mii [2001]
L. xelegance "Beninomai' merystem wierzchotkowy pedu cebule, zarodki somatyczne + Sugiura i in. [2000]
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L. xelegance "Koshinobeni' merystem wierzchotkowy pedu cebule, zarodki somatyczne + Sugiura i in. [2000]
) zawiesina komoérkowa pedy - Godo i in. [1998]
L. xformolongi — s
liscie pedy - Yiniin. [2013]
L. xformolongi R13 merystem wierzchotkowy pedu 80 Godo i in. [1996]
L lomei 'White Agd! tuski cebulowe cebule - Ishimori i in. [2007]
. t
xformolongi White Aga tuski cebulowe, liscie 100/ 88,3 Mori i in. [2005]
L. formolongo nasiona + Saetiew i Umamanit [2015]
L. formosanum tuski cebulowe, liscie, nasiona 67,8 /100/100 Mori i in. [2005]
L. formosanum var. pricei tuski cebulowe 100 Godo i Mii [2001]
) tuski cebulowe cebule - Bonnier i Van Tuyl [1997]
L. henryi - —
nasiona 53,3 Mori i in. [2005]
merystem wierzchotkowy pedu cebule 20,0 Fukui i in. [1989]
) ) nasiona - Fukui i in. [1989]
L. japonicum - - —
zarodki z nasion cebule - Fukui i in. [1989]
tuski cebulowe, liscie, nasiona 100/43,6/6,7 Mori i in. [2005]
o tuski cebulowe 83 Mori i in. [2005]
L. lancifolium - 3
tuski cebulowe cebule 15 Bahr i Compton [2004]
L. lancifolium 'Orange Star' tuski cebulowe cebule 34 Bahr i Compton [2004]
L. lancifolium var. flaviflorum tuski cebulowe 88,9 Godo i Mii [2001]
L. lankogense tuski cebulowe 66,7 Godo i Mii [2001]
tuski cebulowe cebule - Azadi i Khosh-Khui [2007]
tuski cebulowe cebule - Bakhshaie i in. [2010a]
L. ledebourii tuski cebulowe + Bakhshaie i in. [2010b]
tuski cebulowe cebule 44 4 Mirmasoumi i in. [2013]
tuski cebulowe 94 Mirmasoumi i Bakhshaie [2015]

L. ledebourii

cebule

cebule, korzenie

Ghanbari i in. [2017]

L. leucanthum

liscie

cebule

tuski '— 98,3; liscie '—
79,6; ogonki 1i.' — 80,0

Tang i in. [2010]
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L. leucanthum var. centifolium tuski cebulowe cebule, korzenie 100 Godo i Mii [2001]
cebule pedy - Leiin. [1999]
tuski cebulowe cebule Tanimoto i Matsubara [1995]
L. longiflorum merystem wierzchotkowy pedu pedy, cebule - Nhut [1998]
tuski cebulowe cebule + Priyadarshi i Sen [1992]
tuski cebulowe, liscie cebule - Khan i in. [2015]
L. longiflorum 'Ace’ tuski cebulowe cebule Higgins i Stimart [1990]
L. longiflorum 'Bright Tower' liscie, pedy pedy (p@dy1)+ Naing i in. [2014]
L. longiflorum 'Easter Lily' kalus zarodki somatyczne - Nhut i in. [2006a]
L. longiflorum 'Gleria' tuski cebulowe cebule - Bonnier i Van Tuyl [1997]
' - .. e Tribulato i in. [1997a]
L. longiflorum 'Gleria paki i czgsci kwiatow cebule + Tribulato i in. [1997b]
tuski cebulowe pedy - Han i in. [2004b]
L. fongiflorum Gorgia! tuski cebulowe, liscie, nitki 100/ 100 / 98,6 Mori i in. [2005]
precikéw
paki, czgsci kwiatow pedy, korzenie - Nhut i in. [2001a]
. ' . N ped pedy, cebule, korzenie, zarodki i Nhut i in. [2001b]
L. longiflorum 'Nellie White somatyczne
dno kwiatowe pedy - Nhut [2003]
L. longiflorum "Pollyanna’ cebule cebule, korzenie, liscie - Thakur i in. [2006]
ped - Bacchetta i in. [2003]
L. longiflorum 'Snow Queen' tuski cebulowe cebule - Bonnier i Van Tuyl [1997]
tuski cebulowe cebule - Langens-Gerrits i in. [2003]
tuski cebulowe cebule - Jasik i De Klerk [2006]
L. longiflorum 'Snow Queen' paki, czesci kwiatow cebule, korzenie Tribulato i in. [1997a]
paki, czgsci kwiatow cebule, korzenie Tribulato i in. [1997b]
L. longiflorum 'Wase Teppo Yuri' | nitki precikéw 91,6 Arzate-Fernandez i in. [1997]
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L. longi "White American paki i czgdci kwiatéw cebule, korzenie + Tribulato i in. [1997a]
. t
ongiflorum White American™ 10 o o wiatow cebule, korzenie N Tribulato i in. [1997b]
L. longiflorum "White Fox' tuski cebulowe pedy, korzenie - Aslam i in. [2013]
L. longiflorum x'Triumphator’ liScie pedy - Yiniin. [2013]
L. maculatum tuski cebulowe 62,5 Godo i Mii [2001]
L. maculatum 'White Lancer' tuski cebulowe, liscie 100/ 83,2 Mori i in. [2005]
L. mackliniae tuski cebulowe pedy, liscie 83,3 Sahoo i in. [2018]
nasiona 33,3 Mori i in. [2005]
tuski cebulowe 25 Godo i Mii [2001]
L. martagon - ] -
nasiona cebule, korzenie 100 Kedra i Bach [2005]
tuski cebulowe cebule - Rybczynski i Gmolinska [1989]
L. martagon var. cattaniae nasiona cebule, korzenie - Karalija i in. [2013]
(L. cattaniae) nasiona cebule, korzenie - Skori¢ i in. [2012]
L. maximowiczii tuski cebulowe 100 Godo 1 Mii [2001]
Lo nasiona pedy, korzenie 98 Ault i Siqueira [2008]
L. michiganense - -
nasiona 0 Mori i in. [2005]
tuski cebulowe 100 Godo i Mii [2001]
L. monadelphum - —
nasiona 18,3 Mori i in. [2005]
L. nepalense tuski cebulowe pedy - Wawrosch i in. [2001]
o tuski cebulowe 100 Godo i Mii [2001]
L. nobilissimum — —
liscie 58,6 Mori i in. [2005]
) ) tuski cebulowe cebule - Liui Yang [2012]
L. orientalis 3 . .
tuski cebulowe, liscie cebule - Khan i in. [2015]
tuski cebulowe, kalus cebule - Joshi i Dhar [2009]
L. oxypetalum - - —
tuski cebulowe pedy, korzenie - Aslam i in. [2013]
L. pardalinum 'Red Sunset' nasiona 6,7 Mori i in. [2005]
L. philadelphicum var. andinum | tuski cebulowe 100 Godo i Mii [2001]
L. polyphyllum nasiona, tuski cebulowe cebule -/69 Dhyani i in. [2014]

17:9848914228
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tuski cebulowe cebule 9 Bahr i Compton [2004]
L. pumilum liscie pedy 60 Jiniin. [2014]
nasiona 0 Mori i in. [2005]
. tuski cebulowe pedy ..
L. pumilum — Zhang i in. [2016]
liscie - 30
tuski cebulowe cebule 97,7 Lian iin.[2009]
L. regale pigtka z merystemem pedy + Saifullah i in. [2010]

wierzchotkowym

tuski cebulowe

cebule, pedy, korzenie

Prokopiuk i in. 2018

L. rhodopeum

luski cebulowe, pedy, liscie, zalaznie

cebule

Stanilova i in. [1994]

L. rubellum

tuski cebulowe

pedy, cebule

Ishimori i in. [2009]

tuski cebulowe, liscie; nasiona

91,5/78,5/49,0

Mori i in. [2005]

cebule cebule - Niimi i in. [1997]
. tuski cebulowe 85,7 Godo i Mii [2001]
L. sargentiae - —
nasiona 40,0 Mori i in. [2005]
nasiona 70,4 Mori i in. [2005]
L. speciosum tuski cebulowe, liscie, kwiaty cebule, korzenie - Takayama i Misawa [1979]
tuski cebulowe cebule - Langens-Gerrits i in. [2001]
L. speciosum 'Rubrum'’ tuski cebulowe cebule - Kim i in. [1994]
tuski cebulowe cebule - Aartrijk i Blom-Barnhoorn [1980]
tuski cebulowe cebule - Aguettaz i in. [1990]
tuski cebulowe cebule - Jasik i De Klerk [2006]
) , , tuski cebulowe cebule - Delvallée i in. [1990]
L. speciosum Rubrum no. 10 tuski cebulowe cebule - Langens-Gerrits i in. [1997]
tuski cebulowe cebule - Langens-Gerrits i in. [1998]
cebule pedy - Langens-Gerrits i in. [2003]
tuski cebulowe cebule - Paffen i in. [1990]
L. speciosum var. gloriosoides paki kwiatowe + Chang i in. [2000]
L. speciosum var. rubrum tuski cebulowe cebule 86 Bahr i Compton [2004]

18:8568406804
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L. szovitsianum

tuski cebulowe

cebule

100

Godo i Mii [2001]

Lilium 'Casablanca’

L. tsingtauense tuski cebulowe 13,3 Mori i in. [2005]
Lo tuski cebulowe 100 Godo i Mii [2001]
L. wallichianum - —
nasiona 60,3 Mori i in. [2005]
. tuski cebulowe pedy, cebule - Nhut i in [2006b]
Lilium sp. - ——
tuski cebulowe - Pandey i inni [2009]
ﬁigﬁ‘v’:kisfﬁ)(ponad B0 odmian | i cresci kwiatow pedy ‘ Zhola i in. [1992]
korzenie cebule - Kapoor i in. [2008a]
Lilium 'Alaska’ luski cebulowe, korzenie, ped, liScie | cebule - Kapoor i in. [2008b]
ped cebule - Kapoor i in. [2009]
Lilium 'Amarone’ liscie, nitki precikow 76,3 /85,6 Mori i in. [2005]
korzenie cebule - Kapoor i in. [2008a]
Lilium 'Apeldoorn’ luski cebulowe, korzenie, ped, licie | cebule - Kapoor i in. [2008b]
ped cebule - Kapoor i in. [2009]
Lilium 'Avignon' tuski cebulowe cebule - Bonnier i Van Tuyl [1997]
korzenie cebule - Kapoor i in. [2008a]
Lilium 'Beatrix’' luski cebulowe, korzenie, ped, liscie | cebule - Kapoor i in. [2008b]
ped cebule - Kapoor i in. [2009]
tuski cebulowe cebule - Bonnier i Van Tuyl [1997]

tuski cebulowe, pedy

pedy, cebule

Han i in. [2004a]

tuski cebulowe

pedy

Han i in. [2005]

tuski cebulowe, liscie, nitki
precikow

98,3/72,3/86,3

Mori i in. [2005]

merystem wierzchotkowy pedu

cebule, zarodki somatyczne

+

Sugiura i in. [2000]

tuski cebulowe

cebule

Lian i in. [2003b]

19:3799288436
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Lilium 'Chianti'

tuski cebulowe

pedy, cebule, liscie, korzenie

Kapoor i in. [2016]

Lilium 'Citronella' tuski cebulowe cebule 21 Bahr i Compton [2004]
tuski cebulowe cebule - Bonnier i Van Tuyl [1997]
tuski cebulowe cebule - Jasik i De Klerk [2006]
Lilium“Connecticut King' tuski cebulowe, liscie, nitki 100 /84,3 /88,6 Mori i in. [2005]
precikow
tuski cebulowe cebule Langens-Gerrits i in. [2001]
ey ped pedy - Bacchetta i in. [2003]
Lilium Elite P —
liScie pedy - Yiniin. [2013]
Lilium 'Enchantment’ tuski cebulowe cebule - Bonnier i Van Tuyl [1997]
Lilium 'Esther’ tuski cebulowe cebule - Bonnier i Van Tuyl [1997]
Lilium 'Golden Splendor’ tuski cebulowe, liscie 100/ 78,6 Mori i in. [2005]
Lilium 'Gran Paradiso’' tuski cebulowe cebule - Varshney i in. [2000]
Lilium 'La Lave' merystem wierzchotkowy pedu cebule, zarodki somatyczne + Sugiura i in. [2000]
Lilium 'Lovely Girl' tuski cebulowe cebule 95 Bahr i Compton [2004]
korzenie cebule - Kapoor i in. [2008a]
luski cebulowe, korzenie, ped, liScie | cebule - Kapoor i in. [2008b]
Lilium '"Marco Polo' ped, liscie cebule - Kapoor i in. [2008c¢]
ped cebule - Kapoor i in. [2009]
tuski cebulowe cebule - Kumar i in. [2007]
Lilium '"Mezhare' tuski cebulowe cebule - Jakobsone i in. [2006]
Lilium 'Mirr' tuski cebulowe cebule - Goo i in. [2005]
Lilium '"Mona' tuski cebulowe cebule - Meilan i in. [2003]
Lilium "Mona Lisa' tuski cebulowe, liscie 100/ 63,0 Mori i in. [2005]
Lilium '"Mont Blanc' tuski cebulowe - Bonnier i Van Tuyl [1997]
Lilium "Montenegro' liscie, nitki precikow 77,6 /82,1 Mori i in. [2005]
Lilium 'NS-94' tuski cebulowe cebule - Jakobsone i in. [2006]

20:2880289262
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Lilium 'Orange Pixie' tuski cebulowe pedy + Misra i Datta [2001]
Lilium 'Pesaro’ tuski cebulowe cebule - Lian i in. [2002b]
Lilium "Pink Perfection' tuski cebulowe, liscie 100/ 83,2 Mori i in. [2005]
o , ped pedy - Bacchetta i in. [2003]
Lilium Pollyanna liscie pedy - Yin i in. [2013]
Lilium "Rosato’ tuski cebulowe cebule - Kumar i in. [2007]
Lilium 'Rotehorn’ tuski cebulowe, liscie 100/76,3 Mori i in. [2005]
Lilium 'Royal Parade’' tuski cebulowe, liscie 96,0 /64,2 Mori i in. [2005]
Lilium 'Sanciro' tuski cebulowe cebule - Varshney i in. [2000]
korzenie cebule - Kapoor i in. [2008a]
luski cebulowe, korzenie, ped, liscie | cebule - Kapoor i in. [2008b]
Lilium 'Siberia' ped, liscie cebule - Kapoor i in. [2008c]
ped cebule - Kapoor i in. [2009]
liScie pedy - Yiniin. [2013]
Lilium 'Sonnentiger' tuski cebulowe cebule - Dabrowski i in. [1992]
ped pedy - Bacchetta i in. [2003]
tuski cebulowe cebule 76 Bahr i Compton [2004]
tuski cebulowe cebule - Bonnier i Van Tuyl [1997]
tuski cebulowe cebule - Langens-Gerr%ts 1 1n [1997]
Lilium 'Star Gazer' Langens-Gerrits i in. [2003]
tuski cebulowe cebule - Kumar i in. [2005]
merystem wierzchotkowy pedu cebule, zarodki somatyczne + Sugiura i in. [2000]
. L Tribulato i in. [1997a]
paki, czesci kwiatéw cebule + Tribulato i in. [1997b]
Lilium 'Stones' tuski cebulowe cebule 8 Bahr i Compton [2004]
Lilium 'Sweet Memory' tuski cebulowe; liscie 89,3/64,2 Mori i in. [2005]

