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Spis uzywanych skrotéw

2,4-D — kwas 2,4—dichlorofenoksyoctowy (ang. 2,4—dichlorophenoxyacetic acid)
2—IP — 2—izopentyloadenina (ang. 2—isopentenyladenine)
AFLP — polimorfizm dhugosci amplifikowanych fragmentow DNA (ang. amplified fragment
length polymorphism)
ANOVA — analiza wariancji (ang. analysis of variance)
APS — nadsiarczan amonu (ang. ammonium persulfate)
B5 — pozywka Gamborga
BAP — 6-benzyloaminopuryna (ang. benzylamino—purine)
BSA — surowicza albumina wotowa (ang. bovine serum albumin)
CCC — wspotczynnik 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 — pozywka 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(B—aminoethyl ether) —N,N,N’,N’—tetraacetic acid]
H>0> — 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-mastowy (ang. indole—3—butyric acid)
ISSR — odcinki DNA pomigdzy sekwencjami mikrosatelitarnymi (ang. inter —simple sequence
repeats)
KCN - cyjanek potasu
KIN — kinetyna (ang. kinetin)
LOD - granica wykrywalnosci (ang. limit of detection)
LOQ — granica oznaczalno$ci (ang. limit of quantification)
MS — pozywka Murashige & Skoog
NAA — kwas naftylo—1-octowy (ang. 1-naphthaleneacetic acid)
1



Native PAGE — natywna elektroforeza w zelu poliakrylamidowym (ang. native polyacrylamide
gel eletrophoresis)

NBB — czern naftolowa (ang. naphthol blue black)

NBT - bfekit nitrotetrazolinowy (ang. nitro blue tetrazolium)

OS - odchylenie standardowe

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

PCA — analiza gléwnych sktadowych (ang. principal component analysis)

PCR —reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

PIC — wspotczynnik zawartosci informacji polimorficznej (ang. polymorphic information
content)

pz — para zasad

RAPD - polimorfizm losowo amplifikowanych fragmentéw DNA (ang. random amplification
of polymorphic DNA)

RFLP — polimorfizm dtugosci fragmentow restrykcyjnych (ang. restriction fragment length
polymorphism)

rpm — obroty na minut¢ (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 niewazona grupowania parami ze $rednig arytmetyczng (ang. unweighted
pair group method with arithmetic mean)

v/v — stosunek objeto$ciowy (ang. volume to volume ratio)

WPM - pozywka Woody Plant Medium

w/v — stosunek masowo—objetosciowy (ang. weight to volume ratio)

ZEA — zeatyna (ang. zeatin)



Streszczenie

Dwupiennos¢ jest wérdd roslin zjawiskiem stosunkowo rzadkim — odnotowano jg zaledwie
u ok. 6% roslin okrytozalazkowych. Wigze si¢ ona z wystepowaniem dymorfizmu ptciowego,
ktory jest przedmiotem badan wielu gatezi nauki zajmujacych si¢ jego aspektami
ewolucyjnymi, fizjologicznymi, fitochemicznymi, genetycznymi, a nawet oddziatywaniami
pomig¢dzy roslinami dwupiennymi a innymi organizmami. Badania nad dymorfizmem
plciowym w rodzaju Rumex sa nieliczne. Dotyczg glownie zaburzonych pierwotnych i
wtornych proporcji ptci oraz réznic w morfologii. Dodatkowo, badania nad zaleznymi od plci
réznicami U przedstawicieli rodzaju Rumex uwzgledniajg cykl zyciowy roslin, aspekty
geograficzne 1 dostepnos¢ zasobow, czy fenologie kwitnienia.

Rumex thyrsiflorus Fingerh. (szczaw rozpierzchly) jest dwupienng rosling z
heteromorficznymi chromosomami ptci (u osobnikoéw zenskich 2n = 12A + XX, u meskich 2n
= 12A + XY1Y2). Nalezy do rodziny Polygonaceae i wraz z blisko spokrewnionym gatunkiem
R. acetosa L. uznawany jest za wartosciowy obiekt badan dotyczacych budowy, funkcji i
ewolucji chromosomow plci u roslin.

Wykazano wyrazne zaburzenia w proporcjach pici wystgpujace w nasionach 1 populacjach
naturalnych R. thyrsiflorus oraz podjeto proby ustalenia przyczyn tego zjawiska. Aby moc
petniej zrozumie¢ podtoze i mechanizmy zaburzen proporcji ptci w populacjach R. thyrsiflorus,
warto bylo uzupetni¢ wspomniane wyzej badania o fizjologiczne analizy cech wegetatywnych.
W zwigzku z tym postanowiono doswiadczalnie zweryfikowac¢ hipoteze zaktadajaca istnienie
wykraczajgcego poza zroznicowanie organdw rozrodczych dymorfizmu ptciowego w gatunku
R. thyrsiflorus. Niezbednym narzedziem koniecznym do podjecia badan bylo opracowanie
wydajnego 1 stabilnego pod wzgledem genetycznym modelu doswiadczalnego,
umozliwiajacego prowadzenie eksperymentéw w warunkach kultur in vitro, dotyczacych
mechanizmow zaburzonych proporcji pici. Sprawdzono, czy w materiale pochodzagcym z
roslinnych hodowli in vitro istnieja réznice zalezne od ptci w:

a. potencjale morfogenetycznym eksplantatow (z wykorzystaniem 5-ciu roznych
pozywek regeneracyjnych),

b. stabilnosci genetycznej regenerantow [z wykorzystaniem techniki opartej na
polimorfizmie  fragmentow DNA  znajdujagcych  si¢  pomiedzy loci

mikrosatelitarnymi (ISSR, ang. Inter—Simple Sequence Repeat)],



c. profilach aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej [z wykorzystaniem natywnej
elektroforezy w zelu poliakrylamidowym w warunkach niedenaturujacych (Native
PAGE, ang. Polyacrylamide Gel Electrophoresis)],

d. rodzajach i zawartosci zwigzkoéw fenolowych [z wykorzystaniem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej z detektorem o matrycy diodowej (HPLC-DAD, ang.
High—Performance Liquid Chromatography with Diode Array Detection)].

Efektem przeprowadzonych badan jest opracowanie gwarantujgcego stabilnos¢ genetyczna
protokotu mikropropagacji (na drodze organogenezy posredniej via kalus) R. thyrsiflorus z
hipokotyli izolowanych z 11 — dniowych siewek pici zenskiej i meskiej na podtozu statym o
sktadzie MS (Murashige & Skoog) + 0,5 mg/l TDZ + 3% sacharoza. Na podstawie uzyskanych
wynikéw mozna wnioskowac, ze:

a. poprzez odpowiednie manipulacje sktadem podtozy hodowlanych w kulturach in
vitro mozna modyfikowaé potencjal morfogenetyczny eksplantatbw w postaci
hipokotyli wyizolowanych z meskich i zeniskich siewek Rumex thyrsiflorus;

b. wykorzystane do analizy zmiennosci somaklonalnej markery ISSR wskazujg na
niezalezng od plci stabilno$¢ genetyczng roslin zregenerowanych w kulturze in vitro
na pozywce Z TDZ wzgledem materialu matecznego;

C. analiza profili aktywnosci form dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) nie wskazuje na
zalezne od plci roznice w materiale pochodzacym ze wspomnianej powyzej kultury
in vitro i jest przestanka do poglebienia badan o ilo§ciowa analiz¢ aktywnosci form
SOD;

d. w przeprowadzonej analizie wybranych zwigzkéw fenolowych (kwasow
fenolowych, flawonoidow 1 katechiny) po raz pierwszy stwierdzono obecno$¢ w
ekstraktach metanolowych R. thyrsiflorus nastepujacych zwigzkow fenolowych:
kwas chlorogenowy, kwas ferulowy, kwas kryptochlorogenowy, kwas p—
kumarowy, kwas neochlorogenowy, kwas protokatechowy i kwas wanilinowy,
izokwercetyna, kwercytryna i witeksyna oraz wykazano wystepowanie roznic
statystycznie istotnych w zawartosci wigkszosci ze wszystkich szesnastu
oznaczonych zwigzkow fenolowych, w zaleznos$ci od pochodzenia materiatu, z
ktorego je izolowano oraz pftci roslin.

Opracowany protokot mikropropagacji mozna wykorzysta¢ do prowadzenia badan

podstawowych dotyczacych roznic fizjologicznych i biochemicznych pomiedzy osobnikami



przeciwnych pici oraz czynnikow postzygotycznych wplywajacych na zaburzenia proporcji

ptci w populacjach tego gatunku.



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 + XY1Y>. 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:



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.



