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Spis używanych skrótów 

2,4–D – kwas 2,4–dichlorofenoksyoctowy (ang. 2,4–dichlorophenoxyacetic acid) 

2–IP – 2–izopentyloadenina (ang. 2–isopentenyladenine) 

AFLP – polimorfizm długości amplifikowanych fragmentów DNA (ang. amplified fragment 

length polymorphism) 

ANOVA – analiza wariancji (ang. analysis of variance) 

APS – nadsiarczan amonu (ang. ammonium persulfate) 

B5 – pożywka Gamborga 

BAP – 6–benzyloaminopuryna (ang. benzylamino–purine) 

BSA – surowicza albumina wołowa (ang. bovine serum albumin) 

CCC – współczynnik korelacji kofenetycznej (ang. cophenetic correlation coefficient) 

CTAB – bromek heksadecyltrimetylamonu (ang. hexadecyltrimethylammonium bromide) 

DCA – kwas 3,6–dichloro–2–metoksybenzoesowy (ang. 3,6–dichloro–2–methoxybenzoic 

acid, dicamba) 

DKW – pożywka Driver Kuniyuki Walnut 

EDTA – kwas etylenodiaminotetraoctowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid) 

EGTA – kwas etylenoglikol–O–O’–bis(2–aminoetyl)–N,N,N’,N’ tetraoctowy  [ang. ethylene 

glycol–bis(β–aminoethyl ether) –N,N,N’,N’–tetraacetic acid] 

H2O2 – nadtlenek wodoru 

HPLC – wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high–performance liquid 

chromatography) 

HPLC–DAD – wysokosprawna chromatografia cieczowa z detektorem o matrycy diodowej 

(ang. high–performance liquid chromatography with diode array detection) 

IAA – kwas indolilo–3–octowy (ang. indole–3–acetic acid) 

IBA – kwas indolilo–3–masłowy (ang. indole–3–butyric acid) 

ISSR – odcinki DNA pomiędzy sekwencjami mikrosatelitarnymi (ang. inter –simple sequence 

repeats) 

KCN – cyjanek potasu 

KIN – kinetyna (ang. kinetin) 

LOD – granica wykrywalności (ang. limit of detection) 

LOQ – granica oznaczalności (ang. limit of quantification) 

MS – pożywka Murashige & Skoog 

NAA – kwas naftylo–1–octowy (ang. 1–naphthaleneacetic acid) 
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Native PAGE – natywna elektroforeza w żelu poliakrylamidowym (ang. native polyacrylamide 

gel eletrophoresis) 

NBB – czerń naftolowa (ang. naphthol blue black) 

NBT – błękit nitrotetrazolinowy (ang. nitro blue tetrazolium) 

OS – odchylenie standardowe 

PAS – odczynnik Schiffa, kwas nadjodowy i fuksyna (ang. periodic acid schiff) 

PCA – analiza głównych składowych (ang. principal component analysis) 

PCR – reakcja łańcuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction) 

PIC – współczynnik zawartości informacji polimorficznej (ang. polymorphic information 

content) 

pz – para zasad 

RAPD – polimorfizm losowo amplifikowanych fragmentów DNA (ang. random amplification 

of polymorphic DNA) 

RFLP – polimorfizm długości fragmentów restrykcyjnych (ang. restriction fragment length 

polymorphism) 

rpm – obroty na minutę (ang. revolutions per minute) 

SCAR – produkty powielania zsekwencjonowanego regionu (ang. sequence characterized 

amplified region) 
SOD – dysmutaza ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase) 

TBE – bufor elektroforetyczny Tris–boran–EDTA 

TDZ – tidiazuron (ang. thidiazuron) 

TEMED – N,N,N’,N’–Tetrametyloetylenodiamina (ang. N,N,N’,N’–Tetramethyl 

ethylenediamine) 

Tris – Tris(hydroksymetylo)aminometan [ang. Tris (hydroxymethyl) aminomethane] 

UPGMA – metoda nieważona grupowania parami ze średnią arytmetyczną (ang. unweighted 

pair group method with arithmetic mean) 

v/v – stosunek objętościowy (ang. volume to volume ratio) 

WPM – pożywka Woody Plant Medium 

w/v – stosunek masowo–objętościowy (ang. weight to volume ratio) 

ZEA – zeatyna (ang. zeatin) 

 

 



3 

 

Streszczenie 

Dwupienność jest wśród roślin zjawiskiem stosunkowo rzadkim – odnotowano ją zaledwie 

u ok. 6% roślin okrytozalążkowych. Wiąże się ona z występowaniem dymorfizmu płciowego, 

który jest przedmiotem badań wielu gałęzi nauki zajmujących się jego aspektami 

ewolucyjnymi, fizjologicznymi, fitochemicznymi, genetycznymi, a nawet oddziaływaniami 

pomiędzy roślinami dwupiennymi a innymi organizmami. Badania nad dymorfizmem 

płciowym w rodzaju Rumex są nieliczne. Dotyczą głównie zaburzonych pierwotnych i 

wtórnych proporcji płci oraz różnic w morfologii. Dodatkowo, badania nad zależnymi od płci 

różnicami u przedstawicieli rodzaju Rumex uwzględniają cykl życiowy roślin, aspekty 

geograficzne i dostępność zasobów, czy fenologię kwitnienia. 

Rumex thyrsiflorus Fingerh. (szczaw rozpierzchły) jest dwupienną rośliną z 

heteromorficznymi chromosomami płci (u osobników żeńskich 2n = 12A + XX, u męskich 2n 

= 12A + XY1Y2). Należy do rodziny Polygonaceae i wraz z blisko spokrewnionym gatunkiem 

R. acetosa L. uznawany jest za wartościowy obiekt badań dotyczących budowy, funkcji i 

ewolucji chromosomów płci u roślin. 

Wykazano wyraźne zaburzenia w proporcjach płci występujące w nasionach i populacjach 

naturalnych R. thyrsiflorus oraz podjęto próby ustalenia przyczyn tego zjawiska. Aby móc 

pełniej zrozumieć podłoże i mechanizmy zaburzeń proporcji płci w populacjach R. thyrsiflorus, 

warto było uzupełnić wspomniane wyżej badania o fizjologiczne analizy cech wegetatywnych. 

W związku z tym postanowiono doświadczalnie zweryfikować hipotezę zakładającą istnienie 

wykraczającego poza zróżnicowanie organów rozrodczych dymorfizmu płciowego w gatunku 

R. thyrsiflorus. Niezbędnym narzędziem koniecznym do podjęcia badań było opracowanie 

wydajnego i stabilnego pod względem genetycznym modelu doświadczalnego, 

umożliwiającego prowadzenie eksperymentów w warunkach kultur in vitro, dotyczących 

mechanizmów zaburzonych proporcji płci. Sprawdzono, czy w materiale pochodzącym z 

roślinnych hodowli in vitro istnieją różnice zależne od płci w: 

a. potencjale morfogenetycznym eksplantatów (z wykorzystaniem 5–ciu różnych 

pożywek regeneracyjnych), 

b. stabilności genetycznej regenerantów [z wykorzystaniem techniki opartej na 

polimorfizmie fragmentów DNA znajdujących się pomiędzy loci 

mikrosatelitarnymi (ISSR, ang. Inter–Simple Sequence Repeat)], 
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c. profilach aktywności dysmutazy ponadtlenkowej [z wykorzystaniem natywnej 

elektroforezy w żelu poliakrylamidowym w warunkach niedenaturujących (Native 

PAGE, ang. Polyacrylamide Gel Electrophoresis)], 

d. rodzajach i zawartości związków fenolowych [z wykorzystaniem wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej z detektorem o matrycy diodowej (HPLC–DAD, ang. 

High–Performance Liquid Chromatography with Diode Array Detection)]. 

Efektem przeprowadzonych badań jest opracowanie gwarantującego stabilność genetyczną 

protokołu mikropropagacji (na drodze organogenezy pośredniej via kalus) R. thyrsiflorus z 

hipokotyli izolowanych z 11 – dniowych siewek płci żeńskiej i męskiej na podłożu stałym o 

składzie MS (Murashige & Skoog) + 0,5 mg/l TDZ + 3% sacharoza. Na podstawie uzyskanych 

wyników można wnioskować, że: 

a. poprzez odpowiednie manipulacje składem podłoży hodowlanych w kulturach in 

vitro można modyfikować potencjał morfogenetyczny eksplantatów w postaci 

hipokotyli wyizolowanych z męskich i żeńskich siewek Rumex thyrsiflorus; 

b. wykorzystane do analizy zmienności somaklonalnej markery ISSR wskazują na 

niezależną od płci stabilność genetyczną roślin zregenerowanych w kulturze in vitro 

na pożywce z TDZ względem materiału matecznego; 

c. analiza profili aktywności form dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) nie wskazuje na 

zależne od płci różnice w materiale pochodzącym ze wspomnianej powyżej kultury 

in vitro i jest przesłanką do pogłębienia badań o ilościową analizę aktywności form 

SOD; 

d. w przeprowadzonej analizie wybranych związków fenolowych (kwasów 

fenolowych, flawonoidów i katechiny) po raz pierwszy stwierdzono obecność w 

ekstraktach metanolowych R. thyrsiflorus następujących związków fenolowych: 

kwas chlorogenowy, kwas ferulowy, kwas kryptochlorogenowy, kwas p–

kumarowy, kwas neochlorogenowy, kwas protokatechowy i kwas wanilinowy, 

izokwercetyna, kwercytryna i witeksyna oraz wykazano występowanie różnic 

statystycznie istotnych w zawartości większości ze wszystkich szesnastu 

oznaczonych związków fenolowych, w zależności od pochodzenia materiału, z 

którego je izolowano oraz płci roślin. 

Opracowany protokół mikropropagacji można wykorzystać do prowadzenia badań 

podstawowych dotyczących różnic fizjologicznych i biochemicznych pomiędzy osobnikami 
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przeciwnych płci oraz czynników postzygotycznych wpływających na zaburzenia proporcji 

płci w populacjach tego gatunku.  
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Summary 

Dioecy is an uncommon phenomenon among plants. It was noted in only about 6% of 

angiosperm plants’ species. It is associated with the sexual dimorphism, which is subject of 

evolutionary, physiological, phytochemical, and genetic research. Studies on sexual 

dimorphism in Rumex species are scarce and concern mainly a biased sex ratio (both, primary 

and secondary), and differences in morphology. Additionally, studies on sex – related 

differences among the Rumex genus take into consideration the life cycle of plants, geographical 

aspects, availability of resources, and flowering phenology. 

Rumex thyrsiflorus Fingerh. (thyrse sorrel) is one of the few dioecious plant species with 

heteromorphic sex chromosomes: females 2n = 12A + XX, males 2n = 12A + XY1Y2. It has 

been the subject of studies on the structure and functions of sex chromosomes in plants. There 

was observed both, the primary and the secondary female – biased sex ratio in populations of 

this species.  

The development of an efficient and genetically stable micropropagation protocol, as a tool 

allowing the study on biased sex ratio under in vitro conditions was one of the aims of this 

study. The verification of the hypothesis concerning the occurrence of sexual dimorphism, 

beyond the diversity of reproductive organs in the species R. thyrsiflorus was also undertaken.  

The following aspects of sex–related differences in material derived from a plant in vitro 

culture were investigated: 

a. the morphogenetic potential of explants (using five different regeneration media), 

b. genetic stability of regenerated plants [using the technique based on Inter – Simple 

Sequence Repeat polymorphism (ISSR)], 

c. superoxide dismutase (SOD) activity profiles [using Native Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis (PAGE) under non–denaturing conditions] 

d. qualitative and quantitative analysis of phenolic compounds [using High–

Performance Liquid Chromatography with Diode Array Detection (HPLC–DAD)]. 

A reproducible and genetically stable micropropagation protocol for R. thyrsiflorus was 

developed. It was done by obtaining indirect plant regeneration (adventitious shoots formation 

via callus) from hypocotyls isolated from 11 – day – old female and male seedlings. It has been 

achieved on solid MS (Murashige & Skoog) medium supplemented with 0,5 mg/l TDZ and 3% 

sucrose.  

Based on the results of the experiments, it can be concluded that: 
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a. the morphogenetic potential of R. thyrsiflorus hypocotyls isolated from seedlings of 

opposite sexes can be modified through the appropriate manipulation of the culture 

media composition, 

b. ISSR markers used for the analysis of somaclonal variation revealed that 

regenerated on TDZ – enriched medium plants are genetically stable compared to 

mother material, regardless of their sex, 

c.  analysis of the activity of superoxide dismutase (SOD) forms does not indicate sex 

– related differences in the material from in vitro culture, the quantitative analysis 

of the activity of SOD forms is recommended, 

d.  the analysis of selected phenolic compounds (phenolic acids, flavonoids and 

catechins) confirmed for the first time the presence of following phenolic 

compounds in R. thyrsiflorus methanolic extracts: chlorogenic acid, ferulic acid, 

cryptochlorogenic acid, p–coumaric acid, neochlorogenic acid, protocatechuic acid, 

vanillic acid, isoquercetin, quercitrin and vitexin.  Statistically significant 

differences concerning the content of sixteen identified phenolic compounds were 

revealed. They depend on the origin of plant material and the sex of the plant. 

The developed micropropagation protocol can be useful for basic research on the 

physiological and biochemical sex – related differences and also postzygotic factors affecting 

biased sex ratio in R. thyrsiflorus. 
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1. Wstęp 

1.1. Dwupienność 

1.1.1. Definicja dwupienności 

Samozapłodnienie jest zjawiskiem niekorzystnym pod względem ewolucyjnym. Rośliny 

wykształciły różne mechanizmy pozwalające uniknąć autogamii, między innymi rozdzielenie 

przestrzenne organów rozrodczych: jednopienność (występowanie rozdzielnopłciowych 

kwiatów żeńskich i męskich na jednym osobniku) i dwupienność (występowanie żeńskich i 

męskich organów rozrodczych na różnych osobnikach tego samego gatunku) (Ainsworth 

2000). Dwupienność jest powszechna u mszaków (62% gatunków dwupiennych) i 

nagozalążkowych (36% gatunków dwupiennych), natomiast u roślin okrytozalążkowych 

występuje zaledwie u około 5 – 7% gatunków. Jest za to szeroko rozpowszechniona 

taksonomicznie – pojawia się w 43% rodzin (Charlesworth i Guttman 2005, Kumar i in. 2014, 

Renner 2014). 

Badania wykazały, że rozdzielność płci u roślin dwupiennych skorelowana jest z ich 

pewnymi cechami. Przykładami takich cech są długowieczność (i związany z nią pokrój 

drzewiasty roślin), anemogamia, zoochoria oraz wykształcanie małych kwiatów w dużych 

kwiatostanach. Dodatkowo, rośliny dwupienne występują częściej w rejonach tropikalnych i na 

wyspach (Renner i Ricklefs 1995, Renner 2014, Käfer i in. 2017). Więcej gatunków 

rozdzielnopłciowych można spotkać wśród dwuliściennych, niż wśród jednoliściennych. 

Stosunkowo bogate w gatunki dwupienne rodziny dwuliściennych to: Salicaceae, 

Manispermaceae, Myristicaceae, Moraceae, Euphorbiaceae, Urticaceae, Anacardiaceae, 

Monimiaceae oraz Cucurbitaceae, a jednoliściennych: Pandanaceae, Alismataceae i 

Triuridaceae (Kumar i in. 2014). 

Szacuje się, że przekształcenie gatunków hermafrodytycznych w dwupienne w różnych 

kladach roślin zachodziło niezależnie nawet do 5000 razy i mogło mieć związek z uniknięciem 

tak zwanej depresji wsobnej (Kumar i in. 2014, Renner 2014).  Procesy ewolucyjne związane 

z ich przebiegiem są precyzyjnie badane (Barrett 2002, Dorken i Van Drunen 2018, Duan i in. 

2018). Käfer wraz ze współpracownikami (2017) zaznacza, że dwupienność jest rzadka u 

okrytozalążkowych, choć z ewolucyjnego punktu widzenia zapewnia roślinom dwie główne 

korzyści: wspieranie zapłodnienia krzyżowego oraz optymalizację alokacji zasobów żeńskich 

i męskich związanych z rozmnażaniem. W ostatnich latach wysnuto hipotezę, że sporadyczność 

pojawiania się dwupienności wśród roślin nie powinna być tłumaczona tym, że jest „ślepą 
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uliczką ewolucji”, a raczej faktem, że kwiaty rozdzielnopłciowe – ewoluując stopniowo z 

obupłciowych – łatwo ulegają powtórnemu przekształceniu w kwiaty hermafrodytyczne, 

stanowiąc element cyklu „→ nowy gatunek → dwupienny gatunek → nowy gatunek →” 

(Kumar i in. 2014, Käfer i in. 2017). 

1.1.2. Determinacja płci, chromosomy płci, molekularne markery płci 

Determinacja płci u roślin może być oparta na trzech podstawowych mechanizmach: 

genetycznym, epigenetycznym i hormonalnym (Heikrujam i in. 2015). Niektóre rośliny 

wyróżniające się genetyczną kontrolą determinacji płci posiadają chromosomy płci. 

Chromosomy te dzielone są na dwie grupy: heteromorficzne i homomorficzne. 

Heteromorficzne (występujące przykładowo u Silene latifolia) są cytologicznie rozróżnialne od 

siebie nawzajem i od autosomów oraz nierekombinujące ze sobą u płci heterogametycznej, 

natomiast homomorficzne (występujące przykładowo u Asparagus officinalis) są cytologicznie 

nierozróżnialne od siebie nawzajem i autosomów (Vyskot i Hobza 2004, Ming i in. 2007, 

Charlesworth 2013, Heikrujam i in. 2015). Wyróżnia się dwa podstawowe układy 

chromosomów heteromorficznych: XX/XY (w którym płeć heterogametyczna to płeć męska) i 

ZW/ZZ (w którym płeć heterogametyczna to płeć żeńska). W układzie XX/XY 

udokumentowano występowanie polimorficznych chromosomów płci, na przykład XX/XY1Y2, 

a płeć determinowana może być przez obecność aktywnego chromosomu Y (Silene latifolia) 

lub stosunek chromosomów X do autosomów X:A (Rumex thyrsiflorus) (Vyskot i Hobza 2004, 

2015). 

Z punktu widzenia hodowli roślin, dwupienność jest cechą, dzięki której możliwe jest 

precyzyjne i bardziej efektywne kontrolowane zapylenie krzyżowe. Dodatkowo, korzystna 

ekonomicznie jest hodowla jedynie roślin tej płci, która jest wykorzystywana w handlu, 

przemyśle lub przetwórstwie spożywczym np. rośliny żeńskie: kiwi (Actinidia deliciosa var. 

deliciosa), chmiel (Humulus lupulus), palma daktylowa (Phoenix dactylifera), jojoba 

(Simmondsia chinensis), rośliny męskie: szparag (Asparagus officinalis), konopie (Cannabis 

sativa) (Kumar i in. 2014, Heikrujam i in. 2015, Sarkar i in. 2017). 

W odróżnieniu od wielu grup zwierząt, rośliny dwupienne – zanim zakwitną – nie posiadają 

bardzo wyraźnych cech morfologicznych umożliwiających szybkie i bezbłędne rozpoznanie 

ich płci.  Aby móc identyfikować płeć na wczesnych etapach rozwoju roślin, oszczędzając czas, 

który musiałby być poświęcony na oczekiwanie do zakwitnięcia, badacze opracowują markery 

morfologiczne, cytologiczne, fizjologiczne i molekularne (Heikrujam i in. 2015). Najbardziej 

specyficzne są markery DNA, które wykorzystują sekwencje DNA zlokalizowane na 
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chromosomach płci. Opierają się one głównie na technikach RAPD, SCAR, AFLP, ISSR oraz 

RFLP (Milewicz i Sawicki 2013). Przykładem markerów molekularnych są męskospecyficzne 

sekwencje DNA: RAYSI (występująca na obydwu chromosomach Y) oraz RAYSII 

(zlokalizowana na chromosomie Y1), które wraz z autosomalną sekwencją RAE730 należą do 

tej samej rodziny i wykorzystywane są do identyfikacji płci zarówno Rumex acetosa, jak i 

R. thyrsiflorus (Grabowska–Joachimiak i in. 2012). 

1.2.  Dymorfizm płciowy roślin dwupiennych 

Dymorfizm płciowy polega na występowaniu pomiędzy różnopłciowymi osobnikami tego 

samego gatunku różnic w pierwotnych (związanych bezpośrednio z występowaniem męskich 

lub żeńskich organów płciowych) i wtórnych (związanych z morfologią, fizjologią i cyklem 

życiowym) cechach płciowych. Dymorfizm jest łatwiej dostrzegalny i wyraźniejszy u zwierząt, 

niż u roślin (Barrett i Hough 2013). Wykazano, że w obrębie pierwotnych cech płciowych 

występują wyraźne różnice między płciami dotyczące takich parametrów jak fenologia 

kwitnienia, wielkość kwiatów, liczba kwiatów w kwiatostanie i/lub na roślinie, a także różnice 

w produkcji nektaru, czy atraktantów dla zapylaczy (Lloyd i Webb 1977, Thomas i LaFrankie 

1993, Ashman 2009). Wśród wtórnych cech płciowych dymorfizm płciowy dotyczy, między 

innymi, pokroju i wielkości poszczególnych organów wegetatywnych lub całej rośliny, 

gromadzenia składników odżywczych, czy cech fizjologicznych, takich jak: odpowiedź na 

czynniki stresowe, aktywność enzymów antyoksydacyjnych, zawartość metabolitów wtórnych 

(Lloyd i Webb 1977, Hemborg i Karlsson 1999, Massei i in. 2006, Midgley 2010, Iszkuło i in. 

2013, Juvany i Munné-Bosch 2015). W niniejszej rozprawie skupiono się na dymorfizmie 

płciowym dotyczącym cech wtórnych. 

Wtórne cechy płciowe mogą przypadkowo wynikać z rozwojowych lub genetycznych 

podstaw determinacji płci i nie mieć znaczenia adaptacyjnego w sensie ewolucyjnym lub mogą 

być wyselekcjonowane jako optymalne strategie dostosowawcze. Obecnie postuluje się, że 

dymorfizm płciowy ma bezpośrednią selektywną wartość w stosunku do wyraźnie różnych ról 

osobników męskich i żeńskich w rozmnażaniu płciowym (Lloyd i Webb 1977). Ilość zasobów, 

które rośliny muszą rozlokować między trzy główne funkcje życiowe: wzrost wegetatywny, 

rozmnażanie i obronę przed czynnikami stresowymi jest ograniczona (Charnov 1982), stąd 

konieczność podejmowania kompromisów w alokacji tych zasobów (Herms i Mattson 1992). 

Obeso (2002) z kolei postuluje, że dymorfizm płciowy u roślin wiąże się z różnymi kosztami 

wydatkowanymi na rozmnażanie osobników męskich i żeńskich. 
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Badanie dymorfizmu płciowego roślin jest trudne, ponieważ istnieje wiele doniesień o tym, 

że różnice pomiędzy płciami mogą być plastyczne (zwiększają się lub zmniejszą), w zależności 

od fazy cyklu życiowego rośliny (Oñate i in. 2012, Teitel i in. 2016) oraz warunków 

środowiskowych i czynników stresowych (Miljković i in. 2018, Qin i in. 2018, Robakowski i 

in. 2018, Li i in. 2019, Zhou i in. 2019). 

1.2.1. Zależne od płci różnice w wytwarzaniu metabolitów wtórnych 

Rośliny wytwarzają zróżnicowane substancje chemiczne, które nie oddziałują bezpośrednio na 

wzrost i rozwój organizmu. Substancje te określane są mianem metabolitów wtórnych 

(roślinnych produktów naturalnych). Przez wiele lat uważano, że są one jedynie 

niefunkcjonalnymi produktami końcowymi metabolizmu roślinnego. Obecnie wiadomo, że 

metabolity wtórne mają ważne znaczenie dla roślin ze względu na swoje funkcje w reakcjach 

obronnych na czynniki stresu biotycznego i abiotycznego. Dodatkowo wiele z nich pełni rolę 

atraktantów dla zapylaczy i zwierząt rozsiewających nasiona. Metabolity wtórne dzieli się na 

trzy główne grupy: terpenoidy, związki fenolowe oraz związki zawierające azot (Taiz i Zeiger 

2002). 

Wśród gatunków dwupiennych zaobserwowano dymorfizm w wytwarzaniu metabolitów 

wtórnych. W zależności od gatunku, zawartość poszczególnych produktów wtórnych lub ich 

klas może być wyższa w roślinach żeńskich [na przykład u przedstawicieli Piper betle (Tripathi 

i in. 2006) i Taxus baccata (Iszkuło i in. 2013)] lub męskich [przykładowo w gatunkach 

Juniperus oxycedrus subsp. macrocarpa (Massei i in. 2006) i Spondias purpurea (Maldonado–

López i in. 2014)]. 

W literaturze można znaleźć wiele doniesień dotyczących fitochemicznych analiz różnych 

gatunków roślin dwupiennych oraz ich potencjalnego zastosowania w medycynie i 

farmakologii (Johann i in. 2008, Wegiera i in. 2012, Orbán–Gyapai i in. 2015, Orbán–Gyapai i 

in. 2017b). Badania te jednak rzadko dotyczą płci analizowanych osobników, podczas gdy 

analiza zależnych od płci różnic w produkcji metabolitów wtórnych może zapewnić lepsze 

wykorzystanie właściwości roślin dwupiennych (Simpson 2013), jak również dokładniejsze 

zrozumienie ewolucji ich strategii życiowych (Herms i Mattson 1992). 

1.2.2. Zależne od płci różnice w reakcji na czynniki stresowe 

Organizmy roślinne nie są w stanie aktywnie się przemieszczać i z tego powodu nieustannie 

narażone są na działanie lokalnych czynników stresowych. Do czynników stresowych 

biotycznych zalicza się interakcje z innymi roślinami i ze zwierzętami roślinożernymi oraz 
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patogeny roślinne, natomiast wśród abiotycznych czynników stresowych wymienić można: 

promieniowanie UV, temperaturę, dostępność wody, dostępność CO2, dostępność makro– i 

mikroelementów, zanieczyszczenie środowiska oraz czynniki mechaniczne. Aby chronić się 

przed skutkami oddziaływania czynników stresowych, rośliny musiały wykształcić szereg 

mechanizmów obronnych. Do reakcji obronnych należą, między innymi, modyfikacja 

aktywności enzymów detoksykujących (peroksydaz, reduktazy glutationu), synteza i 

akumulacja przeciwutleniaczy (kwasu askorbinowego, tokoferolu), a także synteza i 

akumulacja wielu metabolitów wtórnych, na przykład flawonoidów (Kacperska 2016). 

Badania wykazują, że płeć rośliny może mieć istotne znaczenie dla odpowiedzi organizmu 

na różne stresory (Zhang i in. 2011, Shi i in. 2012, Retuerto i in. 2018, Robakowski i in. 2018). 

Juvany i Munné–Bosch (2015) w swojej pracy zaznaczają, że różnice pomiędzy płciami w 

odpowiedzi na czynniki stresowe wydają się być wysoce specyficzne dla gatunku i nie można 

wyciągnąć jednoznacznego wniosku co do wpływu płci na tolerancję na stres: czasami bardziej 

odporne wydają się być osobniki żeńskie, w innych przypadkach większą odporność wykazują 

osobniki męskie. Przykładowo, w badaniach reakcji na stres spowodowany zanieczyszczeniem 

gleby metalami ciężkimi, osobnikami wykazującymi większą odporność są rośliny żeńskie 

Silene latifolia (Sánchez Vilas i in.  2016), natomiast w gatunku Morus alba – rośliny męskie 

(Qin i in. 2018). 

Simancas i współpracownicy (2018) sygnalizują, że różne strategie odpowiedzi na stres, 

którymi posługują się przedstawiciele przeciwnych płci mogą doprowadzić do zaburzenia 

proporcji płci w populacji. 

1.2.3. Zaburzenia proporcji płci w nasionach i populacjach naturalnych roślin 

 dwupiennych 

Zaburzenie proporcji płci jest zjawiskiem często spotykanym w populacjach roślin 

dwupiennych. W zależności od gatunku, w populacji mogą przeważać liczbowo osobniki 

męskie lub żeńskie (Sinclair i in. 2012). Jak wykazał Field ze współpracownikami (2012), 

dominacja osobników męskich występuje prawie dwa razy częściej, niż osobników żeńskich. 

Postuluje się, że zaburzenia proporcji płci w populacjach roślin dwupiennych mogą być 

związane z czynnikami ekologicznymi, takimi jak cechy demograficzne populacji 

(przestrzenne rozmieszczenie osobników, wiek populacji) czy warunki stresowe w środowisku, 

w którym żyje dana populacja (Stehlik i in. 2008, Field i in. 2013). Czynniki związane z 

biologią gatunku, przykładowo zróżnicowane koszty rozmnażania ponoszone przez osobniki 
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odmiennych płci czy czynniki genetyczne również mogą być skorelowane z zaburzeniami 

proporcji płci (Lloyd i Webb 1977, Field i in. 2012). 

Zazwyczaj większe wydatki związane z reprodukcją ponoszone przez rośliny żeńskie mogą 

skutkować mniejszymi rozmiarami, opóźnionym kwitnieniem, słabszą odpowiedzią na 

czynniki stresowe, a co za tym idzie – większą śmiertelnością osobników żeńskich, czego 

efektem jest zwiększona liczba osobników męskich w populacji (Barrett i Hough 2013). Istnieją 

jednak gatunki, u których w populacjach naturalnych notuje się przewagę osobników żeńskich. 

Zaburzone proporcje płci z dominacją liczbową osobników płci żeńskiej, wyraźnie powiązane 

są z występowaniem heteromorficznych chromosomów płci (Field i in. 2012). 

Zgodnie z teoretycznymi przewidywaniami, stosunek płci w potomstwie organizmów o 

odmiennych płciach powinien wynosić 1:1 (Fisher 1930). W rzeczywistości jednak, u roślin 

dwupiennych stosunek ten jest często zaburzony (Zarzycki i Rychlewski 1972, Rychlewski i 

Zarzycki 1975, Korpelainen 2002). Na zróżnicowanie proporcji płci wśród nasion mogą 

wpływać zarówno czynniki prezygotyczne np. odchylenie mejotyczne (ang. meiotic drive), 

preferencyjny wzrost łagiewek pyłkowych (de Jong i Klinhamer 2002) lub certacja 

(współzawodnictwo pomiędzy gametofitami posiadającymi chromosomy X i Y) (Błocka–

Wandas i in. 2007), jak i postzygotyczne, np. selektywne zamieranie zarodków (Sinclair i in. 

2012). 

Doniesień o zaburzonych proporcjach płci w populacjach roślin dwupiennych jest dużo, 

ale badanie przyczyn tych zaburzeń jest utrudnione. W przypadku większości gatunków 

dwupiennych nie da się określić płci zanim rośliny zakwitną, więc wiele szacunków uwzględnia 

rośliny dojrzałe reprodukcyjnie, a ignoruje rośliny niekwitnące. Poza tym, spora część 

gatunków dwupiennych to długowieczne byliny, które rozmnażają się zarówno płciowo, jak i 

klonalnie. To sprawia, że szacunkowe proporcje płci oparte są raczej na analizie liczby ramet 

(osobników powstałych przez rozmnażanie wegetatywne), niż na analizie genet (pojedynczych 

osobników powstałych z jednej zygoty) (Field i in. 2012). Fakt, że Rumex thyrsiflorus rozmnaża 

się prawie wyłącznie generatywnie (Zarzycki i Rychlewski 1982) oraz opracowanie 

molekularnych markerów płci dla tego gatunku (Kwolek i Joachimiak 2011) sprawiają, że 

gatunek ten wydaje się być dobrym modelem do badania zaburzeń proporcji płci i różnic 

pomiędzy niedojrzałymi do romnażania roślinami. 

1.3.  Charakterystyka gatunku Rumex thyrsiflorus 

Rumex thyrsiflorus Fingerh. (szczaw rozpierzchły) występuje w klimacie umiarkowanym w 

Europie, Azji i Ameryce Północnej, na stanowiskach suchych i średnio wilgotnych: łąkach, 
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pastwiskach i nieużytkach, a także wzdłuż dróg i nasypów kolejowych.  Rozmnaża się prawie 

wyłącznie generatywnie, kwitnie od czerwca do października (eFloras 2008, Zarzycki i 

Rychlewski 1982). Ten dwupienny gatunek z heteromorficznymi chromosomami płci (u roślin 

żeńskich 2n = 12A + XX, u roślin męskich 2n = 12A + XY1Y2) (Żuk 1963) należy do rodziny 

Polygonaceae, podrodzaju Acetosa, sekcji Acetosa i jest blisko spokrewniony z R. acetosa L. 

Zarówno R. thyrsiflorus jak i R. acetosa uznawane są za cenne obiekty badań dotyczących 

budowy, funkcji i ewolucji chromosomów płci u roślin (Löve i Kapoor 1967, Zaborowska 1969, 

Żuk 1969, Grabowska–Joachimiak i in. 2012). 