+ obserwowano inicjacje kalusa nie okre$lajac ilosci; - brak informacji o inicjacji kalusa; ! eksplantaty wtérne

21:3246550118
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Stwierdzono tez, ze inicjacja cebul przybyszowych zachodzi na gérnej stronie tuski (u jej
nasady) L. speciosum var. gloriosoides [Chang i in. 2000], 'Orange Pixy' [Misra i Datta 2001].
Inne badania wykazaty, ze u L. longiflorum 'Snow Queen' inicjacja cebul przybyszowych ma
miejsce w czgsci nasadowej tuski, blisko miejsca cigcia, w warstwie komorek znajdujacych
si¢ pod skoérka po goérnej stronie. Tylko niewielka cze$¢, okoto 17% inicjowanych cebul,
powstaje z glebiej polozonych komoérek [Marinangeli i in. 2003]. Réwniez inicjacja pedow
przybyszowych z eksplantatow lisciowych zachodzi w czes$ci nasadowej blaszki 'Star Gazer',
'Ellite', 'Pollyanna’ i 'Snow Queen' [Bacchetta i in. 2003], w warstwie komorek znajdujacych
si¢ pod skorka po gérnej stronie blaszki lisciowej 'Siberia' [Yin i in. 2013] oraz w sasiedztwie
przecietych wiazek przewodzacych L. davidii var. unicolor [LingFei 1 in. 2009]. Inicjacje
pedéw przybyszowych uzyskano zaréwno ze S$rodkowej jak 1 nasadowej czesci liscia
L. longiflorum 'Bright Tower' [Naing i in 2014]. Czynnikiem zwigkszajacym liczbe
inicjowanych pakéw przybyszowych jest mechaniczne uszkodzenie tkanek np. poprzez
dodatkowe podituzne naciecie eksplantatu, co wykazano u L. nepalense [Wawrosch i in.
2001].
* wiek ros$liny
U mtodych cebul L. regale najwyzsza zdolno$¢ do regeneracji wykazaly najstarsze
tuski zewnetrzne, a najmniejszg mlodsze wewnetrzne [Lian i1 in. 2009]. Podobnie
u L. auratum zaobserwowano najintensywniejszg regeneracje¢ cebul przybyszowych z tusek
zewnetrznych z mtodych (3 tygodniowych) cebul. Natomiast tuski zewnetrzne ze starszych
(7 miesigcznych) cebul wykazaty zmniejszong zdolnos¢ do regeneracji cebul przybyszowych,
czesciej regenerujac tkanke kalusowa. Z tych cebul najlepszymi eksplantatami okazaty si¢
tuski ze srodkowej czesci [Takayama i1 Misawa 1980]. Réwniez tuski ze srodkowej czesci
cebul L. orientalis oraz L. longiflorum wykazaly si¢ najlepsza zdolno$cig do regeneracji cebul
[Khan i in. 2015]. Najmtodsze oraz najstarsze liscie odmiany 'Siberia' wykazaty si¢ stabsza
zdolnoscig do regeneracji pedow przybyszowych w porédwnaniu do liSci pobranych ze
srodkowej czgsci pedu [Yin i1 in. 2013]. Na zdolno$¢ do inicjacji i regeneracji oddziatuje
rowniez pora roku. Luski L. ledebourii pobierane wiosng wykazaly najmniejszg zdolnos¢ do
inicjacji cebul przybyszowych, najlepsza inicjacj¢ uzyskano z tusek pobranych latem [Azadi
1 Khosh-Khui 2007].
* wielkos¢ eksplantatu
Wigksze eksplantaty pierwotne L. speciosum Rubrum no. 10' czesciej regenerowaty
pedy [Langens-Gerrits i in. 2000], a eksplantaty tuskowe tej lilii o wymiarach 3x12 mm
wytworzyty cebule przybyszowe o zawartosci suchej masy dwa razy wiekszej od uzyskanych
na eksplantatach o wymiarach 3x6 mm. Ponadto obecnos¢ eksplantatu pierwotnego przez
caty okres kultury sprzyjata lepszemu wzrostowi cebul przybyszowych [Langens-Gerrits i in.
1997]. Za optymalng wielko$¢ eksplantatow u odmiany 'Siberia' uznano fragmenty lisci
dluzsze niz 6 mm i krétsze niz 10 mm [Yin i in. 2013], natomiast fragmenty z dna
kwiatowego L. longiflorum powinny mie¢ okoto 3 mm [Nhut i in. 2001a].
¢ ulozenie eksplantatéw na pozywce
Utozenie eksplantatu na pozywce zachowujace ich orientacj¢ przestrzenng korzystnie
wpltywa na ilo$¢ i jako$¢ uzyskiwanych regenerantéw. Ulozenie tusek L. regale zgodne
z orientacjg sprzyjato regeneracji cebul przybyszowych i lepszemu ich wzrostowi, odwrdcenie
eksplantatow gorna strong tuski do pozywki zwigkszyto wytarzanie kalusa [Lian 1 in. 2009].

22



23:7254073092

2.4.3. Pozywka

Eksplantaty wraz z regenerujagcymi ro$linami czy kalusem wymagaja do
prawidlowego wzrostu zrédta wody, sktadnikéw mineralnych, zwigzkéw organicznych
dostarczanych przez odpowiednio skomponowang pozywke [Skucinska 2001].

* skladniki mineralne

Jeden z najczesciej uzywanych zestawéw podstawowych sktadnikow mineralnych
stosowanym do przygotowywania pozywek zostal opracowany przez Murashige i Skooga
w 1962 roku. Ten zestaw sktadnikéw mineralnych jest powszechnie stosowany w badaniach
nad mikrorozmnazaniem lilii, rzadziej uzywane sg inne opracowane przez: Gamborga, White
1 Chu [Arzate-Fernandez i in. 1997], Nitsch 1 Nitsch [Saetiew 1 Umamanit 2015], Linsmaier
1 Skoog [Stanilova 1 in. 1994, Yamagishi 1998]. Eksperymenty ze zr6znicowang zawartoscia
MS wykazaly, ze zmiana podstawowej ilosci MS w pozywce wptywa na reakcje eksplantatu.
Zawartos¢ od 0 do % MS stymulowata inicjacj¢ cebul przybyszowych u L. speciosum
'Rubrum no. 10', a wyzsza niz % poprawita ich wzrost [Aartrijk i Blom-Barnhoorn 1980].
Lepszy wzrost cebul przybyszowych mieszafnca orientalnego 'Star Gazer' uzyskano przy
podstawowej i podwyzszonej o potowe zawartosci MS w poréwnaniu do obnizonej o potowe
[Langens-Gerrits i in. 2000]. Ilo$¢ dostgpnych sktadnikéw mineralnych wplywa tez na
regeneracj¢ korzeni przez cebule. U L. auratum. wytwarzaniu licznych, krétkich korzeni
sprzyjalo dwukrotne zwigkszenie ilosci MS, a obnizenie do s spowodowato wyrastanie mniej
licznych, ale dtugich korzeni [Takayama i Misawa 1979]. Najlepszy rozwoj korzeni u lilii
uzyskano przy podstawowej ilosci MS [Pandey i in. 2009]. U L. nepalense przy tej zawartosci
MS nie obserwowano inicjacji korzeni na pedach, dopiero obnizenie o potowe ilosci MS
spowodowato ich regeneracj¢ [Wawrosch i in. 2001]. Podobnie cebule L. leucantum lepiej
ukorzeniaty si¢ na pozywce z obnizong o polowe zawartoscig MS [Tang i in. 2010].

Nie tyko zmiana catkowitej ilosci skladnikéw wptywa na reakcje eksplantatow.
Zmiana zawarto$ci pojedynczych sktadnikow w stosunku do podstawowej réwniez wptywa
na reakcje eksplantatu. Zmniejszenie ilosci azotu do 25% lub 50% w poréwnaniu do sktadu
opracowanego przez Murashiga 1 Skooga u L. martagon var. album i mieszahca 'Robinia’
spowodowato zmniejszenie liczby regenerowanych lisci. Zmniejszyta si¢ tez §wieza masa
zaréwno lisci, jak i cebul przybyszowych [Gabryszewska 1 Sochacki 2013]. Szybkos¢ wzrostu
cebul odmiany 'Casablanca' uzalezniona jest od dostgpnosci jonéw amonowych,
azotanowych, siarczanowych i fosforanowych w catym okresie kultury. Sg one bardzo szybko
pobierane z pozywki w nastepstwie czego spowolnieniu ulega ich wzrost [Lian i in. 2002a].
Wykazano tez, ze proporcja formy amonowej azotu do formy azotanowej w pozywce
wywiera wplyw na inicjacje i wzrost cebul przybyszowych lilii. Stosunek 3:1 (NH;":NO3)
zwigksza liczbg inicjowanych cebul przybyszowych mieszanca orientalnego 'Casablanca’
jednoczes$nie powodujac ostabienie ich wzrostu na dalszym etapie rozwoju, taka proporcja
zahamowata tez inicjacje¢ lisci 1 korzeni. Do intensywnej inicjacji lisci lepszy okazal sig¢
stosunek 2:1, a korzeni 1:1 tych form azotu [Kim i in. 2001].

Zrédiem energii jak i podstawowego budulca tkanek ro§linnych w kulturach in vitro sa
weglowodany. Najcz¢sciej stosowana jest sacharoza, ktérej zawarto§¢ w pozywce wpltywa na
ilos¢, wielkos$¢ i jakos¢ uzyskiwanych regenerantow.
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Zawarto$¢ sacharozy w pozywce w zakresie 3-6% jest wystarczajgca do inicjacji cebul
przybyszowych u lilii. Wynika to z obserwacji wskazujacych, ze jej zawarto$¢ mniejsza niz
3% ogranicza liczbe inicjowanych cebul przybyszowych oraz ogranicza ich wzrost
u L. speciosum 'Rubrum no. 10' [Aartrijk i Blom-Barnhoorn 1980]. Dla mieszancéw
azjatyckich 'Gran Paradiso' i 'Sanciro' optymalng zawarto$cig jest 3%, a wigksza ogranicza
liczbe inicjowanych cebul [Varshney i in. 2000]. Do inicjacji i regeneracji roslin
L. oxypetalum z fragmentéw tusek, jak i z kalusa, najlepszg byta 4,5% zawarto$¢ sacharozy
[Joshi i Dhar 2009], natomiast 3% 1 6% zawarto$¢ byla odpowiednia dla eksplantatow
L. ledebourii [Azadi i Khosh-Khui 2007]. Zaobserwowano tez, ze formowanie cebul na
pedach mieszanca orientalnego 'Casablanca’ w mniejszym stopniu zalezy od zawartosci
sacharozy w pozywce. Jej wiekszy wptyw stwierdzono analizujgc Swiezg mas¢ uzyskiwanych
cebul. Wraz ze wzrostem stezenia sacharozy z 3% do 12% uzyskiwano coraz wigksze jej
przyrosty, rownoczesnie zauwazono formowanie kalusa na pigtkach cebul przy zawartosci od
9% do 12% [Han i in. 2005].

Inicjowanie i rozw6j korzeni réwniez zalezg od ilosci weglowodanéw w pozywce.
U L. auratum zaobserwowano zwickszanie si¢ liczby, masy i dlugosci regenerowanych
korzeni wraz ze wzrostem zawarto$ci sacharozy w pozywce [Takayama i Misawa 1979].

Indukcja pedéw przybyszowych u L. longiflorum najefektywniej przebiegata przy
1-3% zawarto$ci sacharozy [Le 1 in. 1999]. Na dalszym etapie prawidlowy wzrost pedow
L. longiflorum 'Nellie White' osiggnigto przy 2% zawartosci sacharozy. 1% sacharozy lub jej
brak w pozywce powodowaty nekrotyczne uszkodzenia pedéw, a przy wyzszej 3% zawartosci
na pedach obserwowano indukcj¢ kalusa [Nhut i in. 2001a].

Stymulacj¢ wytwarzania lisci przez tuski cebul u L. auratum uzyskano przy 3%
zawartosci sacharozy, jej wyzsza zawarto$¢ (9%) dziatata inhibujaco na ten proces
[Takayama i Misawa 1980]. Podobnie duza ilos¢ sacharozy (9-12%) inhibowata inicjacje lisci
u L. speciosum [Gerrits 1 De Klerk 1992], odmian 'Gran Paradiso' 1 'Sanciro' [Varshney i in.
2000] oraz u L. martagon var. album i mieszanca 'Robinia' [Gabryszewska i Sochacki 2013].

Regeneracja pedow z kalusa L. xformolongi najlepiej przebiegata, gdy pozywka
zawierata od 0,5 do 1% sacharozy, wyzsza niz 2% ilo$¢ hamowata ten proces [Godo i in.
1998].

Zwigkszenie zawarto$ci sacharozy w pozywce sprzyja uzyskiwaniu wiekszych roslin
potomnych. Rosliny L. speciosum 'Rubrum no. 10' o wigkszej §wiezej masie uzyskano, gdy
pozywka zawierala od 3% do 9% sacharozy [De Klerk i in. 1992], podobng zaleznos¢
zaobserwowano u L. martagon var. album 1 mieszanca 'Robinia’ [Gabryszewska 1 Sochacki
2013] czy odmianie 'Casablanca' [Lian i in. 2003a]. 6% i1 9% zawartos¢ sacharozy w pozywce
sprzyja zwigkszonej akumulacji suchej masy i weglowodanéw w cebulach, co wykazano
u L. speciosum [Langens-Gerrits 1 in. 1997]. Jeszcze wigksza ilo$¢ sacharozy (12%)
spowodowata ograniczenie przyrostu $wiezej masy uzyskiwanych ros$lin L. speciosum
'Rubrum no. 10' [De Klerk i in. 1992].