1. Wstep

1.1.Dwupiennos$¢

1.1.1. Definicja dwupiennoSci

Samozaptodnienie jest zjawiskiem niekorzystnym pod wzgledem ewolucyjnym. Rosliny
wyksztatcity rozne mechanizmy pozwalajace unikng¢ autogamii, mi¢dzy innymi rozdzielenie
przestrzenne organéw rozrodczych: jednopienno$¢ (wystgpowanie rozdzielnoptciowych
kwiatow zenskich 1 me¢skich na jednym osobniku) 1 dwupienno$¢ (wystgpowanie zenskich i
meskich organow rozrodczych na réznych osobnikach tego samego gatunku) (Ainsworth
2000). Dwupienno$¢ jest powszechna u mszakow (62% gatunkow dwupiennych) i
nagozalazkowych (36% gatunkow dwupiennych), natomiast u roslin okrytozalgzkowych
wystepuje zaledwie u okolo 5 — 7% gatunkow. Jest za to szeroko rozpowszechniona
taksonomicznie — pojawia si¢ w 43% rodzin (Charlesworth i Guttman 2005, Kumar i in. 2014,
Renner 2014).

Badania wykazaly, ze rozdzielno$¢ pici u roslin dwupiennych skorelowana jest z ich
pewnymi cechami. Przyktadami takich cech sg dlugowieczno$¢ (i zwigzany z nig pokroj
drzewiasty roslin), anemogamia, zoochoria oraz wyksztatlcanie matych kwiatéw w duzych
kwiatostanach. Dodatkowo, rosliny dwupienne wystepuja czesciej w rejonach tropikalnych i na
wyspach (Renner i Ricklefs 1995, Renner 2014, Kifer i in. 2017). Wiecej gatunkow
rozdzielnoplciowych mozna spotka¢ wsrdd dwulisciennych, niz wérdd jednoliSciennych.
Stosunkowo bogate w gatunki dwupienne rodziny dwulisciennych to: Salicaceae,
Manispermaceae, Myristicaceae, Moraceae, Euphorbiaceae, Urticaceae, Anacardiaceae,
Monimiaceae oraz Cucurbitaceae, a jednolisciennych: Pandanaceae, Alismataceae i
Triuridaceae (Kumar i in. 2014).

Szacuje sig, ze przeksztalcenie gatunkéw hermafrodytycznych w dwupienne w réznych
kladach roslin zachodzito niezaleznie nawet do 5000 razy i mogto mie¢ zwigzek z uniknigciem
tak zwanej depresji wsobnej (Kumar i in. 2014, Renner 2014). Procesy ewolucyjne zwigzane
z ich przebiegiem sa precyzyjnie badane (Barrett 2002, Dorken i Van Drunen 2018, Duan i in.
2018). Kafer wraz ze wspotpracownikami (2017) zaznacza, ze dwupienno$¢ jest rzadka u
okrytozalagzkowych, cho¢ z ewolucyjnego punktu widzenia zapewnia ro§linom dwie gldwne
korzys$ci: wspieranie zaptodnienia krzyzowego oraz optymalizacje alokacji zasobow zenskich
1 meskich zwigzanych z rozmnazaniem. W ostatnich latach wysnuto hipotezg, ze sporadycznos¢

pojawiania si¢ dwupienno$ci wsrdd roslin nie powinna by¢ thumaczona tym, ze jest ,.Slepa
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uliczkg ewolucji”, a raczej faktem, ze kwiaty rozdzielnopiciowe — ewoluujac stopniowo z
obuptciowych — latwo ulegaja powtornemu przeksztalceniu w kwiaty hermafrodytyczne,
stanowigc element cyklu ,,— nowy gatunek — dwupienny gatunek — nowy gatunek —”

(Kumar i in. 2014, Kéfer i in. 2017).

1.1.2. Determinacja plci, chromosomy plci, molekularne markery pici

Determinacja plci u roslin moze by¢ oparta na trzech podstawowych mechanizmach:
genetycznym, epigenetycznym i hormonalnym (Heikrujam i in. 2015). Niektore rosliny
wyrdzniajace si¢ genetyczng kontrolg determinacji pilci posiadaja chromosomy plcei.
Chromosomy te dzielone sa na dwie grupy: heteromorficzne i homomorficzne.
Heteromorficzne (wystepujace przyktadowo u Silene latifolia) sg cytologicznie rozréznialne od
siebie nawzajem i od autosomdw oraz nierekombinujace ze sobg u pici heterogametycznej,
natomiast homomorficzne (wystepujace przyktadowo u Asparagus officinalis) sg cytologicznie
nierozroznialne od siebie nawzajem i autosomow (Vyskot i Hobza 2004, Ming i in. 2007,
Charlesworth 2013, Heikrujam i in. 2015). Wyréznia si¢ dwa podstawowe uktady
chromosomoéw heteromorficznych: XX/XY (w ktorym pte¢ heterogametyczna to pte¢ meska) i
ZW/ZZ (w ktorym ple¢ heterogametyczna to ple¢ zenska). W ukladzie XX/XY
udokumentowano wystepowanie polimorficznych chromosoméw pici, na przyktad XX/XY1Y>,
a pte¢ determinowana moze by¢ przez obecnos¢ aktywnego chromosomu Y (Silene latifolia)
lub stosunek chromosomow X do autosomow X:A (Rumex thyrsiflorus) (Vyskot i Hobza 2004,
2015).

Z punktu widzenia hodowli roslin, dwupiennos$¢ jest cecha, dzigki ktdrej mozliwe jest
precyzyjne i bardziej efektywne kontrolowane zapylenie krzyzowe. Dodatkowo, korzystna
ekonomicznie jest hodowla jedynie roslin tej pici, ktora jest wykorzystywana w handlu,
przemysle lub przetworstwie spozywczym np. rosliny zenskie: kiwi (Actinidia deliciosa var,
deliciosa), chmiel (Humulus lupulus), palma daktylowa (Phoenix dactylifera), jojoba
(Simmondsia chinensis), rosliny meskie: szparag (Asparagus officinalis), konopie (Cannabis
sativa) (Kumar i in. 2014, Heikrujam i in. 2015, Sarkar i in. 2017).

W odroznieniu od wielu grup zwierzat, rosliny dwupienne — zanim zakwitng — nie posiadaja
bardzo wyraznych cech morfologicznych umozliwiajagcych szybkie 1 bezbtgedne rozpoznanie
ich ptci. Aby moc identyfikowac pte¢ na wezesnych etapach rozwoju roslin, oszczgdzajac czas,
ktory musiatby by¢ pos§wigcony na oczekiwanie do zakwitnigcia, badacze opracowuja markery
morfologiczne, cytologiczne, fizjologiczne i molekularne (Heikrujam i in. 2015). Najbardziej

specyficzne sg markery DNA, ktore wykorzystujg sekwencje DNA zlokalizowane na
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chromosomach pici. Opierajg si¢ one gtownie na technikach RAPD, SCAR, AFLP, ISSR oraz
RFLP (Milewicz i Sawicki 2013). Przyktadem markeréw molekularnych sa meskospecyficzne
sekwencje DNA: RAYSI (wystepujaca na obydwu chromosomach Y) oraz RAYSII
(zlokalizowana na chromosomie Y1), ktore wraz z autosomalng sekwencjg RAE730 naleza do
tej samej rodziny i wykorzystywane sg do identyfikacji ptci zarowno Rumex acetosa, jak i

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

1.2. Dymorfizm plciowy roslin dwupiennych

Dymorfizm plciowy polega na wystgpowaniu pomiedzy réznoptciowymi osobnikami tego
samego gatunku réznic w pierwotnych (zwigzanych bezposrednio z wystepowaniem meskich
lub zenskich organow plciowych) i wtdrnych (zwigzanych z morfologia, fizjologia i cyklem
zyciowym) cechach ptciowych. Dymorfizm jest tatwiej dostrzegalny i wyrazniejszy u zwierzat,
niz u roslin (Barrett i Hough 2013). Wykazano, ze w obrgbie pierwotnych cech ptciowych
wystepuja wyrazne réznice migdzy plciami dotyczace takich parametrow jak fenologia
kwitnienia, wielko$¢ kwiatoéw, liczba kwiatow w kwiatostanie i/lub na ro$linie, a takze rdznice
w produkcji nektaru, czy atraktantow dla zapylaczy (Lloyd i Webb 1977, Thomas i LaFrankie
1993, Ashman 2009). Wsrod wtornych cech ptciowych dymorfizm ptciowy dotyczy, miedzy
innymi, pokroju i wielkosci poszczegdlnych organdéw wegetatywnych lub catej rosliny,
gromadzenia sktadnikéw odzywczych, czy cech fizjologicznych, takich jak: odpowiedz na
czynniki stresowe, aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych, zawarto$¢ metabolitow wtdrnych
(Lloyd i Webb 1977, Hemborg i Karlsson 1999, Massei i in. 2006, Midgley 2010, Iszkuto i in.
2013, Juvany i Munné-Bosch 2015). W niniejszej rozprawie skupiono si¢ na dymorfizmie
ptciowym dotyczacym cech wtornych.