R. thyrsiflorus jest wspominany w literaturze jako ludowa roślina lecznicza (Jędrzejko 

2001), a jego nasiona były wykorzystywane w medycynie tradycyjnej, między innymi jako 

środek ściągający, przeciwszkorbutowy, przeczyszczający i przeciwskurczowy (Litvinenko i 

Muzychkina 2008). Analizy fitochemiczne ekstraktów izolowanych z przedstawicieli tego 

gatunku wykazały obecność metabolitów wtórnych, takich jak kwasy fenolowe, flawonoidy, 

epikatechiny, taniny, 1–palmitoiloglicerol, β–sitosterol, czy procyjanidyna B5 (Litvinenko i 

Muzychkina 2008, Orbán–Gyapai i in. 2017a, Dziedzic i in. 2020). Natomiast badania 

farmakologiczne podjęte przez Orbán–Gyapai i współpracowników (2015, 2017b) udowodniły, 

że wspomniane ekstrakty mają działanie antyproliferacyjne, antybakteryjne oraz hamujące 

oksydazę ksantynową. 

1.3.1. Zaburzenia proporcji płci w nasionach i populacjach naturalnych 

R. thyrsiflorus 

Wykazano wyraźne zaburzenia w proporcjach płci występujące w populacjach naturalnych 

R. thyrsiflorus. Zarzycki i Rychlewski (1972) zaobserwowali, że w zależności od stanowiska, 

stosunek roślin męskich do żeńskich z kwitnącymi pędami może wahać się od 1:1,6 (świeżo 

założone łąki) aż do 1:12 (nieużytki), ale zawsze charakteryzuje się przewagą roślin żeńskich. 

Zaburzone proporcje płci u tego gatunku występują już wśród nasion (Rychlewski i Zarzycki 

1981, Kwolek i Joachimiak 2011). Postuluje się, że na liczebną przewagę roślin żeńskich mogą 

mieć wpływ: wyższa śmiertelność ziaren pyłku determinujących płeć męską, certacja, różnice 

w kiełkowaniu nasion męskich i żeńskich, różna częstotliwość kwitnienia roślin męskich i 

żeńskich oraz ogólnie wyższa śmiertelność osobników męskich na każdym etapie cyklu 

życiowego związana z degeneracją chromosomu Y (Rychlewski i Zarzycki 1986, Błocka–

Wandas i in. 2007). Zarzycki i Rychlewski (1972) wskazują na jeszcze jeden czynnik, który 

również należy brać pod uwagę, badając zaburzenia proporcji płci u R. thyrsiflorus – wpływ 

środowiska zewnętrznego. Aby móc pełniej zrozumieć podłoże i mechanizmy zaburzeń 
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proporcji płci w gatunku R. thyrsiflorus, warto uzupełnić wspomniane wyżej badania o 

fizjologiczne analizy cech wegetatywnych. Wykorzystanie roślinnych kultur in vitro w tego 

typu badaniach pozwala na zapewnienie ściśle określonych, ustabilizowanych warunków 

rozwoju roślin i wyeliminowanie ewentualnego wpływu czynników środowiska zewnętrznego 

na różnice pomiędzy płciami. 

1.4.  Roślinne kultury in vitro 

1.4.1. Definicja i rodzaje roślinnych kultur in vitro 

Mianem roślinnych kultur in vitro określa się aseptyczną hodowlę nasion, roślin lub ich 

fragmentów (zarodków, organów, tkanek, komórek lub protoplastów) na pożywkach, w ściśle 

określonych warunkach fizykochemicznych. Materiał wykorzystywany do założenia kultury 

określamy jako eksplantaty (Chawla 2002, Thorpe 2007, Bach i Pawłowska 2009). 

Cechami komórek roślinnych, które wykorzystuje się w hodowlach in vitro są pluripotencja 

i totipotencja. Pluripotencją nazywamy wykazywaną przez komórki macierzyste zdolność do 

dyferencjacji w dowolną komórkę organizmu. Totipotencja to zdolność do zmiany drogi 

rozwojowej komórek zróżnicowanych i ich przekształcenie w komórki innego typu. Wykazują 

ją te wszystkie komórki i protoplasty roślinne, które w trakcie różnicowania nie uległy 

nieodwracalnym zmianom genetycznym (np. nie utraciły jądra komórkowego) (Majewska–

Sawka 2009). 

Najważniejszymi typami roślinnych kultur in vitro są: 

a. kultury kalusa (opisane w dalszej części pracy), 

b. kultury zawiesin komórek (hodowle pojedynczych komórek lub ich agregatów w 

pożywkach płynnych), 

c. kultury protoplastów (hodowle komórek roślinnych, które zostały pozbawione 

ściany komórkowej), 

d. kultury organów i ich fragmentów, np.: merystemów wierzchołkowych, pąków 

bocznych, korzeni, zarodków (Bach i Pawłowska 2009). 

Kultury in vitro wykorzystywane są w naukach podstawowych przykładowo do badań 

dynamiki wzorców metylacji DNA roślinnego (Solís i in. 2012), czy fizjologicznych, 

dotyczących odpowiedzi roślin na stres (Gaspar i in. 2002). Obecnie stosowane są na szeroką 

skalę w różnych działach przemysłu: farmakologicznego (Espinosa–Leal i in. 2018), 

ogrodniczego i ochrony roślin (Thakore i Srivastava 2017, Shen i in. 2018), a także w rolnictwie 
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(Govil i Gupta 1997, Hutter i Schneider 2019) oraz w ochronie przyrody i środowiska (Doran 

2009, Kurup i in. 2018). 

1.4.2. Morfogeneza i embriogeneza somatyczna w roślinnych kulturach in vitro 

Tworzenie nowego organu lub organizmu w kulturach in vitro nazywane jest regeneracją. 

Proces ten zależy głównie od czynników genetycznych i fizjologicznych (genotyp, rodzaj, wiek 

i faza rozwojowa) komórki, ale istotny wpływ mają na niego również czynniki zewnętrzne w 

hodowli (skład pożywek, temperatura, rodzaj oświetlenia, fotoperiod, czynniki stresowe) 

(Majewska–Sawka 2009). Regeneracja w roślinnych kulturach in vitro może przebiegać na dwa 

sposoby: 

a. drogą morfogenezy bezpośredniej (bezpośrednie formowanie się i rozwój organów 

roślinnych, zgodnie z ich natywnym programem rozwoju; wykorzystywane w 

kulturach merystemów wierzchołkowych lub bocznych), 

b. drogą morfogenezy przybyszowej (formowanie się i rozwój organów roślinnych z 

żywych komórek eksplantatu poprzez ich odróżnicowanie, a następnie ponowną 

dyferencjację). 

W zależności od sposobu powstawania zregenerowanych organów, wyróżnia się dwa 

rodzaje morfogenezy przybyszowej: 

a. bezpośrednia (organ przybyszowy rozwija się bezpośrednio z komórek eksplantatu) 

b. pośrednia (organ przybyszowy rozwija się z komórek tkanki kalusowej, powstałej 

z komórek eksplantatu) (Stefaniak 2007, Bach i Pawłowska 2009). 

Ciekawym procesem, który można indukować w kulturach in vitro jest somatyczna 

embriogeneza, czyli regeneracja zarodków roślinnych z komórek somatycznych. Może ona 

przebiegać na dwa sposoby: bezpośrednio (zarodki somatyczne powstają z komórek 

eksplantatu) i pośrednio (zarodki somatyczne rozwijają się z komórek tkanki kalusowej, 

powstałej z komórek eksplantatu) (Chawla 2002). 

1.4.3. Kultury kalusa 

W odpowiedzi na zranienie lub infekcję patogenami, komórki tkanek stałych roślin mogą ulec 

odróżnicowaniu, a następnie szybkim podziałom, by zasklepić i odciąć uszkodzone tkanki od 

reszty organizmu. Powstaje wtedy słabo zróżnicowana tkanka kalusowa (przyranna). Ma ona 

charakter merystematyczny (merystem wtórny) i składa się ze słabo zróżnicowanych komórek 

parenchymatycznych. Komórki te z upływem czasu mogą różnicować się na nowo i umożliwić 

proces regeneracji, w czasie którego w skalusowanych fragmentach roślin możliwe jest 
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odtworzenie całych organów. W kalus szczególnie łatwo przekształcają się komórki kambium, 

kory pierwotnej, a także walca osiowego (Kopcewicz 2016). 

W warunkach laboratoryjnych istnieje możliwość pobudzenia niemal każdej żywej 

komórki lub protoplastu roślinnego do wytworzenia kalusa (kalogenezy). Sposób indukcji 

kalusa (stosowane egzogenne regulatory wzrostu i ich stężenie, kompozycja pożywki 

podstawowej, temperatura etc.), przebieg kalogenezy, a także sama tkanka kalusowa mogą być 

różne, w zależności od gatunku i genotypu rośliny czy rodzaju eksplantatu. 

Warunki kultury wpływają na takie cechy kalusa, jak barwa (od białej, przez żółto–zieloną, 

do czerwonobrązowej), struktura (twarda lub miękka, zwarta lub luźna, jednolita lub 

grudkowata) i miejsce indukcji na eksplantacie. W warunkach laboratoryjnych kalus nie jest 

tkanką jednorodną (pod względem histologicznym), ponieważ procesy różnicowania, 

odróżnicowania i ponownego różnicowania komórek zachodzą w nim równolegle (Chawla 

2002, Stefaniak 2007). 

Tkanka kalusowa może być morfogenna, czyli posiadać zdolność do regeneracji organów 

przybyszowych lub nie. Zdolność ta nie jest cechą stałą (może zostać utracona), jak również 

komórki początkowo niekompetentne do morfogenezy mogą nabyć tę cechę – zależy to od 

czasu trwania i warunków kultury (Stefaniak 2007). 

Kultury kalusa są wszechstronnie wykorzystywane do produkcji bioaktywnych 

metabolitów wtórnych oraz innych składników wykorzystywanych w farmakologii i 

medycynie. Są również stosowane w mikropropagacji na dużą skalę roślin ważnych z punktu 

widzenia agronomicznego i ogrodniczego (Efferth 2019). 

1.4.4. Pożywki i roślinne regulatory wzrostu w kulturach in vitro 

Pożywki hodowlane stosowane są w roślinnych kulturach in vitro w celu podtrzymania funkcji 

życiowych komórek eksplantatu (poprzez dostarczenie niezbędnych organicznych i 

nieorganicznych składników odżywczych, wody i jako źródło węgla) oraz kontrolowanej 

manipulacji ścieżkami rozwoju eksplantatu (poprzez dostarczenie egzogennych regulatorów 

wzrostu). Istnieje wiele podstawowych mediów hodowlanych, które różnią się kompozycją 

składników i zastosowaniem w kulturach. Do najczęściej używanych zalicza się pożywki 

Murashige i Skooga (ang. Murashige & Skoog, MS), Gamborga (B5), Woody Plant Medium 

(WPM) oraz Driver Kuniyuki Walnut (DKW) (Phillips i Garda 2019). Na rozwój ekplantatów, 

oprócz składu chemicznego pożywki, mają wpływ również jej właściwości fizyczne, takie jak 

stan skupienia (płynny lub stały) oraz pH (Bach i Pawłowska 2009). Co ciekawe, ostatnio przy 
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opracowywaniu składu podstawowego pożywek zaczęto korzystać z pomocy sztucznej 

inteligencji (Alanagh i in. 2014). 

W zależności od tego, jaki jest cel hodowli in vitro, do pożywek podstawowych dodaje się 

naturalne lub sztuczne roślinne regulatory wzrostu (hormony roślinne, fitohormony). Sztuczne 

fitohormony wykazują większą stabilność chemiczną niż naturalne. Roślinne regulatory 

wzrostu są aktywne już w małych stężeniach i przemieszczają się w obrębie całego organizmu 

roślinnego, ponieważ zazwyczaj wykazują aktywność w innych miejscach, niż są wytwarzane. 

Poprzez interakcję z określonymi tkankowo–specyficznymi receptorami ten sam fitohormon 

może wywołać różne reakcje w różnych eksplantatach (Chawla 2002, Phillips i Garda 2019). 

Do dwóch głównych grup regulatorów wzrostu najczęściej wykorzystywanych w kulturach 

in vitro należą auksyny [naturalne: kwas indolilo–3–octowy (IAA), kwas indolilo–3–masłowy 

(IBA), sztuczne: kwas 2,4–dichlorofenoksyoctowy (2,4–D), kwas 3,6–dichloro–2–

metoksybenzoesowy (DCA), kwas naftylo–1–octowy (NAA), kwas 4–amino–3,5,6–

trichloropikolinowy (picloram)] i cytokininy [naturalne: 2–izopentyloadenina (2–IP), zeatyna 

(ZEA), sztuczne: 6–benzyloaminopuryna (BAP), kinetyna (KIN), tidiazuron (TDZ)]. Pozostałe 

to gibereliny, kwas abscysynowy, kwas jasmonowy i etylen (Phillips i Garda 2019). 

Auksyny w hodowlach in vitro stosuje się do indukcji kalusa i korzeni przybyszowych, 

zwiększenia rozproszenia komórek w zawiesinie lub do indukcji embriogenezy somatycznej. 

Cytokininy znajdują zastosowanie w indukcji pędów przybyszowych, znoszeniu dominacji 

wierzchołkowej i przyspieszaniu kiełkowania nasion. Ze względu na swoje antagonistyczne 

działanie, auksyny i cytokininy często dodawane są razem do pożywek w różnych 

kompozycjach i stężeniach (Chawla 2002, Stefaniak 2007). 

1.4.5. Tidiazuron, 6–benzyloaminopuryna, kwas 2,4–dichlorofenoksyoctowy 

Tidiazuron (TDZ) jest zaliczany do sztucznych cytokinin, ale jego struktura chemiczna bardzo 

różni się od struktury naturalnie występujących cytokinin. Stosowany jest na dużą skalę w 

roślinnych kulturach in vitro, często jako jedyny regulator wzrostu dodawany do pożywki (Guo 

i in. 2011). W przeciwieństwie do innych cytokinin, jest oporny na endogenną oksydazę 

cytokininową, co sprawia, że jest bardziej stabilny w kulturach. W zależności od warunków 

hodowli in vitro wywołuje wiele zróżnicowanych odpowiedzi: organogenezę pośrednią i 

bezpośrednią, somatyczną embriogenezę, jak również zakwitanie. Wielu autorów wskazuje, że 

TDZ wykorzystywany jest z powodzeniem w kulturach roślin trudnych do hodowli w 

warunkach laboratoryjnych (Dewir i in. 2018).  Wykazano, że hormon ten ma wpływ na 

regulację metabolizmu endogennych fitohormonów (Guo i in. 2011). Złożony charakter 
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odpowiedzi biochemicznych i morfologicznych, które zauważono w hodowlach wzbogaconych 

TDZ sprawił, że stał się on szeroko i chętnie badanym roślinnym regulatorem wzrostu. Guo i 

współpracownicy (2011) szczegółowo opisują morfogenezę indukowaną przez ten fitohormon, 

a także jego mechanizmy działania w komórkach roślinnych. Dewir i współpracownicy (2018) 

zaznaczają jednak, że TDZ nie jest „fitohormonem idealnym” i może powodować pewne 

nieprawidłowości morfologiczne, fizjologiczne i cytogenetyczne, jak również utratę 

kompetencji morfogennych komórek. 

Inną sztuczną cytokininą, najczęściej stosowaną w kulturach in vitro jest 6–

benzyloaminopuryna (BAP) lub inaczej N6–benzyloadenina (BA) (Phillips i Garda 2019). 

Indukuje ona rozwój pędów przybyszowych, jest również dodawana do pożywek jako czynnik 

elongacyjny pędów (Hesami i Daneshvar 2018). Dodatkowo wzmacnia stabilność błon 

komórkowych (Kaur i Thind 2018), ale stosowana w wysokich stężeniach może przyczyniać 

się do zwiększenia zmienności somaklonalnej wśród zregenerowanych w hodowlach in vitro 

roślin (Bairu i in. 2011). 

Kwas 2,4–dichlorofenoksyoctowy (2,4–D), należący do auksyn, również jest sztucznym 

roślinnym regulatorem wzrostu. Jest herbicydem i wykazuje działanie w znacznie mniejszych 

stężeniach niż IAA, IBA i NAA. Najczęściej stosuje się go w celu stymulacji rozwoju kalusa 

lub proliferacji komórek, ale wiele doniesień wskazuje również na jego skuteczność w indukcji 

somatycznej embriogenezy (Méndez–Hernández i in. 2019, Phillips i Garda 2019). 2,4–D może 

powodować powstawanie zmienności somaklonalnej w kulturach in vitro (Bairu i in. 2011). 

1.5. Zmienność somaklonalna w roślinnych kulturach in vitro 

1.5.1. Definicja i zastosowania zmienności somaklonalnej 

Hodowle in vitro teoretycznie nie powinny powodować żadnych zmian genetycznych wśród 

roślin potomnych, ponieważ regeneracja roślin jest procesem aseksualnym, opartym na 

podziałach mitotycznych komórek – rośliny potomne powinny być genetycznie identyczne z 

rośliną donorową, z której pochodził eksplantat. W praktyce jednak obserwowano różnice 

pomiędzy roślinami zregenerowanymi a ich roślinami matecznymi – początkowo były to 

obserwacje różnic fenotypowych, a następnie genetycznych. Występowanie niekontrolowanej 

i losowej zmienności wśród regenerantów skłoniło badaczy do bliższego przyjrzenia się temu 

zjawisku (Bairu i in.  2011). 

Zmienność somaklonalna to zmienność obserwowana wśród roślin potomnych 

wyhodowanych w warunkach kultur in vitro z tej samej rodzicielskiej somatycznej linii 
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komórkowej. Może ona dotyczyć różnic fenotypowych, cytomorfologicznych i 

fizjologicznych, ale ma głównie podłoże genetyczne (Larkin i Scowcroft 1981). 

Mimo, że początkowo ignorowana, zmienność somaklonalna z czasem stała się tematem 

wielu badań i znalazła zastosowanie w hodowli roślin. Obecnie wykorzystywana jest do 

kontrolowanego otrzymywania nowych odmian roślin ważnych z ekonomicznego punktu 

widzenia o wybranych cechach, przykładowo odpornych na choroby, herbicydy czy stresowe 

warunki środowiska naturalnego (zarówno abiotyczne, jak i biotyczne) (Chawla 2002). 

1.5.2. Czynniki wpływające na zmienność somaklonalną. Mechanizmy 

powstawania zmienności somaklonalnej 

Pracując w obszarze roślinnych kultur in vitro, należy brać pod uwagę, że pojawienie się 

zmienności somaklonalnej może być zależne od wielu czynników. Dużą rolę odgrywa genotyp 

roślin donorowych, np. regeneranty otrzymane z tkanek roślin chimerycznych będą 

charakteryzowały się większą zmiennością somaklonalną, niż regeneranty otrzymane z tkanek 

roślin genetycznie jednorodnych. Również pochodzenie eksplantatu jest krytyczną zmienną. 

Źródłem większej zmienności będzie użycie organów już zróżnicowanych (przykładowo 

korzeni lub liści), niż merystemów (Chawla 2002, Bairu i in. 2011). Oprócz tego należy 

uwzględnić takie czynniki jak długość trwania kultury, jej warunki, stosowane roślinne 

regulatory wzrostu, sposób przebiegu morfogenezy oraz ewentualne czynniki stresowe lub 

selekcjonujące (Chawla 2002). 

Na wystąpienie zmienności wśród regenerantów mogą mieć wpływ: 

a. zmiany genetyczne, których ekspresja może być obserwowana zarówno w 

kulturach in vitro, jak i w roślinach in vivo, 

b. zmiany genetyczne, których ekspresja jest efektem warunków hodowli in vitro, 

c. zmiany epigenetyczne, które są wynikiem warunków hodowli in vitro (Malepszy i 

in. 1989). 

Zmiany w genotypie hodowanych eksplantatów mogą dotyczyć kariotypu: liczby 

chromosomów (aberracje liczbowe chromosomów takie jak poliploidyzacja i aneuploidyzacja) 

lub ich struktury (aberracje strukturalne chromosomów, przykładowo: translokacje, delecje, 

duplikacje, inwersje, pęknięcia chromosomów), ale również mutacji pojedynczych genów. 

Wśród mechanizmów odpowiadających za powstawanie zmienności w kulturach in vitro 

wymieniane są również zmiany w cytoplazmatycznym DNA (mitochondrialnym lub 

plastydowym), jak również mitotyczne crossing–over (Chawla 2002). 
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1.5.3. Metody badania zmienności somaklonalnej 

Skuteczne wykrywanie zmienności somaklonalnej ma znaczenie zarówno przy eliminacji 

niechcianych, jak i przy wyszukiwaniu pożądanych zmian wśród zregenerowanych roślin. 

Metody detekcji zmienności możemy podzielić na trzy główne typy: 

a. metody morfologiczne – porównywanie cech morfologicznych roślin 

zregenerowanych z roślinami matecznymi; nie zawsze są one miarodajne, ponieważ 

cechy fenotypowe mogą być regulowane epigenetycznie lub zmiany genetyczne nie 

zawsze objawiają się zmienionymi cechami fenotypowymi, 

b. metody fizjologiczne/biochemiczne – stosowanie różnych testów biochemicznych 

(przykładowo oznaczanie potencjału asymilacji CO2, oznaczanie zawartości 

barwników) w celu rozpoznania różnych wariantów somaklonów; wykorzystanie 

takich testów wymaga jednak szczegółowej wiedzy specjalistycznej i może być 

wykonywane na niedużą skalę, 

c. metody cytogenetyczne i molekularne – wykrywanie zmienności somaklonalnej na 

poziomie komórkowym, opisane szerzej poniżej (Bairu i in. 2011). 

Obecnie w celu oznaczenia zmienności somaklonalnej najczęściej wykorzystuje się metody 

cytogenetyczne i molekularne. Pozwalają one na identyfikację różnych wariantów somaklonów 

już na wczesnym etapie ich rozwoju, są dokładne, szybkie i stosunkowo niedrogie. Do metod 

tych zalicza się analizy: ploidalności z wykorzystaniem technik cytogenetycznych (badanie 

kariotypu lub zastosowanie cytometrii przepływowej), białek i izozymów, RFLP oraz analizy 

sekwencji DNA oparte na PCR. Techniki wykorzystujące PCR używane są do wykrywania 

polimorfizmu wybranych sekwencji DNA. Najczęściej stosuje się markery RAPD, AFLP oraz 

ISSR (Bairu i in. 2011). 

1.5.4. Badanie zmienności somaklonalnej metodą ISSR 

Ocenę zmienności genetycznej roślin zregenerowanych w warunkach kultur in vitro można z 

powodzeniem opierać na analizie polimorfizmu odcinków DNA zlokalizowanego pomiędzy 

sekwencjami mikrosatelitarnymi (ISSR), technice opisanej przez Ziętkiewicz i 

współpracowników (1994). Polega ona na amplifikacji się metodą PCR fragmentu DNA 

pomiędzy dwoma identycznymi regionami powtórzeń mikrosatelitarnych, zorientowanych w 

przeciwnych kierunkach. Mikrosatelity są niekodującymi odcinkami DNA, które składają się z 

wielokrotnych tandemowych powtórzeń następujących po sobie kilku nukleotydów. Startery 

mogą być di–, tri–, tetra– lub penta–nukleotydem, mieć długość 16 – 25 par zasad i mogą być 
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zakotwiczone na końcu 3’ lub 5’. Metoda ISSR wykrywa polimorfizm, który może być 

spowodowany przykładowo zmianami długości odcinków leżących pomiędzy sekwencjami 

mikrosatelitarnymi, mutacjami w miejscu przyczepu starterów, a jego odnotowany poziom 

zależy od użytych starterów (Pradeep Reddy i in. 2002). 

Zaletami tej metody są jej uniwersalność, szybkość, wysoka powtarzalność i fakt, że można 

dzięki niej rozróżniać wysoce polimorficzne i wielolokusowe cechy (Bornet i Branchard 2001, 

Pradeep Reddy i in. 2002). Dodatkowo, aby ją stosować, nie trzeba znać sekwencji badanego 

genomu (Bornet i Branchard 2001). 

Jako główną wadę ISSR wymienia się smużenie produktów amplifikacji podczas 

elektroforezy, które może pojawiać się na skutek źle dobranych warunków temperaturowych 

reakcji PCR (Bornet i Branchard 2001) lub poślizgu niezakotwiczonych starterów (Pradeep 

Reddy i in. 2002). 

1.6.  Zastosowanie wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem o 

matrycy diodowej (HPLC–DAD) w analizie związków fenolowych 

Związki fenolowe są dużą i zróżnicowaną grupą metabolitów wtórnych wytwarzanych w 

tkankach roślin. Wszystkie zawierają w swojej budowie pierścień aromatyczny z grupą 

hydroksylową oraz podstawniki, nadające im różny charakter chemiczny (Taiz i Zeiger 2002). 

Biorąc pod uwagę strukturę szkieletu węglowego można je podzielić na trzy grupy: 

a. kwasy fenylokarboksylowe – pochodne kwasu benzoesowego, o szkielecie 

węglowym C6 – C1, na przykład kwas p–hydroksybenzoesowy, kwas 

protokatechowy, kwas wanilinowy, 

b. kwasy fenylopropenowe – pochodne kwasu cynamonowego, o szkielecie 

węglowym C6 – C3, na przykład kwas p–kumarowy, kwas kawowy, kwas ferulowy, 

c. flawonoidy – związki o szkielecie węglowym C6 – C3 – C6, do których należą 

flawony i flawanole (na przykład kwercetyna, rutyna); flawanony (na przykład 

hesperydyna, naryngina); flawany: katechiny, leuko– i proantocyjanidyny; 

antocyjany, cyjanina i malwina; chalkony (na przykład florydzyna); izoflawony i 

aurony (Breinholt 1999). 

Związki fenolowe pełnią różne funkcje w organizmie roślinnym, ze względu na ich 

różnorodność chemiczną. Wiele z nich ma rolę obronną przeciwko zwierzętom roślinożernym 

oraz patogenom. Do pozostałych funkcji związków fenolowych należą: absorpcja szkodliwego 

promieniowana UV, ograniczanie wzrostu roślin konkurencyjnych oraz zapewnianie 

atrakcyjności roślin dla zapylaczy i zwierząt rozsiewających nasiona (Taiz i Zeiger 2002). 
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Ze względu na działanie antyoksydacyjne oraz inne prozdrowotne (na przykład 

przeciwnowotworowe, czy przeciwzapalne), związki fenolowe znajdują się w centrum 

zainteresowania badaczy (Robbins 2003). Z tego powodu opracowano szereg metod 

analitycznych, w celu ich ekstrakcji i detekcji. Są to głównie metody chromatograficzne, oparte 

na fizykochemicznym rozdziale składników jednorodnych mieszanin poprzez podział między 

fazę ruchomą/mobilną (gaz, ciecz, płyn w stanie nadkrytycznym) i nieruchomą/stacjonarną 

(ciało stałe lub ciecz) układu chromatograficznego (Szczepaniak 2012). 

Robbins (2003) wskazuje, że do najczęściej badanych związków fenolowych w żywności 

pochodzenia roślinnego należą flawonoidy, a obok nich kwasy fenolowe. W tym przypadku 

najczęściej stosuje się metodę wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), w celu 

oceny jakościowej i ilościowej zawartych w próbkach roślinnych metabolitów wtórnych. 

Metoda ta jest bardzo czuła, szybka i ma dobrą rozdzielczość, a dzięki zastosowaniu różnych 

detektorów stwarza możliwość szerokiej analizy różnorodnych mieszanin. 

Najczęściej używanym detektorem w technice HPLC jest detektor o matrycy diodowej 

(DAD), który jest detektorem spektrometrycznym UV i działa na zasadzie absorpcji 

promieniowania UV. Umożliwia on kwantyfikację substancji fenolowych przy różnych 

długościach fal w obszarach ultrafioletu. Analizę spektrometryczną przeprowadza się w 

zakresie długości fali λ = 190 – 380 nm. Pochodne kwasu benzoesowego wykazują maksima 

absorpcji pomiędzy 200 a 290 nm (oprócz kwasu gentyzynowego, którego maksimum absorpcji 

wynosi λ = 355 nm), a pochodne kwasu cynamonowego pomiędzy 270 a 360 nm. Jeśli badania 

wykonuje się przy użyciu detektora monochromatycznego (który rejestruje jedną długość fali), 

pomiary wykonuje się zazwyczaj przy długości fali λ = 254 nm (Mróz i in. 2012). Zaletą 

detektora DAD w chromatografii cieczowej jest fakt, że oprócz stosowania czasów retencji do 

identyfikacji związków, można dodatkowo analizować cechy widma UV określonego związku. 

Ograniczeniem tej metody jest natomiast jednoczesna elucja (koelucja) kilku związków, przez 

co ich widma nakładają się na siebie i utrudniają identyfikację związków. Mogą pojawić się 

także trudności w identyfikacji związków fenolowych należących do tej samej rodziny 

spowodowane podobnymi właściwościami ich widm UV (Aleixandre–Tudo i du Toit 2019). 
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2. Cele pracy 

Przesłanką do podjęcia niniejszych badań były udowodnione zaburzenia proporcji płci w 

gatunku Rumex thyrsiflorus, występujące na każdym etapie cyklu życiowego roślin. W związku 

z tym postanowiono doświadczalnie zweryfikować hipotezę zakładającą istnienie 

wykraczającego poza zróżnicowanie organów rozrodczych dymorfizmu płciowego w gatunku 

R. thyrsiflorus. Niezbędnym narzędziem badawczym koniecznym do podjęcia badań było 

opracowanie wydajnego i stabilnego pod względem genetycznym modelu doświadczalnego, 

umożliwiającego prowadzenie eksperymentów w warunkach kultur in vitro, dotyczących 

mechanizmów zaburzonych proporcji płci. 

Aby tego dokonać, postawiono sobie następujące cele badawcze: 

1. Kultury in vitro: 

• określenie rodzaju reakcji morfogennych i potencjału morfogennego 

eksplantatów R. thyrsiflorus, w zależności od składu podłoża hodowlanego, 

• analiza proporcji płci w kulturach oraz stwierdzenie, czy istnieje związek 

pomiędzy płcią eksplantatów a ich odpowiedzią morfogenną. 

2. Analiza molekularna: 

• weryfikacja płci siewek, z których pobrano eksplantaty, 

• ocena stabilności genetycznej materiału roślinnego pochodzącego z kultury 

in vitro z wykorzystaniem markerów mikrosatelitarnych, 

• analiza zależności pomiędzy stabilnością genetyczną regenerantów a ich 

płcią. 

3. Analiza aktywności enzymów antyoksydacyjnych (SOD): 

• analiza różnic jakościowych w profilach aktywności izoform dysmutazy 

ponadtlenkowej wytwarzanych przez: 

a.  kalus hodowany w warunkach in vitro, w zależności od płci 

eksplantatu, na którym został zaindukowany i zdolności do 

regeneracji, 

b. rośliny zregenerowane w warunkach in vitro, w zależności od ich 

płci. 



25 

 

4. Analiza fitochemiczna: 

• analiza różnic jakościowych i/lub ilościowych w wytwarzaniu wybranych 

związków fenolowych (kwasów fenolowych, flawonoidów i katechiny) 

pomiędzy: 

a.  kalusami hodowanymi w warunkach in vitro, w zależności od płci 

eksplantatów, na których zostały zaindukowane i zdolności do 

regeneracji (kalus morfogenny vs. kalus niemorfogenny), 

b. zregenerowanymi roślinami, w zależności od ich płci,  

c.  kalusami morfogennymi hodowanymi w warunkach in vitro a 

roślinami z nich zregenerowanymi, 

d. roślinami zregenerowanymi w warunkach in vitro a roślinami 

kontrolnymi. 
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3. Materiały i metody 

3.1.  Nazewnictwo 

W dalszej części pracy, dla klarowności i uproszczenia tekstu, przyjęto następującą 

nomenklaturę: 

• Eksplantaty / hipokotyle męskie – eksplantaty / hipokotyle pobrane z siewek płci 

męskiej 

• Eksplantaty / hipokotyle żeńskie – eksplantaty / hipokotyle pobrane z siewek płci 

żeńskiej 

• Kalus męski – kalus zaindukowany na eksplantatach pobranych z siewek płci 

męskiej 

• Kalus żeński – kalus zaindukowany na eksplantatach pobranych z siewek płci 

żeńskiej 

• Rośliny potomne / regeneranty męskie – rośliny zregenerowane w warunkach kultur 

in vitro z kalusa zaindukowanego na eksplantatach pobranych z siewek płci męskiej 

• Rośliny potomne / regeneranty żeńskie – rośliny zregenerowane w warunkach 

kultur in vitro z kalusa zaindukowanego na eksplantatach pobranych z siewek płci 

żeńskiej 

• Rośliny kontrolne – rośliny otrzymane z nasion R. thyrsiflorus dostępnych 

komercyjnie, hodowanych w doniczkach z ziemią w szafie fitotronowej 

3.2.  Materiał roślinny 

Podstawą eksperymentów były kultury tkankowe gatunku Rumex thyrsiflorus (Fingerh.). 