* regulatory wzrostu

Do ukierunkowania, przyspieszenia oraz zwigkszenia wydajnosci indukcji
i regeneracji roslin w kulturach in vitro lilii uzywa si¢ regulatoréw wzrostu dodawanych do
pozywki. Wybdr okreslonego regulatora lub ich kombinacji oraz ilosci uzalezniona jest od
wielu zmiennych jak: gatunek badz odmiana, rodzaj eksplantatu, ukierunkowania na
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organogenez¢ bezposrednig, posrednig lub somatyczng embriogenez¢. Jak wynika z literatury
dobor odpowiedniego regulatora lub ich kombinacji wymaga weryfikacji doswiadczalne;j.
Naturalng zdolnos¢ tusek cebulowych lilii do indukcji cebul przybyszowych na pozywkach
pozbawionych regulatoréw wzrostu potwierdzono miedzy innymi u L. martagon [Rybczynski
1 Gmolinska 1989], L. ledebourii [Mirmasoumi i in. 2013], 'Star Gazer' [Kumar i in. 2005],
L speciosum 'Rubrum no. 10", L. longiflorum 'Snow Queen', mieszanca azjatyckiego
'Connecticut King' [Jasik i De Klerk 2006]. Zwigkszenie wydajnosci inicjacji na fragmentach
tusek cebulowych uzyskano stosujac NAA oraz BA u L. martagon [Rybczynski i Gmolinska
1989], czy L. orientalis i L. longiflorum [Khan i in. 2015]. U L. ledebourii zastosowanie NAA
w polaczeniu z BA zwigkszylo wydajnos¢ inicjacji cebul przybyszowych, ale spowodowato
tez zmniejszenie ich Swiezej masy [Bakhshaie 1 in. 2010a]. Zastosowanie BAP u L. orientalis
1 L. longiflorum pobudzito tuski cebulowe do indukcji pedéw w przeciwienstwie do NAA
[Khan i in. 2015], réwniez u L macklinae BAP byla bardziej efektywna od kinetyny i TDZ
[Sahoo i in. 2018]. Lepsza efektywno$s¢ NAA na etapie inicjacji uzyskano u lilii 'Chanti'
w porownaniu do BAP [Kapoor i in. 2016]. Natomiast potaczenie BAP i NAA zwigkszyto
wydajnos¢ inicjacji pedéw na tuskach L. pumilum [Zhang i in. 2016]. Niektére retardanty
wzrostu, jak Alar (substancja czynna kwas 4-(2,2-dimetylohydrazyn-1-ylo)-4-oksobutanowy),
Cycoel (substancja czynna chlorek chloromekwatu) czy paclobutrazol, z powodzeniem uzyto
do inicjacji cebul przybyszowych na tuskach u odmiany 'Star Gazer' [Kumar i in. 2005].

Do uzyskania indukcji cebul przybyszowych na fragmentach pedoéw konieczne jest
wzbogacenie pozywki o regulatory wzrostu. U mieszancéw 'Alaska’, 'Apeldoorn’, 'Beatrix',
‘Siberia' 1 'Marco Polo' skuteczng okazata si¢ kombinacja NAA z BA, brak regulatoréw
wzrostu uniemozliwit uzyskanie cebul przybyszowych z takich eksplantatéw [Kapoor i in.
2009]. Mieszance 'Gran Paradiso' i 'Sanciro' do inicjacji cebul przybyszowych na fragmentach
pedéw potrzebowaty NAA w ilosci 0,5 uM, wyzsza zawarto$¢ tej auksyny oraz uzycie
innych, tj. IAA lub IBA, powodowato indukcje¢ kalusa [Varshney i in. 2000]. Odmiany
'Siberia' 1 'Marco Polo' do zainicjowania cebul przybyszowych na migdzywezlach oraz
fragmentach lisci potrzebowaly obecnosci NAA w kombinacji z BA. Zastosowanie NAA lub
BA oddzielnie, a takze brak regulatoréw, uniemozliwiaty ich inicjacj¢ [Kapoor i in. 2008c].
Podobne wymagania miaty eksplantaty z fragmentéw korzeni odmian 'Alaska’, 'Apeldoorn’,
'‘Beatrix', 'Siberia' i 'Marco Polo' [Kapoor i in. 2008a]. Inhibujace inicjacje¢ cebul dziatanie BA
i IAA na fragmentach pedéw stwierdzono u L. longiflorum 'Georgia' [Han i in. 2004b] oraz
BA u L. auratum [Takayama i Misawa 1980].

Do indukcji pedow przybyszowych na fragmentach tusek u lilii konieczne jest uzycie
regulatorow wzrostu. U odmiany 'Georgia' najskuteczniejszg okazata si¢ BA. Do dalszej
proliferacji pedow przybyszowych najlepsza byla kombinacja BA 1 IAA. W Kkontroli na
pozywkach bez cytokininy nastgpila regeneracja cebul [Han i in. 2004b]. Uzycie takiego
zestawu regulatoréw byto réwnie skuteczne u odmiany 'Casablanca’ [Han i in. 2005].
Indukcje pedéw przybyszowych u L. longiflorum uzyskano tez stosujac syntetyczng
cytokining CPPU [Le i in. 1999]. Inicjacje¢ pedéw z fragmentéw lisci L. longiflorum "Bright
Tower' uzyskano z nasadowej ich cz¢sci w obecno$¢ BA, na czesci srodkowej skuteczny byt
zestaw BA w potaczeniu z NAA [Naing 1 in. 2014], natomiast kombinacja TDZ z NAA
skutecznie inicjowata pedy z fragmentow lisci u L. davidii var. unicolor [LingFei i in. 2009].
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pedéw przybyszowych zachodzita w obecnosci IBA lub NAA, mniej skutecznymi okazaty si¢
IAA oraz BA [Nhut i in. 2001a]. U tej odmiany kombinacja gibereliny (GA3) z BA takze
pobudzita inicjacje peddéw przybyszowych z fragmentéw kwiatdw, réwnocze$nie ta
kombinacja uzyta do inicjacji z tusek cebulowych okazata si¢ nieskuteczna [Nhut 2003].

Inicjacja korzeni u lilii zachodzi bez udzialu egzogennych regulatoréw wzrostu, co
zaobserwowano u L. michiganense [Ault i Siqueira 2008] czy L. longiflorum 'Georgia' [Han
1in. 2004b]. Stymulujace dziatanie na inicjacj¢ korzeni wykazala NAA u L. michiganense
[Ault 1 Siqueira 2008], L. longiflorum 'Georgia' [Han i in. 2004b], 'Sonnentiger' [Dabrowski
1in. 1992], L. longiflorum 'Nellie White' [Nhut i in. 2001b], 'Snow Queen' i 'White American'
[Tribulato 1 in. 1997a]. W obecnosci picloramu uzyskano stymulacj¢ rozwoju korzeni
u L. martagon [Kedra i Bach 2005], a u L. longiflorum 'Nellie White' w obecnosci 2,4-D
[Nhut i in. 2001b]. Inhibujace dziatanie na inicjacj¢ korzeni zaobserwowano po zastosowaniu
picloramu, dicamba i 2,4-D u L. michiganense [Ault i Siqueira 2008], oraz BA, kinetyny i 2iP
u odmiany 'Sonnentiger' [Dabrowski i in. 1992]. Stwierdzono tez inhibujace dziatanie BA
i IAA na inicjacj¢ korzeni na pedach L. longiflorum 'Georgia' [Han i in. 2004b].

Poprawe jakosci uzyskiwanych regenerantéw uzyskano dodajac wegiel aktywny do
pozywki, co zaobserwowano u odmiany 'Casablanca’. Dodanie wegla aktywnego do pozywki
poprawito wzrost cebul przybyszowych tej odmiany nie wptywajac na ich inicjacj¢ [Han i in.
2005], a zastosowanie filtru z wegla aktywnego w obiegu pozywki w bioreaktorze okresowo
zalewowym zwiekszyto wydajno$¢ kultury i poprawito jakos¢ cebul, uzyskaty one wigksza
Swiezg mas¢ oraz zregenerowaty wiecej korzeni w poréwnaniu do kontroli, wykazatly tez
mniej uszkodzen [Kim i in. 2001].

W trakcie kultury wrazliwo$¢ eksplantatow na zastosowane regulatory wzrostu moze
ulec zmianie, co zaobserwowano u L. martagon. Gatunek ten w poczatkowym okresie kultury
w dluzszym okresie czasu (15 tygodni) wigksza ich liczb¢ uzyskano stosujagc NAA.
Wykazano réwniez, ze BA wyzsza efektywno$¢ wykazuje przy nizszych stezeniach 0,01 mg/1
w poréwnaniu do 0,1 mg/l, natomiast odwrotng zalezno$¢ zaobserwowano dla NAA, gdzie
zawartos¢ 0,1 mg/l okazala si¢ bardziej efektywna od 0,01 mg/l [Rybczynski i Gmolinska
1989]. Podobng zmienno$¢ reakcji zaobserwowano u mieszanca orientalnego 'Sonnentiger'.
Intensywno$¢ inicjacji i regeneracji cebul przybyszowych z fragmentéw tusek
w poczatkowym okresie kultury byta wigksza gdy uzyto kombinacji NAA (0,1 mg/l) z 2iP lub
BA (0,1 mg/l). Po drugim i trzecim pasazu wydajniejsze okazaly si¢ kombinacje z wyzsza
zawartoscig 2iP (0,3 mg/l) lub kinetyny (3 mg/l) [Dabrowski i in. 1992].

Innym czynnikiem modyfikujagcym oddziatywanie egzogennych regulatoréw wzrostu
jest pora roku, w ktdrej pobierane byly eksplantaty. Inicjacje cebul przybyszowych na tuskach
L. ledebourii pobieranych w terminie wiosennym i letnim zwigkszylo zastosowanie BA
i NAA, tego wpltywu nie zaobserwowano, gdy eksplantaty pobrano w terminie zimowym
[Azadi i Khosh-Khui 2007].

Oprécz pozadanego zwigkszania wydajnosci inicjacji regulatory moga tez negatywnie
wplyna¢ na jakos¢ uzyskiwanych regenerantow. Nekrotyczne uszkodzenia zaobserwowano
w obecnosci NAA u L. martagon [Rybczynski i Gmolinska 1989], a zaburzenia wygladu
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cebul stwierdzono u odmiany 'Casablanca’, gdy inicjowano je w obecnosci NAA i BA,
podczas gdy na pozywce bez regulatoréw nie obserwowano zaburzen [Lian i in. 2003b].

Inicjacje kalusa u r6znych taksondw lilii z uzyciem picloramu testowano na:

- luskach cebulowych uzyskujac od 13% do 100% eksplantatéw inicjujacych kalus
(16 taksonow),
- lisciach uzyskujac od 13,6% do 100% eksplantatéw inicjujacych kalus (16 taksonéw),
- nasionach uzyskujac od 0 do 100% eksplantatéw inicjujacych kalus (15 taksonéw),
- nitkach precikow uzyskujac od 82,1% do 98,6% eksplantatow inicjujacych kalus
(5 taksonéw) [Mori i in. 2005].

W innym eksperymencie przeprowadzonym z uzyciem fragmentéw tusek cebulowych
u 21 taksonéw uzyskano od 25% do 100% eksplantatow inicjujacych kalus stwierdzajac tez,
ze mniejsza ilo$¢ picloramu jest bardziej efektywna [Godo 1 Mii 2001] (tab. 1).
U L. mackliniae wigksza efektywno$¢ w indukcji kalusa z tusek uzyskano w obecnosci 2,4-D
w poréwnaniu do NAA [Sahoo i in. 2018], z kolei u L. longiflorum skuteczng byta
kombinacja 2,4-D i BA [Priyadarshi i Sen 1992]. Badanie indukcji kalusa na fragmentach
tusek L. ledebourii z uzyciem BA, picloramu, 2,4-D, IAA oraz kombinacji BA z picloramem:;
2,4-D lub IAA wykazalo, ze w poréwnaniu do pozywki bez regulatoréw lepsza skutecznos¢
wykazuje tylko picloram uzyty samodzielnie [Mirmasoumi i in. 2013]. Inicjacj¢ kalusa na
tuskach cebulowych L. leucanthum uzyskano w obecnosci BA (0,5 mg/l) w potaczeniu
z 2,4-D (3 mg/l), natomiast na liSciach i ogonkach liSciowych skuteczniejszg okazata si¢
kombinacja ze zwigkszong iloscia BA (1 mg/l) i zmniejszong zawartosciag 2,4-D (1 mg/l)
[Tang i in. 2010]. Na siewkach L. martagon skutecznie kalus indukowaty BA, jak i picloram
[Kedra i Bach 2005].

Catkowitg inhibicje indukcji kalusa z tusek L. ledebourii wykazano na pozywkach
wzbogaconych o 2,4-D przy zawartosci rownej lub wigkszej niz 4,5 mg/l samodzielnie, oraz
przy 6 mg/l (i wigcej) w kombinacji z BA [Mirmasoumi i in 2013].

Skuteczng indukcje kalusa na réznych cze$ciach kwiatow uzyskano z szypuiki
kwiatowe] 'White American' w obecnosci 2,4-D, 'Star Gazer' - dicamba lub picloramu;
precikéw 'Gleria' - NAA, dicamba lub picloramu; stupka 'Snow Queen' — NAA, dicamba,
picloramu; stupka 'Gleria' - NAA; zalgzni 'Gleria' 2,4-D [Tribulato i in. 1997b], na
fragmentach kwiatostandéw L. speciosum var. gloriosoides 2,4-D i BA [Chang i in. 2000].

Spontaniczng regeneracj¢ pedéw z kalusa u 16 taksondéw lilii zaobserwowano po
kultywacji przez rok (regenerowalo od 0,7% do 100% eksplantatow) [Godo i Mii 2001].
Réwniez u L. leucanthum w trakcie kultywacji kalusa zaobserwowano regeneracje cebul
[Tang i in. 2010]. Pobudzenie kalusa do regeneracji cebul i pgdéw uzyskano po przeniesieniu
na pozywke zawierajacag NAA u L. longiflorum. Ponadto stwierdzono, ze kalus ten zachowat
zdolnos¢ do regeneracji roslin przez 36 miesiecy, jednak w tym czasie wydajno$¢ regeneracji
zmalata [Priyadarshi i Sen 1992]. Regeneracje cebul przybyszowych i korzeni z kalusa
L. speciosum var. gloriosoides obserwowano juz na pozywce inicjalnej zawierajacej 2,4-D
w polaczeniu BA, zwigkszenie wydajnosci regeneracji roslin uzyskano przenoszac go na
pozywke zawierajaca NAA i wegiel aktywny [Chang i in. 2000]. U L. mackliniae najlepsza
regeneracje pedow uzyskano po umieszczeniu kalusa na pozywce z BAP, zastosowanie
kinetyny lub TDZ dalo gorsze rezultaty [Sahoo 1 in. 2018]. Regeneracje¢ pedéw z kalusa
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L. ledebourii uzyskano po przeniesieniu go na pozywke zawierajagcg NAA z TDZ, a gdy uzyto
pozywki z NAA+BA uzyskano zarodki somatyczne [Mirmasoumi i Bakhshaie 2015].