Wtdrne cechy plciowe moga przypadkowo wynikaé¢ z rozwojowych lub genetycznych
podstaw determinacji plci i nie mie¢ znaczenia adaptacyjnego w sensie ewolucyjnym lub moga
by¢ wyselekcjonowane jako optymalne strategie dostosowawcze. Obecnie postuluje sie, ze
dymorfizm ptciowy ma bezposrednig selektywng warto$¢ w stosunku do wyraznie réznych rol
osobnikéw meskich i zenskich w rozmnazaniu ptciowym (Lloyd i Webb 1977). llo$¢ zasobow,
ktore rosliny musza rozlokowaé migdzy trzy gléwne funkcje zyciowe: wzrost wegetatywny,
rozmnazanie i obron¢ przed czynnikami stresowymi jest ograniczona (Charnov 1982), stad
konieczno$¢ podejmowania kompromiséw W alokacji tych zasobow (Herms i Mattson 1992).
Obeso (2002) z kolei postuluje, ze dymorfizm ptciowy u roslin wigze si¢ z roznymi kosztami

wydatkowanymi na rozmnazanie osobnikéw meskich i zenskich.
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Badanie dymorfizmu piciowego roslin jest trudne, poniewaz istnieje wiele doniesien o tym,
ze r6znice pomig¢dzy plciami moga by¢ plastyczne (zwigkszajg si¢ lub zmniejsza), w zalezno$ci
od fazy cyklu zyciowego ro$liny (Onate i in. 2012, Teitel i in. 2016) oraz warunkow
srodowiskowych i czynnikow stresowych (Miljkovi¢ i in. 2018, Qin i in. 2018, Robakowski i
in. 2018, Li i in. 2019, Zhou i in. 2019).

1.2.1. Zalezne od plci réznice w wytwarzaniu metabolitow wtéornych

Rosliny wytwarzaja zréznicowane substancje chemiczne, ktore nie oddzialuja bezposrednio na
wzrost i rozw0j organizmu. Substancje te okreslane s3 mianem metabolitow wtornych
(roslinnych produktow naturalnych). Przez wiele lat uwazano, Zze s3 one jedynie
niefunkcjonalnymi produktami koncowymi metabolizmu roslinnego. Obecnie wiadomo, ze
metabolity wtérne maja wazne znaczenie dla roslin ze wzgledu na swoje funkcje w reakcjach
obronnych na czynniki stresu biotycznego i abiotycznego. Dodatkowo wiele z nich pehni role
atraktantéw dla zapylaczy 1 zwierzat rozsiewajacych nasiona. Metabolity wtdrne dzieli si¢ na
trzy gtdéwne grupy: terpenoidy, zwigzki fenolowe oraz zwigzki zawierajace azot (Taiz i Zeiger
2002).

Wsrod gatunkow dwupiennych zaobserwowano dymorfizm w wytwarzaniu metabolitow
wtornych. W zaleznos$ci od gatunku, zawarto$¢ poszczegélnych produktow wtornych lub ich
klas moze by¢ wyzsza w ro$linach zenskich [na przyktad u przedstawicieli Piper betle (Tripathi
i in. 2006) i Taxus baccata (Iszkuto i in. 2013)] lub meskich [przyktadowo w gatunkach
Juniperus oxycedrus subsp. macrocarpa (Massei i in. 2006) i Spondias purpurea (Maldonado—
Lopez i in. 2014)].

W literaturze mozna znalez¢ wiele doniesien dotyczacych fitochemicznych analiz r6znych
gatunkéw roslin dwupiennych oraz ich potencjalnego zastosowania w medycynie i
farmakologii (Johann i in. 2008, Wegiera i in. 2012, Orban—Gyapai i in. 2015, Orban—Gyapai i
in. 2017b). Badania te jednak rzadko dotycza plci analizowanych osobnikoéw, podczas gdy
analiza zaleznych od pfci réznic w produkcji metabolitéw wtornych moze zapewni¢ lepsze
wykorzystanie wlasciwosci roslin dwupiennych (Simpson 2013), jak rowniez doktadniejsze

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

1.2.2. Zalezne od plci réznice w reakcji na czynniki stresowe

Organizmy ro$linne nie sg w stanie aktywnie si¢ przemieszczac¢ i Z tego powodu nieustannie
narazone s3 na dziatanie lokalnych czynnikéw stresowych. Do czynnikow stresowych

biotycznych zalicza si¢ interakcje z innymi roslinami i ze zwierzgtami roslinozernymi oraz
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patogeny roslinne, natomiast wsrod abiotycznych czynnikéw stresowych wymieni¢ mozna:
promieniowanie UV, temperature, dostepnos¢ wody, dostepnosé CO2, dostepnos¢ makro— i
mikroelementdw, zanieczyszczenie srodowiska oraz czynniki mechaniczne. Aby chroni¢ si¢
przed skutkami oddziatywania czynnikéw stresowych, rosliny musialy wyksztatci¢ szereg
mechanizmow obronnych. Do reakcji obronnych nalezg, migdzy innymi, modyfikacja
aktywno$ci enzymoéw detoksykujacych (peroksydaz, reduktazy glutationu), synteza i
akumulacja przeciwutleniaczy (kwasu askorbinowego, tokoferolu), a takze synteza i
akumulacja wielu metabolitow wtornych, na przyktad flawonoidéw (Kacperska 2016).

Badania wykazuja, ze pte¢ rosliny moze mie¢ istotne znaczenie dla odpowiedzi organizmu
na rézne stresory (Zhang i in. 2011, Shiiin. 2012, Retuerto i in. 2018, Robakowski i in. 2018).
Juvany i Munné-Bosch (2015) w swojej pracy zaznaczaja, ze réznice pomigdzy ptciami w
odpowiedzi na czynniki stresowe wydaja si¢ by¢ wysoce specyficzne dla gatunku i nie mozna
wyciggnac¢ jednoznacznego wniosku co do wptywu plci na tolerancje¢ na stres: czasami bardziej
odporne wydaja si¢ by¢ osobniki zenskie, w innych przypadkach wieksza odpornos¢ wykazuja
osobniki meskie. Przyktadowo, w badaniach reakcji na stres spowodowany zanieczyszczeniem
gleby metalami cigzkimi, osobnikami wykazujacymi wigksza odpornos$¢ sa rosliny zenskie
Silene latifolia (Sanchez Vilas i in. 2016), natomiast w gatunku Morus alba — rosliny meskie
(Qiniin. 2018).

Simancas i wspotpracownicy (2018) sygnalizuja, ze rdézne strategie odpowiedzi na stres,
ktorymi postuguja sie przedstawiciele przeciwnych pici moga doprowadzi¢ do zaburzenia

proporcji plci w populacji.

1.2.3. Zaburzenia proporcji plci w nasionach i populacjach naturalnych roslin
dwupiennych
Zaburzenie proporcji plci jest zjawiskiem czesto spotykanym w populacjach roslin
dwupiennych. W zaleznos$ci od gatunku, w populacji moga przewaza¢ liczbowo osobniki
meskie lub zenskie (Sinclair 1 in. 2012). Jak wykazat Field ze wspotpracownikami (2012),
dominacja osobnikow meskich wystepuje prawie dwa razy czg$ciej, niz osobnikow zenskich.
Postuluje si¢, ze zaburzenia proporcji ptci w populacjach roslin dwupiennych moga by¢
zwigzane z czynnikami ekologicznymi, takimi jak cechy demograficzne populacji
(przestrzenne rozmieszczenie osobnikow, wiek populacji) czy warunki stresowe w srodowisku,
w ktorym zyje dana populacja (Stehlik 1 in. 2008, Field i in. 2013). Czynniki zwigzane z

biologia gatunku, przyktadowo zréznicowane koszty rozmnazania ponoszone przez osobniki
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odmiennych pici czy czynniki genetyczne réwniez mogg by¢ skorelowane z zaburzeniami
proporcji pici (Lloyd i Webb 1977, Field i in. 2012).

Zazwyczaj wicksze wydatki zwigzane z reprodukcja ponoszone przez rosliny zenskie moga
skutkowa¢ mniejszymi rozmiarami, opdznionym kwitnieniem, stabszg odpowiedzig na
czynniki stresowe, a co za tym idzie — wigkszg $miertelnoscig osobnikéw zenskich, czego
efektem jest zwigkszona liczba osobnikow meskich w populacji (Barrett i Hough 2013). Istnieja
jednak gatunki, u ktorych w populacjach naturalnych notuje si¢ przewage osobnikow zenskich.
Zaburzone proporcje pici z dominacjg liczbowg osobnikow pici zenskiej, wyraznie powigzane
sg z wystgpowaniem heteromorficznych chromosomow pici (Field i in. 2012).