Materiał zastosowany w badaniach to: eksplantaty, kalus (morfogenny i niemorfogenny), 

rośliny zregenerowane w hodowli in vitro oraz rośliny kontrolne (Tabela 1). 
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Tabela 1. Materiał roślinny zastosowany w poszczególnych etapach badań 

Cecha 

analizowana pod 

kątem zależności 

od płci 

Rodzaj materiału użytego do analiz 

Eksplantaty 

Kalus Liście roślin 

zregenerowanych w 

kulturach in vitro 

Liście roślin 

kontrolnych 
M1 NM2 

Potencjał 

morfogenny, 

reakcje 

morfogenetyczne w 

warunkach in vitro 

+ + +   

Zmienność 

somaklonalna 
+   +  

Profil aktywności 

izoform dysmutazy 

ponadtlenkowej 

(SOD) 

 + + + + 

Zawartość 

wybranych 

związków 

fenolowych 

 + + + + 

1 – Kalus morfogenny; 2 – kalus niemorfogenny. 

3.2.1. Kultury in vitro. Ocena potencjału morfogennego i reakcji morfogennych w 

kulturach 

 W prowadzonych badaniach używano dostępnych komercyjnie nasion Rumex thyrsiflorus 

(PlantiCo Zielonki Sp. z o.o.). 

Eksplantatami wykorzystanymi do założenia kultur tkankowych były losowo wybrane 

hipokotyle wyizolowane z siewek hodowanych w warunkach sterylnych po 11 – nastu dniach 

od rozpoczęcia hodowli. W celu oceny potencjału morfogennego i reakcji morfogennych w 

kulturach przeanalizowano 503 eksplantaty. 

Materiał do analizy histologicznej pobrano z kultur prowadzonych na pożywkach A – D 

(Tabela 2). Dla kultur prowadzonych na pożywce E analizę morfogenezy przeprowadzono 

wcześniej (Szaraniec 2013). Eksplantaty wraz z kalusem pobierano w 1, 2, 3, 4 i 7 tygodniu 

kultury. Jako materiał kontrolny pobrano hipokotyle jedenastodniowych siewek R. thyrsiflorus 

hodowane w warunkach aseptycznych. 
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3.2.2. Analiza molekularna. Identyfikacja płci siewek, z których pobrano 

eksplantaty. Ocena stabilności genetycznej materiału roślinnego z kultury in 

vitro 

Liścienie i korzenie tych siewek, z których pobrano eksplantaty (hipokotyle) do założenia 

kultur in vitro, posłużyły jako materiał, z którego izolowano DNA w celu identyfikacji płci 

poszczególnych eksplantatów. 

Dodatkowo, ten sam materiał oraz fragmenty liści roślin zregenerowanych w kulturach in 

vitro użyto do oceny zmienności somaklonalnej kultur. Do oceny zmienności wytypowano 

materiał pochodzący z kultury prowadzonej na pożywce oznaczonej jako E w tabeli 2 (ze 

względu na najwyższy potencjał morfogenny): 14 eksplantatów morfogennych: 5 żeńskich, 9 

męskich; 77 regenerantów: 31 żeńskich, 46 męskich. Tkanki roślinne zamrażano przy użyciu 

ciekłego azotu i przechowywano w temperaturze –80℃. 

3.2.3. Analiza aktywności dysmutazy ponadtlenkowej (SOD). Analiza jakościowa 

i ilościowa związków fenolowych 

Identyfikację form SOD oraz analizę jakościową i ilościową zawartości wybranych związków 

fenolowych przeprowadzono, wykorzystując następujący materiał roślinny: 

a. kalus morfogenny i niemorfogenny indukowany na eksplantatach żeńskich i 

męskich na pożywce E (Tabela 2), 

b. fragmenty liści roślin żeńskich i męskich zregenerowanych w hodowli na pożywce 

E (Tabela 2), 

c. fragmenty liści roślin kontrolnych żeńskich i męskich hodowanych w doniczkach z 

ziemią w szafie fitotronowej (warunki panujące w szafie fitotronowej – patrz: 

3.3.1.c). 

Tkanki zamrażano przy użyciu ciekłego azotu i przechowywano w temperaturze –80℃. 

Przed właściwymi analizami materiał liofiliozowano (Labconco FreeZone 77530–32, A.G.A. 

Analytical, Polska) i umieszczano w temperaturze –25℃. 

3.3.  Metody badawcze 

3.3.1. Kultury in vitro. Ocena potencjału morfogennego i reakcji morfogennych w 

kulturach 

 Sterylizacja nasion 

Nasiona sterylizowano według następującej procedury: 1) płukanie przez 1 minutę w 70% (v/v) 

alkoholu etylowym; 2) płukanie przez 12 minut w 50% (v/v) roztworze komercyjnie 
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dostępnego środka wybielającego (Ace, < 5% podchlorynu sodu, Procter&Gamble, Polska); 3) 

trzykrotne płukanie nasion w sterylnej wodzie dejonizowanej, każdorazowo po 3 minuty. 

Wysterylizowane nasiona wykładano losowo na szalki Petriego (60 mm) ze sterylną bibułą 

filtracyjną (jakościowa, gramatura 65 g/m2), zwilżoną wodą dejonizowaną. Następnie 

umieszczano je w pokoju hodowlanym o fotoperiodzie 16/8 godz. (dzień/noc) i oświetleniu 

fluorescencyjnym białym o natężeniu 60 – 90 µmol · m–2s–1, w temperaturze 25 ± 3°C. 

 Pożywki hodowlane i warunki hodowli 

W doświadczeniu zastosowano standardową pożywkę MS (Murashige i Skoog 1962) (MP 

Biomedicals, USA). Przygotowano pięć wariantów pożywek (Tabela 2), różniących się 

zawartością roślinnych regulatorów wzrostu, takich jak: 2,4–D, BAP oraz TDZ.  Źródło węgla 

stanowiła sacharoza. Pożywki zestalano 0,8% (w/v) agarem (MP Biomedicals, USA), a pH w 

zakresie 5.7 – 5.8 ustalano za pomocą 0,1 M kwasu solnego (HCl) oraz/lub 0,1 M wodorotlenku 

sodu (NaOH). Pożywki sterylizowano w autoklawie (Classic, Prestige Medical Limited, Wielka 

Brytania) przez 20 minut (121°C, 1,05 ba). Jako pożywki kontrolne zastosowano dwa podłoża 

MS: 1) z 5% sacharozą (kontrola do pożywek A – D, Tabela 2), 2) z 3% sacharozą (kontrola 

do podłoża E, Tabela 2). Pożywki kontrolne nie zawierały regulatorów wzrostu, a do 

prowadzonych na nich hodowli zastosowano te same procedury, co do hodowli na pożywkach 

wzbogaconych roślinnymi regulatorami wzrostu. Każda z kultur prowadzonych na podłożach 

kontrolnych składała się z 5 szalek. 

Eksplantaty (5 eksplantatów na szalkę) umieszczano w szalkach Petriego (60 mm) 

zawierających 10 ml pożywki. 

Kultury na pożywkach A – D (Tabela 2) przez pierwsze 2 tygodnie prowadzono w 

ciemności, następnie przenoszono na światło, do warunków panujących w pokoju hodowlanym 

(patrz: 3.3.1). Kultura na pożywce E (Tabela 2) prowadzona była na świetle przy fotoperiodzie 

16/8 godz. (dzień/noc). Co 3 – 4 tygodnie eksplantaty przenoszono na świeżą pożywkę 

hodowlaną. 

Tabela 2. Skład pożywek użytych w eksperymencie dotyczącym zależności potencjału morfogennego 

od płci eksplantatów 

Pożywka Auksyna [mg/l] Cytokinina [mg/l] Stężenie sacharozy [%] 

A 2,4–D (1,0) BAP (0,5) 5 

B 2,4–D (1,0) BAP (2,0) 5 

C 2,4–D (2,0) BAP (0,5) 5 

D 2,4–D (2,0) BAP (2,0) 5 

E  TDZ (0,5) 3 
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 Ukorzenianie pędów przybyszowych i hodowla ex vitro 

Pędy przybyszowe uzyskane in vitro ukorzeniano na pożywce stałej (0,8% w/v agar) MS z 

połową makroelementów, wzbogaconej 2% (w/v) sacharozą i 0,5 mg/l IBA, a następnie 

przenoszono do sterylnej gleby i aklimatyzowano w szafie fitotronowej o fotoperiodzie 16/8 

godz. (dzień/noc) i oświetleniu fluorescencyjnym białym o natężeniu 60 – 90 µmol · m–2s–1, w 

temperaturze 24 ± 2°C. Aklimatyzowane regeneranty umieszczono na polu doświadczalnym 

Zakładu Cytologii i Embriologii Roślin IB, UJ w Modlnicy (k. Krakowa). 

 Przygotowanie materiału do analizy histologicznej 

Materiał do analizy histologicznej zatapiano w syntetycznej żywicy Technovit 7100 

(metakrylan–2–hydroksyetylu) (Heraeus Kulzer, Niemcy) według następującej procedury: 

1) utrwalanie materiału w 5% (v/v) roztworze (0,1 M bufor fosforanowy, pH = 7.2) 

glutaraldehydu – 24 godz., temperatura pokojowa; 2) usunięcie utrwalacza, czterokrotne 

płukanie tkanki (każdorazowo po 15 min.) w wyżej wspomnianym buforze fosforanowym 

(PBS); 3) odwadnianie w serii roztworów etanolu (10, 30, 50, 70, 90% v/v), 

każdorazowo po 15 min.; 4) pozostawienie w etanolu absolutnym – 12 godz.; 5) przesycanie 

materiału mieszaninami etanolu absolutnego i Technovitu (w proporcjach 3:1, 1:1, 1:3 v/v), 

każdorazowo – 1 godz.; 6) pozostawienie w 100% roztworze Technovitu – 12 godz. 

Fragmenty tkanek układano w foremkach, zalewano syntetyczną żywicą z dodatkiem 

utwardzacza, a następnie foremki umieszczano w temperaturze 37℃ na kilka godzin w celu 

przyspieszenia polimeryzacji. 

Bloczki spolimeryzowanej żywicy trymowano, przyklejano do holderów, a następnie 

krojono na skrawki o grubości 5µm przy użyciu mikrotomu rotacyjnego (Microm, Adamas 

Instrumenten, USA). Używając metody podwójnego barwienia, z wykorzystaniem reakcji 

kwasu nadjodowego i fuksyny (PAS) (A) oraz czerni naftolowej (NBB) (B) (Fisher 1968) 

uwidaczniano nierozpuszczalne polisacharydy [kolor różowy do fioletowoczerwonego, reakcja 

(A)] oraz białka i kwasy nukleinowe [kolor błękitny do ciemnogranatowego, reakcja (B)]. 

Procedura barwienia przebiegała następująco: (A) 1) traktowanie skrawków 1% (v/v) kwasem 

nadjodowym – 10 min.; 2) płukanie w wodzie destylowanej - 10 min.; 3) umieszczanie 

skrawków w odczynniku Schiffa w ciemności – 30 min.; 4) dwukrotne płukanie w wodzie 

siarkowej (0,5 g K2S2O5, 5 ml 1M HCl, dopełnione wodą dejonizowaną do 100 ml roztworu ), 

każdorazowo po 10 min.; 5) płukanie pod bieżącą wodą – 1 godz.; 6) pozostawienie preparatów 

do wyschnięcia – 24 godz.; (B) 1) umieszczenie skrawków wybarwionych metodą (A) w 0,5% 
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(w/v) roztworze czerni naftolowej – 45 sek., temperatura 60°C; 2) dwukrotne płukanie w 7% 

(v/v) roztworze kwasu octowego (pierwsze płukanie – ok. 4 min., drugie – ok. 2 min.); 

3) pozostawienie preparatów do wyschnięcia – 24 godz. 

Preparaty zamykano w Entellanie (Merck, Niemcy) i analizowano, korzystając z 

mikroskopu Nikon DS – Fi2 z oprogramowaniem NIS – Elements D 4.00.00 4.0. 

 Obliczanie proporcji płci 

Analizie poddano łącznie 503 eksplantaty: 

a. Hodowla na pożywce A – 50 eksplantatów (22 eksplantaty żeńskie, 28 eksplantatów 

męskich) 

b. Hodowla na pożywce B – 50 eksplantatów (36 eksplantatów żeńskich, 14 

eksplantatów męskich) 

c. Hodowla na pożywce C – 50 eksplantatów (34 eksplantaty żeńskie, 16 eksplantatów 

męskich) 

d. Hodowla na pożywce D – 50 eksplantatów (31 eksplantatów żeńskich, 19 

eksplantatów męskich) 

e. Hodowla na pożywce E – 303 eksplantaty (177 eksplantatów żeńskich, 126 

eksplantatów męskich) 

Proporcje płci (tj. stosunek osobników żeńskich do męskich) obliczono zgodnie ze wzorem  

M: Ż = 1: 
Ż

M
 

gdzie: 

Ż – liczba osobników płci żeńskiej 

M – liczba osobników płci męskiej (Rychlewski i Zarzycki 1975). 

3.3.2. Analizy molekularne. Identyfikacja płci siewek, z których pobrano 

eksplantaty. Ocena stabilności genetycznej materiału roślinnego z kultury 

in vitro 

 Izolacja DNA 

Izolacja DNA genomowego z wykorzystaniem buforu ekstrakcyjnego zawierającego CTAB 

(Gawel i Jarret 1991) z modyfikacjami (Kwolek i Joachimiak 2011) przebiegała następująco: 

1) zmielenie zamrożonego materiału (młynek kulowy MM400, Retsch, Niemcy); 2) zalanie 

tkanki 500 µl buforu ekstrakcyjnego z CTAB (Tabela 3); 3) mieszanie i inkubacja w bloku 

grzewczym (Bio TDB – 100 Dry Block Thermostat, Biosan, Łotwa) – 20 min., temperatura 



32 

 

65℃; 4) dodanie 400 µl roztworu chloroformu w alkoholu izoamylowym 24:1 (v/v); 

5) wytrząsanie ręczne - 10 min.; 6) wirowanie – 14000 x g, 10 min., 20℃); 7) odebranie 340 

µl z fazy wodnej do nowej probówki; 8) dodanie 340 µl schłodzonego do temperatury –20℃ 

izopropanolu; 9) wirowanie – 14000 x g, 10 min., 4℃; 10) zlanie supernatantu, przemycie 

powstałego peletu 340 µl 70% (v/v) etanolu; 11) wirowanie – 14000 rpn, 5 min, 20℃; 

12) zlanie alkoholu, suszenie peletów w eksykatorze (AGA LABOR Basic, Polska) w 

warunkach próżni – 20 min.; 13) zalanie peletów 50 µl sterylnej wody i umieszczenie w 

temperaturze 4℃ na 24 godziny; 14) zamrożenie próbek w temperaturze –20℃ do dalszych 

analiz molekularnych. 

W celu sprawdzenia jakości i stężenia DNA używano spektrofotometru NanoDrop ND – 

1000 Spectrophotometer V3.5 (Thermo Fisher Scientific, USA) oraz przeprowadzano testowy 

rozdział elektroforetyczny w 1% (w/v) żelu agarozowym. Jako standardu molekularnego użyto 

GeneRuler 1 kb PLUS DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA). 

 

Tabela 3. Skład buforu ekstrakcyjnego z CTAB 

Składnik buforu Stężenie końcowe 

CTAB 4% 

Tris–HCl (pH 8,0) 100 mM 

NaCl 1,4 M 

EDTA(Na2) 20 mM 

PVP 1% 

β–merkaptoetanol 0,1% 

 

 Markery molekularne, reakcja PCR i elektroforeza – identyfikacja płci 

eksplantatów 

Aby ustalić płeć hodowanych w kulturach in vitro eksplantatów zastosowano metodę opartą na 

reakcji PCR z wykorzystaniem starterów amplifikujących sekwencje zlokalizowane na 

chromosomach Y R. thyrsiflorus: RAYSI (Korpelainen 2002) i RAYSII (Mariotti i in. 2009). 

W reakcji kontrolnej, sprawdzającej jakość matrycowego DNA, amplifikowano sekwencję 

autosomalną RAE730 (Navajas–Pérez i in. 2005). Tabele 4 i 5 przedstawiają, odpowiednio 

sekwencje starterów i skład mieszaniny reakcyjnej. 
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Tabela 4. Startery zastosowane do identyfikacji płci 

Amplifikowana sekwencja Nazwa startera Sekwencja 5’ → 3’ 

RAYSI 
RAY–F ACT CGA ATG TAA GCA TTT GGT CCT A 

RAY–R ACT ACA CGA TTG TCC ATA AAG TGG A 

RAYSII 
URG08–F CCA ATT GGT CTC AAC TAG AAC A 

URG08–R TGT TAT AGG TTT TGG ACT GCC A 

RAE730 
R730–A CTC GGA CCA ATT ATC TCA T 

R730–B CAT TAT TTG GGA GCC GAT 

 

Tabela 5. Skład mieszaniny reakcyjnej do reakcji PCR wykorzystanej do identyfikacji płci 

Składnik [stężenie początkowe] 
Objętość 

[µl] 

Stężenie końcowe/ilość 

na reakcję 

H2O (EURx) 11,15  – 

Bufor PCR (Dream TaqTM Green Buffer z KCl i 20mM 

MgCl2, Thermo Fisher Scientific, USA) [10x] 
1,5 1x 

dNTP (Thermo Fisher Scientific, USA) [10 mM] 0,375 0,250 mM 

Starter 1 (Genomed, Polska) [10 µM] 0,375 0,250 µM 

Starter 2 (Genomed, Polska) [10 µM] 0,375 0,250 µM 

Polimeraza (Dream Taq DNA Polymerase, Thermo Fisher 

Scientific, USA) [5U/µl] 
0,225 1,125 U 

DNA [~70ng/µl] 1 ~ 100 ng 

 

W zależności od sekwencji DNA, jakie amplifikowano, używano następujących 

programów termocyklera T100 Thermal Cycler (Bio–Rad, USA): 

a. RAYSI, RAYSII: 1) wstępna denaturacja 94°C/4min.; 2) 30 cykli złożonych z 

a) denaturacji 94°C/1 min., b) przyłączania starterów 60°C/45 s, c) elongacji 

72°C/1 min. 30s; 3) końcowa elongacja 72°C/8 min. 

b. RAE730: 1) wstępna denaturacja 94°C/4min.; 2) 30 cykli złożonych z a) denaturacji 

94°C/1 min., b) przyłączania starterów 55°C/45 s, c) elongacji 72°C/1 min. 30s; 

3) końcowa elongacja 72°C/8 min. 

Rozdział elektroforetyczny produktów reakcji PCR przeprowadzano w 1% (w/v) żelu 

agarozowym z dodatkiem barwnika Simply SafeTM (EURx, Polska) w 1x buforze TBE 

(Tabela 6) przez 70 min. przy natężeniu pola 3,5 V/cm (multiSUB Maxi Horizontal Gel System 

z zasilaczem PowerPRO 300, Cleaver Scientific, Wielka Brytania). Jako standardu 

molekularnego użyto GeneRuler 1 kb PLUS DNA Ladder (0,1 µg/µl, Thermo Fisher Scientific, 

USA). 
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Tabela 6. Skład buforu TBE 5x stężonego w przeliczeniu na 1 l gotowego roztworu 

Składnik Ilość[g] 

Tris base 54 

Kwas borowy 27,5 

EDTA 4,65 

Wartość pH = 8,2 – 8,4 

 

 Markery molekularne, reakcja PCR i elektroforeza – stabilność 

genetyczna kultur in vitro 

W celu przeanalizowania stabilności genetycznej materiału roślinnego z kultury in vitro 

R. thyrsiflorus posłużono się metodą opartą na technice PCR z wykorzystaniem markerów ISSR 

(Ziętkiewicz i in. 1994). Przetestowano 15 markerów, z czego do analiz wytypowano 8 

(Tabela 7), dających wyraźne, policzalne prążki. Skład mieszaniny reakcyjnej przedstawiono 

w tabeli 8. 

 

Tabela 7. Startery ISSR zastosowane w badaniach 

Nazwa startera Sekwencja 5’ → 3’ Liczba nukleotydów 

Temperatura 

przyłączenia 

starterów (℃) 

ISSR1b* (TC)8C 17 47 

ISSR2b (AG)8T 17 44 

ISSR3b (GGGTG)3 15 47 

ISSR4b (ATG)6 18 44 

ISSR5b (TG)8G 17 44 

ISSR6b* (AC)8G 17 47 

ISSR7b* (AC)8T 17 57 

ISSR8b* (AC)8YC 18 57 

ISSR9b (GA)8YG 18 44 

ISSR10a* (GACA)4 16 47 

ISSR11a* (ACTG)4 16 49 

P–ISSR1c* (ACC)6C 19 63 

P–ISSR5c (AGC)6G 19 64 

P–ISSR15c* (GTG)7A 22 65 

P–ISSR20c (TGC)6C 19 64 

* – starter dający wyraźne, policzalne prążki; a – wg Gupta i in. (1994), z modyfikacjami, 
b – wg Stepansky i in. (1999), z modyfikacjami, c – wg Tanhuanpää i in. (2016), z modyfikacjami 
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Tabela 8. Skład mieszaniny reakcyjnej do reakcji ISSR 

Składnik [stężenie początkowe] 
Objętość 

[µl] 

Stężenie końcowe/ilość 

na reakcję 

H2O (EURx) 10,86  – 

Bufor PCR (Dream TaqTM Green Buffer z KCl i 20mM 

MgCl2, Thermo Fisher Scientific, USA) [10x] 
1,5 1x 

dNTP (Thermo Fisher Scientific, USA) [10 mM] 0,3 0,4 mM 

Starter ISSR (Genomed, Polska) [10 µM] 0,6 0,5 µM 

Polimeraza (Dream Taq DNA Polymerase, Thermo Fisher 

Scientific, USA) [5U/µl] 
0,24 1,2 U 

DNA [~70ng/µl] 1,5 ~ 100 ng 

 

Reakcja amplifikacji DNA przy użyciu termocyklera T100 Thermal Cycler (Bio–Rad, 

USA) zachodziła według programu: 1) wstępna denaturacja 94°C/5 min.; 2) 42 cykle złożone 

z a) denaturacji 94°C/59 s, b) przyłączania starterów X°C/59 s, c) elongacji 72°C/59s; 

3) końcowa elongacja 72°C/7 min. Temperatury przyłączania starterów były różne, w 

zależności od użytych starterów (Tabela 7). 

Rozdział elektroforetyczny produktów reakcji PCR przeprowadzano w 1% (w/v) żelu 

agarozowym z dodatkiem barwnika Simply SafeTM (EURx, Polska) w 1x buforze TBE 

(Tabela 6) przez 90 min. przy natężeniu pola 3,5 V/cm (multiSUB Maxi Horizontal Gel System 

z zasilaczem PowerPRO 300, Cleaver Scientific, Wielka Brytania). Jako standardu 

molekularnego użyto odczynnika GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (0,1 µg/µl, Thermo Fisher 

Scientific, USA). 

 Analiza statystyczna zmienności somaklonalnej w kulturze in vitro 

W doświadczeniu porównywano: 

a. Profile prążkowe 14 eksplantatów morfogennych oraz profile prążkowe roślin 

potomnych z profilem prążkowym eksplantatu, z którego zregenerowały (w sumie 77 

roślin zregenerowanych z 14 eksplantatów; średnio 5,5 regeneranta z 1 eksplantatu), w 

celu określenia stabilności genetycznej materiału roślinnego z kultury; 

b. Profile prążkowe 5 żeńskich eksplantatów morfogennych z profilami prążkowymi 9 

męskich eksplantatów morfogennych oraz profile prążkowe 31 roślin potomnych 

uzyskanych z żeńskich eksplantatów (średnio 6,2 regeneranta z 1 eksplantatu) z 

profilami prążkowymi 46 roślin potomnych uzyskanych z męskich eksplantatów 

(średnio 5,1 regeneranta z 1 eksplantatu), w celu ustalenia czy istnieje zależność 

pomiędzy płcią a stabilnością genetyczną regenerantów uzyskanych w kulturze in vitro. 
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Otrzymane prążki przedstawiano w postaci macierzy 0 – 1 w programie Microsoft® Excel® 

dla Office365 ProPlus, Wersja 1908. Obecność prążka zaznaczano jako „1”, natomiast brak 

jako „0”. Analizę podobieństwa pomiędzy badanymi próbkami wykonano dla 8 wytypowanych 

starterów ISSR, na podstawie macierzy 0 – 1. Współczynnik zawartości informacji 

polimorficznej (PIC), który jest względną miarą informatywności markera i zależy od liczby i 

częstości amplifikowanych przez dany marker prążków obliczono, korzystając ze wzoru: 

PIC𝑥 = 1 −  ∑ P𝑖
2

𝑘

𝑖=1

 

gdzie: 

PICx – informatywność polimorficzna markera „x” 

k – liczba wszystkich prążków amplifikowanych przez dany marker 

Pi – częstość i – tego prążka w zbiorze analizowanych produktów amplifikacji (Anderson i 

in. 1993). 

Przyjęto, że wartości PIC > 0,5 oznaczają wysoki polimorfizm, wartości 0,25 < PIC < 0,5 

oznaczają umiarkowany polimorfizm, a wartości PIC < 0,25 oznaczają niski polimorfizm 

(Elston 2014). 

Podobieństwa pomiędzy analizowanymi parami próbek oszacowano, stosując 

współczynnik podobieństwa Jaccarda (J), według wzoru: 

J𝑥𝑦 =
a

a + b + c
 

gdzie: 

a – liczba prążków obecnych w próbkach x i y 

b – liczba prążków obecnych w próbce x i nieobecnych w próbce y 

 c – liczba prążków obecnych w próbce y i nieobecnych w próbce x. 

Podobieństwo pomiędzy porównywanymi parami wyrażane jest w wartościach liczbowych 

z przedziału od 0 do 1. Im bliżej wartości 1, tym większe podobieństwo wykazują 

porównywane ze sobą pary (Jaccard 1908). 

Znalezione podobieństwa wykorzystano do grupowania próbek i budowy dendrogramów, 

z zastosowaniem metody nieważonej grupowania parami ze średnią arytmetyczną (UPGMA). 

Obliczono współczynnik korelacji kofenetycznej (CCC), r, wskazujący jak dobrze dendrogram 

reprezentuje podobieństwo przedstawianych danych. W celu graficznego przedstawienia 

zależności pomiędzy próbkami za pomocą dendrogramów wykorzystano analizę głównych 

składowych (PCA), na podstawie macierzy kowariancji. 
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Do przeprowadzenia wszystkich obliczeń oraz narysowania dendrogramów wykorzystano 

oprogramowanie komputerowe MATLAB R2019A, przy użyciu autorskiego kodu z 

zaimplementowanymi funkcjami „pca”, „linkage”, „dendrogram”, „pdist” oraz „cophenet” 

(The MathWorks, Inc. 2019). 

3.3.3. Analiza aktywności SOD. Identyfikacja prążków odpowiadających 

poszczególnym formom SOD 

 Ekstrakcja białek, oznaczanie stężenia wyizolowanych białek 

Ze zliofilizowanego materiału przygotowano następujące próbki: kalus – 0,1 g, 

liście regenerantów, liście roślin kontrolnych R. thyrsiflorus – 0,2 g suchej masy każda. W celu 

optymalizacji przetestowano dwie metody ekstrakcji białek: (A) z użyciem 0,1 M buforu 

fosforanowego (pH = 7,0) oraz (B) z użyciem buforu opisanego przez Miszalskiego i 

współpracowników (1998) [100 mM Tricine, 3mM MgSO4 • 7H2O, 1 mM ditiotreitol, 0,4% 

(w/v) poliwinylopirolidon, 3mM EGTA, pH ustalane przy użyciu 1M Tris = 8,0) z 

modyfikacjami. Ekstrakcję przeprowadzano wg następujących procedur: (A) 1) utarcie tkanki 

w temperaturze 4℃ z dodatkiem buforu (kalus – 0,1g tkanki: 3 ml buforu; liście – 0,2 g tkanki: 

2 ml buforu), 2) wirowanie próbek – 15 min., 14000 x g, 4℃, 3) zlanie supernatantu do nowych 

probówek, 4) wirowanie próbek – 45 min., 14000 x g, 4℃, 5) zlanie supernatantu do nowych 

probówek; (B) 1) utarcie tkanki w temperaturze 4℃ z dodatkiem buforu w stosunku 1:1 

(tkanka: bufor), 2) wirowanie próbek – 5 min. 10000 x g, 4℃, 3) zlanie supernatantu do 

świeżych probówek. Na podstawie wstępnych analiz do ekstrakcji białek wybrano metodę (A) 

(z użyciem 0,1 M buforu fosforanowego). 

Zawartość białek rozpuszczalnych oznaczano metodą opracowaną przez Bradford (1976), 

korzystając z protokołu firmy Bio–Rad (Hercules, USA). Jako wzorzec zastosowano surowiczą 

albuminę wołową BSA (Merck, Niemcy). Pomiary spektrofotometryczne (V–730 UV–Visible 

Spectrophotometer z oprogramowaniem Spectra Manager™ CFR, JASCO, USA) 

przeprowadzono przy długości fali detekcji λ = 595 nm. 

 Natywna elektroforeza w żelu poliakrylamidowym 

Analizę jakościową wyekstrahowanych białek przeprowadzono stosując natywną 

elektroforezę w żelu poliakrylamidowym (Native PAGE) w warunkach niedenaturujących, 

przy stałym napięciu 180V (omniPAGE Mini Vertical Protein Electrophoresis System z 

zasilaczem PowerPRO 300, Cleaver Scientific, Wielka Brytania), w temperaturze 4℃, 

wykorzystując 1x bufor elektroforetyczny (0,1 M Tris/0,77 M glicyna). Do każdej studzienki 
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nakładano po 7,5 µg białka w stosunku 1:1 z buforem obciążającym (50% glicerol z 0,149 mM 

błękitu bromofenolowego). W celu wyeliminowania prążków świadczących o obecności 

katalazy, tuż przed elektroforezą do próbek dodawano 10 mM aminotriazol. Przetestowano żele 

o różnych gęstościach [kombinacje 4% i 5% (v/v) żeli zagęszczających z 10% i 12% (v/v) 

żelami rozdzielającymi], a także różne długości rozdziału elektroforetycznego (od 90 do 155 

min.). Najlepsze jakościowo prążki otrzymywano w kombinacji 5% (v/v) żelu zagęszczającego 

z 12% (v/v) żelem rozdzielającym (Tabela 9), po 155 minutach rozdziału elektroforetycznego. 

 

Tabela 9. Skład żeli poliakrylamidowych wykorzystanych do elektroforezy natywnej białek 

Składnik Objętość [ml] 

1
2

%
 (

v
/v

) 
Ż

el
 

ro
zd

zi
el

a
ją

cy
 H2O destylowana 1,754 

1,5 M Tris, pH = 8,8 (Merck, Niemcy) 1,64 

Poliakrylamid [30% roztwór akrylamid:bisakrylamid (29:1), 

Merck, Niemcy] 
2,165 

TEMED (Merck, Niemcy) 0,0025 

50% (w/v) APS (Merck, Niemcy) 0,01 

5
%

 (
v
/v

) 
Ż

el
 

za
g
ęs

zc
za

ją
cy

 H2O destylowana 1,45 

0,5 M Tris, pH == 6,8 (Merck, Niemcy) 0,625 

Poliakrylamid [30% roztwór akrylamid:bisakrylamid (29:1), 

Merck, Niemcy] 
0,415 

TEMED (Merck, Niemcy) 0,0025 

50% (w/v) APS (Merck, Niemcy) 0,005 

 

Po elektroforezie żele inkubowano przez 30 min. w standardowym buforze barwiącym 

(50 mM bufor fosforanowy, pH = 7.8, 1 mM EDTA, 2,8 mM TEMED, 22 µM ryboflawina, 

250 µM NBT) w ciemności, w temperaturze pokojowej. Prążki uwidaczniano, eksponując żele 

na światło białe do momentu pojawienia się jasnych prążków na niebiesko – granatowym tle. 

Aby określić rodzaj otrzymanych w czasie ekstrakcji izoform dysmutazy ponadtlenkowej 

(SOD), żele inkubowano w odpowiednich buforach 1) inhibicja miedziowo–cynkowej 

izoformy SOD (Cu/ZnSOD) oraz żelazowej izoformy SOD (FeSOD): bufor standardowy z 

dodatkiem 5 mM nadtlenku wodoru (H2O2), 2) selektywna inhibicja Cu/ZnSOD: bufor 

standardowy z dodatkiem 3 mM cyjanku potasu (KCN). 