2.4.4. Warunki zewnetrze kultur

Jednym z fizycznych czynnikéw wywierajacym wplyw na rozwéj eksplantatow
roslinnych jest $wiatlo lub jego brak. O$wietlanie kultur lilii moze zwigkszaé liczbe
indukowanych pakoéw przybyszowych jak u L. longiflorum [Le 1 in. 1999] czy L. speciosum,
rownoczesnie u tej lilit w kulturze pozbawionej Swiatta uzyskano cebule o 50% wigksze]
swiezej masie [Gerrits 1 De Klerk 1992]. Stymulujace oddzialywanie Swiatta biatego oraz
polaczenia czerwonego z niebieskim na inicjacj¢ cebul przybyszowych mieszanca
orientalnego 'Pesaro' uzyskano przy 16 godzinnym do$wietlaniu. Zaobserwowano réwniez, ze
swiatlo czerwone i niebieskie korzystnie wptywa na wzrost i jako$¢ uzyskanych cebul,
osiggaja one wieksza mase, lepiej si¢ tez ukorzeniajg [Lian i in. 2002b].

Indukcja kalusa u L. longiflorum wydajniej przebiega w ciemnosci [Arzate-Fernandez
i in. 1997], natomiast regeneracja cebul i pedéw z kalusa u tej lilii lepiej przebiega przy 16
godzinne oswietleniu [Priyadarshi i Sen 1992].

Podjeto tez probe okreslenia wptywu promieni gama na regeneracje¢ cebul
u L. rhodopaeum. Regeneracj¢ uzyskano przy najnizszej badanej dawce promieniowania 5
Gy. Promieniowanie zmniejszylo zdolno$¢ regeneracyjna eksplantatow, réwnoczesnie
zwiekszajac wydajnos¢ z pojedynczego eksplantatu, oraz poprawilo wielkos¢ uzyskanych
cebul [Stanilova i in. 1994].

Kolejnym czynnikiem fizycznym oddzialujagcym na eksplantaty jest temperatura
utrzymywana w trakcie kultury. Odpowiednio dobrana moze zwigksza¢ liczbg uzyskiwanych
cebul przybyszowych, jak u L. speciosum 'Rubrum no. 10' - w 25°C uzyskano wyzszy
wspotczynnik rozmnozenia niz w 15°C [De Klerk i in. 1992]. Wplywa tez ona na jako$¢
uzyskiwanych cebul. Cebule L. candidum o wigkszej §wiezej masie uzyskano w temp 15°C,
jednoczesnie zaobserwowano zmniejszenie liczby uzyskiwanych cebul w poréwnaniu
do 25°C [Saadon i Zaccai 2013]. Innym aspektem oddziatywania temperatury jest
wzbudzanie stanu spoczynku u cebul przybyszowych. Temperatura kultury 20°C i 25°C
powoduje wejscie cebul przybyszowych L. speciosum w spoczynek. Utrzymanie kultury
w 15°C zapobiega wchodzeniu cebul w spoczynek [Delvallée i in. 1990, Paffen i in. 1990].

2.4.5. Wydajnos$¢ kultur

Duza liczba czynnikéw i ich kombinacji wptywajacych na wydajno$¢ rozmnazania
lilii technikami in vitro powoduje, ze wybdr optymalnego ich zestawu pozwalajacego uzyskac
satysfakcjonujacy wspéiczynnik rozmnozenia jest trudny i wymaga weryfikacji. Przyktady
przedstawiono w tabeli 2.
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Sklad pozywki Wydajnosé
Temperatura; [szt./ eksplantat]
Genotyp Eksplantat Skladniki | Sacharoza Regulatory fotoperiod [h] .z 1 cpklu Literatura
mineralne [%] wzrostu dzien/noc y_ .
namnazania
L. xformolongi R13 1 g kalus 1/2MS 5 BA 1 [mg/1] 25°C; 24/0 80 pedow Godo i in. [1998]
25°C;
L. davidii var. unicolor fragment lifcia NN 3 TDZ 1 [mg/l] + 15 dni 0/24 3.4 pedéw LingFei i in. [2009]
NAA 1 [mg/1] .
nastepnie 15/9
BA 0,5 [mg/1] + 23°C; ..
1 g kalusa MS 3 NAA 0.2 [me/l] 14/10 23 cebule Tang i in. [2010]
L. leucanthum BA 0,5 [mg/l] + 23°C:
tuska cebulowa MS 3 NAA 0,1 [me/l] 14/10 3,1 cebul Tang i in. [2010]
tuska cebulowa MS 1 CPPU 1 [uM] ?(6) /SC : 16,8 pedéw Leiin. [1999]
brak Priyadarshi i Sen
L. longiflorum 1 g kalusa MS danych NAA 5,37 [uM] 16/8 19,3 cebul [1992]
BA 1,1 [uM] . .
1 em® tuski MS 3211‘ " +NAA 537 [uM] | 16/8 6-8 cebul Flr;gaz‘;mhl i Sen
Y lub TIAA 5,68 [uM]
25°C; L
gaigre;t pedu z MS 3 113? [Zm[n/lﬁ/l] + NAA 30 dni 0/24 5.7 pedéw Naing i in. [2014]
¢ ’ & nastepnie 16/8
25°C; L
fr:ilgment p,qdu - MS 3 BA 1 [mg/l] + NAA 30 dni 0/24 3.3 pedéw Naing i in. [2014]
mi¢dzywezle 2 [mg/1] .
. oo , nastepnie 16/8
L. longiflorum 'Bright Tower S
fragment liscia 25°C Naing i in. [2014]
e 1a- MS 3 BA 1 [mg/l] 30 dni 0/24 3,3 ped6w g
czg¢$¢ nasadowa .
nastepnie 16/8
fragment liscia - 25 °C; L
czedé MS 3 ]13‘2‘ [ﬁrﬁﬁ/ 1+ NAA T 30 4ni 0/24 5,8 pedéw Naing i in. [2014]
wierzchotkowa ’ & nastepnie 16/8
L. longiflorum 'Georgia' fragment pedu MS 9 BA 2,2 [uM] ?2 /SC : 7,6 cebul Han i in. [2004b]
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25°C;

tuska cebulowa MS 3 BA 2,2 [uM] 16/8 7,6 pedow Han i in. [2004b]
L. longiflorum 'Georgia'
fragment pedu BA 2,2 [uM] + IAA | 25°C; ) ..
(eksplantat wtérny) MS 3 3,3 [uM] 16/8 9,7 pedow Han i in. [2004b]
paki kwiatowe
. , . . - fragment L BA 2.2 [uM] + 25°C; ) ..
L. longiflorum 'Nellie White zawierajacy dno 2 MS 3 NAA 5,4 [uM] 12/12 41,4 pedéw Nhut i in. [2001a]
kwiatowe
. R , BA 0,1 [mg/1] + 22°C; ., ..
L. longiflorum "White Fox luska cebulowa MS 3 NAA 0,1 [me/l] 16/3 10 pedéw Aslam i in. [2013]
L. mackliniae 1 g kalus MS 3 BAP 0,5 mg/l 16/8 16,2 pedéw Sahoo i in. [2018]
’ tuska cebulowa MS 3 BAP 0,5 mg/l 16/8 3,5 pedow Sahoo i in. [2018]
L. martagon tuska cebulowa MS 3 BA 0,5 [uM] (2)5)25; 3 cebule Kedra i Bach [2005]
23 °C; Rybczynski i
L. martagon tuska cebulowa MS 3 NAA 0,1 [mg/1] 0/24 10,5 cebul Gmoliaska [1989]
. brak BA 0,2 [mg/] + 25°C; e
L. martagon var. cattaniae tuska cebulowa MS danych TAA 0.2 — 2 [mg/l] 16/8 5,5 cebul Skori¢ i in. [2012]
_ dicamba 1 [uM] lub | 20°C; ., e
L. michiganense tuska cebulowa MS 3 NAA 4 [uM] 14/10 7,9 pedéw Ault i Siqueira [2008]
BA 0,1 [mg/1] + 20°C; . ..
tuska cebulowa MS 3 NAA 0,1 [me/l] 16/8 10 pedow Aslam i in. [2013]
TDZ0.54 [uMl+ | 2 &
L. orientalis fragment liScia MS 3 NAA 0,54 [uM] 30 dni Q/24 2,7 pedéw Liui Yang [2012]
nastepnie 16/8
TDZ 1 [uM] + 25°C;
tuska cebulowa MS 3 K 30 dni 0/24 4,4 pedéw Liui Yang [2012]
NAA 0,54 [uM] .
nastepnie 16/8
fragment kalusa | g 45 BA 2 [UM]+NAA 1} 25°C; 9 cebul Joshi i Dhar [2009]
L. oxypetalum 8x8 mm 0,1 [uM] 16/8
' BA 2 [uM] + NAA | 25°C; ..
tuska cebulowa MS 4,5 0,1 [uM] 16/3 5,4 cebul Joshi i Dhar [2009]
. s brak BA 8,8 [uM] + 25°C; oL
L. pumilum fragment liScia MS danych NAA 2,69 [uM] 16/3 4 cebule Jiniin. [2014]
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tuska cebulowa MS 3 IIS?mZg/[lr]ng/ 11+1BA %Z/SC : 8,4 ped6w Saifullah i in. [2010]
L. regale fragment pedu MS 6 113/[xm2g/[1r]ng/ 11+ 1BA %Z/SC 12,1 pedéw Saifullah i in. [2010]

fragment pedu* MS 6 113/[xm2g/[1r]ng/ 11+ 1BA %Z/SC 10,6 pedéw Saifullah i in. [2010]
Lilium 'Alaska’ fragment pedu MS 3 2B?m2g/[lr]ng/1] + NAA %Z;SC : 4 cebul Kapoor i in. [2009]
Lilium ' Apeldoorn' fragment pedu MS 3 ];?nghr]ng/ 11+ NAA fglgc : 2,8 cebul Kapoor i in. [2009]
Lilium "Beatrix' fragment pedu MS 3 113? 1111;/%/1 +NAA ?2;5 : 4 cebule Kapoor i in. [2009]
Lilium "Marco Polo' fragment pedu MS 3 g?ng/[glg/l] +NAA ?2;5 : 3,7 cebul Kapoor i in. [2009]
Lilium 'Orange Pixie' tuska cebulowa MS er:l?ll;ch E}:X’? Ellgﬂ * ?g;g : 25 pedow Misra i Datta [2001]
Lilium 'Siberia’ fragment pedu MS 3 113? 1111;/%/1 +NAA ?2;5 : 3 cebule Kapoor i in. [2009]

* pozywka ptynna, eksplantaty stabilizowano watg
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2.4.6. Kultury lilii w pozywkach pltynnych

Kultury ro$§linne prowadzone na pozywkach ptynnych wykazuja, w poréwnaniu do
pozywek zestalonych agarem, wyzsze tempo wzrostu i namnazania pedéw, korzeni, cebul
i zarodkow somatycznych, co jest wynikiem lepszej dostgpnosci eksplantatow do wody
i sktadnikéw odzywczych [Ascough i Fennell 2004, Hvoslef-Eide i Preil 2005]. Ponadto
stosowanie pozywek ptynnych przektada si¢ na wickszg zdolnos$¢ roslin do aklimatyzacji oraz
na obnizenie kosztéw i zwiekszenie skali produkcji [Malik 2016, Manuhara i in. 2017].

Dotychczas nie stosowano pozywek ptynnych i kultur zawiesinowych do rozmnazania
Lilium martagon, ale badano ich wplyw na regeneracj¢ innych genotypéw z tego rodzaju,
w tym lilii z grupy mieszancéw orientalnych [Simmonds i Cumming 1976, Paek i in. 2001,
Horita i in. 2002, Horita 1 in. 2003, Qi i in. 2014], trabkowych [Qi 1 in. 2014] oraz azjatyckich
[Varshney i in. 2000]. Takze L. longiflorum [Priyadarshi i Sen 1992, Tribulato i in. 1997a, b,
Han i in 2004b, Nhut i in. 2006a, Thakur i in. 2006, Vieira i in. 2015], L. speciosum
i L. auratum [Takayama i Misawa 1983], L. formosanum [Nakano i in. 2000], L. testaceum
[Wozniewski i in. 1991], L. Xformolongi [Mii i in. 1994, Godo i in. 1996, 1998, Horita i in.
2003, Ho i in. 2006, Ogaki i in. 2008], L. ledebourii i [Mirmasoumi i Bakhshaie 2015, Estaji
iin. 2021], L. regale [Pelkonen i Kauppi 1999, Estaji i in. 2021] oraz L. japonicum [Komai
iin. 2006] (tab. 3).

Han i in. [2004b] opisali metod¢ mieszang polegajaca na zalewaniu pozywka ptynna
czterotygodniowej kultury prowadzonej na pozywkach stalych u Lilium longiflorum.
Uzyskano efekt zwigkszenia wydajnosci i1 jakosci uformowanych cebul przybyszowych.
W doswiadczeniach poréwnawczych badajagcych wplyw stanu skupienia pozywek (stata,
pOtptynna i ptynna) w kulturach lilii orientalnej 'Star Gazer' i 'Casablanca’ wykazano, ze
kultury ptynne sa wydajniejsze [Islam i in. 2020]. Uformowane na takiej pozywce cebule
przybyszowe mialy wyzszg $Swiezg mase, bylo tez ich wigcej w poréwnaniu do pozywki
pOtptynnej 1 stalej. Wyniki pokazaly réwniez, ze wzrost cebul w ptynnej kulturze zostat
podtrzymany przez regularng wymiang ptynnej pozywki. Yang i in. [2021] osiagneli wydajna
1 niezawodng regeneracj¢, wykorzystujac tuski cebulowe Lilium davidii var. unicolour jako
eksplantaty do indukcji pakéw przybyszowych. Po 4 tygodniach prowadzenia kultur
otrzymano wydajniejsze tempo namnazania (9,8%), wigksza $rednig liczbe pedéw (3.,4)
i zwiekszong dlugos$¢ pedow (5,5 cm) stosujac pozywke ptynng MS z dodatkiem tidiazuronu.