Zgodnie z teoretycznymi przewidywaniami, stosunek plci w potomstwie organizmow o
odmiennych ptciach powinien wynosi¢ 1:1 (Fisher 1930). W rzeczywistosci jednak, u roslin
dwupiennych stosunek ten jest czgsto zaburzony (Zarzycki i Rychlewski 1972, Rychlewski i
Zarzycki 1975, Korpelainen 2002). Na zréznicowanie proporcji pici wsérod nasion moga
wplywaé zarowno czynniki prezygotyczne np. odchylenie mejotyczne (ang. meiotic drive),
preferencyjny wzrost lagiewek pytkowych (de Jong i Klinhamer 2002) lub certacja
(wspotzawodnictwo pomigdzy gametofitami posiadajacymi chromosomy X i Y) (Blocka—
Wandas i in. 2007), jak i postzygotyczne, np. selektywne zamieranie zarodkow (Sinclair i in.
2012).

Doniesien o zaburzonych proporcjach ptci w populacjach roslin dwupiennych jest duzo,
ale badanie przyczyn tych zaburzen jest utrudnione. W przypadku wigkszosci gatunkow
dwupiennych nie da si¢ okresli¢ pici zanim ro$liny zakwitng, wigc wiele szacunkow uwzglednia
ro$liny dojrzate reprodukcyjnie, a ignoruje ro$liny niekwitngce. Poza tym, spora czgsé
gatunkéw dwupiennych to dtugowieczne byliny, ktore rozmnazajg si¢ zard6wno ptciowo, jak i
klonalnie. To sprawia, ze szacunkowe proporcje plci oparte s raczej na analizie liczby ramet
(osobnikow powstatych przez rozmnazanie wegetatywne), niz na analizie genet (pojedynczych
osobnikow powstatych z jednej zygoty) (Field i in. 2012). Fakt, ze Rumex thyrsiflorus rozmnaza
si¢ prawie wylacznie generatywnie (Zarzycki i Rychlewski 1982) oraz opracowanie
molekularnych markeréw pici dla tego gatunku (Kwolek i Joachimiak 2011) sprawiaja, ze
gatunek ten wydaje si¢ by¢ dobrym modelem do badania zaburzen proporcji pici i rdznic

pomiedzy niedojrzatymi do romnazania ro§linami.

1.3. Charakterystyka gatunku Rumex thyrsiflorus

Rumex thyrsiflorus Fingerh. (szczaw rozpierzchly) wystepuje w klimacie umiarkowanym w

Europie, Azji i Ameryce Potnocnej, na stanowiskach suchych i $rednio wilgotnych: takach,
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pastwiskach 1 nieuzytkach, a takze wzdtuz drég i nasypow kolejowych. Rozmnaza si¢ prawie
wylacznie generatywnie, kwitnie od czerwca do pazdziernika (eFloras 2008, Zarzycki i
Rychlewski 1982). Ten dwupienny gatunek z heteromorficznymi chromosomami pici (u roslin
zenskich 2n = 12A + XX, u roélin meskich 2n = 12A + XY1Y2) (Zuk 1963) nalezy do rodziny
Polygonaceae, podrodzaju Acetosa, sekcji Acetosa i jest blisko spokrewniony z R. acetosa L.
Zarowno R. thyrsiflorus jak i R. acetosa uznawane sg za cenne obiekty badan dotyczacych
budowy, funkcji i ewolucji chromosoméw pici u roslin (Love i Kapoor 1967, Zaborowska 1969,
Zuk 1969, Grabowska—Joachimiak i in. 2012).

R. thyrsiflorus jest wspominany w literaturze jako ludowa ro$lina lecznicza (Jedrzejko
2001), a jego nasiona byly wykorzystywane w medycynie tradycyjnej, migdzy innymi jako
srodek $ciagajacy, przeciwszkorbutowy, przeczyszczajacy i przeciwskurczowy (Litvinenko i
Muzychkina 2008). Analizy fitochemiczne ekstraktow izolowanych z przedstawicieli tego
gatunku wykazaty obecno$¢ metabolitoéw wtornych, takich jak kwasy fenolowe, flawonoidy,
epikatechiny, taniny, 1-palmitoiloglicerol, p—sitosterol, czy procyjanidyna B5 (Litvinenko i
Muzychkina 2008, Orban—Gyapai i in. 2017a, Dziedzic i in. 2020). Natomiast badania
farmakologiczne podjete przez Orban—Gyapai i wspotpracownikow (2015, 2017b) udowodnity,
ze wspomniane ekstrakty maja dziatanie antyproliferacyjne, antybakteryjne oraz hamujace

oksydazg ksantynowa.

1.3.1. Zaburzenia proporcji plci w nasionach i populacjach naturalnych
R. thyrsiflorus

Wykazano wyrazne zaburzenia w proporcjach plci wystgpujace w populacjach naturalnych
R. thyrsiflorus. Zarzycki i Rychlewski (1972) zaobserwowali, ze w zalezno$ci od stanowiska,
stosunek roslin meskich do zenskich z kwitngcymi pedami moze wahac si¢ od 1:1,6 (Swiezo
zatozone Iaki) az do 1:12 (nieuzytki), ale zawsze Charakteryzuje si¢ przewaga roslin zenskich.
Zaburzone proporcje plci u tego gatunku wystepuja juz wsrod nasion (Rychlewski i Zarzycki
1981, Kwolek i Joachimiak 2011). Postuluje sig¢, Ze na liczebng przewage roslin zenskich moga
mie¢ wpltyw: wyzsza $§miertelno$¢ ziaren pytku determinujacych pte¢ meska, certacja, réznice
w kietkowaniu nasion mgskich i zenskich, rézna czestotliwo$é kwitnienia roslin meskich i
zenskich oraz ogdlnie wyzsza $miertelnos¢ osobnikow meskich na kazdym etapie cyklu
zyciowego zwigzana z degeneracjg chromosomu Y (Rychlewski i Zarzycki 1986, Blocka—
Wandas i in. 2007). Zarzycki i Rychlewski (1972) wskazujg na jeszcze jeden czynnik, ktory
réwniez nalezy bra¢ pod uwage, badajac zaburzenia proporcji pici u R. thyrsiflorus — wpltyw

srodowiska zewngtrznego. Aby moc pelniej zrozumie¢ podloze i mechanizmy zaburzen
14



proporcji pici w gatunku R. thyrsiflorus, warto uzupetni¢ wspomniane wyzej badania o
fizjologiczne analizy cech wegetatywnych. Wykorzystanie roslinnych kultur in vitro w tego
typu badaniach pozwala na zapewnienie $cisle okreslonych, ustabilizowanych warunkéw
rozwoju ro$lin i wyeliminowanie ewentualnego wptywu czynnikéw srodowiska zewnetrznego

na rdznice pomigdzy ptciami.

1.4. Roslinne kultury in vitro
1.4.1. Definicja i rodzaje roslinnych kultur in vitro

Mianem roélinnych kultur in vitro okresla si¢ aseptyczng hodowlg nasion, roslin lub ich
fragmentow (zarodkow, organow, tkanek, komoérek lub protoplastow) na pozywkach, w $cisle
okreslonych warunkach fizykochemicznych. Materiat wykorzystywany do zatozenia kultury
okreslamy jako eksplantaty (Chawla 2002, Thorpe 2007, Bach i Pawlowska 2009).

Cechami komorek roslinnych, ktore wykorzystuje si¢ w hodowlach in vitro sg pluripotencja
i totipotencja. Pluripotencja nazywamy wykazywang przez komorki macierzyste zdolnos¢ do
dyferencjacji w dowolng komorke organizmu. Totipotencja to zdolno$¢ do zmiany drogi
rozwojowe]j komorek zréznicowanych i ich przeksztalcenie w komoérki innego typu. Wykazuja
ja te wszystkie komorki 1 protoplasty roslinne, ktore w trakcie réznicowania nie ulegly
nieodwracalnym zmianom genetycznym (np. nie utracily jadra komorkowego) (Majewska—
Sawka 2009).

Najwazniejszymi typami roslinnych kultur in vitro sa:

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

b. kultury zawiesin komorek (hodowle pojedynczych komorek lub ich agregatow w
pozywkach ptynnych),

C. Kultury protoplastow (hodowle komorek roslinnych, ktore zostaty pozbawione
$ciany komodrkowe;),

d. Kultury organow i ich fragmentow, np.: merysteméw wierzchotkowych, pakéw
bocznych, korzeni, zarodkéw (Bach 1 Pawtowska 2009).