3.3.4. Analizy fitochemiczne. Analiza jakościowa i ilościowa zawartości związków 

fenolowych 

 Esktrakcja związków fenolowych 

Zliofilizowany materiał mielono, wykonywano naważki (po 0,2 g suchej masy każda), po czym 

przeprowadzano ekstrakcję metanolową według następującego protokołu: 1) zalanie 5 ml 
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metanolu do chromatografii preparatywnej (Merck, Niemcy); 2) sonifikacja – 20 min. (Sonic 

5, Polsonic, Polska); 3) wirowanie – 5 min., 4000 rpm; 4) przepuszczenie supernatantu przez 

filtry strzykawkowe (średnica porów = 0,22 µm, Equimed, Polska); 5) powtórzenie punktów 

1 – 4 dla materiału pozostałego w probówce. 

 Warunki analizy HPLC–DAD. Identyfikacja związków fenolowych  

Analiza chromatograficzna została przeprowadzona przy użyciu metody HPLC–DAD 

(Ellnain–Wojtaszek i Zgórka 1999, Sułkowska–Ziaja i in. 2017, Szopa i in. 2017a, 2017b), z 

wykorzystaniem chromatografu cieczowego (Merck – Hitachi, Japonia) z detektorem DAD 

(L – 245) w zakresie UV (200 – 400 nm). Zastosowano kolumnę analityczną Purospher ® RP – 

18e (4 x 250 mm, 5 µm; Merck, Niemcy), wykorzystującą program gradientu z prędkością 

przepływu 1ml/min. w temperaturze 25℃, długością fali detekcji λ = 254 nm i objętością 

wstrzyknięcia 10 µl. Użyto następujących roztworów fazy ruchomej: A – metanol: 0,5% kwas 

octowy w stosunku 1:4 (v/v), B – metanol, a elucja gradientowa zachodziła według schematu: 

100% A 0 – 20 min.; 100 – 80% A 20 – 35 min.; 80 – 60% A 35 – 55 min.; 60 – 0% A 55 – 70 

min.; 0% A 70 – 75 min.; 0 – 100% A 75 – 80 min.; 100% A 80 – 90 min. z prędkością 

przepływu 1 ml/min. 

Testowano następujące parametry: dokładność, precyzja przy trzech poziomach 

standardowych stężeń substancji w roztworze (50%, 100% i 150%), liniowość, granica 

wykrywalności (LOD, ang. Limit Of Detection) oraz granica oznaczalności (LOQ, ang. Limit 

Of Quantification). 

Jakościowej identyfikacji związków dokonano przez porównanie ich widm z widmami UV 

i czasami retencji substancji referencyjnych lub za pomocą współchromatografii. Związki 

oznaczono ilościowo przy użyciu metody krzywych kalibracyjnych. 

Zastosowano 41 substancji wzorcowych (Merck, Niemcy): a) kwasy fenolowe 

(benzoesowy, cynamonowy, chlorogenowy, 3,4–dihydroksyfenylooctowy, elagowy, ferulowy, 

galusowy, gentyzynowy, p–hydroksybenzoesowy, p–hydroksykofeinowy, izoferulowy, 

kawowy, kumarowy, m–kumarowy, o–kumarowy, neochlorogenowy, protokatechowy, 

rozmarynowy, salicylowy, synapinowy, syringowy, waniliowy), b) katechiny 

(epigallokatechina, epikatechina, galusan epigallokatechiny, galusan epikatechiny, katechina), 

c) flawonoidy (aglikony flawonoidowe: kemferol, kwercetyna, luteolina, mirycetyna, 

ramnetyna; glikozydy flawonoidowe: apigetryna, cynarozyd, hiperozyd, izokwercetyna, 

kwercytryna, robinina, rutozyd, trifolina, witeksyna). 
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 Ocena zależności pomiędzy płcią a zawartością związków fenolowych w 

tkankach. Analiza statystyczna 

Analizę statystyczną zależnych od płci różnic ilościowych w zawartości wybranych związków 

fenolowych (wolnych kwasów fenolowych, flawonoidów i katechiny) przeprowadzono dla 

ekstraktów metanolowych wyizolowanych z następujących tkanek: 

a) kalusów morfogennych i niemorfogennych z eksplantatów żeńskich i męskich 

hodowanych w kulturze in vitro prowadzonej na podłożu hodowlanym z 0,5 mg/l 

TDZ, 

b) liści roślin żeńskich i męskich zregenerowanych w wymienionej powyżej kulturze 

in vitro, 

c) liści roślin kontrolnych żeńskich i męskich Rumex thyrsiflorus. 

Wyniki 24 pomiarów [po trzy pomiary dla każdej próbki żeńskiej i męskiej 

wyekstrahowanej z kalusów (morfogennych i niemorfogennych), liści roślin zregenerowanych 

w kulturze in vitro i kontrolnych] podano jako średnie wraz z odchyleniem standardowym (± 

OS) i porównano je za pomocą jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA). Do 

sprawdzenia różnic pomiędzy grupami posłużono się testem post–hoc HSD Tukeya. Istotność 

statystyczną różnic ustalano na poziomie P < 0,05. 

Analizę statystyczną przeprowadzono za pomocą oprogramowania komputerowego 

MATLAB R2019A, przy użyciu autorskiego kodu z zaimplementowaną funkcją „anova1” (The 

MathWorks Inc. 2019). 

3.4.  Dokumentacja fotograficzna 

Fotografie materiału hodowanego w kulturach in vitro wykonano przy użyciu lupy Zeiss Stemi 

SV 11 wyposażonej w cyfrowy aparat fotograficzny Canon PowerShot G6 lub za pomocą 

aparatu fotograficznego typu DSLR (Digital Single Lens Reflex Camera), model EOS 40D 

firmy Canon (z wykorzystaniem obiektywu Canon Macro Lens EF 100mm 1:2.8L IS USM). 

Zdjęcia preparatów histologicznych wykonano za pomocą mikroskopu Nikon DS–Fi2 z 

oprogramowaniem NIS–Elements D 4.00.00 4.0. 

Żele agarozowe fotografowano przy użyciu zestawu do dokumentacji żeli UVP GelDoc–It 

310 Imaging System, korzystając z programu komputerowego Launch VisionWorksLS. 

Żele poliakrylamidowe dokumentowano za pomocą skanera EPSON Perfection V600 

Photo. 
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Fotografie wykonywane w trakcie prowadzonych eksperymentów formatowano w 

programie Microsoft® PowerPoint® dla Office365 ProPlus, Wersja 1908. 
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4. Wyniki 

4.1. Kultury in vitro 

Przetestowano pięć rodzajów pożywek regeneracyjnych (Tabela 2), biorąc pod uwagę rodzaj 

odpowiedzi morfogennych i potencjał morfogenny eksplantatów, a także obliczono proporcje 

płci w kulturach i sprawdzono, czy istnieje korelacja pomiędzy płcią eksplantatów, a ich 

potencjałem morfogennym. Częściowe wyniki tego eksperymentu zostały opublikowane przez 

Ślesak i współpracowników (Ślesak i in. 2017). 

Analizie poddano łącznie 503 eksplantaty: 

a) pożywka A – 50 eksplantatów 

b) pożywka B – 50 eksplantatów 

c) pożywka C – 50 eksplantatów 

d) pożywka D – 50 eksplantatów 

e) pożywka E – 303 eksplantaty 

4.1.1. Ocena reakcji morfogennych w kulturach 

 Kalogeneza i organogeneza 

Hipokotyle hodowane na podłożach kontrolnych (z zachowanymi stężeniami sacharozy i agaru, 

ale bez dodatku roślinnych regulatorów wzrostu) nie wykazywały żadnych oznak kalo– lub 

kaulogenezy i obumierały w ciągu dwóch pierwszych tygodni kultury. 

Początkowo wszystkie eksplantaty (Fot. 1, Tablica 1), niezależnie od rodzaju i stężenia 

regulatora wzrostu w pożywce hodowlanej powiększały swoją objętość, stawały się bezbarwne 

(pożywki A – D; Fot. 2 – 5, Tablica 1) lub były żółtozielone (pożywka E; Fot. 6, Tablica 1). 

Ich komórki były mocno uwodnione i napęczniałe. W przypadku wszystkich pożywek w ciągu 

pierwszego tygodnia hodowli obserwowano wytwarzanie tkanki kalusowej w miejscach cięcia 

eksplantatu (Fot. 7, 8, Tablica 2) lub w rejonie walca osiowego (Fot. 9, Tablica 2). Następnie 

tkanka kalusowa rozrastała się i pokrywała cały eksplantat (Fot. 10, Tablica 2) lub namnażała 

się w miejscu cięcia (Fot. 11, 12, Tablica 2). 

W kulturach prowadzonych na pożywkach A – D kalus zawsze początkowo był bezbarwny 

lub biały (Fot. 13, 14, Tablica 3), ze względu na to, że przez pierwsze dwa tygodnie był 

hodowany w ciemności. Po ekspozycji na światło obserwowano zazielenianie się kalusa 

(Fot. 15, 16, Tablica 3). Niektóre fragmenty tkanki kalusowej pozostawały białe lub bezbarwne 

przez cały czas trwania hodowli (Fot. 17, Tablica 3). W ciągu kilku dni lub tygodni brązowiał 
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(Fot. 18, Tablica 3). Brązowienie tkanki, niezależnie od podłoża hodowlanego i potencjału 

morfogennego było symptomem pojawiania się zmian nekrotycznych i zamierania kalusa. 

Kalus hodowany na pożywce E początkowo był bezbarwny (Fot. 19, Tablica 4) lub 

żółtozielony (Fot. 20, 21, Tablica 4), następnie przybierał kolor zielony (Fot. 22, Tablica 4). Po 

kilkunastu dniach lub tygodniach kalus stawał się brązowo–zielony lub brązowy (Fot. 23, 24, 

Tablica 4). W przypadku kultury na podłożu E brązowienie tkanki kalusowej nie było 

jednoznaczne z jej zamieraniem. 

We wszystkich kulturach zaobserwowano pojawianie się wyraźnych, ale zazwyczaj 

przemijających zaczerwienień tkanki kalusowej (Fot. 25, 26, Tablica 5), które mogły świadczyć 

o produkcji antocyjanów w komórkach. Intensywność koloru, długość utrzymywania się i 

wielkość obszaru zaczerwienienia były różne, w zależności od rodzaju pożywki (Tabela 10). 

W przypadku pożywek A – D kalus charakteryzował się znacznie krótszą żywotnością 

(około 8 tygodni), niż w przypadku pożywki E (powyżej 25 tygodni). Dodatkowo, zauważono 

różnicę we wzroście i namnażaniu tkanki kalusowej: rozrost kalusa w kulturach wzbogaconych 

auksyną i cytokininą (A – D) ulegał zahamowaniu po około 18 dniach, niezależnie od 

potencjału morfogenetycznego, natomiast tkanka kalusowa (zarówno morfo–, jak i 

niemorfogenna) hodowana na pożywce wzbogaconej cytokininą (E) wykazywała się 

nieograniczonym namnażaniem i rozrostem. Charakterystykę tkanki kalusowej przedstawiono 

w tabeli 10. 
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Tabela 10. Charakterystyka kalogenezy indukowanej na różnych podłożach hodowlanych w kulturach 

in vitro R. thyrsiflorus 

Pożywka* Barwa 
Wytwarzanie 

antocyjanów1  
Struktura Uwodnienie2 Objętość3 

Jakość 

kalogenezy4 

A 

Bezbarwny → 

zielony → 

brązowy 

+++ 
Miękka, 

luźna 
+/++ ++ +/++ 

B 

Bezbarwny → 

zielony → 

brązowy 

++ 
Bardzo 

twarda, zbita 
+ +/++ +/++ 

C 

Bezbarwny → 

zielony → 

brązowy 

+ 

Bardzo 

miękka, 

lejąca się 

+++ + +/++ 

D 

Bezbarwny → 

zielony → 

brązowy 

++ 
Bardzo 

twarda, zbita 
+ + +/++ 

E 

Bezbarwny/ 

żółtozielony 

→ Zielony/ 

brązowo–

zielony 

+ 

Miękka, 

zwarta, 

sprężysta 

++ +++ +++ 

* – oznaczenia pożywek wg tabeli 2 
1 – „+++” oznacza wytwarzanie antocyjanów na dużych powierzchniach przez większość 

 eksplantatów, 

 „++”  oznacza wytwarzanie antocyjanów na powierzchniach o średniej wielkości przez  około 

 połowę eksplantatów, 

 „+”  oznacza wytwarzanie antocyjanów na małych powierzchniach przez kilka  eksplantatów; 
2 – „+++” oznacza duże uwodnienie komórek kalusa, 

 „++” oznacza średnie uwodnienie komórek kalusa, 

 „+” oznacza słabe uwodnienie komórek kalusa; 
3 – „+++” oznacza kalus o nieograniczonym przyroście, 

 „++” oznacza kalus o średnim przyroście, 

 „+” oznacza kalus o słabym przyroście; 
4 – „+++” oznacza kalus żywotny, wykazujący zmiany nekrotyczne po kilkunastu tygodniach 

 kultury, 

 „++” oznacza kalus mniej żywotny, wykazujący zmiany nekrotyczne po kilku  tygodniach 

 kultury, 

 „+” oznacza kalus mało żywotny, szybko wykazujący zmiany nekrotyczne 
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W trakcie trwania kultur na pożywkach A, B, C i D (Tabela 2) sporadycznie 

zaobserwowano struktury włośnikopodobne na kalusie (Fot. 7, Tablica 2; Fot. 27 – 29, 

Tablica 5) oraz pojedyncze przypadki ryzogenezy (Fot. 30, Tablica 5). 

Pierwsze oznaki regeneracji pędów przybyszowych zanotowano w ciągu dwóch 

pierwszych tygodni kultury, niezależnie od płci eksplantatu (Fot. 31, Tablica 6). Pędy 

przybyszowe zregenerowane na pożywkach A – D osiągały maksymalną wysokość ok. 1,5 cm 

(Fot. 32, Tablica 6), często były zdeformowane (Fot. 33, Tablica 6) i w ciągu kilku dni 

pokrywały się tkanką kalusową. Dodatkowo, w tym przypadku obserwowano wtórną 

organogenezę (Fot. 34, Tablica 6) lub ich zamieranie. 

Po nabyciu kompetencji do morfogenezy przez kalus hodowany na pożywce E, indukcja 

nowych pędów przybyszowych trwała kilka tygodni, czego efektem były widoczne ich różne 

etapy rozwojowe (Fot. 35, Tablica 6). Sporadycznie obserwowano zdeformowane pędy 

przybyszowe oraz regenerację wtórną (Fot. 36, Tablica 6). 

 Ukorzenianie i aklimatyzacja 

Uzyskane pędy przybyszowe (Fot. 37, Tablica 7) ukorzeniano na pożywce indukującej 

ryzogenezę: ½ MS + 2% sacharoza + 0,5 mg/l IBA. 

Pasaż pędów przybyszowych z kultur powadzonych na pożywkach A – D był utrudniony 

ze względu na ich małe rozmiary, szybkie obumieranie lub ponowną kalogenezę. W tym 

przypadku, prawie wszystkie pędy przybyszowe nie wytworzyły korzeni i obumarły po 

kilkunastu dniach od pasażu na pożywkę ukorzeniającą. Do warunków ex vitro aklimatyzowano 

tylko jeden pęd przybyszowy otrzymany na pożywce B. 

Indukcja ryzogenezy w pędach przybyszowych zregenerowanych na pożywce E 

następowała między trzecim a piątym tygodniem od pasażu na pożywkę ukorzeniającą. 

Ukorzenione regeneranty (Fot. 38, Tablica 7) przenoszono do doniczek z wysterylizowaną 

ziemią, a następnie umieszczano w szafie fitotronowej. Po upływie około 4 tygodni, rośliny 

aklimatyzowano do warunków polowych (Fot. 39, Tablica 7). Skuteczność opisanej metody 

ukorzeniania i aklimatyzacji wynosiła ok. 95%. 

 Analiza histologiczna 

Przeprowadzono analizę histologiczną, aby określić rodzaj odpowiedzi morfogenetycznej 

(organogeneza bezpośrednia, organogeneza pośrednia lub somatyczna embriogeneza). 

Wykazano, że w przypadku każdej pożywki morfogeneza zachodziła głównie na drodze 

organogenezy pośredniej: początkowo komórki eksplantatu ulegały odróżnicowaniu, następnie 
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obserwowano indukcję tkanki kalusowej, z której komórek powstawały pędy przybyszowe. W 

przypadku pożywki D, sporadycznie obserwowano powstawanie zarodków somatycznych lub 

struktur zarodkopodobnych. 

Nie zaobserwowano znaczących różnic w reakcjach morfogenetycznych pomiędzy 

eksplantatami hodowanymi na różnych pożywkach. Eksplantaty kontrolne (utrwalone w dniu 

założenia kultury) charakteryzowały się typową dla hipokotyli budową anatomiczną. Na 

przekrojach poprzecznych i podłużnych dobrze widoczne były: epiderma, kora pierwotna i 

walec osiowy. 

Analiza histologiczna wykazała, że komórkami predysponowanymi do tworzenia tkanki 

kalusowej były komórki walca osiowego. Kora pierwotna stopniowo zanikała w pierwszych 

tygodniach kultury, a walec osiowy ulegał silnemu rozrostowi (Fot. 40, Tablica 8) i 

kalogenezie. Komórki tkanki kalusowej charakteryzowały się początkowo obecnością licznych 

ziaren skrobi, gęstą cytoplazmą oraz dobrze widocznym jądrem z wyraźnie wykształconym 

jąderkiem (Fot. 41, Tablica 8). Im dłużej trwała hodowla, tym komórki kalusa były luźniej 

ułożone, ulegały silnej wakuolizacji, a ziarna skrobi gromadziły się wokół jąder komórkowych 

(Fot. 42, Tablica 8). 

Pędy przybyszowe różnicowały się z centrów merystematycznych zlokalizowanych 

powierzchniowo (Fot. 43, Tablica 8) lub głębinowo w tkance kalusowej (Fot. 44, Tablica 8). 

Centra merystematyczne różniły się od pozostałych komórek kalusa (co świadczy o 

heterogennej budowie tkanki kalusowej). Zbudowane były z małych izodiametrycznych 

komórek, ściśle do siebie przylegających, z dobrze widocznym jądrem oraz gęstą cytoplazmą 

(Fot. 44, Tablica 8). Indukcja zarodków somatycznych lub struktur zarodkopodobnych 

widoczna była tylko w powierzchniowych strefach kalusa (Fot. 45, Tablica 8). 

4.1.2. Ocena potencjału morfogennego i proporcji płci w kulturach 

 Ogólna analiza proporcji płci i potencjału morfogenetycznego w 

kulturach 

Spośród wszystkich 503 hodowanych w warunkach in vitro eksplantatów, 60,83% stanowiły 

eksplantaty żeńskie. Proporcje płci (stosunek osobników męskich do osobników żeńskich, 

M:Ż) wszystkich wykorzystanych w eksperymencie hipokotyli wynosiła 1:1,55. 

24,65% wszystkich eksplantatów wykazywało potencjał morfogenetyczny. Wśród 

eksplantatów morfogennych płeć żeńską stwierdzono u 55,65%, a proporcja płci dla wszystkich 

eksplantatów o potencjale morfogennym wynosiła M:Ż = 1:1,25. Procentowe zestawienie 

dotyczące ogólnej analizy płci wśród eksplantatów zaprezentowano na wykresie 1. 
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Wykres 1. Ogólna analiza proporcji płci i potencjału morfogenetycznego w kulturach in vitro 

R. thyrsiflorus 

 

 

Biorąc pod uwagę wszystkie eksplantaty (morfo– i niemorfogenne łącznie), potencjał 

morfogenny wykazywało 22,55% eksplantatów żeńskich i 27,92% męskich (Wykres 2). 

 

Wykres 2. Ogólna analiza potencjału morfogennego wśród eksplantatów płci żeńskiej i męskiej w 

kulturach in vitro R. thyrsiflorus 
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 Analiza proporcji płci i potencjału morfogenetycznego w kulturach, 

w zależności od zastosowanego podłoża hodowlanego 

Wykazano, że od 56,00% (pożywka A) do 72,00% (pożywka B) eksplantatów hodowanych na 

poszczególnych podłożach miało płeć żeńską. Tabela 11 przedstawia szczegółowe zestawienie 

proporcji płci obliczone dla każdego podłoża hodowlanego z osobna. 

Najbardziej efektywnym morfogenetycznie medium okazała się pożywka E, wzbogacona 

cytokininą TDZ – w tym przypadku odpowiedź morfogenetyczną zanotowano u 30.03% 

eksplantatów. Pożywką indukującą najmniejszy potencjał morfogenetyczny była pożywka D, 

na której reakcję morfogenetyczną zaobserwowano jedynie u 14,00% eksplantatów. 

Procentową wydajność morfogenezy, w zależności od zastosowanej pożywki hodowlanej 

przedstawiono na wykresie 3. 

 

Wykres 3. Procentowa wydajność morfogenezy w zależności od zastosowanego podłoża hodowlanego 

w kulturach in vitro R. thyrsiflorus. Oznaczenia pożywek wg tabeli 2 

 

 

W przypadku każdego podłoża hodowlanego, ekplantaty płci żeńskiej stanowiły ponad 

połowę eksplantatów o potencjale morfogennym (pomiędzy 51,65% w przypadku pożywki E a 

71,43% w przypadku pożywki D), co mogło wynikać z faktu, że proporcje płci hipokotyli 

hodowanych na tych pożywkach były zaburzone, z dominacją hipokotyli płci żeńskiej 

(Tabela 11). 
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Tabela 11. Proporcje płci eksplantatów hodowanych na różnych pożywkach w kulturach in vitro 

R. thyrsiflorus 

Pożywka 

Eksplantaty ogółem Eksplantaty morfogenne 
Eksplantaty 

niemorfogenne 

M1 

[%] 

Ż2 

[%] 

Proporcja 

płci M:Ż 

M1 

[%] 

Ż2 

[%] 

Proporcja 

płci M:Ż 

M1 

[%] 

Ż2 

[%] 

Proporcja 

płci M:Ż 

A 44,00 56,00 1:1,27 30,00 70,00 1:2,33 47,50 52,50 1:1,11 

B 28,00 72,00 1:2,57 37,50 62,50 1:1,67 26,19 73,81 1:2,82 

C 32,00 68,00 1:2,13 37,50 62,50 1:1,67 30,95 69,05 1:2,23 

D 38,00 62,00 1:1,63 28,57 71,43 1:2,50 39,53 60,47 1:1,53 

E 41,58 58,42 1:1,41 48,35 51,65 1:1,07 38,68 61,32 1:1,58 

Oznaczenia pożywek wg tabeli 2; 1 – procent, jaki stanowiły eksplantaty męskie; 2 – procent, jaki 

stanowiły eksplantaty żeńskie. 

 

Analiza zależności pomiędzy płcią eksplantatów, a ich odpowiedzią morfogenną wykazała, 

że wydajność morfogenezy eksplantatów o przeciwnej płci była różna dla różnych podłoży 

hodowlanych. Jedynie w przypadku pożywek A i D eksplantaty płci żeńskiej wykazywały 

wyższą wydajność morfogenezy (odpowiednio: 25,00% i 16,13%) w porównaniu do 

eksplantatów płci męskiej (odpowiednio: 13,64% i 10,53%). Analizując hodowle na podłożach 

B, C oraz E odnotowano, że eksplantatami, które cechował wyższy potencjał morfogenny były 

eksplantaty męskie. Procentowe zestawienie wyników tej części eksperymentu zostało 

przedstawione na wykresie 4. 
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 Wykres 4. Analiza potencjału morfogennego eksplantatów płci żeńskiej i męskiej hodowanych na 

różnych podłożach w kulturach in vitro R. thyrsiflorus 
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4.2.  Analizy molekularne 

4.2.1. Identyfikacja płci siewek, z których pobrano eksplantaty 

Amplifikacja sekwencji RAYSI skutkowała obecnością produktu o wielkości 930 pz u 

osobników męskich. Natomiast u osobników żeńskich produkty te nie pojawiały się w ogóle 

lub jeśli były obecne, to sporadycznie i miały bardzo słabą intensywność świecenia, w 

porównaniu do roślin męskich (Fot. A, Tablica 9). W wyniku namnażania sekwencji RAYSII 

produkty o wielkości ok. 700 pz i 600 pz obecne były jedynie u roślin męskich (Fot. B, 

Tablica 9). Rozdział elektroforetyczny produktów reakcji PCR z użyciem starterów 

powielających sekwencję autosomalną RAE730 wykazał obecność produktów świadczących o 

dobrej jakości matrycowego DNA we wszystkich próbkach (Fot. C, Tablica 9). 

4.2.2. Ocena stabilności genetycznej materiału roślinnego z kultury in vitro 

Ocenę stabilności genetycznej przeprowadzono dla materiału roślinnego pochodzącego z 

kultury prowadzonej na podłożu hodowlanym wzbogaconym 0,5 mg/l TDZ, ponieważ była to 

kultura o najwyższym potencjale morfogenetycznym (30,03% z wyłożonych eksplantatów 

dawało odpowiedź morfogenetyczną), a rośliny potomne uzyskane w wyniku tej hodowli z 

powodzeniem aklimatyzowano i przeniesiono do warunków ex vitro. 

W doświadczeniu przenalizowano stabilność genetyczną materiału roślinnego z 

prowadzonej kultury oraz zależność pomiędzy płcią a stabilnością genetyczną roślin 

zregenerowanych w kulturze. 

 Informatywność markerów ISSR 

Przetestowano 15 markerów molekularnych, z czego do analiz wytypowano 8, dających w 

sumie 86 wyraźnie policzalnych prążków, w zakresie 440 pz do 3100 pz. Poszczególne startery 

amplifikowały od 8 (ISSR11, Fot. 51, Tablica 10) do 13 prążków (ISSR7, Fot. 48, 

Tablica 10). Średnia liczba prążków na starter wynosiła 10,75. Przeanalizowano w sumie 728 

profili prążkowych (liczba użytych starterów × liczba wszystkich próbek): 112 wzorów 

prążkowych DNA eksplantatów i 616 wzorów prążkowych DNA roślin potomnych. Wszystkie 

przeanalizowane startery wykazywały polimorfizm i produkowały od 1 (na 11 

amplifikowanych prążków, starter ISSR10) do 6 (na 12 amplifikowanych prążków, starter 

ISSR6) prążków polimorficznych. W sumie 25 ze wszystkich 86 wygenerowanych prążków 

(29,07%) wykazywało zmienność, dając średnio 3,13 prążków polimorficznych na starter. 
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Informatywność markerów ISSR przedstawiono za pomocą współczynnika zawartości 

informacji polimorficznej (PIC). Współczynnik ten reprezentuje prawdopodobieństwo 

znalezienia produktu startera w dwóch różnych stanach (obecny lub nieobecny) w dwóch 

roślinach losowo wybranych, w tym przypadku z badanej kultury in vitro. Wartości 

współczynnika PIC zawierały się w przedziale pomiędzy 0,0084 (starter ISSR10) a 0,0760 

(starter ISSR6). Średnia wartość PIC dla wszystkich starterów wynosiła 0,0358 i świadczyła o 

niskim polimorfizmie amplifikowanych produktów. Szczegółowe zestawienie dotyczące 

starterów i prążków przez nie amplifikowanych w trakcie analiz przedstawia tabela 12. Wyniki 

amplifikacji DNA z użyciem starterów ISSR zestawiono w formie tabelarycznej na tablicach 

11A – 18B. Przykładowe fotografie profili prążkowych przedstawiono na fotografiach 46 – 53 

(Tablica 10). 

 

Tabela 12. Charakterystyka markerów ISSR wykorzystanych w analizie stabilności genetycznej 

materiału roślinnego z kultury in vitro R. thyrsiflorus 

Starter 

ISSR 

Sekwencja 

5’ → 3’ 

Wielkość 

produktów 

[pz] 

Liczba 

prążków1 

Zakres 

prążków 

(średnia) 2 

Prążki 

polimorficzne3 

(polimorfizm 

prążków [%]) 

PIC 

ISSR1b (TC)8C 1000 – 2700 10 
8 – 10 

(9,77) 
2 (20,00) 0,0428 

ISSR6b (AC)8G 990 – 3100 12 
8 – 12 

(11,09) 
6 (50,00) 0,0760 

ISSR7b (AC)8T 440 – 2500 13 
9 – 13 

(11,84) 
4 (30,77) 0,0544 

ISSR8b (AC)8YC 750 – 2400 12 
10 – 12 

(11,58) 
2 (16,67) 0,0312 

ISSR10a (GACA)4 600 – 3000 11 
10 – 11 

(10,71) 
1 (9,09) 0,0084 

ISSR11a (ACTG)4 1000 – 2900 8 
5 – 8 

(7,13) 
3 (37,5) 0,0212 

P–ISSR1c (ACC)6C 550 – 3000 11 
9 – 11 

(10,10) 
3 (27,27) 0,0188 

P–ISSR15c (GTG)7A 450 – 2300 9 
5 – 8 

(6,90) 
4 (44,44) 0,0339 

Ogółem 440 – 3100 86 
73 – 83 

(80,29) 
25 (29,07) 0,0358 

pz – pary zasad; 1 – maksymalna liczba policzalnych prążków amplifikowanych przez dany starter; 2 – 

zakres od najmniejszej do największej liczby prążków amplifikowanych w analizowanych próbkach 

DNA (średnia liczba prążków amplifikowanych w analizowanych próbkach DNA); 3 – całkowita liczba 

amplifikowanych prążków polimorficznych (procent prążków polimorficznych); a – wg Gupta i in. 

(1994), z modyfikacjami; b – wg Stepansky i in. (1999), z modyfikacjami; c – wg Tanhuanpää i in. 

(2016), z modyfikacjami. 
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 Ocena stabilności genetycznej materiału roślinnego z kultury in vitro 

prowadzonej na pożywce z TDZ 

Analiza stabilności genetycznej regenerantów z kultury in vitro R. thyrsiflorus prowadzonej na 

medium wzbogaconym TDZ wykazała, że średnio 14,25 (18,51 %) z przebadanych 77 roślin 

potomnych różniło się w niewielkim stopniu profilami prążkowymi od eksplantatów, z których 

zregenerowały (Tabele 33 – 80, Tablice 11A – 18B). W przypadku jednego startera (ISSR10) 

wzory prążkowe wszystkich roślin potomnych były identyczne ze wzorami prążkowymi 

eksplantatów, z których pochodziły (Tabele 57 – 62, Tablice 15A, 15B). Analizując pozostałe 

7 starterów zaobserwowano nieznaczne różnice (od 1 do 3 prążków polimorficznych) pomiędzy 

profilami prążkowymi roślin potomnych a profilami prążkowymi materiału matecznego. 

Liczbowe porównanie profili prążkowych eksplantatów z profilami prążkowymi 

zregenerowanych z nich roślin potomnych przedstawiono w tabeli 13. 

 

Tabela 13. Zestawienie prążków amplifikowanych przy użyciu markerów ISSR wykorzystanych w 

analizie stabilności genetycznej materiału roślinnego z kultury in vitro R. thyrsiflorus na pożywce z 

TDZ 

Starter 

ISSR 

Polimorficzne 

rośliny 

potomne ([%])1 

Liczba 

amplifikowanych 

prążków2 

Liczba prążków 

polimorficznych3 

Zakres 

polimorfizmu 

prążków [%] 

ISSR1 10 (12,99) 10 1 10 

ISSR6 33 (42,86) 12 1 – 2 8,33 – 16,67 

ISSR7 25 (32,47) 13 1 – 3 7,69 – 23,08 

ISSR8 1 (1,30) 12 1 8,33 

ISSR10 0 (0) 11 0 0 

ISSR11 19 (24,68) 8 1 – 2 12,5 – 25,00 

P–ISSR1 2 (2,60) 11 1 9,09 

P–ISSR15 24 (31,17) 9 1 – 2 11,11 – 22,22 
1 – liczba regenerantów różniących się profilem prążkowym od eksplantatów, z których zregenerowały 

(procent wszystkich regenerantów); 2 – maksymalna liczba policzalnych prążków amplifikowanych 

przez dany starter; 3 – zakres od najmniejszej do największej liczby prążków polimorficznych w 

profilach prążkowych regenerantów względem profili prążkowych eksplantatów, z których 

zregenerowały 

 

Podobieństwo genetyczne w obrębie grup złożonych z eksplantatów i zregenerowanych z 

nich roślin potomnych przedstawiono za pomocą współczynnika podobieństwa Jaccarda (J). 

Porównywano ze sobą pary próbek DNA: każdą próbkę wyizolowaną z eksplantatu z każdą 

próbką wyizolowaną z rośliny potomnej zregenerowanej z tego eksplantatu oraz wszystkie 

próbki wyizolowane z roślin potomnych w obrębie danej grupy. Otrzymane wyniki 
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(Tabele 14 – 27) zawarte są w przedziale 1 ≥ J ≥ 0,95 i wskazują na bardzo dużą stabilność 

genetyczną regenerantów uzyskanych w prowadzonej kulturze in vitro. 