Badania nad rodzajem Lilium skupiajg si¢ gldéwnie na bezposredniej regeneracji
organéw przybyszowych na tuskach cebulowych (organogeneza) [Le i in. 1999, Saadon
1 Zaccai 2013, Mirmasoumi i Bakhshaie 2015]. Opublikowano réwniez kilka prac na temat
udanej regeneracji lilii na drodze somatycznej embriogenezy w kulturach ptynnych. Ho 1 in.
[2006] analizowali przebieg tego procesu uzywajac kultur zawiesinowych Lilium
xformolongi, uzyskujac regeneracj¢ na poziomie 74%. Tribulato i in. [1997b] indukowali
kalus na L. longiflorum na pozywce z dikambg lub pikloramem, uzyskujac kalus embriogenny
w ptynnej pozywce z dikambag, a rosliny powstate z zarodkéw somatycznych nie r6znity si¢
od tych, ktére uzyskano na drodze bezposredniej organogenezy z tusek cebulowych. Pelkonen
i Kauppi [1999] zatozyli kultury zawiesinowe komérek przy uzyciu kalusa z L. regale - kalus
w zawiesinie wykazywat duzg zdolno$¢ regeneracji, wykryto miejsca organogenne
1 embriogeniczne oraz zarodki somatyczne. Nakano 1 in. [2000] prowadzili kultury
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zawiesinowe komorek embriogenicznych, otrzymane z kalusa L. formosanum uformowanego
na tuskach cebulowych, ktére formowaty zarodki somatyczne. Pozywka ptynna wzbogacona
TIBA byla korzystna w dlugotrwalym utrzymywaniu kultur zawiesinowych komorek
[Nakano i1 in. 2000]. Opisano takze indukcj¢ komoérek embriogenicznych L. longiflorum
z kalusa utrzymywanego na pozywce statej lub ptynnej z NAA i TDZ, gdzie stwierdzono, ze
poczatkowo proces ten przebiegat wydajniej na pozywce ptynnej, ale dalszemu rozwojowi
i proliferacji tych zarodkéw sprzyjata pozywka zestalona [Nhut i in. 2006a].

Doswiadczenia z uzyciem pozywek ptynnych sa zwykle etapem wst¢pnym
dostarczajacym danych do zatozenia i prowadzenia kultur bioreaktorowych lilii, ktére sg
stosowane w celu wydajnego namnazania cebul przybyszowych oraz zarodkéw somatycznych
[Ruffoni i in. 2011].

Godo 1 in. [1998] wykazali, ze liczba komdrek merystematycznych w kulturach
bioreaktorowych L. xformolongi wzrasta 2,5-krotnie co 2 tygodnie. Paek 1 in. [2001]
wykorzystujac ,,ballon-type buble bioreaktor” (BTBB) wykazali, ze stezenie sacharozy
wpltywa na wzrost cebul przybyszowych. Lian i in. [2003b] opracowali optacalng metode
produkcji cebul przybyszowych lilii 'Casablanca’ z fragmentéw tusek cebulowych.
Poréwnywali rézne rodzaje bioreaktorow, a najwigkszg liczbe cebul przybyszowych
otrzymali w bioreaktorze przeptywowym i zalewowym (zalewanie pozywka 4 razy dziennie
przez 15 min), w poréwnaniu z systemem zanurzeniowym. Lian 1 in. [2002a] zaobserwowali
rOwniez, ze wigcej cebul lilii 'Casablanca'o masie powyzej 2 g, tworzylo si¢, gdy pozywke
wymieniano na nowg po 2, 6 i 12 tygodniach kultywacji w bioreaktorze, w poréwnaniu
z kulturami, w ktérych po takim samym czasie pozywke tylko uzupetniano.

W celu utrzymania czystych kultur bioreaktorowych wprowadza si¢ w ostatnich latach
ozonowanie pozywki [Guo i in. 2019]. Zastosowanie bioreaktoréw do mikrorozmnazania lilii
w potaczeniu z zabiegiem ozonowania jest wydajnym modelem automatyzacji i produkcji na
duza skalg wysokiej jakosci pedéw [Cardarelli i Sudrez 2017]. Znane jest rowniez dodawanie
wegla aktywnego do ptynnych kultur lilii w celu zwigkszenia wydajnos$ci procesu formowania
cebul [Han 1 in. 2004a].
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Tabela 3. Zastosowanie kultur plynnych w pracach badawczych rodzaju Lilium

Typ kultury ptynnej

Kierunek rozwoju lub

L. xformolongi

stoik, kolba Erlenmayer’a

Genotyp naczynie Eksplantat rodzaj kultury Literatura
wytrzgsana . organogeneza, R
L. auratum kolba Erlenmayer’a tuski cebulowe warost tusek Takayama i Misawa [1983]
e . stacjonarna . . . . ..
L. davidii var. unicolour kolba Erlenmayer’a paki przybyszowe proliferacja, wzrost pgdéw Yang i in. [2021]
wylrzasana kalus zawiesina komorkowa Godo i in. [1996]

wytrzasana kolba Erlenmayer’a,
bioreaktor z separatorem i
mieszadlem mechanicznym TBR-2

zawiesina komérkowa

zawiesina komorkowa

Godo i in. [1998]

i ke8| g, 2008
L. xformolongi 'Akasu’ W A — d ~
ytrzasana zawiesina komérkowa do ..
kolba Erlenmayer’a kalus transformacji Azadiiin. [2010]
L. xformolongi 'Azusa Yl mayer'a kalus ;‘;‘(Zf;:;;‘om"rkowa’ Mii i in. [1994]
wytrzasana ’ Kalus zawiesina komork'(?wa, Horita i in. [2003]
. , kolba Erlenmayer’a protoplasty do fuzji
L. xformolongi 'Hakucho —— y
wytrzasana zawiesina komoérkowa, -
R kalus Komai i in. [2006]
kolba Erlenmayer’a protoplasty
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wytrzasana
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kolba Erlenmayer’a kalus zawiesina komorkowa
L. xformolongi:
. bioreaktor z mieszadlem
'Notikula', mechanicznym;
'RaiZen No. 1', bioreaktor z mieszadlem B
mechanicznym i napowietrzaniem; Ho i in. [2006]
'RaiZen No. 3', . .
bioreaktor air lift: zawiesina somatyczna embriogeneza
'RaiZen Early',
bioreaktor;
'‘Bailansa’
zmodyfikowany bioreaktor (poprawa
napowietrzania)
Wyirzasana zawiesina komorkowa,
L. formosanum k(zllbaaiirlenma er'a kalus organogeneza, Nakano i in. [2000]
y somatyczna embriogeneza
. . wytrzasana zawiesina komoérkowa, -
L. japonicum kolba Erlenmayer’a kalus protoplasty Komai i in. [2006]
wytrzasana - ) s
kolba Erlenmayer’a kalus zawiesina komorkowa Estaji i in. [2021]
L. ledebourii statyczna R somatyczna embriogeneza, Mirmasoumi i Bakhshaie
kolba Erlenmayer’a, kalus oreanoeeneza [2015]
bioreaktor RITA ganog
statyczna . ..
. Kolba Erlenmayer’a kalus somatyczna embriogeneza Nhut i in. [2006a]
L. longiflorum wytrzgsana
kolba Erlenmayer’a cebule przybyszowe wzrost cebul Priyadarshi i Sen [1992]
L. longiflorum var. stat'yczna klastry cebul proliferacja cebul i wzrost Thakur i in. [2006]
pollyanna stoik
kultura na pozywce statej po 8 oreanogeneza
L. longiflorum 'Georgia' tygodniach zamiast pasazu dodano fragmenty pedéw Wzgros tg déw, Han i in. [2004b]
1x pozywke ptynng pe
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L. longiflorum

wytrzasana

zawiesina komorkowa,

Lilium 'Casablanca’

1x pozywke ptynng

'Gleria' kolba Erlenmayer’a kalus somatyczna embriogeneza Tribulato i in. [1997b]

bengoran Nelle | e e e komhovado ™ iy in 215

'L. lonngloru11'1 wytrzasana ’ Kalus zawiesina komorkowa, Tribulato i in. [1997a. b]

Snow Queen kolba Erlenmayer’a somatyczna embriogeneza

L. longiflorum wytrzasana zawiesina komoérkowa, . ..

‘White American' kolba Erlenmayer’a kalus somatyczna embriogeneza Tribulato i in. [1997b]
statyczna (immobilizowana) . . ., . ..

L reale kolba Erlenmayer'a fragment pedu proliferacja pedéw Saifullah i in. [2010]

) wytrzasana - . -

kolba Erlenmayer’a kalus zawiesina komérkowa Estaji i in. [2021]
livglgzeg?l?:imayer’a cebule przybyszowe wzrost cebul Niimi i in. [1997]

L rubellum wytrzasana e
kolba Erlenmayer’a cebule przybyszowe wzrost cebul Niimi i in. [2000]

o e , - wytrzasana zawiesina komodrkowa, ...

L. tenuifolium xRobina kolba Erlenmayer’a kalus somatyczna embriogeneza Qiiin. [2014]

L. testaceum wytrzasana , kalus zawiesina komérkowa Wozniewski i in. [1991]
kolba Erlenmayer’a

Lilium 'Acapulco' E(ﬂg;@éflzi mayer'a kalus ;ixf;f:;;‘ggl‘fﬁl;‘iwa Horita i in. [2003]

Lilium 'Brindisi' bioreactor BTBB cebule wzrost cebul Cardarelli i Suérez [2017]
kultura na pozywce stalej po 2
miesigcach zamiast pasazu dodano fragmenty pedéw wzrost cebul Han i in. [2004a]

bioreaktor z napowietrzaniem
(BTBB)

bioreaktor okresowo zalewowy
(EBB)

cebule przybyszowe

wzrost cebul

Lian iin. [2003a]
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Lilium 'Casablanca’

bioreaktor z napowietrzaniem
(BTBB)

cebule przybyszowe

wzrost cebul

Lian i in. [2002a]

wytrzasana
kolba Erlenmayer’a

fragmenty tusek

organogeneza
(przygotowanie materiatu)

bioreaktor z napowietrzaniem
(BTBB),
bioreaktor okresowo zalewowy

(EBB)

fragmenty tusek

organogeneza

Lian i in. [2003b]

wytrzasana
kolba Erlenmayer’a
(pOtplynna, ptynna i stata)

tuski cebulowe

organogeneza i wzrost cebul

Islam i in. [2020]

Lilium 'Chianti'

statyczna
kolba Erlenmayer’a

pedy

wzrost cebul

Kapoor i in. [2016]

Lilium 'Gran Paradiso'

statyczna i wytrzasana
kolba Erlenmayer’a

tuski cebulowe

organogeneza

statyczna
kolba Erlenmayer’a

tuski cebulowe

organogeneza i wzrost cebul

Varshney i in. [2000]

Lilium 'Mirr'

statyczna

kolba Erlenmayer’a

bioreaktor okresowo zalewowy
(EBB)

tuski cebulowe

organogeneza i wzrost cebul

Goo i in. [2005]

Lilium 'Sanciro'

statyczna i wytrzasana
kolba Erlenmayer’a

luski cebulowe

organogeneza

statyczna
kolba Erlenmayer’a

tuski cebulowe

organogeneza i wzrost cebul

Varshney i in. [2000]

Lilium 'Shirotae'

wytrzasana
kolba Erlenmayer’a

kalus

zawiesina komorkowa,
protoplasty do fuzji

Horita i in. [2003]

Lilium 'Star Gazer'

wytrzasana
kolba Erlenmayer’a

kalus

zawiesina komérkowa
somatyczna embriogeneza

Tribulato i in. [1997b]

wytrzasana
kolba Erlenmayer’a
(pSiptynna, ptynna i stata)

tuski cebulowe

organogeneza i wzrost cebul

Islam i in. [2020]
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2.4.7. Aklimatyzacja i dalszy wzrost lilii

Otrzymane technikami in vitro ro$liny przeznaczone do dalszej uprawy w szklarni lub
polowej muszg przej$¢ proces aklimatyzacji do panujacych warunkéw srodowiska. Uzyskane
mtode rosliny oczyszcza si¢ z pozostatosci pozywki i sadzi do podtoza. W ciggu pierwszych
kilkunastu dni uprawy stopniowo zwigksza si¢ nat¢zenie Swiatla, obniza wilgotnos¢ oraz
reguluje temperatur¢ otoczenia [Chandra i in. 2010, Hazarika 2003, Saifullach 1 in. 2010].
Aklimatyzacje L. regale ze 100% wydajnoscig uzyskano w podlozu z czystego torfu,
w temperaturze 15-18°C i stopniowym obnizaniu wilgotnosci wzglednej do 30% [Saifullah
iin. 2010]. Inne lilie uzyskiwaly nieco mniejszy procent zaaklimatyzowanych roslin:
L. martagon var. cattaniae - 95% [Skori¢ i in. 2012], L. davidii var. unicolor - 92% [LingFei
iin. 2009], L. longiflorum 'Bright Tower' - 95% [Naing i in. 2014], L. ledebourii - 70%
[Mirmasoumi 1 Bakhshaie 2015], L. ledebourii - 85% [Mirmasoumi i in. 2013],
L. polyphyllum powyzej - 40% [Dhyani i in. 2014], 'Alaska’, 'Apeldoorn’, 'Beatrix', 'Siberia’,
'‘Marco Polo' - 80-82% [Kapoor i in. 2009], L. orientalis, L. longiflorum "White Fox' - 90%
[Aslam 1 in. 2013], L. mackliniae - 96,8% [Sahoo i in. 2018].

Dalszy wzrost i rozwdj dla wigkszosci uzyskanych roslin przebiega zgodnie z cyklem
rozwojowym danego gatunku. W nielicznych przypadkach zaobserwowano uboczne skutki
czynnikéw oddziatujacych w trakcie mikrorozmnazania. Rosliny odmiany 'Star Gazer'
uzyskane na pozywce z obnizong zawartosciag MS o potowe formowaly wiecej pedow
w poréwnaniu do uzyskanych przy podstawowej lub podwyzszonej zawartosci MS. Rowniez
zawarto$¢ sacharozy w pozywce (3%, 6% lub 9%) wywarta wptyw na ich wzrost po
aklimatyzacji. Rozmnazane na pozywce z 6% zawartosciag sacharozy wytwarzaly wigcej
pedow po aklimatyzacji [Langens-Gerrits 1 in. 2000].