Kultury in vitro wykorzystywane s3 w naukach podstawowych przyktadowo do badan
dynamiki wzorcéw metylacji DNA roslinnego (Solis 1 in. 2012), czy fizjologicznych,
dotyczacych odpowiedzi roslin na stres (Gaspar 1 in. 2002). Obecnie stosowane sg na szeroka
skale w roéznych dziatach przemyshu: farmakologicznego (Espinosa—Leal i in. 2018),

ogrodniczego i ochrony roslin (Thakore i Srivastava 2017, Shen i in. 2018), a takze w rolnictwie
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(Govil i Gupta 1997, Hutter i Schneider 2019) oraz w ochronie przyrody i srodowiska (Doran
2009, Kurup i in. 2018).

1.4.2. Morfogeneza i embriogeneza somatyczna w roslinnych kulturach in vitro

Tworzenie nowego organu lub organizmu w kulturach in vitro nazywane jest regeneracja.
Proces ten zalezy gtéwnie od czynnikow genetycznych i fizjologicznych (genotyp, rodzaj, wiek
1 faza rozwojowa) komorki, ale istotny wptyw maja na niego rowniez czynniki zewnetrzne W
hodowli (sktad pozywek, temperatura, rodzaj o$wietlenia, fotoperiod, czynniki stresowe)
(Majewska—Sawka 2009). Regeneracja w roslinnych kulturach in vitro moze przebiega¢ na dwa
sposoby:

a. droga morfogenezy bezposredniej (bezposrednie formowanie si¢ 1 rozwoj organow
ro$linnych, zgodnie z ich natywnym programem rozwoju; wykorzystywane w
kulturach merystemow wierzchotkowych lub bocznych),

b. drogg morfogenezy przybyszowej (formowanie si¢ i rozwdj organow roslinnych z
zywych komorek eksplantatu poprzez ich odréznicowanie, a nastgpnie ponowng
dyferencjacjg).

W zaleznos$ci od sposobu powstawania zregenerowanych organow, wyrdznia si¢ dwa
rodzaje morfogenezy przybyszowej:

a. bezposrednia (organ przybyszowy rozwija si¢ bezposrednio z komoérek eksplantatu)

b. posrednia (organ przybyszowy rozwija si¢ z komorek tkanki kalusowej, powstatej
z komorek eksplantatu) (Stefaniak 2007, Bach i Pawlowska 2009).

Ciekawym procesem, ktory mozna indukowa¢ w kulturach in vitro jest somatyczna
embriogeneza, czyli regeneracja zarodkéw roslinnych z komorek somatycznych. Moze ona
przebiega¢ na dwa sposoby: bezposrednio (zarodki somatyczne powstaja z komorek
eksplantatu) i posrednio (zarodki somatyczne rozwijaja si¢ z komorek tkanki kalusowej,

powstatej z komorek eksplantatu) (Chawla 2002).

1.4.3. Kultury kalusa

W odpowiedzi na zranienie lub infekcj¢ patogenami, komorki tkanek statych roslin moga ulec
odrdéznicowaniu, a nastgpnie szybkim podzialom, by zasklepi¢ 1 odcig¢ uszkodzone tkanki od
reszty organizmu. Powstaje wtedy stabo zroznicowana tkanka kalusowa (przyranna). Ma ona
charakter merystematyczny (merystem wtorny) i sktada si¢ ze stabo zroznicowanych komorek
parenchymatycznych. Komorki te z uptywem czasu moga réznicowac si¢ na nowo i umozliwic¢

proces regeneracji, w czasie ktérego w skalusowanych fragmentach roslin mozliwe jest
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odtworzenie calych organdw. W kalus szczego6lnie tatwo przeksztatcaja si¢ komorki kambium,
kory pierwotnej, a takze walca osiowego (Kopcewicz 2016).

W warunkach laboratoryjnych istnieje mozliwo$¢ pobudzenia niemal kazdej zywej
komorki lub protoplastu roslinnego do wytworzenia kalusa (kalogenezy). Sposob indukcji
kalusa (stosowane egzogenne regulatory wzrostu i ich st¢zenie, kompozycja pozywki
podstawowej, temperatura etc.), przebieg kalogenezy, a takze sama tkanka kalusowa moga by¢
roézne, w zaleznos$ci od gatunku i genotypu rosliny czy rodzaju eksplantatu.

Warunki kultury wptywajg na takie cechy kalusa, jak barwa (od biatej, przez zo6tto—zielona,
do czerwonobrazowej), struktura (twarda lub migkka, zwarta lub luzna, jednolita lub
grudkowata) i miejsce indukcji na eksplantacie. W warunkach laboratoryjnych kalus nie jest
tkanka jednorodng (pod wzgledem histologicznym), poniewaz procesy rdznicowania,
odrdznicowania i ponownego roéznicowania komorek zachodza w nim réwnolegle (Chawla
2002, Stefaniak 2007).

Tkanka kalusowa moze by¢ morfogenna, czyli posiada¢ zdolnos¢ do regeneracji organdéw
przybyszowych lub nie. Zdolno$¢ ta nie jest cechg stata (moze zosta¢ utracona), jak rowniez
komorki poczatkowo niekompetentne do morfogenezy moga naby¢ te ceche — zalezy to od
czasu trwania i warunkow kultury (Stefaniak 2007).

Kultury kalusa sg wszechstronnie wykorzystywane do produkcji bioaktywnych
metabolitow wtornych oraz innych sktadnikow wykorzystywanych w farmakologii 1
medycynie. Sg rowniez stosowane W mikropropagacji na duzg skale roslin waznych z punktu

widzenia agronomicznego i ogrodniczego (Efferth 2019).

1.4.4. PozywKi i roslinne regulatory wzrostu w kulturach in vitro

Pozywki hodowlane stosowane sa w roslinnych kulturach in vitro w celu podtrzymania funkcji
zyciowych komorek eksplantatu (poprzez dostarczenie niezbednych organicznych i
nieorganicznych sktadnikow odzywczych, wody 1 jako Zrédlo wegla) oraz kontrolowanej
manipulacji $ciezkami rozwoju eksplantatu (poprzez dostarczenie egzogennych regulatoréw
wzrostu). Istnieje wiele podstawowych mediéw hodowlanych, ktore réznig sie kompozycja
sktadnikow 1 zastosowaniem w kulturach. Do najczgsciej uzywanych zalicza si¢ pozywki
Murashige i Skooga (ang. Murashige & Skoog, MS), Gamborga (B5), Woody Plant Medium
(WPM) oraz Driver Kuniyuki Walnut (DKW) (Phillips i Garda 2019). Na rozw¢j ekplantatow,
oprocz sktadu chemicznego pozywki, majag wptyw rowniez jej wlasciwosci fizyczne, takie jak

stan skupienia (ptynny lub staty) oraz pH (Bach i Pawtowska 2009). Co ciekawe, ostatnio przy
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opracowywaniu sktadu podstawowego pozywek zaczeto korzystaé z pomocy Sztucznej
inteligencji (Alanagh i in. 2014).

W zalezno$ci od tego, jaki jest cel hodowli in vitro, do pozywek podstawowych dodaje si¢
naturalne lub sztuczne roslinne regulatory wzrostu (hormony roslinne, fitohormony). Sztuczne
fitohormony wykazuja wigksza stabilno$¢ chemiczng niz naturalne. Roslinne regulatory
wzrostu sg aktywne juz w matych stezeniach i przemieszczajg si¢ w obrebie catego organizmu
roslinnego, poniewaz zazwyczaj wykazuja aktywno$¢ w innych miejscach, niz sg wytwarzane.
Poprzez interakcje z okreslonymi tkankowo—specyficznymi receptorami ten sam fitohormon
moze wywota¢ roézne reakcje w roznych eksplantatach (Chawla 2002, Phillips i Garda 2019).

Do dwéch glownych grup regulatorow wzrostu najczesciej wykorzystywanych w kulturach
in vitro naleza auksyny [naturalne: kwas indolilo—3—octowy (IAA), kwas indolilo—3—-mastowy
(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)]. Pozostate
to gibereliny, kwas abscysynowy, kwas jasmonowy i etylen (Phillips i Garda 2019).