 

Tabele 14 – 27. Podobieństwo genetyczne eksplantatów R. thyrsiflorus i roślin potomnych z nich 

zregenerowanych, hodowanych na pożywce z dodatkiem TDZ, na podstawie markerów ISSR, 

przedstawione za pomocą współczynnika podobieństwa Jaccarda. 

T
a

b
el

a
 1

4
 

Próbka DNA EŻ1 1.1 1.2 1.3 1.4 

EŻ1 1 0,99 0,99 0,99 0,99 

1.1  1 1 0,99 0,99 

1.2   1 0,99 0,99 

1.3    1 1 

1.4     1 

 

T
a

b
el

a
 1

5
 

Próbka DNA EŻ2 2.1 2.2 2.3 2.4 

EŻ2 1 0,99 0,99 1,00 1,00 

2.1  1 1 0,99 0,99 

2.2   1 0,99 0,99 

2.3    1 1 

2.4     1 

 

T
a

b
el

a
 1

6
 

Próbka DNA EŻ3 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 

EŻ3 1 0,97 0,98 0,98 0,98 0,97 

3.1  1 0,99 0,99 0,99 1 

3.2   1 1 1 0,99 

3.3    1 1 0,99 

3.4     1 0,99 

3.5  
    

1 

 

T
a

b
el

a
 1

7
 Próbka DNA EŻ4 4.1 4.2 

EŻ4 1 1 1 

4.1  1 1 

4.2   1 
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T

a
b

el
a

 1
8
 

Próbka 

DNA 
EŻ5 5.1 5.2 5.3 5.4 5.5 5.6 5.7 5.8 5.9 5.10 5.11 5.12 5.13 5.14 5.15 5.16 

EŻ5 1 1,00 0,99 0,99 0,98 0,97 0,98 1 0,99 0,99 1 1 1 1 1 1 1 

5.1  1 0,99 0,99 0,98 0,97 0,98 1 0,99 0,99 1 1 1 1 1 1 1 

5.2   1 0,99 0,98 0,98 0,99 0,99 0,99 0,98 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 

5.3    1 0,99 0,98 0,98 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 

5.4     1 0,99 0,99 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 

5.5  
    

1 0,99 0,97 0,98 0,98 0,97 0,97 0,97 0,97 0,97 0,97 0,97 

5.6 
      

1 0,98 0,98 0,97 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 

5.7 
       

1 0,99 0,99 1 1 1 1 1 1 1 

5.8 
        

1 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 

5.9 
         

1 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 

5.10 
          

1 1 1 1 1 1 1 

5.11 
           

1 1 1 1 1 1 

5.12 
            

1 1 1 1 1 

5.13 
            

 1 1 1 1 

5.14 
            

  1 1 1 

5.15 
               

1 1 

5.16 
               

 1 

 

T
a

b
el

a
 1

9
 Próbka DNA EM1 1.1 1.2 

EM1 1 0,99 0,99 

1.1 
 

1 1 

1.2     1 

 

T
a

b
el

a
 2

0
 

Próbka DNA EM2 2.1 2.2 2.3 

EM2 1 0,99 0,99 0,99 

2.1 
 

1 1 1 

2.2   1 1 

2.3       1 

 

T
a

b
el

a
 2

1
 

Próbka DNA EM3 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 

EM3 1 0,99 0,98 0,98 0,98 0,98 

3.1 
 

1 0,99 0,99 0,99 0,99 

3.2 
  

1 0,99 0,99 0,99 

3.3 
  

 1 0,99 0,99 

3.4 
  

  1 1 

3.5           1 
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T
a

b
el

a
 2

2
 

Próbka DNA EM4 4.1 4.2 4.3 4.4 4.5 

EM4 1 1 0,99 0,98 0,99 0,99 

4.1  1 0,99 0,98 0,99 0,99 

4.2   1 0,99 0,98 0,99 

4.3   
 1 0,99 0,99 

4.4   
  1 0,99 

4.5           1 

 

T
a

b
el

a
 2

3
 

Próbka DNA EM5 5.1 5.2 5.3 5.4 

EM5 1 0,97 0,99 0,98 0,98 

5.1 
 

1 0,98 0,99 0,99 

5.2 
  

1 0,98 0,99 

5.3 
  

 1 0,98 

5.4         1 

 

T
a

b
el

a
 2

4
 

Próbka DNA EM6 6.1 6.2 6.3 6.4 6.5 6.6 6.7 6.8 6.9 6.10 6.11 6.12 

EM6 1 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 

6.1 
 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6.2 
  

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6.3 
  

 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6.4     1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6.5 
 

    1 1 1 1 1 1 1 1 

6.6 
     

 1 1 1 1 1 1 1 

6.7 
     

  1 1 1 1 1 1 

6.8 
     

   1 1 1 1 1 

6.9 
     

    1 1 1 1 

6.10 
     

     1 1 1 

6.11 
     

      1 1 

6.12                         1 

 

T
a

b
el

a
 2

5
 

Próbka DNA EM7 7.1 7.2 7.3 7.4 7.5 

EM7 1 0,97 0,97 0,97 0,96 0,95 

7.1 
 

1 1 0,99 0,99 0,97 

7.2 
  

1 0,99 0,99 0,97 

7.3 
  

 1 0,98 0,98 

7.4 
  

  1 0,99 

7.5           1 
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T
a

b
el

a
 2

6
 

Próbka DNA EM8 8.1 8.2 8.3 8.4 8.5 

EM8 1 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 

8.1 
 

1 1 0,99 0,99 0,99 

8.2 
  

1 0,99 0,99 0,99 

8.3 
  

 1 1 1 

8.4 
  

  1 1 

8.5           1 

 

T
a

b
el

a
 2

7
 

Próbka 

DNA 
EM9 9.1 9.2 9.3 9.4 9.5 

EM9 1 0,98 0,98 0,98 0,99 0,99 

9.1 
 

1 0,99 1 0,99 0,98 

9.2 
  

1 0,99 0,98 0,99 

9.3 
  

 1 0,99 0,98 

9.4 
  

  1 0,99 

9.5           1 

EŻ1 – EŻ5: eksplantaty żeńskie; EM1 – EM9: eksplantaty męskie; liczby (np. 1.1, 1.2, 1.3) oznaczają 

kolejne rośliny potomne zregenerowane z danego eksplantatu 

 

Stosując metodę nieważoną grupowania parami ze średnią arytmetyczną (UPGMA) 

wykreślono dendrogramy dla każdej z analizowanych grup złożonych z eksplantatów 

morfogennych i roślin z nich zregenerowanych (Ryc. 1 – 14, Tablice 21 – 23). Dendrogramy 

pokazują podobieństwo pomiędzy badanymi próbkami na podstawie odległości pomiędzy nimi 

na uproszczonej powierzchni wykreślonej w oparciu o analizę głównych składowych (PCA). 

Obliczając wskaźniki kofenetycznej korelacji (CCC) wykazano, że otrzymane dendrogramy 

dobrze odzwierciedlają podobieństwo pomiędzy analizowanymi próbkami DNA (większość 

wyliczonych wartości r jest wyższa niż 0,92) i potwierdzają niewielką zmienność genetyczną 

wykazaną wcześniej za pomocą wskaźnika J. Wartości r zostały podane przy grafikach 

przedstawiających dendrogramy wykreślone dla każdej z grup. 

 Analiza zależności pomiędzy płcią a stabilnością genetyczną 

regenerantów 

W tej części eksperymentu postanowiono sprawdzić, czy istnieje zależność pomiędzy płcią 

eksplantatów morfogennych a stabilnością genetyczną zregenerowanych z nich roślin 

potomnych.  Produktami amplifikacji DNA przy użyciu starterów ISSR było w sumie 86 

policzalnych prążków. Eksplantaty żeńskie produkowały średnio 80,40 prążki (od 79 do 83), z 

czego 15 (17,44%, średnio 1,88 prążka na starter) stanowiły prążki polimorficzne. Średnia 
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liczba prążków amplifikowanych przez eksplantaty męskie była podobna i wynosiła 80,22 (od 

77 do 82), w tym prążków polimorficznych było 18 (20,93%, średnio 2,25 prążka na starter). 

Analizując zmienność genetyczną wśród eksplantatów żeńskich wykazano brak różnic we 

wzorach prążkowych w przypadku startera ISSR6 (Tab. 39 – 41, Tablica12A). Starterem, który 

amplifikował monomorficzne prążki w przypadku eksplantatów męskich był ISSR1 

(Tabele 36 – 38, Tablica 11B). Porównanie prążków amplifikowanych przez eksplantaty 

żeńskie i męskie zestawiono w tabeli 28. 

 

Tabela 28. Zestawienie prążków amplifikowanych przy użyciu markerów ISSR wykorzystanych w 

porównaniu polimorfizmu genetycznego eksplantatów R. thyrsiflorus o przeciwnych płciach, 

hodowanych w kulturze in vitro na pożywce z TDZ 

Starter 

ISSR 

Liczba 

amplifikowanych 

prążków1 

Zakres amplifikowanych 

prążków2 (średnia) 

Prążki polimorficzne3 

(polimorfizm prążków [%]) 

Eksplantaty 

żeńskie 

Eksplantaty 

męskie 

Eksplantaty 

żeńskie 

Eksplantaty 

męskie 

ISSR1 10 9 – 10 (9,60) 10 (10) 1 (10,00)  0 (0) 

ISSR6 12 12 (12) 11 – 12 (11,11) 0 (0)  4 (33,33) 

ISSR7 13 11 – 13 (12,00) 
 10 – 13 

(12,33) 
3 (23,08) 4 (30,77) 

ISSR8 12 11 – 12 (11,12) 10 – 12 (11,56) 2 (16,67)  2 (16,67) 

ISSR10 11 10 – 11 (10,80) 10 – 11 (10,56) 1 (9,09) 1 (9,09) 

ISSR11 8 7 – 8 (7,60) 7 – 8 (7,22) 1 (12,50) 2 (25,00) 

P–ISSR1 11 10 – 11 (10,40) 10 – 11 (10,56) 3 (23,08) 2 (18,18) 

P–ISSR15 9 5 – 6 (5,80) 5 – 7 (6,22) 4 (44,44) 3 (33,33) 

Ogółem 86 79 – 83 (80,40) 77 – 82 (80,22) 15 (17,44) 18 (20,93) 

1 – maksymalna liczba policzalnych prążków amplifikowanych przez dany starter; 2 – zakres od 

najmniejszej do największej liczby amplifikowanych prążków; 3 – całkowita liczba amplifikowanych 

prążków polimorficznych 

 

Analiza wzorów prążkowych generowanych przy użyciu wszystkich 8 starterów ISSR 

przez regeneranty płci żeńskiej i regeneranty płci męskiej wykazała, że produkowały one 
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średnio odpowiednio: 80,06 (od 75 do 83) i 78,13 (od 73 do 82) prążka. Prążki polimorficzne 

stanowiły 23,26% wszystkich amplifikowanych prążków (średnio 2,5 prążka polimorficznego 

na starter) w przypadku regenerantów żeńskich i 27,27% wszystkich amplifikowanych prążków 

(średnio 3 prążki polimorficzne na starter) w przypadku regenerantów męskich. Wszystkie 

zastosowane startery dawały produkty polimorficzne. Tabela 29 przedstawia różnice pomiędzy 

wzorami prążkowymi regenerantów żeńskich i męskich. 

 

Tabela 29. Zestawienie prążków amplifikowanych przy użyciu markerów ISSR wykorzystanych w 

porównaniu stabilności genetycznej regenerantów R. thyrsiflorus o odmiennych płciach, 

wyhodowanych w kulturze in vitro na pożywce z TDZ 

Starter 

ISSR 

Liczba 

amplifikowanych 

prążków1 

Zakres amplifikowanych 

prążków2 (średnia) 

Prążki polimorficzne3 

(polimorfizm prążków [%]) 

RŻ RM RŻ RM 

ISSR 1 10  8 – 10 (9,55) 9 – 10 (9,89) 2 (20,00) 1 (10,00) 

ISSR 6 12 11 – 12 (11,90) 8 – 12 (10,43) 1 (8,33) 6 (50,00) 

ISSR 7 13 9 – 13 (11,45) 9 – 13 (11,98) 4 (30,77) 4 (30,77) 

ISSR 8 12 11 – 12 (11,52) 10 – 12 (11,67) 2 (16,67) 2 (16,67) 

ISSR 10 11 10 – 11 (10,87) 10 – 11 (10,63) 1 (9,09) 1 (9,09) 

ISSR 11 8 6 – 8 (7,52) 5 – 8 (6,80) 3 (37,50) 3 (37,50) 

P–ISSR 1 11 10 – 11 (10,81) 10 – 11 (10,54) 3 (23,08) 3 (23,08) 

P–ISSR 15 9 5 – 8 (6,74) 5 – 8 (6,89) 4 (44,44) 4 (4,44) 

Ogółem 86 75 – 83 (80,06) 73 – 82 (80, 06) 20 (23,26) 24 (27,91) 

1 – maksymalna liczba policzalnych prążków amplifikowanych przez dany starter; 2 – zakres od 

najmniejszej do największej liczby amplifikowanych prążków; 3 – całkowita liczba amplifikowanych 

prążków polimorficznych; RŻ – regeneranty płci żeńskiej; RM – regeneranty płci męskiej 

 

Porównano stabilność genetyczną roślin zregenerowanych z eksplantatów płci żeńskiej ze 

stabilnością genetyczną regenerantów pochodzących z eksplantatów męskich. Średnio 3,88 

(12,5%) wzorów prążkowych somaklonów żeńskich różniło się od profili prążkowych 
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generowanych przez eksplantaty. Dla somaklonów męskich wspomniana wartość średnia była 

wyższa i wynosiła 10,87 (22,55%). Wykazano, że w przypadku 3 starterów (ISSR8, ISSR10, 

P–ISSR1) wzory prążkowe wszystkich somaklonów żeńskich były identyczne ze wzorami 

prążkowymi eksplantatów, z których zregenerowały (Tabele 51 – 53, Tablica 14A; 

Tabele 57 – 59, Tablica 15A; Tabele 69 – 71, Tablica 17A). Brak różnic pomiędzy wzorami 

prążkowymi wszystkich regenerantów męskich a eksplantatów, z których zregenerowały 

zauważono dla produktów amplifikowanych tylko przy użyciu jednego startera – ISSR10 

(Tabele 60 – 62, Tablica 15B). W przypadku pozostałych starterów, liczba regenerantów 

żeńskich, które różniły się genetycznie od eksplantatów wahała się od 3 (9,68 %, starter ISSR6, 

Tabele 39 – 41, Tablica 12A) do 11 (35,48%, starter ISSR7, Tabele 45 – 47, Tablica 13A), a 

regenerantów męskich od 2 (4,35%, starter P–ISSR1, Tabele 72– 74, Tablica 17B) do 30 

(65,22%, starter ISSR6, Tabele 42 – 44, Tablica 12B). Regeneranty te różniły się maksymalnie 

2 (męskie) lub 3 (żeńskie) prążkami od DNA rośliny matecznej. Szczegółowe porównanie 

regenerantów żeńskich z męskimi przedstawia tabela 30. 

Pomimo niewielkich różnic, jakie opisano powyżej, wskaźniki podobieństwa Jaccarda (J) 

obliczone w obrębie grup złożonych z eksplantatów przeciwnych płci i zregenerowanych z nich 

roślin potomnych (Tabele 14 – 27) wskazują na bardzo dużą stabilność genetyczną zarówno 

grup złożonych z osobników płci żeńskiej, jak i grup złożonych z osobników płci męskiej. 

Graficzne zobrazowanie wskaźników J zostało przedstawione na tablicach 19 i 20. 
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Tabela 30. Zestawienie prążków amplifikowanych przy użyciu markerów ISSR wykorzystanych w 

porównaniu zmienności somaklonalnej roślin potomnych R. thyrsiflorus o przeciwnych płciach, 

wyhodowanych w kulturze in vitro na pożywce z TDZ 

Starter 

ISSR 

Somaklony 

polimorficzne ([%])1 Liczba 

amplifikowanych 

prążków2 

Zakres prążków 

polimorficznych3 

Polimorfizm 

prążków [%] 

RŻ RM RŻ RM RŻ RM 

ISSR 1 5 (16,13) 5 (10,87) 10 1 1 10,00 10,00 

ISSR 6 3 (9,68) 30 (65,22) 12 1 1 – 2 8,33 
8,33 – 

16,67 

ISSR 7 
11 

(35,48) 
14 (30,45) 13 1 – 3 1 – 2 

7,69 – 

23,08 

7,69 – 

15,38 

ISSR 8 0 (0) 1 (2,17) 12 0 1 0,00 9,09 

ISSR 10 0 (0) 0 (0) 11 0 0 0,00 0,00 

ISSR 11 7 (22,58) 12 (26,09) 8 1 1 – 2 12,50 
12,50 – 

25,00 

P–ISSR 1 0 (0) 2 (4,35) 11 0 1 0,00 9,09 

P–ISSR 15 5 (16,13) 19 (41,30) 9 2 1 – 2 22,22 
11,11 – 

22,22 

1 – liczba roślin potomnych różniących się profilem prążkowym od eksplantatów, z których 

zregenerowały (procent wszystkich roślin potomnych); 2 – maksymalna liczba policzalnych prążków 

amplifikowanych przez dany starter; 3 – zakres od najmniejszej do największej liczby prążków 

polimorficznych w profilach regenerantów względem profili eksplantatów, z których zregenerowały; 

RŻ – regeneranty płci żeńskiej; RM – regeneranty płci męskiej 

 

4.3. Analiza aktywności SOD. Identyfikacja prążków odpowiadających 

poszczególnym formom SOD 

Identyfikację poszczególnych prążków odpowiadających formom SOD przeprowadzono dla: 

a) kalusów morfogennych i niemorfogennych zaindukowanych na eksplantatach 

żeńskich i męskich w kulturze in vitro na podłożu z 0,5 mg/l TDZ, 

b) liści roślin żeńskich i męskich zregenerowanych w wymienionej powyżej kulturze 

in vitro, 

c) liści roślin kontrolnych żeńskich i męskich. 
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Celem eksperymentu było sprawdzenie, czy istnieją płciowo zależne jakościowe różnice 

w profilu aktywności form SOD. 

Po elektroforezie natywnej w warunkach niedenaturujących wykryto w ekstraktach prążki, 

świadczące o aktywności w sumie 4 form dysmutazy ponadtlenkowej. W celu ich identyfikacji, 

zastosowano bufory wybarwiające: jeden z H2O2 jako inhibitorem dwóch form SOD, 

miedziowo–cynkowej (Cu/ZnSOD) i żelazowej (FeSOD) oraz drugi, z dodatkiem KCN, który 

jest selektywnym inhibitorem dysmutazy miedziowo–cynkowej (Cu/ZnSOD). Na podstawie 

otrzymanych wyników zidentyfikowano następujące formy SOD: manganową (MnSOD), 

żelazową (FeSOD) oraz dwie izoformy miedziowo–cynkowe (Cu/ZnSOD I i Cu/ZnSOD II) 

(Tablica 24). 

W próbkach wyekstrahowanych z kalusów, niezależnie od ich płci eksplantatów na których 

zostały zaindukowane i potencjału morfogenetycznego, wykryto dwa prążki świadczące o 

aktywności następujących form dysmutazy ponadtlenkowej: MnSOD, która nie była 

inhibowana przez H2O2 oraz FeSOD, której aktywność była hamowana przez H2O2, ale nie 

przez KCN. Nie zaobserwowano natomiast aktywności żadnej z dwóch form Cu/ZnSOD 

(Tablica 24). 

W ekstraktach z liści regenerantów obu płci wykryto aktywność MnSOD. Poza tym, 

zaobserwowano obecność dwóch dodatkowych prążków, które, na podstawie wrażliwości na 

działanie inhibitorów H2O2 i KCN zidentyfikowano jako dwie izoformy Cu/ZnSOD: I i II 

(Tablica 24). 

Również w przypadku roślin kontrolnych wykryto prążek świadczący o aktywności 

MnSOD. W ekstraktach z roślin płci żeńskiej był to jedyny prążek uwidoczniony na żelu. 

Natomiast w ekstraktach z roślin płci męskiej odnotowano obecność drugiego prążka, który 

zidentyfikowano jako Cu/ZnSOD II. Była to jedyna różnica pomiędzy badanymi ekstraktami z 

tkanek o odmiennych płciach (Tablica 24). 

W żadnym z analizowanych ekstraktów pochodzących z tkanek liści (zarówno 

regenerantów, jak i roślin kontrolnych) nie wykryto aktywności FeSOD (Tablica 24). 

4.4.  Analizy fitochemiczne 

Oznaczenie zawartych w próbkach związków przeprowadzono metodą HPLC–DAD, 

wykorzystując ekstrakty metanolowe oraz ekstrakty poddane hydrolizie kwasowej 

wyizolowane z następujących tkanek: 

d) kalusy morfogenne i niemorfogenne uzyskane z eksplantatów żeńskich i męskich w 

kulturze in vitro na podłożu z 0,5 mg/l TDZ, 
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e) liście roślin żeńskich i męskich zregenerowanych w wymienionej powyżej kulturze 

in vitro, 

f) liście roślin kontrolnych żeńskich i męskich. 

Celem podjętych badań było sprawdzenie, czy płeć kalusów i roślin z nich 

zregenerowanych ma wpływ na jakościową i/lub ilościową zawartość w tkankach wybranych 

związków fenolowych: flawonoidów, kwasów fenolowych i katechin. 

Jakościowej identyfikacji związków dokonano przez porównanie ich widm z widmami UV 

i czasami retencji substancji referencyjnych lub za pomocą współchromatografii. Związki 

oznaczono ilościowo przy użyciu metody krzywych kalibracyjnych. 

4.4.1. Ocena jakościowa zawartości związków fenolowych. Analiza zależności 

pomiędzy płcią a jakościową zawartością związków fenolowych 

W analizowanych ekstraktach metanolowych zidentyfikowano 9 rodzajów wolnych kwasów 

fenolowych (kwas chlorogenowy, kwas ferulowy, kwas galusowy, kwas kawowy, kwas 

kryptochlorogenowy, kwas p–kumarowy, kwas neochlorogenowy, kwas protokatechowy i 

kwas wanilinowy), 6 rodzajów flawonoidów (hyperozyd, izokwercetynę, kwercytrynę, 

mirycetynę, rutozyd i witeksynę) oraz katechinę (Wykresy 5 – 12, Tablice 25 – 28). 

Nie zanotowano różnic w rodzajach wymienionych związków fenolowych pomiędzy 

kalusami, zregenerowanymi z nich roślinami oraz roślinami kontrolnymi o odmiennych 

płciach. 

4.4.2. Ocena ilościowa związków fenolowych. Analiza zależności pomiędzy płcią a 

ilościową zawartością związków fenolowych 

Analiza ilościowa zawartości związków fenolowych wykazała różnice w zależności od płci i 

rodzaju biomasy, z której wykonywano ekstrakty. Zakresy średnich zawartości wolnych 

kwasów fenolowych, katechiny i flawonoidów były szerokie i wynosiły odpowiednio: od 

0,17 mg/100 g SM (kwas ferulowy) do 39,76 mg/100 g SM (kwas chlorogenowy) (Tabela 31), 

od 25,54 mg/100 g SM do 142,98 mg/100 g SM (katechina) (Tabela 32) oraz od 0,06 mg/100 

g SM (rutozyd) do 44,29 mg/100 g SM (hyperozyd) (Tabela 32). We wszystkich analizowanych 

próbkach dominującym metabolitem była katechina. Wśród wolnych kwasów fenolowych, 

związki, których było najwięcej w ekstraktach to kwasy chlorogenowy i neochlorogenowy, a 

wśród flawonoidów – kwercytryna i mirycetyna. W ekstraktach wyizolowanych z kalusów 

żeńskich (niezależnie od potencjału morfogennego) zawartość dwóch flawonoidów, 

izokwercetyny i rutozydu, była niska, poniżej granicy oznaczalności (< LOQ) (Tabela 32). 



64 

 

Jedynym związkiem fenolowym, którego zawartość w ekstraktach nie różniła się pomiędzy 

płciami w żadnej z analizowanych grup był kwas protokatechowy. Poza tym, średnie zawartości 

każdego z oznaczonych związków fenolowych różniły się pomiędzy płciami we wszystkich 

(kwasy: kryptochlorogenowy, p–kumarowy, neochlorogenowy), większości (kwasy: ferulowy, 

kawowy, wanilinowy) lub przynajmniej jednej z badanych grup (Tabele 31 i 32). 

Grupą badawczą, w której odnotowano najmniej różnic między płciami w średniej 

zawartości związków fenolowych były kalusy niemorfogenne (P < 0,05; Tabele 31 i 32). 

Różnice te były nieduże i dotyczyły średniej zawartości wolnych kwasów fenolowych: kwasu 

kawowego (żeńskie: 3,62 mg/100 g SM; męskie: 2,87 mg/100 g SM), kwasu 

kryptochlorogenowego (żeńskie: 6,93 mg/100 g SM; męskie: 7,79 mg/100 g SM), kwasu p–

kumarowego (żeńskie: 7,91 mg/100 g SM; męskie: 5,28 mg/100 g SM) i kwasu 

neochlorogenowego (żeńskie: 6,00 mg/100 g SM; męskie: 9,55 mg/100 g SM) (Tabela 31). W 

ekstraktach kalusów żeńskich i męskich bez potencjału morfogennego nie odnotowano różnic 

w średniej zawartości katechiny. Dodatkowo w ekstraktach wyizolowanych z niemorfogennych 

kalusów żeńskich zawartość dwóch flawonoidów, izokwercetyny i rutozydu, znalazła się 

poniżej granicy oznaczalności (< LOQ) (Tabela 32). 

Również tkanka kalusowa o potencjale morfogennym wykazywała niewielkie 

zróżnicowanie pomiędzy płciami. Różnice (P < 0,05; Tabele 31 i 32) pomiędzy ekstraktami z 

kalusów żeńskich i męskich w tej grupie zaobserwowano dla pięciu kwasów fenolowych 

[kwasy: ferulowy (żeńskie: 0,17 mg/100 g SM; męskie:  1,87 mg/100 g SM), 

kryptochlorogenowy (żeńskie: 6,77 mg/100 g SM; męskie: 8,39 mg/100 g SM), p–kumarowy 

(żeńskie: 3,26 mg/100 g SM; męskie: 5,34 mg/100 g SM), neochlorogenowy (żeńskie: 

9,46 mg/100 g SM; męskie: 20,76 mg/100 g SM) i wanilinowy (żeńskie: 0,76 mg/100 g SM; 

męskie: 1,31 mg/100 g SM)] oraz katechiny (żeńskie: 48,13 mg/100 g SM; męskie: 

77,33 mg/100 g SM). Dodatkowo, w ekstraktach wyizolowanych z morfogennych kalusów 

żeńskich zawartość dwóch flawonoidów, izokwercetyny i rutozydu, znalazła się poniżej 

granicy oznaczalności (< LOQ) (Tabela 32). Wyższe wartości wspomnianych metabolitów 

wtórnych w tej grupie skorelowane były tylko z płcią męską. Była to jedyna ze wszystkich 

analizowanych grup badawczych, w której odnotowano taką zależność.  

Grupą, w której stwierdzono najwyraźniejsze różnice w średnich zawartościach 

oznaczonych związków fenolowych pomiędzy płciami były rośliny zregenerowane w 

warunkach kultur in vitro. W tym przypadku średnia zawartość 13 z 16 wszystkich 

oznaczonych związków fenolowych różniła się pomiędzy analizowanymi osobnikami płci 
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męskiej i żeńskiej (P < 0,05; Tabele 31 i 32). Regeneranty płci żeńskiej zawierały wyższe 

stężenia 12 związków: wszystkich kwasów fenolowych (za wyjątkiem kwasu 

protokatechowego), katechiny oraz hyperozydu, kwercytryny i rutozydu. W przypadku kwasu 

kawowego różnica ta była prawie pięciokrotna (regeneranty żeńskie: 6,15 mg/100 g SM; 

regeneranty męskie: 1,26 mg/100 g SM), a w przypadku kwasu p–kumarowego – ponad 

pięciokrotna (regeneranty żeńskie: 7,44 mg/100 g SM; regeneranty męskie: 1,42 mg/100 g SM) 

(Tabela 31). Jedynym związkiem, którego średnia zawartość w liściach regenerantów męskich 

była nieznacznie wyższa, niż w liściach regenerantów żeńskich była izokwercetyna. 

W grupie kontrolnej zaobserwowano zależne od płci różnice w zawartości połowy 

oznaczonych w tym doświadczeniu metabolitów wtórnych. W ekstraktach osobników żeńskich 

odnotowano wyższą zawartość następujących związków: 6 kwasów fenolowych [kwas 

ferulowy (rośliny żeńskie: 2,02 mg/100 g SM; rośliny męskie: 0,61 mg/100 g SM), kwas 

kawowy (rośliny żeńskie: 2,64 mg/100 g SM; rośliny męskie: 1,78 mg/100 g SM), kwas 

kryptochlorogenowy (rośliny żeńskie: 8,16 mg/100 g SM; rośliny męskie: 6,35 mg/100 g SM), 

kwas p–kumarowy (rośliny żeńskie: 4,15 mg/100 g SM; rośliny męskie: 0,35 mg/100 g SM), 

kwas neochlorogenowy (rośliny żeńskie: 12,50 mg/100 g SM; rośliny męskie: 5,93 mg/100 g 

SM), kwas wanilinowy (rośliny żeńskie: 2,00 mg/100 g SM; rośliny męskie: 1,03 mg/100 g 

SM)] i jeden flawonoid [witeksyna (rośliny żeńskie: 2,55 mg/100 g SM; rośliny męskie: 3,70 

mg/100 g SM)]. Ekstrakty wyizolowane z roślin męskich cechowały się wyższą zawartością 

tylko mirycetyny (rośliny żeńskie: 17,41 mg/100 g; rośliny męskie: 19,22 mg/100 g SM) 

(Tabele 31 i 32). 

Grupą wyraźnie wyróżniającą się na tle innych pod względem zawartości analizowanych 

związków flawonowych były rośliny zregenerowane w warunkach kultury in vitro, szczególnie 

rośliny żeńskie. Charakteryzowały się one wyższą zawartością prawie wszystkich badanych 

metabolitów (P < 0,05; Tabele 31 i 32). Na szczególną uwagę zasługuje fakt, że ekstrakty z 

regenerantów żeńskich osiągały najwyższe średnie ilości flawonoidów (nawet 518–krotnie 

wyższe w przypadku izokwercetyny, porównując z ekstraktami z kalusów morfogennych 

męskich) oraz katechiny (5–krotnie wyższe, porównując z ekstraktami z kalusów 

niemorfogennych żeńskich). 
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Tabela 31. Zawartość wolnych kwasów fenolowych [mg/100 g suchej masy] w ekstraktach 

R. thyrsiflorus z materiału z kultur in vitro na pożywce z TDZ oraz z liści regenerantów i roślin 

kontrolnych 

 
Materiał roślinny 

KNM1 KNŻ2 KMM3 KMŻ4 RegM5 RegŻ6 RKM7 RKŻ8 

K
w

a
sy

 f
en

o
lo

w
e 

Kwas chlorogenowy 
3,41 

(0,28)efh 

3,01 

(0,25)efh 

3,52 

(0,30)efh 

3,43 

(0,29)efh 

13,58 

(1,25)abcdfgh 

39,76 

(3,73)abcdegh 

5,43 

(0,48)ef 

8,96 

(0,81)abcdef 

Kwas ferulowy 
0,21 

(0,05)cefh 

1,22 

(0,14)ef 

1,87 

(0,21)adefg 

0,17 

(0,04)cefh 

6,99 

(0,69)abcdfgh 

8,19 

(0,80)abcdegh 

0,61 

(0,09)cefh 

2,02 

(0,22)adefg 

Kwas galusowy 
3,94 

(0,38)efh 

2,69 

(0,26)ef 

3,74 

(0,36)ef 

4,16 

(0,40)efgh 

9,22 

(0,88)abcdfgh 

11,13 

(1,06)abcdegh 

2,43 

(0,24)def 

2,18 

(0,21)adef 

Kwas kawowy 
2,87 

(0,18)befg 

3,62 

(0,25)acdefgh 

2,55 

(0,15)befg 

2,71 

(0,16)befg 

1,26 

(0,03)abcdfh 

6,15 

(0,49)abcdegh 

1,78 

(0,08)abcdfh 

2,64 

(0,16)befg 

Kwas 

kryptochlorogenowy 

7,79 

(0,24)bdfg 

6,93 

(0,16)acefh 

8,39 

(0,30)bdfg 

6,77 

(0,15)acefh 

8,05 

(0,27)bdfg 

11,44 

(0,59)abcdegh 

6,35 

(0,11)acefh 

8,16 

(0,28)bdfg 

Kwas p–kumarowy 
5,28 

(0,55)bdefg 

7,91 

(0,80)acdegh 

5,34 

(0,55)bdefg 

3,26 

(0,35)abcefg 

1,42 

(0,18)abcdfh 

7,44 

(0,75)acdegh 

0,35 

(0,08)abcdfh 

4,15 

(0,44)befg 

Kwas 

neochlorogenowy 

9,55 

(0,43)bcgh 

6,00 

(0,10)acdefh 

20,76 

(1,49)abdefgh 

9,46 

(0,42)bcgh 

8,45 

(0,33)bcefgh 

11,12 

(0,58)bceg 

5,93 

(0,09)acdefh 

12,50 

(0,71)abcdeg 

Kwas 

protokatechowy 
2,30 (1,33)f 

2,39 

(1,38)f 
2,73 (1,57) 

1,75 

(1,01)f 
3,23 (1,86) 

8,87 

(5,12)abdg 

1,21 

(0,70)f 
2,98 (1,72) 

Kwas wanilinowy 
1,39 

(0,08)defh 

1,38 

(0,08)defh 

1,31 

(0,07)defh 

0,76 

(0,02)abcefh 

2,25 

(0,16)abcdfg 

5,46 

(0,47)abcdegh 

1,03 

(0,05)efh 

2,00 

(0,14)abcdfg 

Przedstawiono średnie zawartości związków fenolowych, n = 3, ( ) – odchylenie standardowe; 1 – kalus 

niemorfogenny męski; 2 – kalus niemorfogenny żeński; 3 – kalus morfogenny męski; 4 – kalus 

morfogenny żeński; 5 – regeneranty męskie; 6 – regeneranty żeńskie; 7 – rośliny kontrolne męskie; 8 – 

rośliny kontrolne żeńskie; wartości, po których następują różne litery w tym samym rzędzie są znacząco 

różne (P < 0,05): a – P < 0,05 vs. KNM; b – P < 0,05 vs. KNŻ; c – P < 0,05 vs. KMM; d – P < 0,05 vs. 