Innym czynnikiem manifestujagcym swoje dziatanie po aklimatyzacji sg regulatory
wzrostu. Zaobserwowano, ze pod wplywem BA oraz kinetyny u zaaklimatyzowanych roslin
moze dochodzi¢ do anomalii polegajacych na wytwarzaniu cebulek powietrznych w katach
lisci roslin, ktére w naturze nie wytwarzajg takich cebul [Zhola i in. 1992].

Znaczacy wplyw na wzrost 1 rozwdj lilit po aklimatyzacji ma temperatura
utrzymywana w trakcie kultury. Zbyt wysoka temperatura w trakcie mikrorozmnazania
wywiera negatywny wplyw na poézniejszy rozwdj lilii. Rosliny L. longiflorum 'Ace'
rozmnazane w temperaturze 30°C zakwitaly stabiej anizeli uzyskane w 25°C [Higgins
1 Stimart 1990]. Réwniez temperatura ponizej 15°C moze mie¢ negatywny wpltyw na wzrost
lilii. U L. speciosum 'Rubrum no. 10" - ro$liny uzyskane w 15°C skietkowaty w 100% bez
chtodzenia, ale ich sucha masa zmniejsza si¢ po 16 tygodniach uprawy z 5 do 3 mg, natomiast
rosliny poddane chtodzeniu przed lub po aklimatyzacji zwigkszyly swoja suchg mas¢ z 5 do
12 mg [De Klerk i in. 1992]. Zaobserwowano tez, ze ros$liny mieszanca orientalnego 'Star
Gazer' uzyskane w kulturze prowadzonej w statej temperaturze (15°C lub 25°C) rzadziej
formowaly ped po aklimatyzacji w pordwnaniu do roslin rozmnazanych w zmiennej
temperaturze - pierwsze 12 tygodni w 25°C, a nastepnie 2-4 tygodni w 15°C [Langens-Gerrits
iin. 2000].

Na tempo wzrostu i rozwoju ro$lin lilii po mikrorozmnazaniu wpltywa wielko$¢
uzyskanych cebul przybyszowych. Cebule L speciosum 'Rubrum no. 10" o masie mniejszej niz
150 mg wytwarzaty tylko 1-2 liScie wyrastajagce z wierzchotkow tusek, podczas gdy 70%
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cebul o masie zblizonej do 300 mg formowato ped z 5-7 li§¢mi, réwniez ich dalszy wzrost byt
szybszy [Langens-Gerrits 1 in. 1997].

2.4.8. Ploidalnos$¢ komorek lilii w warunkach in vitro

Pod wptywem czynnikéw oddziatujacych na materiat roslinny w trakcie kultur in vitro
moze dochodzi¢ do zmiany liczby chromosoméw uzyskanych ta drogg roslin. Zmiang
w ploidalnosci komérek kalusa trakcie 3 letniej kultury stwierdzono u L. longiflorum, ale
zregenerowane z niego rosliny mialy prawidlowg liczbe chromosoméw [Priyadarshi i Sen
1992]. W innym badaniu po ponad rocznej kultywacji nie zaobserwowano zmian liczby
chromosoméw w komorkach kalusa lilii: L. alexandrae, L. concolor var. coridion,
L. concolor var. pulchellum, L. concolor var. sitricum, L. davidii, L. davidii var. unicolor,
L. formosanum var. pricei, L. lancifolium var. flaviflorum, L. lankogense, L. leucanthum var.
centifolium, L. maculatum, L. martagon, L. maximowiczii, L. monadelphum, L. nobilissimum,
L. philadelphicum var. andinum, L. sargentiae, L. szovitsianum, L. wallichianum [Godo 1 Mii
2001]. Po 4 latach kultury kalusa merystematycznego w bioreaktorze L. xXformolongi linii
R13 réwniez nie wykryto zmian w ploidalnosci komoérek [Godo i in. 1998]. Nie stwierdzono
tez ré6znic w ilosci DNA pomiedzy roslinami L. martagon uzyskanymi poprzez organogeneze
bezposrednig oraz posrednig [Kedra i Bach 2005].

3. Skroéty stosowane w pracy

BA - benzyloadenina;

BAP - 6-benzylo(adenino)aminopuryna;

NAA - kwas naftylo-1-octowy;

IBA - kwas indolilo-3-mastowy;

TAA - kwas indolilo-3-octowy;

2iP - 6-izopentenyloadenina;

2,4-D - kwas 2,4 dichlorofenoksyoctowys;

TDZ - N-fenylo-N’-1,2,3-tiodiazylo-5-yl-mocznik;

CPPU - N-fenylo-N’-2-chloro-4-pirydylomocznik;

MS - pozywka podstawowa wedtug Murashige i Skooga [1962]
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4. Cel pracy

Po przeprowadzeniu analizy danych literaturowych postawiono hipotez¢ badawcza, ze
prowadzenie namnazania lilii zlotogtéw w kulturze in vitro na pozywkach ptynnych bedzie
skutkowato wigkszg wydajnoscig formowania cebul przybyszowych.

Celem przeprowadzonych eksperymentéw bylo opracowanie wydajnej metody
rozmnazania lilii ztotogléw z wykorzystaniem techniki in vitro z uzyciem pozywek ptynnych
na wytrzasarkach. Opracowana metoda przyczyni si¢ do intensyfikacji procesu namnazania
cebul przybyszowych oraz poszerzy wiedz¢ na temat reakcji ro$lin na warunki kultury
ptynnej, ktéra w dalszej perspektywie moze by¢ wykorzystana w procesie automatyzacji
1 wdrozenia produkcji cebul w bioreaktorach.

Cele szczegbdlowe:

* Ocena intensywnosci formowania cebul, lisci 1 korzeni przybyszowych w pozywkach
ptynnych o réznej zawartosci regulatoréw wzrostu w poréwnaniu do statej pozywki
kontrolnej, w cyklu 16 tygodniowym, z wymiang pozywki co 2 tygodnie. Uzyskane
organy beda przeanalizowane histologicznie.

*  Ocena wplywu stanu skupienia pozywki oraz nastgpstwa pozywek (stan skupienia,
regulatory wzrostu, st¢zenie sacharozy) na przyrost masy cebul z zachowaniem 16
tygodniowego cyklu uprawy i wymiang pozywki co 2 tygodnie.

e Zbadanie wplywu chtodzenia uformowanych cebul na aklimatyzacje i wzrost roslin
w warunkach ex vitro.

* Analiza cytometryczna ploidalno$ci regenerantéw.
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5. Material i metody

5.1. Materiaf roslinny

Do zapoczatkowania kultur in vitro uzyto nasion zebranych z roslin lilii zlotogtéw
(Lilium martagon L.) z trzech populacji rosngcych na nastgpujacych stanowiskach:
1. Kolekcja Roslin Ozdobnych w Tomaszkowicach na Pogérzu Wielickim (49°58'33.3"N
20°06'07.2"E),
2. Ogréd prywatny w Tenczynku k. Krzeszowic, na goérze Buczyna (50°07'29.9"N
19°36'54.9"E),
3. Kolekcja roslin gruntowych w Ogrodzie Uniwersyteckim Wydziatu Biotechnologii
1 Ogrodnictwa UR w Krakowie (ryc. 2) (50°05'03.6"N 19°57'05.2"E).
Nasiona zebrano w potowie wrzesnia i do czasu wysiewu (przez pie¢ tygodni)
przechowywano je w papierowych torebkach w temperaturze pokojowe;.

¢ @
4

Ryc. 2. Torebka nasienna i nasiona lilii ztotoglow do inicjacji kultur [fot. K. Nowak]

Doswiadczenia z wykorzystaniem technik in vitro, a takze badania histologiczne
(sporzadzanie preparatéw mikroskopowych), wykonano w laboratorium Katedry Roslin
Ozdobnych i Sztuki Ogrodowej Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie. Uzyskane regeneranty
aklimatyzowano w pokoju do aklimatyzacji przy fitotronie laboratorium in vitro. Oceng
stopnia ploidalnosci uzyskanych regenerantéw wykonano w laboratorium Kutnowskiej
Hodowli Buraka Cukrowego w Straszkowie. Schemat graficzny przedstawiajacy wykonane
prace eksperymentalne i analizy ilustruje rycina 3.
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Ryc. 3. Schemat przeprowadzonych prac eksperymentalnych, etapow badan oraz wykonanych
analiz [opracowanie K. Nowak]
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5.2. Inicjacja kultur in vitro - wysiew nasion lilii ztotoglow

Do inicjacji kultur (Etap I) wybrano z kazdej populacji po 100 nasion. Nasiona ze
wszystkich stanowisk byly jednakowej wielkoSci, mialy Srednice ok. 4 mm, zarodek byt
widoczny (ryc. 2). Nasiona poddano dezynfekcji powierzchniowej w 70% etanolu przez 60
sekund, nastepnie odkazano je przez 15 minut w 15% roztworze Domestosu (producent
Unilever, substancja czynna podchloryn sodu 4,5 g w 100 g srodka). Po odkazeniu trzykrotnie
ptukano je w sterylnej wodzie destylowanej. Zdezynfekowane nasiona wyktadano pojedynczo
do probowek (LJ 2 cm) na wyjatlowiong w autoklawie (121°C; 0,1 MPa) pozywke zawierajaca
50% sktadnikéw mineralnych wg Murashige 1 Skooga (1962) (MS), 3% sacharozy, zestalong
0,7% agarem (Bacto producent Difco). Odczyn pozywki ustalono przed autoklawowaniem,
pH 5,8. Proboéwki z nasionami umieszczono w fitotronie na okres 12 tygodni, w temperaturze
20°C, w ciemnosci, wilgotnos¢ wzgledna powietrza wynosita 80%.

Badania prowadzono w 3 powtdrzeniach dla kazdej populacji po 100 nasion (33-34
w powtdrzeniu).

Skuteczno$¢ zastosowanej metody dezynfekcji powierzchniowej nasion oceniono
wizualnie po 14 dniach od zalozenia kultury. Za zainfekowane uznano te z widocznymi
objawami rozwoju grzybow i/lub bakterii.

W celu uchwycenia zmian w rozwoju kietkujacych nasion, od poczatku kultury,
w odstgpach trzydniowych, prowadzono szczegdélowe obserwacje. Na ich podstawie
wyrysowano schemat kietkowania nasion lilii ztotogiow.

Zdolnos¢ kietkowania nasion okreslono po 12 tygodniach kultury, procentowo
okreslajac liczbe/sume skietkowanych nasion. Za nasiono skietkowane uznano takie, ktérego
korzonek zarodkowy miat dtugos$¢ wieksza niz jego $rednica [Dorywalski i in. 1964].

Dla wszystkich skietkowanych nasion okreslono $redni czas kietkowania jednego
nasiona. Obliczenia wykonano wedtug wzoru Pipera [Dorywalski i in. 1964].
(alx)+(alx,)+..+(alx))

L
a — liczba skietkowanych nasion (wytworzonych cebul/korzeni lub zaschnigtych korzeni) na
dzien obserwacji,
1, 2, ..., n—dzien odnotowania badanego stadium rozwojowego,
L — suma skietkowanych nasion.

Sredni czas kietkowania jednego nasiona a = , gdzie

Na podstawie tych danych okreslono $redni czas do:

¢ kietkowania nasion,

* rozpoczgcia rozwoju cebuli (wyrastanie lisci),

* wyrastania korzenia cebuli,

* zasychania hipokotylu.
Za poczatek formowania cebuli uznano dzien, w ktérym zaobserwowano podwojenie $rednicy
korzenia zarodkowego w czesci wierzchotkowej. Za poczatek wyrastania korzenia z cebuli
uznano dzien, w ktérym korzen byl dluzszy od s$rednicy cebuli. Za poczatek zasychania
hipokotylu uznano dzien, w ktérym zaobserwowano jego zasychanie na dlugosci réwne;j
srednicy nasiona.

43



44:8940900312

Po 12 tygodniach wykonano pomiar masy siewek na wadze elektronicznej Agrogen
z doktadnoscig + 0,1 mg.

5.3. Indukcja organogenezy na fragmentach siewek

Do indukcji organogenezy (Etap II) wybrano 90 siewek uzyskanych z nasion ze
stanowiska w Tomaszkowicach. Przy pomocy skalpela z kazdej siewki wyodrgbniono cebule
oraz korzen i przygotowano eksplantaty (wtérne) do zatozenia do$wiadczenia. Kazda cebulg
podzielono poprzecznie na 2 mm plastry (4-6 plastréw) i umieszczono w probowce (L] 2 cm)
wypelnionej 3 ml pozywki ptynnej. Kazdy korzen podzielono na fragmenty 3-4 mm dlugosci
(6-9 fragmentow) i umieszczono w probéwce o L1 1 cm zawierajacej 10 ml pozywki ptynne;j.

Tabela 4. Charakterystyka pozywek uzytych do organogenezy przybyszowej na fragmentach
siewek lilii zlotoglow

. Stezenie
Sk(l)zdvsl(()id;;agv [O o;v]y St?;er::ze ijz:?f;?y Rodzaj kultury | regulatoréw wzrostu [uM]
pozy ’ posywee 1% NAA BA
0 0
3 0,54 0
0 5,00
0,54 5,00
50 b b
0 0
6 0,54 0
0 5,00
vina 0,54 5,00
3 0,54 0
0 5,00
0,54 5,00
100
0 0
0,54 0
6 b
0 5,00
0,54 5,00
3 stata 0 0
1
00 6 (kontrola) 0 0

W doswiadczeniu testowano 16 kombinacji pozywki plynnej oraz 2 kombinacje
pozywki stalej (kontrole) réznigce si¢ zawartoscig sacharozy, zawartoscig sktadnikow
mineralnych, zastosowanymi regulatorami wzrostu (tab. 4). Odczyn wszystkich pozywek
ustalono na poziomie 5,8 i wyjalowiono w autoklawie.

Probéwki z eksplantatami umieszczano w fitotronie w ciemnosci, na wytrzgsarce
ELPAN typ 358S. Czestotliwo$S¢ wytrzasania ustawiono na 200 obrotow na minute
z amplituda 5. Temperatura wynosita 20°C, wilgotnos¢ wzgledna powietrza 80%. Co 2
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tygodnie wymieniano pozywke na Swiezg o identycznym sktadzie i objetosci, lgcznie 7
pasazy.

Doswiadczenie zalozono w 5 powtdérzeniach dla kazdej z kombinacji, powtérzenie
stanowita jedna probéwka.