Auksyny w hodowlach in vitro stosuje si¢ do indukcji kalusa i korzeni przybyszowych,
zwigkszenia rozproszenia komorek w zawiesinie lub do indukcji embriogenezy somatycznej.
Cytokininy znajduja zastosowanie w indukcji pedow przybyszowych, znoszeniu dominacji
wierzchotkowej 1 przyspieszaniu kietkowania nasion. Ze wzgledu na swoje antagonistyczne
dziatanie, auksyny i cytokininy czgsto dodawane sa razem do pozywek w rdéznych

kompozycjach i stezeniach (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
rézni si¢ od struktury naturalnie wystepujacych cytokinin. Stosowany jest na duzg skale w
roslinnych kulturach in vitro, cze¢sto jako jedyny regulator wzrostu dodawany do pozywki (Guo
i in. 2011). W przeciwienstwie do innych cytokinin, jest oporny na endogenng oksydaze
cytokininowa, co sprawia, ze jest bardziej stabilny w kulturach. W zalezno$ci od warunkéw
hodowli in vitro wywotuje wiele zréznicowanych odpowiedzi: organogeneze posrednig i
bezposrednia, somatyczng embriogeneze, jak rowniez zakwitanie. Wielu autoréw wskazuje, ze
TDZ wykorzystywany jest z powodzeniem w kulturach ro$lin trudnych do hodowli w
warunkach laboratoryjnych (Dewir i in. 2018). Wykazano, ze hormon ten ma wplyw na

regulacje metabolizmu endogennych fitohormonéw (Guo i in. 2011). Ztozony charakter
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odpowiedzi biochemicznych i morfologicznych, ktére zauwazono w hodowlach wzbogaconych
TDZ sprawil, ze stat si¢ on szeroko i chetnie badanym roslinnym regulatorem wzrostu. Guo 1
wspotpracownicy (2011) szczegdlowo opisujg morfogeneze indukowang przez ten fitohormon,
a takze jego mechanizmy dziatania w komorkach roslinnych. Dewir i wspotpracownicy (2018)
zaznaczaja jednak, ze TDZ nie jest ,fitohormonem idealnym” i moze powodowaé pewne
nieprawidlowosci morfologiczne, fizjologiczne 1 cytogenetyczne, jak rowniez utratg
kompetencji morfogennych komorek.

Inng sztuczng cytokining, najcze¢Sciej stosowang w kulturach in vitro jest 6-—
benzyloaminopuryna (BAP) lub inaczej N®—benzyloadenina (BA) (Phillips i Garda 2019).
Indukuje ona rozwdj pedow przybyszowych, jest rowniez dodawana do pozywek jako czynnik
elongacyjny pedow (Hesami i Daneshvar 2018). Dodatkowo wzmacnia stabilno$¢ bton
komorkowych (Kaur i Thind 2018), ale stosowana w wysokich st¢zeniach moze przyczyniac¢
si¢ do zwigkszenia zmiennosci somaklonalnej wérod zregenerowanych w hodowlach in vitro
roslin (Bairu i in. 2011).

Kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D), nalezacy do auksyn, réwniez jest sztucznym
ros$linnym regulatorem wzrostu. Jest herbicydem i wykazuje dzialanie w znacznie mniejszych
stezeniach niz [AA, IBA 1 NAA. Najczesciej stosuje si¢ go w celu stymulacji rozwoju kalusa
lub proliferacji komorek, ale wiele doniesien wskazuje rowniez na jego skutecznos¢ w indukcji
somatycznej embriogenezy (Méndez—Hernandez i in. 2019, Phillips i Garda 2019). 2,4-D moze

powodowac powstawanie zmiennosci somaklonalnej w kulturach in vitro (Bairu i in. 2011).

1.5.Zmienno$¢ somaklonalna w roslinnych kulturach in vitro

1.5.1. Definicja i zastosowania zmiennosci somaklonalnej

Hodowle in vitro teoretycznie nie powinny powodowaé¢ zadnych zmian genetycznych wsrod
ros$lin potomnych, poniewaz regeneracja roslin jest procesem aseksualnym, opartym na
podziatach mitotycznych komoérek — ros$liny potomne powinny by¢ genetycznie identyczne z
ro$ling donorowa, z ktorej pochodzit eksplantat. W praktyce jednak obserwowano réznice
pomigdzy roslinami zregenerowanymi a ich ro§linami matecznymi — poczatkowo byly to
obserwacje rdznic fenotypowych, a nastgpnie genetycznych. Wystgpowanie niekontrolowane;
1 losowej zmiennosci wsrdd regenerantow sktonito badaczy do blizszego przyjrzenia si¢ temu
zjawisku (Bairu i in. 2011).

Zmienno$¢ somaklonalna to zmienno$¢ obserwowana ws$rod roslin  potomnych

wyhodowanych w warunkach kultur in vitro z tej samej rodzicielskiej somatycznej linii
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komorkowej. Moze ona dotyczy¢ rbéznic fenotypowych, cytomorfologicznych i
fizjologicznych, ale ma gtownie podtoze genetyczne (Larkin i Scowcroft 1981).

Mimo, ze poczatkowo ignorowana, zmienno$¢ somaklonalna z czasem stata si¢ tematem
wielu badan i znalazta zastosowanie w hodowli roslin. Obecnie wykorzystywana jest do
kontrolowanego otrzymywania nowych odmian ro$lin waznych z ekonomicznego punktu
widzenia o wybranych cechach, przyktadowo odpornych na choroby, herbicydy czy stresowe

warunki §rodowiska naturalnego (zar6wno abiotyczne, jak i biotyczne) (Chawla 2002).

1.5.2. Czynniki wplywajace na zmienno$¢ somaklonalng. Mechanizmy
powstawania zmiennos$ci somaklonalnej

Pracujac w obszarze roslinnych kultur in vitro, nalezy bra¢ pod uwage, ze pojawienie si¢
zmienno$ci somaklonalnej moze by¢ zalezne od wielu czynnikéw. Duza role odgrywa genotyp
ro$lin donorowych, np. regeneranty otrzymane z tkanek roslin chimerycznych beda
charakteryzowaty si¢ wigksza zmiennoscig somaklonalng, niz regeneranty otrzymane z tkanek
roslin genetycznie jednorodnych. Réwniez pochodzenie eksplantatu jest krytyczng zmienng.
Zrédlem wiekszej zmiennoéci bedzie uzycie organdéw juz zréznicowanych (przyktadowo
korzeni lub lisci), niz merysteméw (Chawla 2002, Bairu i in. 2011). Oprocz tego nalezy
uwzgledni¢ takie czynniki jak dlugos$¢ trwania kultury, jej warunki, stosowane ro$linne
regulatory wzrostu, sposob przebiegu morfogenezy oraz ewentualne czynniki stresowe lub
selekcjonujgce (Chawla 2002).

Na wystapienie zmienno$ci wérdd regenerantow moga mie¢ wplyw:

a. zmiany genetyczne, ktorych ekspresja moze by¢ obserwowana zarOwno w
kulturach in vitro, jak i w roslinach in vivo,

b. zmiany genetyczne, ktorych ekspresja jest efektem warunkow hodowli in vitro,

C. zmiany epigenetyczne, ktore sa wynikiem warunkow hodowli in vitro (Malepszy i
in. 1989).

Zmiany w genotypie hodowanych eksplantatow moga dotyczy¢ kariotypu: liczby
chromosomow (aberracje liczbowe chromosomoéw takie jak poliploidyzacja i aneuploidyzacja)
lub ich struktury (aberracje strukturalne chromosoméw, przyktadowo: translokacje, delecje,
duplikacje, inwersje, peknigcia chromosomoéw), ale réwniez mutacji pojedynczych genow.
Wsérod mechanizméw odpowiadajacych za powstawanie zmienno$ci w kulturach in vitro
wymieniane s3 réwniez zmiany w cytoplazmatycznym DNA (mitochondrialnym lub

plastydowym), jak rowniez mitotyczne crossing—over (Chawla 2002).
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1.5.3. Metody badania zmiennos$ci somaklonalnej

Skuteczne wykrywanie zmienno$ci somaklonalnej ma znaczenie zaréwno przy eliminacji
niechcianych, jak i przy wyszukiwaniu pozadanych zmian ws$réd zregenerowanych roslin.
Metody detekcji zmienno$ci mozemy podzieli¢ na trzy gtowne typy:

a. metody morfologiczne - poréwnywanie cech morfologicznych ro$lin
zregenerowanych z ro$linami matecznymi; nie zawsze sg one miarodajne, poniewaz
cechy fenotypowe moga by¢ regulowane epigenetycznie lub zmiany genetyczne nie
zawsze objawiajg si¢ zmienionymi cechami fenotypowymi,

b. metody fizjologiczne/biochemiczne — stosowanie roznych testow biochemicznych
(przyktadowo oznaczanie potencjatu asymilacji CO2, oznaczanie zawarto$ci
barwnikéw) w celu rozpoznania roéznych wariantow somaklonéw; wykorzystanie
takich testow wymaga jednak szczegdtowej wiedzy specjalistycznej i moze byc¢
wykonywane na nieduzg skale,

c. metody cytogenetyczne i molekularne — wykrywanie zmiennosci somaklonalnej na
poziomie komoérkowym, opisane szerzej ponizej (Bairu i in. 2011).