KMŻ; e – P < 0,05 vs. RegM; f – P < 0,05 vs. RegŻ; g – P < 0,05 vs. RKM; h – P < 0,05 vs. RKŻ 



67 

 

Tabela 32. Zawartość katechiny oraz flawonoidów [mg/100 g suchej masy] w ekstraktach R. thyrsiflorus 

z materiału z kultur in vitro na pożywce z TDZ oraz z liści regenerantów i roślin kontrolnych 

 
Materiał roślinny 

KNM1 KNŻ2 KMM3 KMŻ4 RegM5 RegŻ6 RKM7 RKŻ8 

Katechina 
37,20 

(3,87)cef 

25,54 

(2,76)cdefh 

77,33 

(7,67)abdfgh 

48,13 

(4,90)bcef 

89,04 

(8,78)abdfgh 

142,98 

(13,89)abcdegh 

39,23 

(4,06)cef 

51,09 

(5,18)bcef 

F
la

w
o

n
o

id
y
 

Hyperozyd 
1,56 

(0,15)ef 

1,48 

(0,14)ef 

2,80 

(0,27)ef 

0,87 

(0,08)ef 

25,35 

(2,40)abcdfgh 

44,29 

(4,20)abcdegh 

3,89 

(0,37)ef 

4,26 

(0,40)ef 

Izokwercetyna 
0,07 

(0,06)efh 
śladowaefh 

0,40 

(0,09)ef 
śladowafh 

38,12 

(3,66)abcdfgh 

36,31 

(6,05)abcdegh 

4,68 

(0,49)ef 

7,42 

(0,75)abdef 

Kwercytryna 
10,32 

(0,03)efgh 

11,39 

(0,13)efg 

10,55 

(0,05)efgh 

10,13 

(0,01)efgh 

18,54 

(0,81)abcdfgh 

22,43 

(1,18)abcdegh 

13,84 

(0,36)abcdef 

12,34 

(0,22)acdef 

Mirycetyna 
15,39 

(0,12)efgh 

14,22 

(0,00)efgh 

14,24 

(0,01)efgh 

14,42 

(0,02)efgh 

24,51 

(0,98)abcdgh 

26,04 

(1,12)abcdgh 

19,22 

(0,48)abcdefh 

17,41 

(0,31)abcdefg 

Rutozyd 
0,08 

(0,05)ef 
śladowaef 

0,06 

(0,05)ef 
śladowaef 

8,67 

(0,86)abcdfgh 

11,22 

(1,11)abcdegh 

0,92 

(0,13)ef 

1,08 

(0,14)ef 

Witeksyna 
2,45 

(0,11)cefg 

2,67 

(0,13)efg 

3,15 

(0,17)aef 

2,72 

(0,13)efg 

5,22 

(0,37)abcdgh 

4,83 

(0,33)abcdgh 

3,70 

(0,20)abdefh 

2,55 

(0,12)efg 

Przedstawione są średnie zawartości związków fenolowych, n = 3, ( ) – odchylenie standardowe, 

śladowa – zawartość składnika w próbce poniżej granicy oznaczalności (< LOQ); 1 – kalus 

niemorfogenny męski; 2 – kalus niemorfogenny żeński; 3 – kalus morfogenny męski; 4 – kalus 

morfogenny żeński; 5 – regeneranty męskie; 6 – regeneranty żeńskie; 7 – rośliny kontrolne męskie; 8 – 

rośliny kontrolne żeńskie; wartości, po których następują różne litery w tym samym rzędzie są znacząco 

różne (P < 0,05): a – P < 0,05 vs. KNM; b – P < 0,05 vs. KNŻ; c – P < 0,05 vs. KMM; d – P < 0,05 vs. 

KMŻ; e – P < 0,05 vs. RegM; f – P < 0,05 vs. RegŻ; g – P < 0,05 vs. RKM; h – P < 0,05 vs. RKŻ 
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5. Dyskusja 

Prace badawcze dotyczące dymorfizmu płciowego w rodzaju Rumex są nieliczne. Skupiają się 

głównie na zaburzonych pierwotnych i wtórnych proporcjach płci (Zarzycki i Rychlewski 

1972, Rychlewski i Zarzycki 1975, Stehlik i Barrett 2005, Błocka–Wandas i in. 2007, Stehlik i 

in. 2007, 2008, Pickup i Barrett 2013) oraz morfologii (Korpelainen 1992, Fujitaka i Sakai 

2007). Dodatkowo, badania nad zależnymi od płci różnicami u przedstawicieli rodzaju Rumex 

uwzględniają cykl życiowy roślin, aspekty geograficzne i dostępność zasobów (Teitel i in. 

2016, Puixeu i in. 2019), czy fenologię kwitnienia (Matsuhisa i Ushimaru 2019). 

W populacjach naturalnych R. thyrsiflorus występują wyraźne zaburzenia proporcji płci, 

zawsze z dominacją roślin żeńskich (Zarzycki i Rychlewski, 1972). Zaburzenia te dotyczą nie 

tylko roślin dojrzałych, ale pojawiają się już na poziomie nasion. Rychlewski i Zarzycki (1981) 

w badaniach cytologicznych, oszacowali, że proporcje płci, czyli stosunek osobników męskich 

do osobników żeńskich (M:Ż) w nasionach wynoszą 1:1,25. Eksperyment, w którym również 

sprawdzano proporcje płci w nasionach, tym razem z wykorzystaniem męskospecyficznych 

markerów molekularnych, przeprowadzony przez Kwolek i Joachimiaka (2011), potwierdził 

przewagę liczebną płci żeńskiej (M:Ż = 1:1,44). Badacze postulują, że na liczebną przewagę 

roślin żeńskich, zarówno na poziomie nasion, jak i na innych etapach cyklu życiowego, mogą 

mieć wpływ między innymi: wyższa śmiertelność ziaren pyłku determinującego płeć męską, 

certacja, różnice w kiełkowaniu nasion męskich i żeńskich, różnice w częstotliwości kwitnienia 

roślin o przeciwnych płciach oraz ogólnie wyższa śmiertelność osobników męskich na każdym 

etapie rozwoju (która może być związana z degeneracją chromosomu Y) (Rychlewski i 

Zarzycki 1986, Błocka–Wandas i in. 2007). Wspomniane badania nie były do tej pory 

uzupełniane fizjologicznymi analizami cech wegetatywnych osobników przeciwnych płci 

R. thyrsiflorus. 

Choć w populacjach naturalnych szczawiu rozpierzchłego nie zauważono zależności 

rozmieszczenia osobników obu płci od warunków ekologicznych środowiska, badacze 

podkreślają, że być może na zaburzenia proporcji płci tego gatunku mogą mieć dodatkowo 

wpływ czynniki zewnętrzne (Zarzycki i Rychlewski 1972). Warto zauważyć, że wyniki 

eksperymentu in vitro podjętego przez Ślesak i współpracowników (2017) wskazują, że 

pomimo zaburzonych proporcji płci w nasionach (M:Ż = 1:2,19), brak jest współzawodnictwa 

między płciami podczas kiełkowania nasion i wzrostu siewek, gdy rozwijają się one w 

ujednoliconych warunkach temperatury, wilgotności i oświetlenia. 



69 

 

Kultury in vitro umożliwiają prowadzenie wielu rodzajów badań (biochemicznych, 

fitochemicznych, hodowlanych, etc.) na organizmach roślinnych, w ściśle kontrolowanych 

warunkach, z jednoczesnym ograniczeniem wpływu środowiska zewnętrznego. Techniki 

stosowane w roślinnych kulturach in vitro były z powodzeniem wykorzystane w badaniach nad 

takimi przedstawicielami rodzaju Rumex, jak: R. acetosa, R. acetosella (Ćulafić i in. 1987a, 

Ćulafić i in. 1987b), R. cyprius (Al Khateeb i in. 2017), R. nepalensis (Bhattacharyya i in. 2017), 

R. pictus (El–Shafey i in. 2019), R. tianschanicus x R. patientia (Ślesak i in. 2014), czy 

R. thyrsiflorus (Ślesak i in. 2015). 

5.1. Kultury in vitro 

5.1.1. Ocena reakcji morfogennych w kulturach 

W pierwszym etapie badań przetestowano pięć rodzajów pożywek regeneracyjnych, 

wzbogaconych trzema regulatorami wzrostu: 2,4–D, BAP oraz TDZ w różnych kombinacjach 

i stężeniach. Porównywano je między sobą, biorąc pod uwagę rodzaj odpowiedzi 

morfogennych i potencjał morfogenny użytych eksplantatów (hipokotyli wyizolowanych ze 

sterylnych 11 – dniowych siewek Rumex thyrsiflorus). Reakcją wszystkich eksplantatów, 

niezależnie od zastosowanego podłoża hodowlanego, była indukcja tkanki kalusowej. 

Organogeneza na wszystkich pożywkach zachodziła głównie na drodze regeneracji pośredniej 

(indukcja pędów przybyszowych z komórek wytworzonego przez eksplantaty kalusa). 

Kalogeneza jest naturalnym procesem wzbudzanym przez zranienie żywej tkanki roślinnej. 

W warunkach laboratoryjnych, proces ten można łatwo zainicjować w tkankach pochodzących 

z niemal każdej części rośliny. Powstałe, niezróżnicowane komórki kalusa posiadają cechy 

komórek merystematycznych i – poprzez odpowiedni dobór warunków hodowlanych – mogą 

posłużyć do zregenerowania całych roślin lub ich organów (Efferth 2019). Regeneracja pędów 

przybyszowych na drodze organogenezy pośredniej via kalus, z ekplantatów jakimi są 

hipokotyle została również uzyskana w przypadku takich gatunków, jak Rumex acetosella 

(Ćulafić i in. 1987b), Ficus religiosa (Hesami i Daneshvar 2018), czy Spermacoce hispida 

(Deepak i in. 2019). Organogenezę pośrednią odnotowano również w kulturach in vitro Rumex 

acetosa (z pąków wierzchołkowych siewek), R. acetosella (z pąków wierzchołkowych siewek 

i pąków bocznych pobranych z dorosłych roślin) (Ćulafić i in. 1987b) oraz R. nepalensis 

(z węzłów łodygowych) (Bhattacharyya i in. 2017). 

Dobór odpowiednich składników pożywki regeneracyjnej, takich jak roślinne regulatory 

wzrostu, ma kluczowe znaczenie dla rezultatu, jaki planuje się uzyskać w kulturach in vitro. 
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Najczęściej dodawanymi do podłoży hodowlanych fitohormonami są auksyny i cytokininy. 

Badacze często decydują się na syntetyczne regulatory wzrostu, ponieważ ich oddziaływanie 

na tkanki roślinne jest zazwyczaj silniejsze, niż oddziaływanie naturalnych fitohormonów, 

zwłaszcza w przypadku auksyn – syntetyczne 2,4–D lub picloram w niskich stężeniach mogą 

mieć podobne działanie do IAA w wysokim stężeniu (Phillips i Garda 2019). Dodatkowo, 

sztuczne regulatory wzrostu (przykładowo cytokininy TDZ, BAP) są chemicznie stabilniejsze 

w kulturach in vitro, niż ich naturalne odpowiedniki (Dewir i in. 2018, Phillips i Garda 2019). 

2,4–D jest syntetyczną auksyną, dodawaną do pożywek hodowlanych w celu indukcji 

kalogenezy lub somatycznej embriogenezy (Phillips i Garda 2019). Ostatnie doniesienia El – 

Shafey i współpracowników (2019) wskazują na istnienie związku pomiędzy wysokim 

stężęniem tej auksyny w pożywce a wysoką zawartością flawonoidów w kalusie. 

BAP, syntetyczna cytokinina jest dodawana do pożywek jako czynnik indukujący rozwój i 

elongację pędów przybyszowych (Hesami i Daneshvar 2018). Phillips i Garda (2019) 

oszacowali, że BAP jest najczęściej dodawaną do podłoży hodowlanych cytokininą. 

Cztery z pięciu testowanych podczas eksperymentu pożywek zawierały w swoim składzie 

auksynę 2,4–D oraz cytokininę BAP w następujących proporcjach: 

A – stosunek auksyna (A):cytokinina (C) = 2:1 

B – A:C = 1:2 

C – A:C = 4: 1 

D – A:C = 1:1. 

 Zaobserwowano zależność cech tkanki kalusowej od proporcji auksyny względem 

cytokininy w pożywce. Im większa była zawartość auksyny, tym struktura kalusa była bardziej 

miękka, luźna i wodnista. Gdy w pożywce dominowała cytokinina, kalus stawał się twardszy, 

bardziej zbity i mniej uwodniony. Niezależnie od proporcji użytych fitohormonów, kalus 

hodowany na powyższych pożywkach słabo przyrastał, a jego żywotność zazwyczaj nie 

przekraczała 8 tygodni. Powstawanie różniących się morfologią kalusów na skutek dodania do 

podłoża hodowlanego 2,4–D z BAP w różnych proporcjach zaobserwowali również Sen ze 

współpracownikami (2014). 

Wydaje się, że pożywki hodowlane wzbogacone mieszaniną 2,4–D i BAP wykorzystywane 

w kulturach in vitro roślin należących do rodzaju Rumex nie dają efektywnych rezultatów, jeśli 

chodzi o próby regeneracji pędów przybyszowych. W opisywanych w tej pracy kulturach 

potencjał morfogenetyczny przejawiało od 14% (pożywka D) do 20% (pożywka A) 

eksplantatów, a zregenerowane, niewielkie pędy przybyszowe w ciągu kilku dni pokrywały się 
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tkanką kalusową, ulegały regeneracji wtórnej lub obumierały. Wszystkie (za wyjątkiem 

jednego, zregenerowanego na pożywce B) pędy przybyszowe, które próbowano ukorzenić 

obumarły i nie wytworzyły korzeni. Również w kulturach in vitro ogonków liściowych 

mieszańca R. tianschanicus x R. patientia (Ślesak i in. 2014), a także liścieni R. pictus (El–

Shafey i in. 2019) wykorzystano pożywkę, w której stosunek 2,4–D do BAP wynosił, 

odpowiednio 1:1 oraz 1:0,8. Reakcją eksplantatów była kalogeneza, nie odnotowano jednak 

oznak organogenezy. Warto zauważyć, że stosowanie cytokininy BAP, samodzielnie lub w 

połączeniu z auksynami innymi niż 2,4–D (IBA, NAA, IAA) skutkowało powstawaniem 

pędów przybyszowych na drodze organogenezy pośredniej (R. nepalensis) i bezpośredniej 

(R. nepalensis, R. pictus, R. tianschanicus x R. patientia) (Ślesak i in. 2014, Bhattacharyya i in. 

2017, El–Shafey i in. 2019), a nawet somatyczną embriogenezą (R. acetosella) (Ćulafić i in. 

1987a). 

Tidiazuron jest syntetycznym roślinnym regulatorem wzrostu, zaliczanym do grupy 

cytokinin. Mimo, że pod względem chemicznym różni się od auksyn i cytokinin, w tkankach 

roślinnych wykazuje działania podobne do tych dwóch grup fitohormonów. Wiele reakcji 

fizjologicznych i biochemicznych w komórkach roślinnych jest indukowanych lub 

wzmacnianych przez egzogenne zastosowanie TDZ: od modyfikacji błon komórkowych, po 

absorpcję, asymilację i transport składników odżywczych. Wiadomo również, że ta sztuczna 

cytokinina ma bezpośredni i pośredni wpływ na działanie endogennych roślinnych regulatorów 

wzrostu oraz na szlaki metaboliczne puryn i cytokinin, choć szczegółowe mechanizmy jej 

działania nie są jeszcze znane (Guo i in. 2011). Wywołując wiele reakcji morfogenetycznych 

w tkankach i komórkach roślinnych hodowanych in vitro, takich jak: indukcja kalusa, 

embriogeneza somatyczna, organogeneza i proliferacja pędów, TDZ stał się chętnie i szeroko 

stosowanym roślinnym regulatorem wzrostu. 

W prowadzonym eksperymencie, najbardziej efektywną morfogenetycznie pożywką 

okazała się pożywka wzbogacona jedynie cytokininą TDZ, w stężeniu 0,5 mg/l. Otrzymany na 

niej kalus cechował się nieograniczonym wzrostem, dużą żywotnością, a 30,03% wyłożonych 

na nią eksplantatów dawało odpowiedź morfogenetyczną. Dodatkowo, otrzymane pędy 

przybyszowe z powodzeniem ukorzeniono i aklimatyzowano. Medium hodowlane o tym 

samym stężeniu TDZ zostało również wykorzystane przez Ślesak i współpracowników (2015) 

w eksperymencie, którego wynikiem była wysoka (81,73%) odpowiedź morfogenetyczna 

eksplantatów, jakimi były korzenie przybyszowe R. thyrsiflorus pochodzące z długoterminowej 

kultury płynnej. Również w przypadku innych gatunków Rumex, dodatek TDZ do pożywki 
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indukował pędy przybyszowe; w kulturach R. nepalensis była to regeneracja pośrednia, a w 

kulturach mieszańca R. tianschanicus x R. patientia – bezpośrednia. W przypadku R. nepalensis 

uzyskane pędy nie ukorzeniały się (Bhattacharyya i in. 2017), natomiast kultury R. 

tianschanicus x R. patientia odznaczały się stosunkowo niską odpowiedzią morfogenetyczną 

(16% eksplantatów hodowanych na pożywce z TDZ miało potencjał morfogenetyczny) (Ślesak 

i in. 2014). 

5.1.2. Ocena potencjału morfogennego i proporcji płci w kulturach 

W toku prowadzonych badań po raz pierwszy opracowano pełny protokół mikropropagacji 

R. thyrsiflorus z eksplantatów, jakimi były hipokotyle wyizolowane z siewek płci męskiej i 

żeńskiej. 

Spośród wszystkich 503 hodowanych w warunkach in vitro eksplantatów, 60,83% 

stanowiły eksplantaty żeńskie (dla poszczególnych pożywek wartość ta wahała się pomiędzy 

56,00% a 72,00% i każdorazowo dominowała płeć żeńska). Zaobserwowano, że ogólna 

wydajność morfogenezy wszystkich wyłożonych eksplantatów była podobna i wynosiła 

22,55% i 27,92%, odpowiednio dla eksplantatów żeńskich i męskich. W puli eksplantatów o 

potencjale morfogennym hodowanych na wszystkich pożywkach, 55,65% stanowiły 

eksplantaty żeńskie, a pozostałe 44,35% – eksplantaty męskie. 

W eksperymencie brano pod uwagę wpływ proporcji auksyny (2,4–D) i cytokininy (BAP), 

a także obecności jedynie cytokininy TDZ w podłożach hodowlanych na morfogenezę 

hipokotyli o przeciwnych płciach. Zaobserwowano, że w przypadku pożywek, w których 

stężenie auksyny było dwa razy większe, niż cytokininy lub stężenia te były jednakowe, 

eksplantaty płci żeńskiej wykazywały się wyższą wydajnością morfogenezy (odpowiednio: 

25,00% i 16,13%) w porównaniu do eksplantatów płci męskiej (odpowiednio: 13,64% i 

10,53%). Odwrotną reakcję odnotowano w przypadku pożywek, w których stosunek auksyny 

do cytokininy był czterokrotnie większy (wydajność morfogenetyczna eksplantatów żeńskich: 

14,71%; wydajność morfogenetyczna eksplantatów męskich: 18,75%), dwukrotnie mniejszy 

(odpowiednio: 13,89% i 21,43%), a także w przypadku pożywki, która była wzbogacona 

jedynie cytokininą TDZ (odpowiednio: 26,55% i 34,92%). Wyniki wskazują pośrednio na 

różnice w poziomach endogennych regulatorów wzrostu między płciami, i to już na poziomie 

niezróżnicowanych komórek. Wyraźne różnice w zawartości endogennych giberelin zostały 

odnotowane przez Stokes i współpracowników (2003) w tkankach blisko spokrewnionego z 

R. thyrsiflorus gatunku: R. acetosa. Wydaje się, że poprzez odpowiednie manipulacje składem 
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podłoży hodowlanych można modyfikować poziom regulatorów wzrostu hipokotyli o 

odmiennych płciach, a przez to wpływać na ich potencjał morfogenetyczny. 

5.2.  Analizy molekularne 

5.2.1. Identyfikacja płci siewek, z których pobrano eksplantaty 

 Identyfikacja płci u roślin dwupiennych na wczesnych etapach rozwoju (przed kwitnieniem) 

jest trudna, ponieważ nie posiadają one bardzo wyraźnych cech morfologicznych 

umożliwiających szybkie i bezbłędne rozpoznanie płci (Heikrujam i in. 2015). Najbardziej 

specyficznymi markerami umożliwiającymi rozpoznanie płci roślin, bez konieczności czekania 

do ich zakwitnięcia, są markery DNA. W niniejszych badaniach z powodzeniem i 

powtarzalnością korzystano z markerów molekularnych amplifikujących męskospecyficzne 

sekwencje repetytywne RAYSI (startery RAY–F i RAY–R) (Korpelainen 2002) i RAYSII 

(startery URG08–F i URG08–R) (Mariotti i in. 2009) do identyfikacji płci R. thyrsiflorus. 

Wspomniane markery molekularne mogą być w przyszłości użyteczne przy wyprowadzaniu 

kultur in vitro z eksplantatów wybranej płci. 

5.2.2. Ocena stabilności genetycznej materiału roślinnego z kultury in vitro 

Warunkiem wykorzystania opracowanego protokołu mikrorozmnażania w dalszych badaniach 

jest stabilność genetyczna roślin zregenerowanych w kulturze względem materiału 

wyjściowego. 

Zmienność somaklonalna polega na pojawianiu się różnic fenotypowych, 

cytomorfologicznych i fizjologicznych o wspólnym podłożu genetycznym wśród roślin 

potomnych wyhodowanych w kulturach in vitro z tej samej somatycznej rodzicielskiej linii 

komórkowej (Larkin i Scowcroft 1981). Może być zjawiskiem korzystnym, wykorzystywanym 

do kontrolowanego otrzymywania nowych odmian roślin ważnych z ekonomicznego punktu 

widzenia (Chawla 2002), ale zazwyczaj pojawianie się spontanicznych zmian podczas procesu 

hodowli nie jest pożądane (Bairu i in. 2011). 

Ocenę stabilności genetycznej wykonano dla roślin potomnych zregenerowanych w 

kulturze prowadzonej na podłożu hodowlanym wzbogaconym TDZ, ponieważ była to hodowla 

o najwyższym potencjale morfogenetycznym, a rośliny potomne uzyskane w jej wyniku z 

powodzeniem przeniesiono do warunków ex vitro i aklimatyzowano. 

W tym celu posłużono się metodą polegającą na analizie polimorfizmu odcinków DNA 

zlokalizowanych pomiędzy sekwencjami mikrosatelitarnymi (ISSR) (Ziętkiewicz i in. 1994). 
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Polega ona na zastosowaniu sekwencji mikrosatelitarnych jako starterów PCR do amplifikacji 

fragmentu DNA pomiędzy dwoma identycznymi regionami powtórzeń mikrosatelitarnych. 

Metoda ta łączy zalety analizy regionów mikrosatelitarnych (SSR), polimorfizmu długości 

amplifikowanych fragmentów DNA (AFLP) z uniwersalnością analizy polimorfizmu losowo 

amplifikowanych fragmentów DNA (RAPD). Jednocześnie umożliwia wyeliminowanie 

ograniczeń tych metod, takich jak: konieczność znajomości sekwencji flankujących SSR, 

wysoki koszt AFLP i małą powtarzalność RAPD (Pradeep Reddy i in. 2002). Dodatkowo, nie 

wymaga dużych ilości DNA, a markery ISSR mają bardzo duży zakres zmienności allelicznej. 

Dzięki tym zaletom markery ISSR są coraz częściej wykorzystywane do analizy zmienności 

somaklonalnej w roślinnych kulturach in vitro (Bairu i in. 2011). 

Stabilność genetyczną regenerantów uzyskanych w kulturze badano z wykorzystaniem 8 

starterów, których produktami było 86 policzalnych prążków. Wszystkie wykorzystane startery 

ISSR amplifikowały produkty polimorficzne: zmienność dotyczyła 29,07% wygenerowanych 

prążków, dając średnio 3,13 prążka polimorficznego na starter. Dla każdego ze starterów 

obliczono współczynniki zawartości informacji polimorficznej (PIC). Ich średnia wartość dla 

wszystkich starterów była niska i wynosiła PICśr = 0,04. Przyjęto, że wartości PIC > 0,5 

oznaczają wysoki, wartości 0,25 < PIC < 0,5 umiarkowany, a wartości PIC < 0,25 oznaczają 

niski polimorfizm markerów (Elston 2014). Otrzymane wartości PIC, zawierające się w 

przedziale 0,0084 ≥ PIC ≥ 0,0760 świadczą o bardzo niskiej zmienności produktów 

amplifikowanych przez wybrane startery ISSR. 

Porównano profile prążkowe 78 roślin potomnych z profilami prążkowymi 14 

eksplantatów, z których rośliny te zregenerowały, wykazując, że średnio 13,13 z nich różniło 

się w niewielkim stopniu wzorami prążkowymi od eksplantatów wyjściowych. Analizowany 

materiał podzielono na grupy składające się z eksplantatów i zregenerowanych z nich roślin, a 

następnie, w celu ustalenia podobieństwa genetycznego wewnątrz każdej grupy, obliczono 

współczynnik podobieństwa Jaccarda (J). Wartość tego współczynnika może zawierać się w 

przedziale od 0 do 1. Im wyższa wartość J, tym bardziej podobne są do siebie porównywane 

próbki (Jaccard 1908). Otrzymane w eksperymencie wartości J (wszystkie zawarte w przedziale 

1 ≥ J ≥ 0,95) dla par próbek porównywanych w obrębie wydzielonych grup wskazują na bardzo 

duże podobieństwo genetyczne roślin potomnych do eksplantatów, z których zregenerowały, 

co świadczy o dużej stabilności genetycznej materiału roślinnego pochodzącego z kultury. 

Podobne wyniki (J > 0,91) uzyskano w przypadku eksplantatów i roślin potomnych 
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zregenerowanych na drodze organogenezy pośredniej w kulturach Rumex nepalensis 

(Bhattacharyya i in. 2017). 

Z otrzymanych wzorów prążkowych utworzono macierze, na podstawie których można 

było dodatkowo przeprowadzić analizę podobieństwa pomiędzy eksplantatami a 

regenerantami, stosując odległościową metodę nieważoną grupowania parami ze średnią 

arytmetyczną (UPGMA). Na jej podstawie wykreślono dendrogramy określające podobieństwa 

w obrębie badanych grup. Aby potwierdzić, że otrzymane dendrogramy dobrze odwzorowują 

podobieństwa w obrębie grup, dla każdego z nich obliczono współczynnik korelacji 

kofenetycznej (CCC). Wartości bezwzględne CCC zawierają się w przedziale między 0 a 1. Im 

wyższa wartość CCC, tym większe podobieństwo pomiędzy analizowanymi macierzami 

(Legendre i Legendre 2012). W niniejszym eksperymencie wartości CCC obliczone dla 

wszystkich dendrogramów wynosiły powyżej 0,85, a dla większości (10 z 14) dendrogramów 

powyżej 0,91, co świadczyło o dobrym odwzorowaniu przez dendrogramy podobieństwa 

między badanymi próbkami. 

5.2.3. Analiza zależności pomiędzy płcią a stabilnością genetyczną regenerantów 

Eksperyment przeprowadzony przez Ślesak i współpracowników (2015) pokazał, że kultury 

in vitro męskich korzeni przybyszowych Rumex thyrsiflorus mogą być źródłem stabilnych 

genetycznie roślin potomnych. Regeneranty uzyskane w wyniku wspomnianej hodowli 

wykazywały polimorfizm względem eksplantatów w zaledwie 6,36% amplifikowanych za 

pomocą starterów RAPD produktów. Na podstawie wspomnianych wyników, postanowiono 

sprawdzić, czy stabilność genetyczna zregenerowanych w warunkach in vitro roślin potomnych 

R. thyrsiflorus może być związana z płcią regenerantów. Produktami amplifikacji DNA przy 

użyciu 8 starterów ISSR było 89 policzalnych prążków. Wykorzystane w eksperymencie 

eksplantaty płci żeńskiej produkowały 15, a eksplantaty płci męskiej – 18 prążków 

polimorficznych (odpowiednio: 17,44% i 20,93%). Średnio 12,5% analizowanych wzorów 

prążkowych regenerantów żeńskich różniło się od profili prążkowych eksplantatów. Dla 

regenerantów męskich wspomniana wartość średnia była wyższa i wynosiła 22,55%. 

W przypadku 3 z 8 zastosowanych markerów ISSR, wzory prążkowe wszystkich regenerantów 

żeńskich były identyczne ze wzorami eksplantatów, z których zregenerowały. W przypadku 

regenerantów męskich sytuacja taka dotyczyła jednego markera. Pomimo wspomnianych 

niewielkich różnic, wskaźniki podobieństwa Jaccarda (J) obliczone w obrębie grup złożonych 

z eksplantatów przeciwnych płci i zregenerowanych z nich roślin potomnych wskazują na 

bardzo dużą stabilność genetyczną zarówno grup złożonych z osobników płci żeńskiej 
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(1 ≥ J ≥ 0,97), jak i grup złożonych z osobników płci męskiej (1 ≥ J ≥ 0,95). Na podstawie 

uzyskanych wyników można stwierdzić, że płeć nie ma związku ze stabilnością genetyczną 

roślin potomnych, zregenerowanych w kulturze in vitro prowadzonej na podłożu hodowlanym 

wzbogaconym TDZ. 

5.3.  Analiza aktywności SOD 

Płeć rośliny może mieć istotne znaczenie dla odpowiedzi organizmu na różne czynniki 

zewnętrzne, przykładowo na stres zimna (Zhang i in. 2011), zmiany pór roku (Shi i in. 2012), 

czy niedobór składników odżywczych w podłożu (Robakowski i in. 2018). Różnice pomiędzy 

osobnikami przeciwnych płci w odpowiedzi na czynniki stresowe wydają się być wysoce 

specyficzne dla gatunku i nie można wyciągnąć jednoznacznego wniosku co do wpływu płci 

na tolerancję na stres: czasami bardziej odporne wydają się być osobniki żeńskie (Sánchez Vilas 

i in. 2016), w innych przypadkach większą odporność wykazują osobniki męskie (Qin i in. 

2018). 

Zakłada się, że kultury in vitro same w sobie mogą być czynnikiem stresogennym dla 

tkanek roślinnych. Sposób przygotowania eksplantatu, skład podłoża, czy ograniczona 

wymiana gazowa, mogą być czynnikami, pod wpływem których tkanki roślinne są narażone na 

akumulację nadtlenku wodoru (H2O2) i innych reaktywnych form tlenu, co może prowadzić do 

stresu oksydacyjnego (Libik i in. 2005,  Ślesak i in. 2006). Stres ten może zaburzać układ redoks 

komórki i wpływać na główne szlaki metaboliczne poprzez bezpośrednie zmiany aktywności 

enzymów, właściwości błony komórkowej, lipidów, struktury DNA i innych biomolekuł. 