5.3.1. Obserwacje morfometryczne

Na zakonczenie doswiadczenia, po 16 tygodniach kultury, przeprowadzono
obserwacje morfometryczne i okreslono:

* liczbe uformowanych cebul przybyszowych na jednym eksplantacie,

* liczbe wytworzonych korzeni i liSci na jednym eksplantacie,

e formowanie kalusa — ilo$¢ wytworzonego kalusa przedstawiono wg. skali umowne;j
1-5, gdzie 1=0-19,9%; 2=20-39,9%; 3=40-59,9%; 4=60-79,9%; 5=80-100% pokrycia
eksplantatu kalusem

* warto$¢ wspotczynnika przyrostu §wiezej masy eksplantatu (GV)

m,—m

P

b

GV =

m,

gdzie my - masa koncowa eksplantatu, m, — masa poczatkowa eksplantatu;
e procentowg zawarto$¢ suchej masy eksplantatu (suszono w temperaturze 62°C do
stalej masy).

Dokonano obserwacji pod katem anomalii we wzro$cie 1 rozwoju oraz okreslono %
eksplantatéw nadmiernie uwodnionych (zwitryfikowanych).

Sporzadzono takze dokumentacje¢ fotograficzng (mikroskop Leica MZ8 do obserwacji
w $wietle odbitym wyposazonym w zestaw do fotografii analogowej Leica MPS60).

5.3.2. Badania histologiczne

Na zakonczenie do$wiadczenia do badan histologicznych wybrano rézne rodzaje
tkanek uformowanych na eksplantatach pochodzacych z cebul, z kazdej pozywki oddzielnie.

Do sporzadzenia dokumentacji histologicznej wykonano preparaty mikroskopowe
metodg parafinowa. Po 12 tygodniach od zalozenia do§wiadczenia inicjacji organogenezy na
fragmentach tusek cebulowych z kazdej pozywki wyizolowano fragmenty eksplantatow
i utrwalono w utrwalaczu Carnoya (kwas octowy lodowaty i alkohol etylowy 96% w stosunku
1:3). Utrwalacz wymyto alkoholem etylowym bezwodnym, a tkanki podbarwiono eozyna,
odwodniono chloroformem i wysycono parafing (temperatura topnienia 56°C). Zatopione
w parafinie obiekty cieto na mikrotomie parafinowym Leica RM 2145 (grubos¢ skrawkow
wynosita 8-10 um). Otrzymane wstazki parafinowe przyklejono na szkietka przedmiotowe
lepikiem Mayera. Po usunigciu parafiny ksylenem preparaty barwiono hematoksyling wg.
Heidenheina [Gerlach 1972]. Dokumentacj¢ fotograficzng wykonano z uzyciem mikroskopu
swietlnego do obserwacji w $wietle przechodzacym Zeiss Axio Al z kamerg cyfrowa
AxioCam Mrc5.
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5.4. Wzrost cebul przybyszowych

5.4.1. Wzrost cebul w zaleznosci od stanu skupienia pozywki

Doswiadczenie (Etap III) zatozono z cebul przybyszowych uzyskanych na czterech
pozywkach ptynnych, na ktérych otrzymano najwigkszg liczbe cebul przybyszowych:
*  50% MS, 3% sacharozy, bez regulatoréw wzrostu,
*  50% MS, 3% sacharozy, z dodatkiem 0,54 uM NAA,
* 100% MS, 3% sacharozy, bez regulatoréw wzrostu,
* 100% MS, 3% sacharozy, z dodatkiem 0,54 uM NAA.

Cebule uzyskane na tych pozywkach (z kazdej kombinacji oddzielnie, w 5
powtérzeniach) pozbawiono korzeni i liSci i podzielono na dwie czes$ci, a nastgpnie
umieszczono je w kolbach Erlenmayer'a o objetosci 50 ml. Uzyto pozywki zawierajacej 50%
MS, 6% sacharozy, bez regulatoréw wzrostu, o pH 5,8. Jedng potowe cebul wylozono na
pozywke stalg (zestalong agarem 0,7%), druga umieszczono w pozywce plynnej. Kazda
kombinacj¢ zatozono w 5 powtdrzeniach (kazde powtdrzenie stanowito od 16 do 20 cebul
przybyszowych o tacznej masie okoto 1 g). llo$¢ uzytej pozywki ptynnej ustalono w proporcji
do masy cebul 40 ml/1 g $wiezej masy cebul. Kolby z cebulami umieszczono w fitotronie
w ciemnos$ci w 20°C. Pozywke ptynng wytrzgsano z czestotliwoscig 100 obrotéw/minutg
z amplitudg 5 cm na wstrzgsarce ELPAN typ 358S. Material roslinny pasazowano co 2
tygodnie na Swieza pozywke, zachowujac jej poczatkowa objetose.

Po 16 tygodniach kultury (7 pasazy) przeprowadzono analizy morfometryczne,
oceniajgc wplyw stanu skupienia pozywki, oraz nastgpstwa pozywek (stan skupienia,
regulatory wzrostu, st¢zenie sacharozy) na formowanie kalusa, korzeni, cebul. Szczegétowo
okreslono:

e warto$¢ wspoélczynnika przyrostu §wiezej masy eksplantatu (GV - jak w ozdziale

5.3.1),

e warto$¢ wspoétczynnika przyrostu §wiezej masy cebuli (GVc¢)
GV = m.—m, ,

m,

gdzie my. — Srednia masa kofnicowa cebuli, m,,. — Srednia masa poczatkowa cebuli.

Ponadto szczegétowo scharakteryzowano cebule (srednice i wysokos$¢ cebuli, liczbe
tusek w cebuli).

W trakcie do§wiadczen sporzadzono dokumentacje fotograficzng cyfrowym aparatem
fotograficznym Nikon Coolpix 995.

5.4.2. Wzrost cebul w zaleznosci od skladnikéw pozywki plynnej

Do doswiadczenia (Etap III) wytypowano cebule uformowane na czterech pozywkach,
na ktérych uzyskano najwigkszg ich liczbe w do§wiadczeniu etapu II:
*  50% MS, 3% sacharozy, bez regulatoréw wzrostu,
*  50% MS, 3% sacharozy, z dodatkiem 0,54 uM NAA,

*  100% MS, 3% sacharozy, bez regulatoréw wzrostu,
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* 100% MS, 3% sacharozy, z dodatkiem 0,54 uM NAA.

Na tym etapie eksperymentowania do obserwacji wzrostu cebul zastosowano
identyczne pozywki na jakich cebule si¢ uformowaty. Doswiadczenie zatozono w 5
powtdrzeniach dla kazdej pozywki (pojedyncze powtdrzenia zawieralty od 8 do 20 cebul
przybyszowych o facznej masie okoto 1 g). Cebule pozbawione lisci 1 korzeni umieszczono
w kolbach Erlenmayer'a o objetosci 50 ml. Dodano wyjatowiong w autoklawie pozywke
ptynng w ilosci 40 ml na g $wiezej masy cebul. Kolby z eksplantatami umieszczono
w fitotronie w ciemno$ci na wstrzgsarce ELPAN typ 358S. Intensywno$¢ wytrzgsania
ustawiono na 100 obrotéw na minut¢ z amplitudg 5 cm. Temperatura kultur wynosita 20°C,
wilgotno$¢ wzgledna powietrza 90%. Material roslinny pasazowano na §wieza pozywke, co 2
tygodnie, zachowujac ustalong objetos¢ pozywki. Po 16 tygodniach (7 pasazy)
przeprowadzono analizy morfometryczne, by oceni¢ wplyw poszczegdlnych sktadnikéw
pozywki na:

e warto$¢ wspodlczynnika przyrostu $wiezej masy wylozonych cebul (GV - jak w

ozdziale 5.3.1),

* liczbe uformowanych korzeni i lisci,

* formowanie kalusa (wg skali opisanej w rozdziale 5.3.1),

* warto$¢ wspétczynnika przyrostu §wiezej masy cebul (GVc - jak w ozdziale 5.4.1),
» witryfikacje eksplantatu (jak w rozdziale 5.3.1).

W trakcie doswiadczen sporzadzono takze dokumentacje fotograficzng cyfrowym
aparatem fotograficznym Nikon Coolpix 995.

5.5. Aklimatyzacja cebul

5.5.1. Wplyw chlodzenia cebul na aklimatyzacje

W tym doswiadczeniu zbadano wptyw chtodzenia cebul na ich rozwdj i adaptacj¢ do
warunkow in vivo. Do eksperymentu uzyto cebul uzyskanych w do§wiadczeniu nad wzrostem
cebul na czterech réznych pozywkach ptynnych (5.4.2). Przeznaczono tu cebule o masie
wiekszej niz 0,01 g — 550 szt., dobrej jakosci, bez uszkodzen mechanicznych, objawoéw
witryfikacji oraz przerostow kalusa. Pozbawione korzeni i lisci cebule traktowano na dwa
sposoby. Jedna grupe umieszczono w kolbach Erlenmayer'a na wilgotnej, sterylnej bibule
1 poddano chtodzeniu przez 6 tygodni w temperaturze 3°C, w ciemnosci, po czym sadzono je
do wielodoniczek. Druga grupa to cebule niepoddane chiodzeniu, ktére sadzono od razu po
pobraniu. Cebule z jednej i drugiej grupy sadzono do wielodoniczek (komérki 50x50x60
mm), a przed sadzeniem zaprawiono je 1% roztworem $rodka grzybobdjczego (Topsin M70
WP). Wielodoniczki wypetniono substratem torfowym (producent HARTMAN Polska Sp.
z 0.0. zawierajacym mielony torf wysoki ze z16z litewskich frakcja 0-20 mm, pH 5,5-6,5,
z dodatkiem PG Mix N:P205:K20 14:16:18).

Posadzone cebule (w kazdej kombinacji 5 powtérzen, a w kazdym powtérzeniu 55
szt.) umieszczono w pokoju wzrostowym w temperaturze 20°C. Rosliny doswietlano 12
godzin/dobg lampg SON-T AGRO 400 (Philips). W trakcie okresu wegetacji rosliny
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trzykrotnie nawieziono roztworem plynnego wielosktadnikowego nawozu ogrodniczego
Florovit o stezeniu 0,025% (producent Inco Veritas) po 6, 12 1 18 tygodniach uprawy.
W tym doswiadczeniu okreslono:
* liczbe cebul zaaklimatyzowanych i1 rozwijajacych lis¢,
* liczbe cebul zaaklimatyzowanych nierozwijajacych liscia ale tworzacych korzenie,
* liczbe cebul obumartych,
e liczbe dni od posadzenia cebuli do pojawienia si¢ pierwszego liscia nad powierzchnig
podioza,
» okres wegetacji (liczba dni od wyros$ni¢cia nad powierzchni¢ podtoza pierwszego
liscia do jego zaschnigcia),
* liczbe zaaklimatyzowanych cebul ogétem (tu zaliczono cebule, ktére wytworzyty lis¢
oraz te, ktore go nie wytworzyly, ale przezyty w podtozu 1 wytworzyty korzenie).

5.5.2. Wplyw stanu skupienia pozywki na aklimatyzacje¢ chtodzonych cebul

Do doswiadczen nad aklimatyzacja wykorzystano poddane chtodzeniu (warunki jak
w 5.5.1) cebule z do$wiadczenia opisanego w rozdziale 5.4.2, na pozywkach ptynnych (180
szt.) i statych (141 szt.). Wszystkie cebule aklimatyzowano w takich samych warunkach (jak
w do$wiadczeniu 5.5.1). Okreslono te same parametry, ktére opisano w rozdziale 5.5.1.

5.6. Analiza statystyczna

Dla wszystkich zebranych wynikéw pomiaréw biometrycznych zastosowano metody
statystyki opisowej zawarte w programie Statistica 12. Przeprowadzono analiz¢ wariancji
ANOVA. Istotno$¢ réznic pomigdzy warto$ciami srednimi weryfikowano testem Duncana na
poziomie istotnosci p=0,05.

5.7. Ocena ploidalnosci regenerantow

Sposréd zaaklimatyzowanych roslin wybrano losowo po 2 rosliny z kazdej pozywki.
Kontrole stanowity liscie lilii z kolekcji w Tomaszkowicach. Lacznie 10 prob. Do analiz
pobrano najmtodsze liscie, ktére rozwijaly zaaklimatyzowane cebule, byt to zwykle trzeci
lis¢, ktory sie pojawial. Swiezo zebrane liscie kazdy oddzielnie umieszczono w pojemniku
schtodzonym do 5°C i wysScietanym wilgotng bibula, nastgpnie tak przygotowane liscie
w dniu zbioru przetransportowano do Straszkowa. Préby do analizy cytometrycznej
przygotowano zgodnie z zaleceniami Galbraith'a i in. [1983] z niewielkimi modyfikacjami.
Pojedynczy li$¢ rozdrabniano na ptytce Petriego za pomocg zyletki w obecnosci 1 ml buforu
lizujacego 1 barwnika fluorochromowego (indolo-4,6-dwuamidyno-2-fenylidyny). Nastepnie
dodawano 2 ml wody destylowanej, a zawartos¢ filtrowano przez filtr nylonowy o $rednicy
oczek 50 um. Przefiltrowana préba byla analizowana za pomoca cytometru przeptywowego
PA 11 w laboratorium Kutnowskiej Hodowli Buraka Cukrowego w Straszkowie.
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6. Wyniki
6.1. Inicjacja kultur — wysiew nasion lilii ztotoglow

Zastosowana metoda dezynfekcji powierzchniowej nasion w 70% etanolu przez 60
sekund, nastepnie przez 15 minut w 15% roztworze Domestosu byta skuteczna w 100% dla
nasion pochodzacych z Tomaszkowic oraz z Tenczynka. Mniejsza skutecznos¢ dezynfekcji
powierzchniowej (82%) uzyskano dla nasion pozyskanych z kolekcji w Krakowie (tab. 5).
Wszystkie nasiona zebrane w Tomaszkowicach skietkowaly. Na podobnym poziomie
statystycznym bylta zdolnos$¢ kietkowania nasion pochodzacych z Tenczynka (80%). Zdolno$¢
kietkowania nasion z krakowskiej kolekcji byta na poziomie 57,8%. Okres kietkowania
nasion nie zalezal od stanowiska, z ktérego je pozyskano 1 wyniost srednio 35 dni.