Obecnie w celu oznaczenia zmiennosci somaklonalnej najczes$ciej wykorzystuje si¢ metody
cytogenetyczne i molekularne. Pozwalajg one na identyfikacj¢ roznych wariantow somaklonow
juz na wczesnym etapie ich rozwoju, sg doktadne, szybkie i stosunkowo niedrogie. Do metod
tych zalicza si¢ analizy: ploidalnosci z wykorzystaniem technik cytogenetycznych (badanie
kariotypu lub zastosowanie cytometrii przeptywowe;j), biatek i izozymow, RFLP oraz analizy
sekwencji DNA oparte na PCR. Techniki wykorzystujace PCR uzywane sa do wykrywania
polimorfizmu wybranych sekwencji DNA. Najczesciej stosuje si¢ markery RAPD, AFLP oraz
ISSR (Bairu i in. 2011).

1.5.4. Badanie zmiennoS$ci somaklonalnej metoda ISSR

Oceng¢ zmienno$ci genetycznej roslin zregenerowanych w warunkach kultur in vitro mozna z
powodzeniem opiera¢ na analizie polimorfizmu odcinkéw DNA zlokalizowanego pomig¢dzy
sekwencjami  mikrosatelitarnymi  (ISSR), technice opisanej przez Zietkiewicz i
wspotpracownikow (1994). Polega ona na amplifikacji si¢ metodg PCR fragmentu DNA
pomigdzy dwoma identycznymi regionami powtorzen mikrosatelitarnych, zorientowanych w
przeciwnych kierunkach. Mikrosatelity sg niekodujacymi odcinkami DNA, ktére sktadaja si¢ z
wielokrotnych tandemowych powtdérzen nastepujacych po sobie kilku nukleotydow. Startery
mogg by¢ di—, tri—, tetra— lub penta—nukleotydem, mie¢ dtugos$¢ 16 — 25 par zasad i moga by¢
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zakotwiczone na koncu 3’ lub 5°. Metoda ISSR wykrywa polimorfizm, ktory moze by¢
spowodowany przyktadowo zmianami dtugosci odcinkéw lezacych pomiedzy sekwencjami
mikrosatelitarnymi, mutacjami w miejscu przyczepu starterow, a jego odnotowany poziom
zalezy od uzytych starteréw (Pradeep Reddy i in. 2002).

Zaletami tej metody sa jej uniwersalnos¢, szybkos¢, wysoka powtarzalnos¢ i fakt, ze mozna
dzigki niej rozréznia¢ wysoce polimorficzne i wielolokusowe cechy (Bornet i Branchard 2001,
Pradeep Reddy i in. 2002). Dodatkowo, aby ja stosowac, nie trzeba zna¢ sekwencji badanego
genomu (Bornet i Branchard 2001).

Jako glowng wade ISSR wymienia si¢ smuzenie produktéw amplifikacji podczas
elektroforezy, ktére moze pojawiaé si¢ na skutek zle dobranych warunkéw temperaturowych
reakcji PCR (Bornet i Branchard 2001) Iub poslizgu niezakotwiczonych starteréw (Pradeep
Reddy i in. 2002).

1.6. Zastosowanie wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem o
matrycy diodowej (HPLC-DAD) w analizie zwigzkow fenolowych

Zwiazki fenolowe sg duza i zr6znicowang grupa metabolitow wtoérnych wytwarzanych w
tkankach roslin. Wszystkie zawieraja w swojej budowie pierScien aromatyczny z grupa
hydroksylowa oraz podstawniki, nadajace im ro6zny charakter chemiczny (Taiz i Zeiger 2002).
Biorac pod uwage strukture szkieletu weglowego mozna je podzieli¢ na trzy grupy:

a. kwasy fenylokarboksylowe — pochodne kwasu benzoesowego, o szkielecie
weglowym Ces — Ci, na przyklad kwas p-hydroksybenzoesowy, kwas
protokatechowy, kwas wanilinowy,

b. kwasy fenylopropenowe — pochodne kwasu cynamonowego, o szkielecie
weglowym Cs — C3, na przyktad kwas p—kumarowy, kwas kawowy, kwas ferulowy,

c. flawonoidy — zwiagzki o szkielecie weglowym Ce — C3 — Cs, do ktorych naleza
flawony 1 flawanole (na przyktad kwercetyna, rutyna); flawanony (na przyktad
hesperydyna, naryngina); flawany: katechiny, leuko— i proantocyjanidyny;
antocyjany, cyjanina i malwina; chalkony (na przyktad florydzyna); izoflawony 1
aurony (Breinholt 1999).

Zwiazki fenolowe pelnig rézne funkcje w organizmie ro$linnym, ze wzgledu na ich
réznorodno$¢ chemiczng. Wiele z nich ma rolg obronng przeciwko zwierzetom roslinozernym
oraz patogenom. Do pozostatych funkcji zwigzkow fenolowych naleza: absorpcja szkodliwego
promieniowana UV, ograniczanie wzrostu ro$lin konkurencyjnych oraz zapewnianie

atrakcyjnosci ro$lin dla zapylaczy i zwierzat rozsiewajacych nasiona (Taiz i Zeiger 2002).
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Ze wzgledu na dziatanie antyoksydacyjne oraz inne prozdrowotne (na przyktad
przeciwnowotworowe, czy przeciwzapalne), zwiazki fenolowe znajduja si¢ w centrum
zainteresowania badaczy (Robbins 2003). Z tego powodu opracowano szereg metod
analitycznych, w celu ich ekstrakcji i detekcji. Sa to gtéwnie metody chromatograficzne, oparte
na fizykochemicznym rozdziale sktadnikéw jednorodnych mieszanin poprzez podziat miedzy
faz¢ ruchoma/mobilng (gaz, ciecz, plyn w stanie nadkrytycznym) i nieruchoma/stacjonarng
(ciato state lub ciecz) uktadu chromatograficznego (Szczepaniak 2012).

Robbins (2003) wskazuje, ze do najczesciej badanych zwigzkoéw fenolowych w zywno$ci
pochodzenia roslinnego nalezg flawonoidy, a obok nich kwasy fenolowe. W tym przypadku
najczgsciej stosuje si¢ metode wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), w celu
oceny jako$ciowej i ilosciowej zawartych w probkach roslinnych metabolitow wtornych.
Metoda ta jest bardzo czuta, szybka i ma dobrg rozdzielczo$¢, a dzigki zastosowaniu réznych
detektorow stwarza mozliwo$¢ szerokiej analizy réznorodnych mieszanin.

Najczesciej uzywanym detektorem w technice HPLC jest detektor 0 matrycy diodowej
(DAD), ktory jest detektorem spektrometrycznym UV 1 dziala na zasadzie absorpcji
promieniowania UV. Umozliwia on kwantyfikacj¢ substancji fenolowych przy rdznych
dhugosciach fal w obszarach ultrafioletu. Analiz¢ spektrometryczng przeprowadza si¢ w
zakresie dlugosci fali A = 190 — 380 nm. Pochodne kwasu benzoesowego wykazuja maksima
absorpcji pomigdzy 200 a 290 nm (oprocz kwasu gentyzynowego, ktérego maksimum absorpcji
wynosi A =355 nm), a pochodne kwasu cynamonowego pomigdzy 270 a 360 nm. Jesli badania
wykonuje si¢ przy uzyciu detektora monochromatycznego (ktory rejestruje jednag dtugosé fali),
pomiary wykonuje si¢ zazwyczaj przy dlugosci fali A = 254 nm (Mréz 1 in. 2012). Zaleta
detektora DAD w chromatografii cieczowej jest fakt, ze oprocz stosowania czasow retencji do
identyfikacji zwigzkow, mozna dodatkowo analizowa¢ cechy widma UV okreslonego zwiazku.
Ograniczeniem tej metody jest natomiast jednoczesna elucja (koelucja) kilku zwiazkéw, przez
co ich widma naktadajg si¢ na siebie i utrudniajg identyfikacje zwiazkéw. Moga pojawic si¢
takze trudnosci w identyfikacji zwigzkow fenolowych nalezacych do tej samej rodziny

spowodowane podobnymi witasciwos$ciami ich widm UV (Aleixandre—Tudo i du Toit 2019).
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2. Cele pracy