Postuluje się, że wysoki poziom H2O2 w komórkach eksplantatów jest powiązany z 

morfogenezą – zarówno z somatyczną embriogenezą (Zhang i in. 2010), jak i regeneracją 

pędów przybyszowych via kalus (Tian i in. 2003). Dokładny mechanizm wpływu H2O2 na 

proces morfogenezy nie jest do końca znany, ale przypisuje się tej cząsteczce działanie 

przekaźnikowe i regulujące na poziomie ekspresji genów związanych z indukcją morfogenezy 

(Tian i in. 2003, Zhang i in. 2010).  Obecny w tkankach roślinnych enzym antyoksydacyjny – 

SOD ma kluczową rolę w regulacji stężenia H2O2: w trakcie reakcji katalizowanych przez SOD 

usuwany jest anionorodnik ponadtlenkowy (O2
•-), a jako produkt powstają tlen (O2) i H2O2. 

Dlatego też powszechnie oznacza się aktywność SOD podczas analiz procesów regeneracji 

roślin w kulturach in vitro (Filipović i in. 2015). 

Celem tej części badań było sprawdzenie, czy kalusy (o różnych potencjałach 

morfogenetycznych) i rośliny potomne z hodowli in vitro, a także rośliny kontrolne różniły się 

profilem aktywności form i izoform SOD: MnSOD, FeSOD, Cu/ZnSOD oraz czy takie różnice 
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mogą być zależne od płci. Materiał pochodzący z kultur in vitro wykorzystany w tym 

eksperymencie hodowany był na podłożu wzbogaconym 0,5 mg/l TDZ, ponieważ była to 

hodowla o najwyższym potencjale morfogenetycznym, a rośliny potomne uzyskane w jej 

wyniku z powodzeniem aklimatyzowano, a następnie przeniesiono do warunków ex vitro. 

Zarówno w ekstraktach pochodzących z kalusów morfogennych, jak i niemorfogennych, 

niezależnie od płci, zidentyfikowano białka, które określono jako MnSOD i FeSOD. Uzyskane 

wyniki wskazują na brak różnic jakościowych w profilach aktywności poszczególnych form 

SOD pomiędzy kalusami (zarówno morfo–, jak i niemorfogennymi) zaindukowanymi na 

eksplantatach o odmiennych płciach. Nie jest to jednak jednoznaczne z brakiem różnic 

ilościowych, jak pokazują badania prowadzone przez Libik i współpracowników (2005) w 

kulturach in vitro Mesembryanthemum crystallinum. Pomimo stwierdzonego braku różnic 

jakościowych pomiędzy profilami aktywności izoform SOD kalusów o różnym potencjale 

morfogenetycznym, wspomniana grupa badaczy zaobserwowała różnice ilościowe w 

aktywności SOD, przeprowadzając analizę densytometryczną. 

Dwiema pozostałymi grupami ekstraktów analizowanych w tej części badań były ekstrakty 

wyizolowane z tkanek liści regenerantów oraz roślin kontrolnych. Na podstawie wrażliwości 

na bufory inhibujące w ekstraktach z liści regenerantów (niezależnie od płci) zidentyfikowano 

obecność prążków świadczących o aktywności następujących izoform: MnSOD, Cu/ZnSOD I 

i Cu/ZnSOD II. Obecność więcej niż jednej izoform Cu/ZnSOD jest dosyć często spotykana w 

tkankach roślinnych; w zależności od badanego gatunku (a nawet części rośliny), wykazywano 

aktywność nawet kilku izoform Cu/ZnSOD (Racchi i in. 2001; Filipović i in. 2015). W 

ekstraktach z liści roślin kontrolnych, zarówno płci żeńskiej, jak i męskiej stwierdzono 

aktywność MnSOD oraz – tylko w wypadku roślin męskich – Cu/ZnSOD II. Była to jedyna 

różnica pomiędzy płciami w profilach aktywności izoform dysmutazy ponadtlenkowej w 

badanych próbkach. Otrzymane wyniki wskazują na to, że warunki kultur in vitro mogą mieć 

wpływ na indukcję aktywności dwóch izoform SOD: Cu/ZnSOD I i Cu/ZnSOD II. 

Dostępne doniesienia o wyraźnych różnicach pomiędzy osobnikami przeciwnych płci w 

aktywności enzymów antyoksydacyjnych (Zhang i in. 2011, Shi i in. 2012) zachęcają do 

poszerzenia podjętych badań w kulturach in vitro R. thyrsiflorus. Przykładowo, analizy 

uzupełniające mogłyby dotyczyć pomiarów aktywności innych enzymów antyoksydacyjnych, 

takich jak: katalaza, peroksydaza askorbinianowa, peroksydaza glutationowa czy oznaczeń 

wewnątrzkomórkowego poziomu H2O2. 
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5.4.  Analizy fitochemiczne 

5.4.1. Ocena jakościowa zawartości związków fenolowych 

Niektórzy przedstawiciele rodzaju Rumex L. są roślinami wykorzystywanymi w medycynie 

ludowej (Simkova i Polesny 2015, Sõukand i in. 2017), co skłoniło badaczy do 

przeprowadzenia analiz fitochemicznych i farmakologicznych skupiających się na 

zidentyfikowaniu substancji biologicznie czynnych zawartych w ekstraktach z tych roślin 

(Wegiera i in. 2007, Orbán–Gyapai i in. 2015, Orbán–Gyapai i in. 2017b). Analizy zawartości 

roślinnych produktów biologicznie czynnych wykonywano również u R. thyrsiflorus. W 

ekstraktach pochodzących z korzeni tego gatunku wykazano obecność wielu metabolitów 

wtórnych: antrachinonów (chryzofanol, emodyna, fiscjon i ich glikozydy), fenoli (floroglucyna, 

hydrochinon, pyrogallol), kwasów fenolowych (galusowy, p–hydroksybenzoesowy, kawowy), 

flawonoidów (kwercetyna, mirycetyna, rutozyd, izoramnetyna), katechin (epikatechina, 

galusan epikatechiny, katechina), jak również 1–palmitoiloglicerolu, β–sitosterolu, czy 

procyjanidyny B5 (Litvinenko i Muzychkina, 2008; Orbán-Gyapai i in., 2017a). W niniejszych 

badaniach sprawdzano zawartość kwasów fenolowych, flawonoidów i katechin w ekstraktach 

z kalusów morfo– i niemorfogennych hodowanych na pożywce z TDZ oraz w ekstraktach z 

liści regenerantów i roślin kontrolnych R. thyrsiflorus. Potwierdzono obecność kwasów: 

galusowego i kawowego, mirycetyny, rutozydu oraz katechiny w analizowanym materiale. Nie 

odnotowano natomiast kwasu p–hydroksybenzoesowego, kwercetyny, izoramnetyny, 

epikatechiny oraz galusanu epikatechiny. Dodatkowo, po raz pierwszy stwierdzono obecność 

w ekstraktach następujących związków fenolowych: kwas chlorogenowy, kwas ferulowy, kwas 

kryptochlorogenowy, kwas p–kumarowy, kwas neochlorogenowy, kwas protokatechowy i 

kwas wanilinowy, izokwercetyna, kwercytryna i witeksyna. Różnice w zawartości metabolitów 

wtórnych w roślinach tego samego gatunku stwierdzane przez autorów mogą być 

spowodowane wieloma czynnikami, przykładowo: sposobem ekstrakcji związków, genotypem 

roślin, z których pochodzą ekstrakty, ekstrakcją związków z różnych fragmentów roślin, a 

nawet porą zbioru surowca (Chirinos i in. 2009, Szopa i in. 2017b). 

W ostatnich latach chętnie bada się naturalne produkty roślinne jako źródło substancji 

ważnych z punktu widzenia medycznego i farmaceutycznego, będących alternatywą dla leków 

syntetycznych (Atanasov i in. 2015, Shen 2015). Roślinne kultury in vitro zapewniają 

prowadzenie ujednoliconych pod względem warunków badań podstawowych nad roślinnymi 

produktami naturalnymi. Dodatkowo, umożliwiają opracowanie wydajnych procedur produkcji 

substancji biologicznie czynnych, które mogą mieć zastosowanie aplikacyjne (Espinosa–Leal i 
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in. 2018). Techniki roślinnych kultur in vitro wykorzystywane są w badaniach dotyczących 

analizy związków fenolowych u przedstawicieli rodzaju Rumex (Al Khateeb i in. 2017, El–

Shafey i in. 2019 Manoj i in. 2019). Według dostępnych danych literaturowych, opisywane w 

niniejszej pracy analizy fitochemiczne z wykorzystaniem roślinnych kultur in vitro 

sprawdzające zawartość związków fenolowych w tkankach są pierwszymi tego rodzaju 

badaniami u R. thyrsiflorus. Wyniki eksperymentów z wykorzystaniem tkanek innych 

gatunków Rumex, świadczące o wpływie roślinnych regulatorów wzrostu (El–Shafey i in. 

2019) oraz elicytorów (Al Khateeb i in. 2017) zawartych w podłożu hodowlanym na zawartość 

związków fenolowych w kalusie mogą być podstawą do podjęcia kolejnych badań z 

wykorzystaniem roślinnych kultur in vitro R. thyrsiflorus, z dodatkowym uwzględnieniem płci 

hodowanych kalusów. Szczególnie ciekawym zagadnieniem jest potencjalny wpływ 2,4–D na 

zwiększenie zawartości flawonoidów w tkance kalusowej. 

5.4.2. Ocena ilościowa związków fenolowych. Analiza zależności pomiędzy płcią a 

ilościową zawartością związków fenolowych 

Różnice w zawartości niektórych metabolitów wtórnych u osobników różnych płci zostały 

potwierdzone wśród przedstawicieli gatunków dwupiennych (Massei i in. 2006, Iszkuło i in. 

2013, Maldonado–López i in. 2014, Miljković i in. 2018). Analizy fitochemiczne 

przeprowadzone przez innych badaczy R. thyrsiflorus (Litvinenko i Muzychkina 2008, Orbán–

Gyapai i in. 2017a) nie uwzględniały płci roślin, z których ekstrahowano metabolity wtórne. 

Opisane w niniejszej pracy wyniki wyraźnie wskazują na ilościowe różnice w zawartości 

wybranych związków fenolowych pomiędzy ekstraktami uzyskanymi z osobników żeńskich i 

męskich. Dodatkowo, różnice te zależały od rodzaju biomasy, z której izolowano ekstrakty. W 

przeprowadzonym eksperymencie porównywano zawartość kwasów fenolowych, 

flawonoidów i katechiny w zależności od płci w kalusach (morfo- i niemorfogennych) 

hodowanych w kulturze in vitro na podłożu z TDZ, roślinach zregenerowanych we 

wspomnianej kulturze oraz roślinach kontrolnych. 

Jedynym związkiem fenolowym, którego zawartość w ekstraktach nie różniła się pomiędzy 

płciami w żadnej z analizowanych grup był kwas protokatechowy. Poza tym, średnie zawartości 

każdego z oznaczonych związków fenolowych różniły się pomiędzy płciami we wszystkich 

(kwasy: kryptochlorogenowy, p–kumarowy, neochlorogenowy), większości (kwasy: ferulowy, 

kawowy, wanilinowy) lub przynajmniej jednej z badanych grup. We wszystkich analizowanych 

próbkach dominującym metabolitem była katechina. 
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W ekstraktach kalusów męskich (niezależnie od potencjału morfogennego) oznaczono 

bardzo niskie (w porównaniu do innych grup) zawartości dwóch flawonoidów: izokwercetyny 

i rutozydu, natomiast w ekstraktach żeńskich (także niezależnie od potencjału morfogennego) 

ich zawartość znalazła się poniżej granicy oznaczalności (< LOQ). Mimo, że zaobserwowane 

pomiędzy kalusami o przeciwnych płciach różnice były niewielkie i dotyczyły tylko kilku 

związków fenolowych, na uwagę zasługuje fakt, że kalusy morfogenne były jedyną grupą, w 

których wyższa zawartość metabolitów była skorelowana tylko z płcią męską. Biosynteza wielu 

związków fenolowych jest naturalną reakcją komórek roślinnych na stres, ponieważ związki te 

mogą być substratami dla peroksydaz w reakcji inaktywacji H2O2, przez co pełnią funkcję 

antyoksydacyjną (Kacperska 2016). Jak już wspomniano, kultury in vitro są czynnikiem 

stresogennym dla tkanek roślinnych (Libik i in. 2005, Ślesak i in. 2006). Być może zwiększona 

zawartość związków fenolowych w kalusach morfogennych płci męskiej, w porównaniu do 

kalusów płci żeńskiej jest powiązana z podwyższoną zawartością H2O2 w tkankach, 

spowodowaną stresowymi warunkami kultur in vitro, a co za tym idzie, wyższym potencjałem 

morfogennym eksplantatów męskich. Aby zweryfikować tę hipotezę, należałoby pogłębić 

zakres badań in vitro, przykładowo o poszerzoną analizę aktywności enzymów 

antyoksydacyjnych oraz poziomu H2O2 w komórkach kalusa. 

Odwrotną, niż w przypadku ekstraktów z kalusów morfogennych sytuację zaobserwowano 

w ekstraktach z regenerantów. W tej grupie to głównie ekstrakty żeńskie charakteryzowały się 

wyższą zawartością związków fenolowych. W dodatku różnice te dotyczyły aż 75% ze 

wszystkich oznaczonych metabolitów wtórnych. Na szczególną uwagę zasługuje fakt, że 

ekstrakty z regenerantów żeńskich wyraźnie wyróżniały się na tle wszystkich innych badanych 

ekstraktów bardzo wysoką zawartością prawie wszystkich oznaczonych związków fenolowych, 

zwłaszcza flawonoidów i katechiny. Otrzymane wyniki mogą wskazywać na pojawienie się 

dymorfizmu pomiędzy roślinami różnych płci R. thyrsiflorus, który jest wynikiem reakcji na 

czynniki stresowe. Średnia zawartość katechiny we wspomnianych ekstraktach regenerantów 

żeńskich wynosiła 142,98 mg/100g suchej masy. W analizach ekstraktów z liści roślin żeńskich 

R. thrysiflorus pochodzących z populacji naturalnej również wykazano wyższą średnią 

zawartość katechiny, niż w ekstraktach z liści roślin męskich (Dziedzic i in. 2020). 

Dowiedziono, że katechiny mają bezpośrednie działanie przeciwutleniające i są zmiataczami 

wolnych rodników (Bernatoniene i Kopustinskiene 2018). Na tej podstawie można postawić 

hipotezę, że wyższy poziom katechiny (i innych związków fenolowych) w liściach roślin 

żeńskich może być powiązany z ich silniejszą odpornością na czynniki stresowe. Stres 
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środowiska zewnętrznego może być jednym z czynników postzygotycznych wpływających na 

słabszą przeżywalność osobników męskich, niż żeńskich tego gatunku w populacjach 

naturalnych i w konsekwencji – na zaburzone proporcje płci. Aby sprawdzić tę hipotezę, 

należałoby przedsięwziąć badania fizjologiczne dotyczące wpływu konkretnych czynników 

stresowych (np. stres zimna, stres niedoboru wody). Jest to zagadnienie warte rozpatrzenia, 

ponieważ w dostępnej literaturze jedynie postuluje się istnienie niesprecyzowanych czynników 

postzygotycznych mogących wpływać na zaburzone proporcje płci w populacjach naturalnych 

R. thyrsiflorus. 

5.5.  Wnioski 

Na podstawie uzyskanych wyników można wnioskować, że: 

a. poprzez odpowiednie manipulacje składem podłoży hodowlanych w kulturach in 

vitro można modyfikować potencjał morfogenetyczny eksplantatów w postaci 

hipokotyli wyizolowanych z męskich i żeńskich siewek Rumex thyrsiflorus; 

b. kultura in vitro prowadzona na podłożu hodowlanym wzbogaconym 0,5 mg/l 

tidiazuronu (TDZ) umożliwia uzyskanie kompletnej regeneracji roślin, zarówno 

płci męskiej, jak i żeńskiej należących do gatunku Rumex thyrsiflorus poprzez 

pośrednią organogenezę via kalus; 

c. wykorzystane do analizy zmienności somaklonalnej markery ISSR wskazują na 

niezależną od płci stabilność genetyczną roślin zregenerowanych w kulturze in 

vitro na pożywce z TDZ względem materiału matecznego; 

d. analiza profili aktywności form SOD nie wskazuje na zależne od płci różnice w 

materiale pochodzącym ze wspomnianej powyżej kultury in vitro i jest przesłanką 

do pogłębienia badań o ilościową analizę aktywności form SOD; 

e. w przeprowadzonej analizie wybranych związków fenolowych (kwasów 

fenolowych, flawonoidów i katechiny) po raz pierwszy stwierdzono obecność w 

ekstraktach R. thyrsiflorus następujących związków fenolowych: kwas 

chlorogenowy, kwas ferulowy, kwas kryptochlorogenowy, kwas p–kumarowy, 

kwas neochlorogenowy, kwas protokatechowy i kwas wanilinowy, izokwercetyna, 

kwercytryna i witeksyna; 

f. analiza fitochemiczna ekstraktów R. thyrsiflorus wykazała występowanie różnic 

istotnych statystycznie w zawartości większości ze wszystkich szesnastu 

oznaczonych związków fenolowych, w zależności od pochodzenia materiału, z 

którego je izolowano oraz płci roślin. 
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6. Podsumowanie 

W niniejszej pracy podjęto się weryfikacji hipotezy mówiącej o istnieniu wykraczającego poza 

zróżnicowanie organów rozrodczych dymorfizmu płciowego w gatunku R. thyrsiflorus. 

Uzyskane w doświadczeniach wyniki wskazują, że kultury in vitro hipokotyli R. thyrsiflorus 

mogą stanowić stabilny pod względem genetycznym model doświadczalny, który można 

wykorzystać do prowadzenia badań podstawowych dotyczących płciowo – zależnych różnic 

oraz czynników postzygotycznych wpływających na zaburzenia proporcji płci w populacjach 

tego gatunku. Dodatkowo, opracowany protokół mikropropagacji może być wykorzystywany 

w badaniach dotyczących modyfikacji składu lub zwiększenia zawartości konkretnych 

metabolitów wtórnych w tkankach R. thyrsiflorus, poprzez na przykład zmianę składu pożywki 

hodowlanej lub wyprowadzenie hodowli eksplantatów konkretnej płci. 
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TABLICA 1 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. INDUKCJA TKANKI 

KALUSOWEJ 

 

Fot. 1. Eksplantat (hipokotyl). Pożywka D. 1 dzień kultury. 

Fot. 2 – 6. Eksplantat powiększający swoją objętość. Widoczne mocno uwodnione, napęczniałe 

 komórki. 7 dzień kultury, oznaczenia pożywek według tabeli 2: 

Fot. 2. Pożywka A. 

Fot. 3. Pożywka B. 

Fot. 4. Pożywka C. 

Fot. 5. Pożywka D. 

Fot. 6. Pożywka E. 

 

Bar = 1 mm (Fot. 1 – 5); 2 mm (Fot. 6) 
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TABLICA 1 
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TABLICA 2 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. INDUKCJA TKANKI 

KALUSOWEJ 

 

Fot. 7. Indukcja tkanki kalusowej obserwowana w miejscu cięcia eksplantatu. Widoczne 

 struktury włośnikopodobne. Pożywka C. 7 dzień kultury. 

Fot. 8. Indukcja tkanki kalusowej obserwowana w miejscu cięcia eksplantatu. Pożywka E. 

 8 dzień kultury. 

Fot. 9. Indukcja kalusa obserwowana w rejonie walca osiowego. Widoczna złuszczająca się 

 warstwa kory pierwotnej. Pożywka E. 14 dzień kultury. 

Fot. 10. Eksplantat w całości pokryty tkanką kalusową. Pożywka A. 14 dzień kultury. 

Fot. 11. Tkanka kalusowa namnażająca się w miejscu cięcia eksplantatu. Pożywka E. 

 11 dzień kultury. 

Fot. 12. Tkanka kalusowa namnażająca się w miejscu cięcia eksplantatu. Pożywka E. 

 24 dzień kultury. 

 

Oznaczenia pożywek według tabeli 2. 

Bar = 1 mm (Fot. 7, 9, 12); 2 mm (Fot. 8, 10); 3 mm (Fot. 11) 
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TABLICA 2 
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TABLICA 3 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. INDUKCJA TKANKI 

KALUSOWEJ 

 

Fot. 13. Biały kalus hodowany w ciemności. Pożywka B. 14 dzień kultury. 

Fot. 14. Biało – przezroczysty kalus hodowany w ciemności. Pożywka D. 14 dzień kultury. 

Fot. 15. Żółtozielony kalus, po 14 dniach od ekspozycji na światło. Pożywka A. 28 dzień 

 kultury. 

Fot. 16. Zielony kalus, po 41 dniach od ekspozycji na światło. Pożywka C. 55 dzień kultury. 

Fot. 17. Bezbarwna część tkanki kalusowej, otoczona zielonym kalusem. Pożywka D. 

 55 dzień kultury. 

Fot. 18. Brązowiejący, zamierający kalus niemorfogenny. Pożywka A. 55 dzień kultury. 

 

Oznaczenia pożywek według tabeli 2. 

Bar = 1 mm (Fot. 13, 14, 17); 2 mm (Fot. 16, 18); 3 mm (Fot. 15) 
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TABLICA 3 
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TABLICA 4 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. INDUKCJA TKANKI 

KALUSOWEJ 
 

Fot. 19. Bezbarwny kalus pokrywający całą powierzchnię eksplantatu. 10 dzień kultury. 

Fot. 20. Żółtozielony kalus obserwowany w miejscu cięcia eksplantatu. 14 dzień kultury. 

Fot. 21. Żółtozielony kalus tworzący się w rejonie walca osiowego. Epiderma z warstwą 

 kory pierwotnej uległy złuszczeniu i nie są widoczne na zdjęciu. 21 dzień kultury. 

Fot. 22. Zielony kalus charakteryzujący się nieograniczonym wzrostem. 118 dzień kultury.  

Fot. 23. Zielono – brązowy, żywotny kalus. 44 dzień kultury. 

Fot. 24. Zamierający brązowy kalus. 118 dzień kultury. 

 

Pożywka E (Tabela 2) (Fot. 19 – 24) 

Bar = 1 mm (Fot. 19); 2 mm (Fot. 20, 23); 3 mm (Fot. 21); 5 mm (Fot. 22, 24) 
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TABLICA 4 
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TABLICA 5 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. TKANKA KALUSOWA. 

STRUKTURY WŁOŚNIKOPODOBNE 

 

Fot. 25. Zaczerwieniony fragment tkanki kalusowej, świadczący prawdopodobnie o produkcji 

 antocyjanów w komórkach. Pożywka A. 

Fot. 26. Zaczerwieniony fragment tkanki kalusowej, świadczący prawdopodobnie o produkcji 

 antocyjanów w komórkach. Pożywka C. 

Fot. 27. Kalus. Widoczne struktury przypominające włośniki. Pożywka A. 

Fot. 28. Kalus. Widoczne struktury przypominające włośniki. Pożywka B. 

Fot. 29. Kalus. Widoczne struktury przypominające włośniki. Pożywka D. 

Fot. 30. Ryzogeneza. Pożywka A. 

 

Oznaczenia pożywek według tabeli 2. 

55 dzień kultury (Fot. 25, 26) 

14 dzień kultury (Fot. 27 – 30) 

Bar = 1 mm (Fot. 28, 29); 2 mm (Fot. 26, 27, 30); 3 mm (Fot. 25) 
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TABLICA 5 
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 TABLICA 6 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. ORGANOGENEZA 

 

Fot. 31. Organogeneza pośrednia. Widoczne pędy przybyszowe. Pożywka A. 14 dzień 

 kultury. 

Fot. 32. Organogeneza pośrednia. Widoczne pędy przybyszowe. Pożywka A. 27 dzień kultury. 

Fot. 33. Organogeneza pośrednia. Widoczne zdeformowane pędy przybyszowe. Pożywka B. 

 41 dzień kultury. 

Fot. 34. Organogeneza pośrednia. Widoczna regeneracja wtórna na zdeformowanym pędzie 

 przybyszowym. Pożywka A. 55 dzień kultury. 

Fot. 35. Organogeneza pośrednia. Widoczne różne etapy rozwojowe pędów przybyszowych. 

 Pożywka E. 118 dzień kultury. 

Fot. 36. Organogeneza pośrednia. Widoczna regeneracja wtórna na zdeformowanym pędzie 

 przybyszowym. Pożywka E. 118 dzień kultury. 

 

Oznaczenia pożywek według tabeli 2. 

Bar = 2 mm (Fot. 31, 33); Bar = 3 mm (Fot. 32, 34); Bar = 5 mm (Fot. 35, 36) 
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TABLICA 6 
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TABLICA 7 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. UKORZENIANIE I 

AKLIMATYZACJA 

 

Fot. 37. Pędy przybyszowe przenoszone z podłoża hodowlanego E (Tabela 2) na pożywkę 

 ukorzeniającą. 

Fot. 38. Ukorzeniony pęd przybyszowy zregenerowany na podłożu hodowlanym E (Tabela 2). 

Fot. 39. Rośliny aklimatyzowane do warunków ex vitro. 

 

Bar = 5 mm (Fot. 37); Bar = 1 cm (Fot. 38); Bar = 30 cm (Fot. 39) 
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TABLICA 7 
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TABLICA 8 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. ANALIZA HISTOLOGICZNA 

 

Fot. 40. Przekrój poprzeczny przez eksplantat. Widoczne silnie zwakuolizowane komórki 

 kory pierwotnej (KP) oraz komórki walca osiowego (WO) o gęstej cytoplazmie.  

 Pożywka C. 14 dzień kultury. 

Fot. 41. Przekrój poprzeczny przez kalus. Widoczne komórki z licznymi ziarnami skrobi 

 i gęstą cytoplazmą. Pożywka A. 21 dzień kultury. 

Fot. 42.  Przekrój poprzeczny przez kalus. Widoczne duże, silnie zwakuolizowane i luźno 

 ułożone komórki kalusa z ziarnami skrobi zgromadzonymi wokół jądra 

 komórkowego (czarne strzałki). Pożywka D. 

Fot. 43. Przekrój poprzeczny przez kalus. Widoczny pęd przybyszowy powstający z centrum 

 merystematycznego położonego powierzchniowo. Pożywka B. 

Fot. 44. Przekrój poprzeczny przez kalus. Widoczne centrum merystematyczne (CM) 

 zlokalizowane glębinowo. Pożywka D. 

Fot. 45. Przekrój podłużny przez kalus. Widoczne dwa stadia zarodków somatycznych: 

 stadium sercowate (strzałka) i stadium globularne (gwiazdka). Pożywka D.  

 

Oznaczenia pożywek według tabeli 2. 

49 dzień kultury (Fot. 42 – 45). 

Bar = 50 µm (Fot. 41, 42); 100 µm (Fot. 40, 43 – 45) 
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TABLICA 8 
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TABLICA 9 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. IDENTYFIKACJA PŁCI 

SIEWEK, Z KTÓRYCH POBRANO EKSPLANTATY 

 

Tabele przedstawiają sekwencje DNA użyte do określenia płci siewek, z których pobrano 

eksplantaty: 

• RAYSI, RAYSII – męskospecyficzne dla Rumex thyrsiflorus 

• RAE730 – obecna na autosomach Rumex 

 

Fot. A. Profile prążkowe reakcji PCR produktów amplifikacji sekwencji RAYSI. 

Fot. B. Profile prążkowe reakcji PCR produktów amplifikacji sekwencji RAYSII. 

Fot. C. Profile prążkowe reakcji PCR produktów amplifikacji sekwencji RAE730. 

 

[pz] – pary zasad 

MD – marker wielkości DNA 

Ż – eksplantat wyizolowany z siewki żeńskiej 

M – eksplantat wyizolowany z siewki męskiej 
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TABLICA 10 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOŚĆ GENETYCZNA 

MATERIAŁU ROŚLINNEGO Z KULTURY IN VITRO 

 

Fot. 46 – 53. Profile prążkowe produktów otrzymanych po amplifikacji DNA z poszczególnymi 

 starterami: 

Fot. 46. ISSR1. 

Fot. 47. ISSR6. 

Fot. 48. ISSR7. 

Fot. 49. ISSR8. 

Fot. 50. ISSR10. 

Fot. 51. ISSR11. 

Fot. 52. P–ISSR1. 

Fot. 53. P–ISSR15. 

 

[pz] – pary zasad 

M – marker wielkości DNA 

E – eksplantat wyizolowany z siewki płci żeńskiej 

1 – 7 – rośliny potomne 
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TABLICA 11A 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOŚĆ GENETYCZNA 

MATERIAŁU ROŚLINNEGO Z KULTURY IN VITRO 

 

Tab. 33 – 35. Tabelaryczne zestawienie profili prążkowych produktów otrzymanych po 

 amplifikacji DNA ze starterem ISSR1: 

Tab. 33.  EZ1, EZ2: eksplantaty płci żeńskiej. 1.1 – 1.4, 2.1 – 2.4: rośliny potomne 

 zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 34. EZ3, EZ4: eksplantaty płci żeńskiej. 3.1 – 3.5, 4.1 – 4.2: rośliny potomne 

 zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 35. EZ5: eksplantat płci żeńskiej. 5.1 – 5.16: rośliny potomne zregenerowane z 

 danego eksplantatu. 

 

NP – numer prążka 

0 – brak produktu 

1 – produkt obecny 

Ʃ – suma 
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TABLICA 11A 
Tabela 33 

NP EZ1 1.1 1.2 1.3 1.4 EZ2 2.1 2.2 2.3 2.4 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 9 9 9 9 9 10 10 10 10 10 

 

Tabela 34 

NP EZ3 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 EZ4 4.1 4.2 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 0 0 0 0 0 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 0 0 0 0 0 0 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 9 8 8 8 8 8 10 10 10 

 

Tabela 35 

NP EZ5 5.1 5.2 5.3 5.4 5.5 5.6 5.7 5.8 5.9 5.10 5.11 5.12 5.13 5.14 5.15 5.16 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 
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TABLICA 11B 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOŚĆ GENETYCZNA 

MATERIAŁU ROŚLINNEGO Z KULTURY IN VITRO 

 

Tab. 36 – 38. Tabelaryczne zestawienie profili prążkowych produktów otrzymanych po 

 amplifikacji DNA ze starterem ISSR1: 

Tab. 36. EM1 – EM4: eksplantaty płci męskiej. 1.1 – 1.2, 2.1 – 2.3, 3.1 – 3.5, 4.1 – 4.5: 

 rośliny potomne zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 37. EM5, EM6: eksplantaty płci męskiej. 5.1 – 5.4, 6.1 – 6.12: rośliny potomne 

 zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 38. EM7 – EM9: eksplantaty płci męskiej. 7.1 – 7.5, 8.1 – 8.5, 9.1 – 9.5: rośliny  

 potomne zregenerowane z danego eksplantatu. 

 

NP – numer prążka 

0 – brak produktu 

1 – produkt obecny 

Ʃ – suma 
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TABLICA 11B 
Tabela 36 

NP EM1 1.1 1.2 EM2 2.1 2.2 2.3 EM3 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 EM4 4.1 4.2 4.3 4.4 4.5 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 10 10 10 10 10 10 10 10 9 9 9 9 9 10 10 10 10 10 10 

 

Tabela 37 

NP EM5 5.1 5.2 5.3 5.4 EM6 6.1 6.2 6.3 6.4 6.5 6.6 6.7 6.8 6.9 6.10 6.11 6.12 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 

 

Tabela 38 

NP EM7 7.1 7.2 7.3 7.4 7.5 EM8 8.1 8.2 8.3 8.4 8.5 EM9 9.1 9.2 9.3 9.4 9.5 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 
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TABLICA 12A 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOŚĆ GENETYCZNA 

MATERIAŁU ROŚLINNEGO Z KULTURY IN VITRO 

 

Tab. 39 – 41. Tabelaryczne zestawienie profili prążkowych produktów otrzymanych po 

 amplifikacji DNA ze starterem ISSR6: 

Tab. 39. EZ1, EZ2: eksplantaty płci żeńskiej. 1.1 – 1.4, 2.1 – 2.4: rośliny potomne 

 zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 40. EZ3, EZ4: eksplantaty płci żeńskiej. 3.1 – 3.5, 4.1 – 4.2: rośliny potomne 

 zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 41. EZ5: eksplantat płci żeńskiej. 5.1 – 5.16: rośliny potomne zregenerowane z 

 danego eksplantatu. 