Tabela 5. Wplyw pochodzenia nasion lilii zlotoglow na skuteczno$¢ dezynfekcji, kietkowanie
i rozwoj siewek w warunkach in vitro

. Zdolnos¢ Okres Liczba dni od siewu do rozpoczecia:
. Nasiona ] . . .
Pochodzenie kietkowania |kietkowania
) zdezynfekowane . . .
nasion nasion nasion . wyrastania .
[%] ) formowania . |zasychania
[%] [dni] cebuli korzenia hipokotylu
z cebuli
Tomaszkowice 100 b* 100,0 b 31,8 a 475a 59,8 a 59,8 a
Tenczynek 100 b 80,0 ab 359a 38,6 a 57,7 a 574 a
Krakow UR 82 a 57,8 a 36,2 a 435a 475 a 60,7 a

* $rednie w kolumnach oznaczone tg samg literg nie r6znig si¢ istotnie przy a=0,05

Proces kietkowania nasion i rozwoju siewek lilii ztotogléw w warunkach in vitro podzielono
na cztery etapy (ryc. 4). Pierwszy obejmowat pecznienie nasion i kietkowanie (do momentu
az wyrastajacy korzen zarodkowy osiggnagt dlugos¢ réwna Srednicy nasiona) - trwat on
srednio 35 dni (ryc. 4A). W drugim etapie nastgpowatl wzrost wydtuzeniowy korzonka
zarodkowego i poczatek formowania cebuli (wyznaczony podwojeniem si¢ srednicy korzonka
w cze$ci wierzchotkowej) rozpoczynajacy si¢ $rednio po uptywie 44 dni od wysiewu nasion
(ryc. 4B). W trzecim etapie, po 55 dniach od siewu, konczyt si¢ wzrost cebuli i rozpoczynat
rozwéj korzenia wyrastajgcego z pietki cebuli (ryc. 4C). Po 61 dniach od siewu nasion
obserwowano zasychanie hipokotylu (ryc. 4D). Uzyskane wyniki z obserwacji kietkowania
1rozwoju siewek otrzymanych z nasion pochodzacych z réznych stanowisk nie réznity sie
istotnie (tab. 5).
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I v
‘ —v , 111 { l ‘
Schemat 1 AW v |
kietkowania v U \\:—J i
A B C D
poczatek poczatek
kietkowanie poczatek wyrastania zasychania
rozwoju cebuli korzenia z cebuli hipokotylu
Llczba. dni od 35 44 55 .
wysiewu

Ryc. 4. Etapy Kkielkowania nasiona i rozwoju siewki lilii zlotogléw (podzialka =
I — nasiono; II- korzonek zarodkowy; III — cebula; IV — korzen cebuli; V — hipokotyl

[opracowanie K. Nowak]

1cm):

Siewki o najwigkszej masie uzyskano z nasion zebranych z roslin rosnacych
w kolekcji w Tomaszkowicach (tab. 6). Masa korzeni i cebul siewek z tego stanowiska byta
wicksza w poréwnaniu do siewek uzyskanych z nasion zebranych z ro$lin rosngcych na
pozostatych dwéch stanowiskach.

Tabela 6. Wplyw pochodzenia nasion na mase uzyskanych siewek lilii ztotogiow

Masa (po 12 tygodniach) [g]
Pochodzenie nasion . ]
siewka cebula korzen
Tomaszkowice 0,1128 b* 0,0554 b 0,0225 b
Tenczynek 0,0594 a 0,0286 a 0,0137 a
Krakéw UR 0,0555 a 0,0267 a 0,0104 a

* $rednie w kolumnach oznaczone tg sama litera nie réznig si¢ istotnie przy 0=0,05

Do kolejnego etapu badah przeznaczono cebule uzyskane z nasion ro$lin rosnacych

w Tomaszkowicach.

6.2. Organogeneza przybyszowa na fragmentach tusek cebulowych

W tym etapie badan eksplantatami do indukcji organéw przybyszowych byty korzenie
i tuski z cebuli uformowanej na siewkach. Na wylozonych fragmentach korzeni nie
obserwowano formowania organéw przybyszowych, a korzenie w miar¢ trwania kultury

zamieraty,
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organogenezy na tuskach cebulowych, ktérg obserwowano z mniejszg lub wigksza
intensywnos$cig podczas testowania r6znych pozywek. Zastosowano 12 pozywek ptynnych
oraz 2 pozywki kontrolne (nie zawierajace regulatorow wzrostu, wzbogacone 3 lub 6%
sacharozg, zestalone agarem). Ocen¢ parametrow biometrycznych uformowanych organéw
przeprowadzono po 16 tygodniach kultury (w tym okresie siedmiokrotnie wymieniano
pozywke na §wiezg o identycznym sktadzie).

6.2.1. Wplyw stanu skupienia pozywki oraz poziomu sacharozy w pozywce na
formowanie organéw przybyszowych

Poréwnanie wptywu stanu skupienia pozywki i poziomu sacharozy na organogenez¢
analizowano z uzyciem dwoéch pozywek ptynnych i zestalonych agarem zawierajacych 100%
MS i1 3% lub 6% sacharozy, nie zawierajacych regulatorow wzrostu. Analiza wykazata, ze
cebule przybyszowe, korzenie i liscie oraz kalus formujg si¢ cze$ciej i liczniej na pozywkach
ptynnych, niz zestalonych agarem (tab. 7). Niezaleznie od st¢zenia sacharozy, na pozywce
ptynnej z jednego eksplantatu uzyskano 4-krotnie wigcej cebul przybyszowych, 9-krotnie
wiecej korzeni, 13-krotnie wigcej liSci oraz prawie 3-krotnie wigcej kalusa, w poréwnaniu do
pozywki stalej. Na pozywkach ptynnych u 5 eksplantatow wystapito zjawisko nadmiernego
uwodnienia tkanek (witryfikacja), ktérego w ogéle nie obserwowano na pozywkach
zestalonych agarem.

Tabela 7. Wplyw stanu skupienia pozywki na formowanie organow przybyszowych na tuskach
cebulowych oraz na witryfikacje (niezaleznie od stezenia sacharozy)

Liczba P
. Witryfikacja
Pozywka cebul . - s ksplantaté
zvbvszowvch korzeni lisci ilo$¢ kalusa €ksplantatow
z ZOW
Fszt}.l /eisplan}tlat] [szt./eksplantat] | [szt./eksplantat] | [skala umowna] [%]
Ptynna 14,8 b* 38,7b 39b 2,6b 31,0b
Stala 3,8a 4,1a 0,3a 1,0a 0,0a

* $rednie w kolumnach oznaczone tg sama literg nie réznig si¢ istotnie przy 0=0,05

Tabela 8. Wplyw sacharozy w pozywce na formowanie organéw przybyszowych na tuskach
cebulowych oraz na witryfikacje (niezaleznie od stanu skupienia pozywki)

Stgzenie '
sacilarozy ~obul biezba Witryfika(ija
W pozywce przybyszowych korzeni lisci ilo¢ kalusa eksplf;ltatow
[%] [szt./eksplantat] [szt./eksplantat] | [szt./eksplantat] |[skala umowna] [%]
3 15,4 b* 33.2 b* 4,2 b* 1,2 a* 23,0 b*
6 32a 9.6 a 0,0a 24b 8,0a

* $rednie w kolumnach oznaczone tg sama literg nie réznig si¢ istotnie przy 0=0,05
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Analizujagc wpltyw zawartosci sacharozy w pozywce, niezaleznie od stanu jej skupienia,
stwierdzono, ze nizszy poziom tego cukru (3%) stymulowat formowanie organéw
przybyszowych - uzyskano 5-krotnie wiecej cebul przybyszowych, ponad 3-krotnie wigce]
korzeni i ponad 4-krotnie wiecej lisci, w poréwnaniu do pozywki zawierajacej 6% sacharozy
(tab. 8). Odmienng tendencj¢ zanotowano obserwujac ilos¢ formowanego kalusa - 2-krotnie
wiecej kalusa uzyskano na pozywce zawierajgcej 6% sacharozy, niz na pozywce z 3%
sacharozy. Zjawisko witryfikacji wystgpito blisko 3-krotnie czg¢$ciej na pozywce zawierajacej
mniej sacharozy w poréwnaniu do pozywki z wyzsza zawartoscig tego cukru.

ii 30 83% sacharoza 70 @3% sacharoza |
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N =60 | B 6% sach
i 25 B 6% sacharoza 2 60 e i
2 20 = 250 |
g ) é b=}
& N N
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0 © 30 | <
S 10| o S g 2 ¢
vﬁ %) Q \Q — 20 R [ - =
N [ I - S © S
8 5 10 a4 v
N S S I
, Hem OEE s
Pozywka ptynna Pozywka stata . . .
A B Pozywka ptynna Pozywka stata
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5
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< <
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E Pozywka ptynna Pozywka stata

* $rednie oznaczone tg samg literg na wykresie nie r6znig si¢ istotnie przy a=0,05

Ryc. 5. Wplyw stanu skupienia pozywki i zawartosci sacharozy w pozywce na formowanie
organé6w przybyszowych na fragmentach tusek cebulowych: A - liczba cebul
przybyszowych, B - liczba korzeni C - liczba lisci, D - ilo$¢ kalusa, E — witryfikacja

Analizujagc oddziatywanie obu badanych czynnikéw (stanu skupienia pozywki
i zawarto$ci sacharozy) na przebieg organogenezy stwierdzono, ze najwyzszg indukcje cebul
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przybyszowych, korzeni i lisci uzyskano na pozywce plynnej zawierajacej 3% sacharozy
w poréwnaniu do pozywki ptynnej z 6% sacharozg oraz pozywek zestalonych agarem z 3%
16% sacharoza (ryc. 5A, B, C). Kalus powstawal najintensywniej na pozywce ptynnej
zawierajacej 6% sacharozy (ryc. 5D). 3-4 krotnie mniej tej tkanki obserwowano na pozywce
ptynnej zawierajacej 3% sacharozy oraz na pozywkach stalych zaréwno z 3%, jak 6%
sacharozy. Na pozywkach stalych nie zaobserwowano zjawiska witryfikacji (ryc. SE).
Natomiast na pozywkach ptynnych wyzsze stgzenie sacharozy hamowato nadmierne
uwodnienie tkanek.

6.2.2. Wplyw pozywek ptynnych na formowanie organéw przybyszowych

Oceniano przebieg organogenezy przybyszowej na fragmentach tusek cebulowych
w pozywkach plynnych, badajac wptyw sktadu mineralnego pozywki MS (50% i 100%),
stezenia sacharozy (3% i 6%) oraz poziomu regulatoréw wzrostu (12 pozywek ptynnych,
tabela 4).

Analiza wplywu skladnikéw podstawowych pozywki MS, niezaleznie od poziomu
regulatorow wzrostu 1 poziomu sacharozy w pozywce, wykazata, ze obnizenie o potowe
poziomu makro- 1 mikroelementow nie wptyneto istotnie na liczbe formowanych cebul
przybyszowych (uzyskano $rednio 13 sztuk z jednego eksplantatu) oraz ilo$¢ kalusa, ale
skutkowalo powstawaniem blisko 2-krotnie mniejszej liczby korzeni oraz pigciokrotnie
mniejszej liczby lisci w poréwnaniu do pozywki 100% MS (tab. 9). Obnizenie do 50%
zawarto$¢ MS w pozywce zmniejszylo witryfikacje tkanek o potowe w poréwnaniu do
podstawowe;j ilosci MS.

Tabela 9. Wplyw MS w pozywkach plynnych na formowanie organéw przybyszowych na
tuskach cebulowych oraz na witryfikacje (niezaleznie od poziomu sacharozy
i regulatoré6w wzrostu)

Liczb
Stzenie bul _— Witryfikacja
pozywkiMS | bceSZ‘;W | korzen lisci ilo$¢ kalusa [y% : !
[%] Fszty/eisplan}t]at] [szt./eksplantat] | [szt./eksplantat] | [skala umowna]
100 12,1 a* 16,3 b 6,7b 34a 324Db
50 13,6 a 9,2 a 14a 33a 16,5 a

* $rednie w kolumnach oznaczone tg sama litera nie réznig si¢ istotnie przy 0=0,05

Analizujagc wpltyw poziomu sacharozy w pozywce (niezaleznie od pozostatych
czynnikéw) zaobserwowano efektywniejsze powstawanie cebul przybyszowych, korzeni oraz
lisci na pozywkach zawierajacych 3% sacharozy w poréwnaniu do pozywek z 6% sacharoza
(tab. 10). Intensywniejszg inicjacj¢ kalusa uzyskano przy 6% sacharozy w poréwnaniu do 3%
zawartosci. Dwukrotnie czesciej wystgpowala witryfikacja tkanek uformowanych na
pozywkach zawierajacych 3% sacharozy w poréwnaniu do pozywek z 6% sacharoza.
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Tabela 10. Wplyw sacharozy na formowanie organow przybyszowych na tuskach cebulowych
oraz na witryfikacje (niezaleznie od ilosci MS i regulatoréw wzrostu)

Stezenie Liczba o
sacharozy cebul . o L Witryfikacja
2vbyszowveh korzeni lisci ilo$¢ kalusa (%]
[%] Fszty /eilisp lan}tlat] [szt./eksplantat] | [szt./eksplantat] | [skala umowna]
3 22,2 b* 17,8 b 79b 2,8 a 33,7b
6 35a 7.7 a 0,2a 3,8b 15,1a

* $rednie w kolumnach oznaczone tg sama literg nie r6znig si¢ istotnie przy a=0,05

Oceniajagc wptyw egzogennych regulatorow wzrostu (niezaleznie od pozostatych
czynnikéw) wykazano, ze najwigksza liczbe cebul przybyszowych (Srednio 20 sztuk na jeden
eksplantat) 1 korzeni ($rednio 24 sztuki jeden eksplantat) zanotowano na pozywkach bez
regulatorow wzrostu oraz na pozywkach wzbogaconych w 0,54 uM NAA (ryc. 6A, B).
Uzycie cytokininy BA (5 uM) oraz tej cytokininy w kombinacji z 0,54 uM NAA zmniejszato
4-krotnie liczbg powstatych cebul przybyszowych oraz 6-krotnie korzeni. Najwigce;j lisci (8,2
z eksplantatu) zanotowano na pozywkach: z dodatkiem BA + NAA, na $rednim poziomie
(Srednio 4 z eksplantatu) na pozywce z NAA oraz bez regulatorow wzrostu, najmniej lisci
(0,1 z eksplantatu) obserwowano na pozywkach z dodatkiem BA (ryc. 6C). Najwiecej kalusa
(4,2) formowalo si¢ na fragmentach tusek cebulowych na pozywce zawierajacej BA,
anajmniej (2,4) na pozywce bez regulatoréw wzrostu (ryc. 6D). Obecnos¢ NAA oraz BA
w pozywce sprzyjalo powstawaniu niekorzystnego zjawiska witryfikacji (ryc. 6E). Na
pozostatych pozywkach to zjawisko wystepowato srednio o potowg rzadziej.

Oceniajac oddziatywanie dwéch czynnikéw jednoczes$nie (iloS§¢ MS oraz zawarto$¢
sacharozy) na organogeneze stwierdzono, ze cebule przybyszowe najliczniej formowaty sie,
na pozywce z dodatkiem 3% sacharozy (ryc. 7