 

NP – numer prążka 

0 – brak produktu 

1 – produkt obecny 

Ʃ – suma  
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TABLICA 12A 
Tabela 39 

NP EZ1 1.1 1.2 1.3 1.4 EZ2 2.1 2.2 2.3 2.4 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 

 

Tabela 40 

NP EZ3 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 EZ4 4.1 4.2 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 12 12 12 12 12 12 12 12 12 

 

Tabela 41 

NP EZ5 5.1 5.2 5.3 5.4 5.5 5.6 5.7 5.8 5.9 5.10 5.11 5.12 5.13 5.14 5.15 5.16 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 12 12 12 12 12 11 12 12 11 11 12 12 12 12 12 12 12 



128 

 

TABLICA 12B 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOŚĆ GENETYCZNA 

MATERIAŁU ROŚLINNEGO Z KULTURY IN VITRO 

 

Tab. 42 – 44. Tabelaryczne zestawienie profili prążkowych produktów otrzymanych po 

 amplifikacji DNA ze starterem ISSR6: 

Tab. 42. EM1 – EM4: eksplantaty płci męskiej. 1.1 – 1.2, 2.1 – 2.3, 3.1 – 3.5, 4.1 – 4.5: 

 rośliny potomne zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 43. EM5, EM6: eksplantaty płci męskiej. 5.1 – 5.4, 6.1 – 6.12: rośliny potomne 

 zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 44. EM7 – EM9: eksplantaty płci męskiej. 7.1 – 7.5, 8.1 – 8.5, 9.1 – 9.5: rośliny 

 potomne zregenerowane z danego eksplantatu. 

 

NP – numer prążka 

0 – brak produktu 

1 – produkt obecny 

Ʃ – suma 
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TABLICA 12B 
Tabela 42 

NP EM1 1.1 1.2 EM2 2.1 2.2 2.3 EM3 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 EM4 4.1 4.2 4.3 4.4 4.5 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 

6 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

11 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 10 9 9 10 10 10 10 12 12 12 12 12 12 11 11 11 11 11 11 

 

Tabela 43 

NP EM5 5.1 5.2 5.3 5.4 EM6 6.1 6.2 6.3 6.4 6.5 6.6 6.7 6.8 6.9 6.10 6.11 6.12 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

4 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 12 11 11 12 11 12 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 

 

Tabela 44 

NP EM7 7.1 7.2 7.3 7.4 7.5 EM8 8.1 8.2 8.3 8.4 8.5 EM9 9.1 9.2 9.3 9.4 9.5 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 

4 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 

6 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

11 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 9 8 8 8 8 8 12 11 11 11 11 11 12 11 11 11 12 12 
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TABLICA 13A 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOŚĆ GENETYCZNA 

MATERIAŁU ROŚLINNEGO Z KULTURY IN VITRO 

 

Tab. 45 – 47. Tabelaryczne zestawienie profili prążkowych produktów otrzymanych po 

 amplifikacji DNA ze starterem ISSR7: 

Tab. 45. EZ1, EZ2: eksplantaty płci żeńskiej. 1.1 – 1.4, 2.1 – 2.4: rośliny potomne 

 zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 46. EZ3, EZ4: eksplantaty płci żeńskiej. 3.1 – 3.5, 4.1 – 4.2: rośliny potomne 

 zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 47. EZ5: eksplantat płci żeńskiej. 5.1 – 5.16: rośliny potomne zregenerowane z 

 danego eksplantatu. 

 

NP – numer prążka 

0 – brak produktu 

1 – produkt obecny 

Ʃ – suma 
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TABLICA 13A 
Tabela 45 

NP EZ1 1.1 1.2 1.3 1.4 EZ2 2.1 2.2 2.3 2.4 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

13 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 12 11 11 11 11 13 12 12 13 13 

 

Tabela 46 

NP EZ3 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 EZ4 4.1 4.2 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 0 0 0 0 0 0 1 1 1 

7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

13 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 11 11 11 11 11 11 12 12 12 

 

Tabela 47 

NP EZ5 5.1 5.2 5.3 5.4 5.5 5.6 5.7 5.8 5.9 5.10 5.11 5.12 5.13 5.14 5.15 5.16 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

7 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

13 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 12 12 12 11 9 9 10 12 12 11 12 12 12 12 12 12 12 
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TABLICA 13B 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOŚĆ GENETYCZNA 

MATERIAŁU ROŚLINNEGO Z KULTURY IN VITRO 

 

Tab. 48 – 50. Tabelaryczne zestawienie profili prążkowych produktów otrzymanych po 

 amplifikacji DNA ze starterem ISSR7: 

Tab. 48. EM1 – EM4: eksplantaty płci męskiej. 1.1 – 1.2, 2.1 – 2.3, 3.1 – 3.5, 4.1 – 4.5: 

 rośliny potomne zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 49. EM5, EM6: eksplantaty płci męskiej. 5.1 – 5.4, 6.1 – 6.12: rośliny potomne 

 zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 50. EM7 – EM9: eksplantaty płci męskiej. 7.1 – 7.5, 8.1 – 8.5, 9.1 – 9.5: rośliny 

 potomne zregenerowane z danego eksplantatu. 

 

NP – numer prążka 

0 – brak produktu 

1 – produkt obecny 

Ʃ – suma 

  



133 

 

TABLICA 13B 
Tabela 48 

NP EM1 1.1 1.2 EM2 2.1 2.2 2.3 EM3 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 EM4 4.1 4.2 4.3 4.4 4.5 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

7 1 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

13 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 13 13 13 12 12 12 12 12 11 10 10 11 11 13 12 10 10 12 11 

 

Tabela 49  

NP EM5 5.1 5.2 5.3 5.4 EM6 6.1 6.2 6.3 6.4 6.5 6.6 6.7 6.8 6.9 6.10 6.11 6.12 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

13 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 
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TABLICA 13B – C.D. 
 

Tabela 50 

NP EM7 7.1 7.2 7.3 7.4 7.5 EM8 8.1 8.2 8.3 8.4 8.5 EM9 9.1 9.2 9.3 9.4 9.5 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 

7 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

13 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 13 13 13 12 13 11 10 9 9 10 10 10 13 13 12 13 13 12 
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TABLICA 14A 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOŚĆ GENETYCZNA 

MATERIAŁU ROŚLINNEGO Z KULTURY IN VITRO 

 

Tab. 51 – 53. Tabelaryczne zestawienie profili prążkowych produktów otrzymanych po 

 amplifikacji DNA ze starterem ISSR8: 

Tab. 51. EZ1, EZ2: eksplantaty płci żeńskiej. 1.1 – 1.4, 2.1 – 2.4:  rośliny potomne 

 zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 52. EZ3, EZ4: eksplantaty płci żeńskiej. 3.1 – 3.5, 4.1 – 4.2: rośliny potomne 

 zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 53. EZ5: eksplantat płci żeńskiej. 5.1 – 5.16: rośliny potomne zregenerowane z 

 danego eksplantatu. 

 

NP – numer prążka 

0 – brak produktu 

1 – produkt obecny 

Ʃ – suma 
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TABLICA 14A 
Tabela 51 

NP EZ1 1.1 1.2 1.3 1.4 EZ2 2.1 2.2 2.3 2.4 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 

 

Tabela 52 

NP EZ3 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 EZ4 4.1 4.2 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 0 0 0 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9 0 0 0 0 0 0 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 11 11 11 11 11 11 11 11 11 

 

Tabela 53 

NP EZ5 5.1 5.2 5.3 5.4 5.5 5.6 5.7 5.8 5.9 5.10 5.11 5.12 5.13 5.14 5.15 5.16 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 
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TABLICA 14B 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOŚĆ GENETYCZNA 

MATERIAŁU ROŚLINNEGO Z KULTURY IN VITRO 

 

Tab. 54 – 56. Tabelaryczne zestawienie profili prążkowych produktów otrzymanych po 

 amplifikacji DNA ze starterem ISSR8: 

Tab. 54. EM1 – EM4: eksplantaty płci męskiej. 1.1 – 1.2, 2.1 – 2.3, 3.1 – 3.5, 4.1 – 4.5: 

 rośliny potomne zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 55. EM5, EM6: eksplantaty płci męskiej. 5.1 – 5.4, 6.1 – 6.12: rośliny potomne 

 zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 56. EM7 – EM9: eksplantaty płci męskiej. 7.1 – 7.5, 8.1 – 8.5, 9.1 – 9.5: rośliny 

 potomne zregenerowane z danego eksplantatu. 

 

Np – numer prążka 

0 – brak produktu 

1 – produkt obecny 

Ʃ – suma 
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TABLICA 14B 

Tabela 54 

NP EM1 1.1 1.2 EM2 2.1 2.2 2.3 EM3 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 EM4 4.1 4.2 4.3 4.4 4.5 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 

6 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

11 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 10 9 9 10 10 10 10 12 12 12 12 12 12 11 11 11 11 11 11 

 

Tabela 55 

NP EM5 5.1 5.2 5.3 5.4 EM6 6.1 6.2 6.3 6.4 6.5 6.6 6.7 6.8 6.9 6.10 6.11 6.12 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 

 

Tabela 56 

NP EM7 7.1 7.2 7.3 7.4 7.5 EM8 8.1 8.2 8.3 8.4 8.5 EM9 9.1 9.2 9.3 9.4 9.5 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 

4 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 

6 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

11 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 9 8 8 8 8 8 12 11 11 11 11 11 12 11 11 11 12 12 
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TABLICA 15A 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOŚĆ GENETYCZNA 

MATERIAŁU ROŚLINNEGO Z KULTURY IN VITRO 

 

Tab. 57 – 59. Tabelaryczne zestawienie profili prążkowych produktów otrzymanych po 

 amplifikacji DNA ze starterem ISSR10: 

Tab. 57. EZ1, EZ2: eksplantaty płci żeńskiej. 1.1 – 1.4, 2.1 – 2.4: rośliny potomne 

 zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 58. EZ3, EZ4: eksplantaty płci żeńskiej. 3.1 – 3.5, 4.1 – 4.2: rośliny potomne 

 zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 59. EZ5: eksplantat płci żeńskiej. 5.1 – 5.16: rośliny potomne zregenerowane z 

 danego eksplantatu. 

 

NP – numer prążka 

0 – brak produktu 

1 – produkt obecny 

Ʃ – suma 
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TABLICA 15A 
Tabela 57 

NP EZ1 1.1 1.2 1.3 1.4 EZ2 2.1 2.2 2.3 2.4 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 11 11 11 11 11 10 10 10 10 10 

 
Tabela 58 

NP EZ3 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 EZ4 4.1 4.2 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 11 11 11 11 11 11 11 11 11 

 
Tabela 59 

NP EZ5 5.1 5.2 5.3 5.4 5.5 5.6 5.7 5.8 5.9 5.10 5.11 5.12 5.13 5.14 5.15 5.16 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 
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TABLICA 15B 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOŚĆ GENETYCZNA 

MATERIAŁU ROŚLINNEGO Z KULTURY IN VITRO 

 

Tab. 60 – 62. Tabelaryczne zestawienie profili prążkowych produktów otrzymanych po 

 amplifikacji DNA ze starterem ISSR10: 

Tab. 60. EM1 – EM4: eksplantaty płci męskiej. 1.1 – 1.2, 2.1 – 2.3, 3.1 – 3.5, 4.1 – 4.5: 

 rośliny potomne zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 61. EM5, EM6: eksplantaty płci męskiej. 5.1 – 5.4, 6.1 – 6.12: rośliny potomne 

 zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 62. EM7 – EM9: eksplantaty płci męskiej. 7.1 – 7.5, 8.1 – 8.5, 9.1 – 9.5: rośliny 

 potomne zregenerowane z danego eksplantatu. 

 

NP – numer prążka 

0 – brak produktu 

1 – produkt obecny 

Ʃ – suma 
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TABLICA 15B 
Tabela 60 

NP EM1 1.1 1.2 EM2 2.1 2.2 2.3 EM3 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 EM4 4.1 4.2 4.3 4.4 4.5 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 10 10 10 11 11 11 11 10 10 10 10 10 10 11 11 11 11 11 11 

 

Tabela 61 

NP EM5 5.1 5.2 5.3 5.4 EM6 6.1 6.2 6.3 6.4 6.5 6.6 6.7 6.8 6.9 6.10 6.11 6.12 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 

 

Tabela 62 

NP EM7 7.1 7.2 7.3 7.4 7.5 EM8 8.1 8.2 8.3 8.4 8.5 EM9 9.1 9.2 9.3 9.4 9.5 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 10 10 10 10 10 10 11 11 11 11 11 11 10 10 10 10 10 10 
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TABLICA 16A 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOŚĆ GENETYCZNA 

MATERIAŁU ROŚLINNEGO Z KULTURY IN VITRO 

 

Tab. 63 – 65. Tabelaryczne zestawienie profili prążkowych produktów otrzymanych po 

 amplifikacji DNA ze starterem ISSR11: 

Tab. 63. EZ1, EZ2: eksplantaty płci żeńskiej. 1.1 – 1.4, 2.1 – 2.4: rośliny potomne 

 zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 64. EZ3, EZ4: eksplantaty płci żeńskiej. 3.1 – 3.5, 4.1 – 4.2: rośliny potomne 

 zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 65. EZ5: eksplantat płci żeńskiej. 5.1 – 5.16: rośliny potomne zregenerowane z danego 

 eksplantatu. 

 

NP – numer prążka 

0 – brak produktu 

1 – produkt obecny 

Ʃ – suma 
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TABLICA 16A 
Tabela 63 

NP EZ1 1.1 1.2 1.3 1.4 EZ2 2.1 2.2 2.3 2.4 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 7 7 7 6 6 7 7 7 7 7 

 

Tabela 64 

NP EZ3 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 EZ4 4.1 4.2 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 0 1 1 1 0 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 8 7 8 8 8 7 8 8 8 

 

Tabela 65 

NP EZ5 5.1 5.2 5.3 5.4 5.5 5.6 5.7 5.8 5.9 5.10 5.11 5.12 5.13 5.14 5.15 5.16 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 8 8 7 8 8 7 7 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 
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TABLICA 16B 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOŚĆ GENETYCZNA 

MATERIAŁU ROŚLINNEGO Z KULTURY IN VITRO 

 

Tab. 66 – 68. Tabelaryczne zestawienie profili prążkowych produktów otrzymanych po 

 amplifikacji DNA ze starterem ISSR11: 

Tab. 66. EM1 – EM4: eksplantaty płci męskiej. 1.1 – 1.2, 2.1 – 2.3, 3.1 – 3.5, 4.1 – 4.5: 

 rośliny potomne zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 67. EM5, EM6: eksplantaty płci męskiej. 5.1 – 5.4, 6.1 – 6.12: rośliny potomne 

 zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 68. EM7 – EM9: eksplantaty płci męskiej. 7.1 – 7.5, 8.1 – 8.5, 9.1 – 9.5: rośliny 

 potomne zregenerowane z danego eksplantatu. 

 

NP – numer prążka 

0 – brak produktu 

1 – produkt obecny 

Ʃ – suma 
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TABLICA 16B 
Tabela 66 

NP EM1 1.1 1.2 EM2 2.1 2.2 2.3 EM3 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 EM4 4.1 4.2 4.3 4.4 4.5 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 

6 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 7 7 7 7 6 6 6 7 7 6 7 6 6 8 8 8 7 7 8 

 

Tabela 67 

NP EM5 5.1 5.2 5.3 5.4 EM6 6.1 6.2 6.3 6.4 6.5 6.6 6.7 6.8 6.9 6.10 6.11 6.12 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 7 5 7 5 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 

 

Tabela 68 

NP EM7 7.1 7.2 7.3 7.4 7.5 EM8 8.1 8.2 8.3 8.4 8.5 EM9 9.1 9.2 9.3 9.4 9.5 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 8 7 7 7 6 6 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 
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TABLICA 17A 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOŚĆ GENETYCZNA 

MATERIAŁU ROŚLINNEGO Z KULTURY IN VITRO 

 

Tab. 69 – 71. Tabelaryczne zestawienie profili prążkowych produktów otrzymanych po 

 amplifikacji DNA ze starterem P–ISSR1: 

Tab. 69. EZ1, EZ2: eksplantaty płci żeńskiej. 1.1 – 1.4, 2.1 – 2.4: rośliny potomne 

 zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 70. EZ3, EZ4: eksplantaty płci żeńskiej. 3.1 – 3.5, 4.1 – 4.2: rośliny potomne 

 zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 71. EZ5: eksplantat płci żeńskiej. 5.1 – 5.16: rośliny potomne zregenerowane z 

 danego eksplantatu. 

 

NP – numer prążka 

0 – brak produktu 

1 – produkt obecny 

Ʃ – suma 
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TABLICA 17A 
Tabela 69 

NP EZ1 1.1 1.2 1.3 1.4 EZ2 2.1 2.2 2.3 2.4 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 

 

Tabela 70 

NP EZ3 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 EZ4 4.1 4.2 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 0 0 0 0 0 0 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 0 0 0 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 10 10 10 10 10 10 10 10 10 

 

Tabela 71 

NP EZ5 5.1 5.2 5.3 5.4 5.5 5.6 5.7 5.8 5.9 5.10 5.11 5.12 5.13 5.14 5.15 5.16 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 
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TABLICA 17B 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOŚĆ GENETYCZNA 

MATERIAŁU ROŚLINNEGO Z KULTURY IN VITRO 

 

Tab. 72 – 74. Tabelaryczne zestawienie profili prążkowych produktów otrzymanych po 

 amplifikacji DNA ze starterem P–ISSR1: 

Tab. 72. EM1 – EM4: eksplantaty płci męskiej. 1.1 – 1.2, 2.1 – 2.3, 3.1 – 3.5, 4.1 – 4.5: 

 rośliny potomne zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 73. EM5, EM6: eksplantaty płci męskiej. 5.1 – 5.4, 6.1 – 6.12: rośliny potomne 

 zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 74. EM7 – EM9: eksplantaty płci męskiej. 7.1 – 7.5, 8.1 – 8.5, 9.1 – 9.5: rośliny 

 potomne zregenerowane z danego eksplantatu. 

 

NP – numer prążka 

0 – brak produktu 

1 – produkt obecny 

Ʃ – suma 
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TABLICA 17B 

Tabela 72 

NP EM1 1.1 1.2 EM2 2.1 2.2 2.3 EM3 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 EM4 4.1 4.2 4.3 4.4 4.5 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 10 10 10 10 10 10 10 11 11 11 11 11 11 10 10 10 10 10 10 

 

Tabela 73 

NP EM5 5.1 5.2 5.3 5.4 EM6 6.1 6.2 6.3 6.4 6.5 6.6 6.7 6.8 6.9 6.10 6.11 6.12 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 

 

Tabela 74 

NP EM7 7.1 7.2 7.3 7.4 7.5 EM8 8.1 8.2 8.3 8.4 8.5 EM9 9.1 9.2 9.3 9.4 9.5 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 10 10 10 10 10 9 11 11 11 11 11 11 10 10 10 10 10 10 
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TABLICA 18A 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOŚĆ GENETYCZNA 

MATERIAŁU ROŚLINNEGO Z KULTURY IN VITRO 

 

Tab. 75 – 77. Tabelaryczne zestawienie profili prążkowych produktów otrzymanych po 

 amplifikacji DNA ze starterem P–ISSR15: 

Tab. 75. EZ1, EZ2: eksplantaty płci żeńskiej. 1.1 – 1.4, 2.1 – 2.4: rośliny potomne 

 zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 76. EZ3, EZ4: eksplantaty płci żeńskiej. 3.1 – 3.5, 4.1 – 4.2: rośliny potomne 

 zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 77. EZ5: eksplantat płci żeńskiej. 5.1 – 5.16: rośliny potomne zregenerowane z danego

 eksplantatu. 

 

NP – numer prążka 

0 – brak produktu 

1 – produkt obecny 

Ʃ – suma 
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TABLICA 18A 
Tabela 75 

NP EZ1 1.1 1.2 1.3 1.4 EZ2 2.1 2.2 2.3 2.4 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 7 7 7 7 7 8 8 8 8 8 

 

Tabela 76 

NP EZ3 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 EZ4 4.1 4.2 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

3 1 0 0 0 0 0 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 7 5 5 5 5 5 6 6 6 

 

Tabela 77 

NP EZ5 5.1 5.2 5.3 5.4 5.5 5.6 5.7 5.8 5.9 5.10 5.11 5.12 5.13 5.14 5.15 5.16 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 
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TABLICA 18B 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOŚĆ GENETYCZNA 

MATERIAŁU ROŚLINNEGO Z KULTURY IN VITRO 

 

Tab. 78 – 80. Tabelaryczne zestawienie profili prążkowych produktów otrzymanych po 

 amplifikacji DNA ze starterem P–ISSR15: 

Tab. 78. EM1 – EM4: eksplantaty płci męskiej. 1.1 – 1.2, 2.1 – 2.3, 3.1 – 3.5, 4.1 – 4.5: 

 rośliny potomne zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 79. EM5, EM6: eksplantaty płci męskiej. 5.1 – 5.4, 6.1 – 6.12: rośliny potomne 

 zregenerowane z danego eksplantatu. 

Tab. 80. EM7 – EM9: eksplantaty płci męskiej. 7.1 – 7.5, 8.1 – 8.5, 9.1 – 9.5: rośliny 

 potomne zregenerowane z danego eksplantatu. 

 

NP – numer prążka 

0 – brak produktu 

1 – produkt obecny 

Ʃ – suma 
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TABLICA 18B 
Tabela 78 

NP EM1 1.1 1.2 EM2 2.1 2.2 2.3 EM3 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 EM4 4.1 4.2 4.3 4.4 4.5 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 8 8 8 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 8 8 8 8 8 8 

 

Tabela 79 

NP EM5 5.1 5.2 5.3 5.4 EM6 6.1 6.2 6.3 6.4 6.5 6.6 6.7 6.8 6.9 6.10 6.11 6.12 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

6 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 7 5 6 5 5 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 

 

Tabela 80 

NP EM7 7.1 7.2 7.3 7.4 7.5 EM8 8.1 8.2 8.3 8.4 8.5 EM9 9.1 9.2 9.3 9.4 9.5 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 

6 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ʃ 8 7 7 7 7 7 7 6 6 6 6 6 8 7 7 7 7 7 
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TABLICA 19 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOŚĆ GENETYCZNA 

MATERIAŁU ROŚLINNEGO Z KULTURY IN VITRO. 

WSPÓŁCZYNNIK PODOBIEŃSTWA JACCARDA. PŁEĆ ŻEŃSKA 

 

Grafika przedstawiająca podobieństwo genetyczne pomiędzy analizowanymi parami próbek 

DNA wyizolowanych z eksplantatów płci żeńskiej oraz roślin potomnych z nich 

zregenerowanych. 

Analiza przeprowadzona z wykorzystaniem markerów ISSR, oparta na wskaźniku 

podobieństwa Jaccarda (J). 

Kolory skali odpowiadają podobieństwu genetycznemu porównywanych par próbek DNA. 

Kolor żółty odpowiada wartości J = 1, oznaczającej brak różnic genetycznych pomiędzy 

porównywaną parą próbek DNA. 

Kolor granatowy odpowiada wartości J < 0,92, oznaczającej niewielkie różnice genetyczne 

pomiędzy porównywaną parą próbek DNA. 

Pierwszy mały kwadrat w lewym górnym rogu grupy odpowiada próbce DNA eksplantatu. 

Pozostałe kwadraty w rzędzie odpowiadają próbkom DNA roślin zregenerowanych z danego 

eksplantatu. 

EZ1+R – EZ5 + R – grupy utworzone z eksplantatów płci żeńskiej i roślin potomnych 

zregenerowanych z danych eksplantatów. Kolejność wyników jak w tabelach 14 – 18. 
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TABLICA 19 
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TABLICA 20 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOŚĆ GENETYCZNA 

MATERIAŁU ROŚLINNEGO Z KULTURY IN VITRO. 

WSPÓŁCZYNNIK PODOBIEŃSTWA JACCARDA. PŁEĆ MĘSKA 

 

Grafika przedstawiająca podobieństwo genetyczne pomiędzy analizowanymi parami próbek 

DNA wyizolowanych z eksplantatów płci męskiej oraz roślin potomnych z nich 

zregenerowanych. 

Analiza przeprowadzona z wykorzystaniem markerów ISSR, oparta na wskaźniku 

podobieństwa Jaccarda (J). 

Kolory skali odpowiadają podobieństwu genetycznemu porównywanych par próbek DNA. 

Kolor żółty odpowiada wartości J = 1, oznaczającej brak różnic genetycznych pomiędzy 

porównywaną parą próbek DNA. 

Kolor granatowy odpowiada wartości J < 0,92, oznaczającej niewielkie różnice genetyczne 

pomiędzy porównywaną parą próbek DNA. 

Pierwszy mały kwadrat w lewym górnym rogu grupy odpowiada próbce DNA eksplantatu. 

Pozostałe kwadraty w rzędzie odpowiadają próbkom DNA roślin zregenerowanych z danego 

eksplantatu 

EM1+R – EM9 + R – grupy utworzone z eksplantatów płci męskiej i roślin potomnych 

zregenerowanych z danych eksplantatów. Kolejność wyników jak w tabelach 19 – 27. 
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TABLICA 20 
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TABLICA 21 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOŚĆ GENETYCZNA 

MATERIAŁU ROŚLINNEGO Z KULTURY IN VITRO. 

DENDROGRAMY 

 

Ryc. 1-6. Dendrogramy skonstruowane na podstawie wykazanego markerami ISSR 

 podobieństwa między analizowanymi próbkami: 

Ryc. 1. EZ1 – eksplantat płci żeńskiej. 1.1 – 1.4: rośliny potomne. 

Ryc. 2. EZ2 – eksplantat płci żeńskiej. 2.1 – 2.4: rośliny potomne. 

Ryc. 3. EZ3 – eksplantat płci żeńskiej. 3.1 – 3.5: rośliny potomne. 

Ryc. 4. EZ4 – eksplantat płci żeńskiej. 4.1 – 4.2: rośliny potomne. 

Ryc. 5. EZ5 – eksplantat płci żeńskiej. 5.1 – 5.16: rośliny potomne. 

Ryc. 6. EM1 – eksplantat płci męskiej. 1.1 – 1.2: rośliny potomne. 

 

r – wartość współczynnika korelacji kofenetycznej (CCC) 
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TABLICA 21 
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TABLICA 22 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOŚĆ GENETYCZNA 

MATERIAŁU ROŚLINNEGO Z KULTURY IN VITRO. 

DENDROGRAMY 

 

Ryc. 7-12. Dendrogramy skonstruowane na podstawie wykazanego markerami ISSR 

 podobieństwa między analizowanymi próbkami: 

Ryc. 7. EM2 – eksplantat płci męskiej. 2.1 – 2.3: rośliny potomne. 

Ryc. 8. EM3 – eksplantat płci męskiej. 3.1 – 3.5: rośliny potomne. 

Ryc. 9. EM4 – eksplantat płci męskiej. 4.1 – 4.5: rośliny potomne. 

Ryc. 10. EM5 – eksplantat płci męskiej. 5.1 – 5.4: rośliny potomne. 

Ryc. 11. EM6 – eksplantat płci męskiej. 6.1 – 6.12: rośliny potomne. 

Ryc. 12. EM7 – eksplantat płci męskiej. 7.1 – 7.5: rośliny potomne. 

 

r – wartość współczynnika korelacji kofenetycznej (CCC) 
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TABLICA 22 
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TABLICA 23 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOŚĆ GENETYCZNA 

MATERIAŁU ROŚLINNEGO Z KULTURY IN VITRO. 

DENDROGRAMY 

 

Ryc. 13-14. Dendrogramy skonstruowane na podstawie wykazanego markerami ISSR 

 podobieństwa między analizowanymi próbkami: 

Ryc. 13. EM8 – eksplantat płci męskiej. 8.1 – 8.5: rośliny potomne. 

Ryc. 14. EM9 – eksplantat płci męskiej. 9.1 – 9.5: rośliny potomne. 

 

r – wartość współczynnika korelacji kofenetycznej (CCC) 
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TABLICA 23 
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TABLICA 24 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. OCENA JAKOŚCIOWA 

PRĄŻKÓW ODPOWIADAJĄCYCH FORMOM SOD 

 

Fot. D. Aktywność SOD na żelach poliakrylamidowych po rozdziale elektroforetycznym 

 ekstraktów białkowych w warunkach natywnych. Żel wybarwiany w buforze 

 standardowym. Nakładano 7,5 µg białka na ścieżkę. Wynik został przedstawiony w 

 postaci negatywu.  

Fot. E. Aktywność SOD na żelach poliakrylamidowych po rozdziale elektroforetycznym 

 ekstraktów białkowych w warunkach natywnych. Żel wybarwiany w buforze z KCN 

 (inhibitor Cu/ZnSOD). Nakładano 7,5 µg białka na ścieżkę. Wynik został 

 przedstawiony w postaci negatywu. 

Fot. F. Aktywność SOD na żelach poliakrylamidowych po rozdziale elektroforetycznym 

 ekstraktów białkowych w warunkach natywnych. Żel wybarwiany w buforze z H2O2 

 (inhibitor FeSOD i Cu/ZnSOD). Nakładano 7,5 µg białka na ścieżkę. Wynik został 

 przedstawiony w postaci negatywu. 

 

1 – kalus morfogenny żeński 

2 – kalus morfogenny męski 

3 – kalus niemorfogenny żeński 

4 – kalus niemorfogenny męski 

5 – liście regenerantów żeńskich 

6 – liście regenerantów męskich 

7 – liście roślin kontrolnych żeńskich 

8 – liście roślin kontrolnych męskich  
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TABLICA 24 
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TABLICA 25 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. ANALIZA FITOCHEMICZNA 

Wyk. 5. Chromatogram HPLC–DAD przedstawiający zawartość analizowanych związków 

 fenolowych. Kalus niemorfogenny żeński. 

Wyk. 6. Chromatogram HPLC–DAD przedstawiający zawartość analizowanych związków 

 fenolowych. Kalus niemorfogenny męski. 

 

λ = 254 nm 

1 – kwas galusowy 

2 – kwas neochlorogenowy 

3 – kwas protokatechowy 

4 – katechina 

5 – kwas chlorogenowy 

6 – kwas kryptochlorogenowy 

7 – kwas wanilinowy 

8 – kwas kawowy 

9 – kwas p–kumarowy 

10 – kwas ferulowy 

11 – witeksyna 

12 – rutozyd 

13 – hyperozyd 

14 – izokwercetyna 

15 – mirycetyna 

16 – kwercytryna 
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TABLICA 26 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. ANALIZA FITOCHEMICZNA 

Wyk. 7. Chromatogram HPLC–DAD przedstawiający zawartość analizowanych związków 

 fenolowych. Kalus morfogenny żeński. 

Wyk. 8. Chromatogram HPLC–DAD przedstawiający zawartość analizowanych związków 

 fenolowych. Kalus morfogenny męski. 

 

λ = 254 nm 

1 – kwas galusowy 

2 – kwas neochlorogenowy 

3 – kwas protokatechowy 

4 – katechina 

5 – kwas chlorogenowy 

6 – kwas kryptochlorogenowy 

7 – kwas wanilinowy 

8 – kwas kawowy 

9 – kwas p–kumarowy 

10 – kwas ferulowy 

11 – witeksyna 

12 – rutozyd 

13 – hyperozyd 

14 – izokwercetyna 

15 – mirycetyna 

16 – kwercytryna 
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TABLICA 27 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. ANALIZA FITOCHEMICZNA 

Wyk. 9. Chromatogram HPLC–DAD przedstawiający zawartość analizowanych związków 

 fenolowych. Liście regenerantów żeńskich. 

Wyk. 10. Chromatogram HPLC–DAD przedstawiający zawartość analizowanych związków 

 fenolowych. Liście regenerantów męskich. 

 

λ = 254 nm 

1 – kwas galusowy 

2 – kwas neochlorogenowy 

3 – kwas protokatechowy 

4 – katechina 

5 – kwas chlorogenowy 

6 – kwas kryptochlorogenowy 

7 – kwas wanilinowy 

8 – kwas kawowy 

9 – kwas p–kumarowy 

10 – kwas ferulowy 

11 – witeksyna 

12 – rutozyd 

13 – hyperozyd 

14 – izokwercetyna 

15 – mirycetyna 

16 – kwercytryna 
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TABLICA 28 

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. ANALIZA FITOCHEMICZNA 

Wyk. 11. Chromatogram HPLC–DAD przedstawiający zawartość analizowanych związków 

 fenolowych. Liście roślin kontrolnych żeńskich. 

Wyk. 12. Chromatogram HPLC–DAD przedstawiający zawartość analizowanych związków 

 fenolowych. Liście roślin kontrolnych męskich. 

 

λ = 254 nm 

1 – kwas galusowy 

2 – kwas neochlorogenowy 

3 – kwas protokatechowy 

4 – katechina 

5 – kwas chlorogenowy 

6 – kwas kryptochlorogenowy 

7 – kwas wanilinowy 

8 – kwas kawowy 

9 – kwas p–kumarowy 

10 – kwas ferulowy 

11 – witeksyna 

12 – rutozyd 

13 – hyperozyd 

14 – izokwercetyna 

15 – mirycetyna 

16 – kwercytryna 

 



174 

 

TABLICA 28 

 

 