Przestanka do podjecia niniejszych badan byly udowodnione zaburzenia proporcji ptci w
gatunku Rumex thyrsiflorus, wystepujace na kazdym etapie cyklu zyciowego roslin. W zwiagzku
Z tym postanowiono doswiadczalnie zweryfikowaé hipotez¢ zakladajaca istnienie
wykraczajacego poza zroznicowanie organow rozrodczych dymorfizmu ptciowego w gatunku
R. thyrsiflorus. Niezb¢dnym narzedziem badawczym koniecznym do podjecia badan byto
opracowanie wydajnego i stabilnego pod wzgledem genetycznym modelu doswiadczalnego,
umozliwiajacego prowadzenie eksperymentow w warunkach kultur in vitro, dotyczacych
mechanizmow zaburzonych proporcji pfici.
Aby tego dokonac, postawiono sobie nastepujace cele badawcze:
1. Kultury in vitro:
e okreslenie rodzaju reakcji morfogennych i potencjalu morfogennego
eksplantatow R. thyrsiflorus, w zaleznosci od sktadu podtoza hodowlanego,
e analiza proporcji ptci w kulturach oraz stwierdzenie, czy istnieje zwigzek
pomigdzy plcig eksplantatow a ich odpowiedzig morfogenna.
2. Analiza molekularna:
e weryfikacja plci siewek, z ktorych pobrano eksplantaty,
e ocena stabilno$ci genetycznej materiatu ro§linnego pochodzacego z kultury
in vitro z wykorzystaniem markerow mikrosatelitarnych,
e analiza zaleznosci pomigdzy stabilnoscia genetyczng regenerantow a ich
plcia.
3. Analiza aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych (SOD):
e analiza roznic jako$ciowych w profilach aktywnosci izoform dysmutazy
ponadtlenkowej wytwarzanych przez:

a. kalus hodowany w warunkach in vitro, w zaleznosci od pici
eksplantatu, na ktorym zostat zaindukowany i zdolnosci do
regeneracji,

b. rosliny zregenerowane w warunkach in vitro, w zaleznosci od ich

ptci.
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4. Analiza fitochemiczna:

analiza r6znic jakosciowych i/lub ilosciowych w wytwarzaniu wybranych
zwigzkow fenolowych (kwaséw fenolowych, flawonoidow i katechiny)
pomigdzy:

a. kalusami hodowanymi w warunkach in vitro, w zaleznosci od pici
eksplantatow, na ktorych zostaty zaindukowane i zdolno$ci do
regeneracji (kalus morfogenny vs. kalus niemorfogenny),

b. zregenerowanymi ros§linami, w zaleznosci od ich pfci,

c. kalusami morfogennymi hodowanymi w warunkach in vitro a
ro$linami z nich zregenerowanymi,

d. roslinami zregenerowanymi w warunkach in vitro a roslinami

kontrolnymi.
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3. Materialy i metody

3.1. Nazewnictwo

W dalszej czesci pracy, dla klarowno$ci i uproszczenia tekstu, przyjeto nastepujaca

nomenklature:

Eksplantaty / hipokotyle meskie — eksplantaty / hipokotyle pobrane z siewek plci
meskiej
Eksplantaty / hipokotyle zenskie — eksplantaty / hipokotyle pobrane z siewek plci
zenskiej
Kalus me¢ski — kalus zaindukowany na eksplantatach pobranych z siewek plci
meskiej
Kalus zenski — kalus zaindukowany na eksplantatach pobranych z siewek ptci
zenskiej
Rosliny potomne / regeneranty meskie — rosliny zregenerowane w warunkach kultur
in vitro z kalusa zaindukowanego na eksplantatach pobranych z siewek ptci meskiej
Rosliny potomne / regeneranty zenskie — rosliny zregenerowane w warunkach
kultur in vitro z kalusa zaindukowanego na eksplantatach pobranych z siewek pflci
zenskiej
Rosliny kontrolne — rosliny otrzymane z nasion R. thyrsiflorus dostepnych

komercyjnie, hodowanych w doniczkach z ziemig w szafie fitotronowe;j

3.2. Material roslinny

Podstawa eksperymentow byly kultury tkankowe gatunku Rumex thyrsiflorus (Fingerh.).

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

ro$liny zregenerowane w hodowli in vitro oraz rosliny kontrolne (Tabela 1).
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Tabela 1. Materiat ro§linny zastosowany w poszczegdlnych etapach badan
Rodzaj materialu uzytego do analiz

Cecha

analizowana pod Kalus Liscie roslin
katem zaleznoSci | Eksplantaty zregenerowanych w
od plci Mt NM? kulturach in vitro

LiScie roslin
kontrolnych

Potencjat
morfogenny,
reakcje + + +
morfogenetyczne w
warunkach in vitro

Zmiennos¢
somaklonalna

Profil aktywnosci
izoform dysmutazy
ponadtlenkowej
(SOD)

Zawarto$¢
wybranych
zwigzkow
fenolowych

! — Kalus morfogenny; 2 — kalus niemorfogenny.

+ |+ + +

3.2.1. Kultury in vitro. Ocena potencjalu morfogennego i reakcji morfogennych w
kulturach

W prowadzonych badaniach uzywano dost¢gpnych komercyjnie nasion Rumex thyrsiflorus

(PlantiCo Zielonki Sp. z 0.0.).

Eksplantatami wykorzystanymi do zalozenia kultur tkankowych byly losowo wybrane
hipokotyle wyizolowane z siewek hodowanych w warunkach sterylnych po 11 — nastu dniach
od rozpoczecia hodowli. W celu oceny potencjalu morfogennego i reakcji morfogennych w
kulturach przeanalizowano 503 eksplantaty.

Materiat do analizy histologicznej pobrano z kultur prowadzonych na pozywkach A — D
(Tabela 2). Dla kultur prowadzonych na pozywce E analiz¢ morfogenezy przeprowadzono
wczesniej (Szaraniec 2013). Eksplantaty wraz z kalusem pobierano w 1, 2, 3, 4 i 7 tygodniu
kultury. Jako materiat kontrolny pobrano hipokotyle jedenastodniowych siewek R. thyrsiflorus

hodowane w warunkach aseptycznych.
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3.2.2. Analiza molekularna. Identyfikacja plci siewek, z ktorych pobrano
eksplantaty. Ocena stabilno$ci genetycznej materialu roslinnego z kultury in
vitro

Liscienie i korzenie tych siewek, z ktorych pobrano eksplantaty (hipokotyle) do zatozenia
kultur in vitro, postuzyty jako material, z ktorego izolowano DNA w celu identyfikacji pici
poszczegblnych eksplantatow.

Dodatkowo, ten sam materiat oraz fragmenty liSci roslin zregenerowanych w kulturach in
vitro uzyto do oceny zmiennosci somaklonalnej kultur. Do oceny zmienno$ci wytypowano
material pochodzacy z kultury prowadzonej na pozywce oznaczonej jako E w tabeli 2 (ze
wzgledu na najwyzszy potencjal morfogenny): 14 eksplantatdéw morfogennych: 5 zenskich, 9
meskich; 77 regenerantéw: 31 zenskich, 46 meskich. Tkanki roslinne zamrazano przy uzyciu

ciektego azotu i przechowywano w temperaturze —80°C.

3.2.3. Analiza aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD). Analiza jako$ciowa
i ilosciowa zwigzkow fenolowych

Identyfikacje¢ form SOD oraz analizg jako$ciowa i ilo§ciowa zawarto$ci wybranych zwigzkow

fenolowych przeprowadzono, wykorzystujac nastepujacy material ro§linny:

a. kalus morfogenny i niemorfogenny indukowany na eksplantatach zenskich i
meskich na pozywce E (Tabela 2),

b. fragmenty lisci roslin zenskich i me¢skich zregenerowanych w hodowli na pozywce
E (Tabela 2),

c. fragmenty lisci roslin kontrolnych zenskich i mgskich hodowanych w doniczkach z
ziemig w szafie fitotronowej (warunki panujace w szafie fitotronowej — patrz:
3.3.1.0).

Tkanki zamrazano przy uzyciu cieklego azotu i przechowywano w temperaturze —80°C.
Przed wlasciwymi analizami material liofiliozowano (Labconco FreeZone 77530-32, A.G.A.

Analytical, Polska) i umieszczano w temperaturze —25°C.

3.3. Metody badawcze

3.3.1. Kultury in vitro. Ocena potencjalu morfogennego i reakcji morfogennych w
kulturach

3.3.1.a. Sterylizacja nasion

Nasiona sterylizowano wedtug nastepujacej procedury: 1) plukanie przez 1 minute w 70% (v/v)

alkoholu etylowym; 2) plukanie przez 12 minut w 50% (v/v) roztworze komercyjnie
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dostepnego srodka wybielajgcego (Ace, < 5% podchlorynu sodu, Procter&Gamble, Polska); 3)
trzykrotne ptukanie nasion w sterylnej wodzie dejonizowanej, kazdorazowo po 3 minuty.
Wysterylizowane nasiona wyktadano losowo na szalki Petriego (60 mm) ze sterylng bibuta
filtracyjna (jako$ciowa, gramatura 65 g/m?), zwilzona woda dejonizowana. Nastepnie
umieszczano je w pokoju hodowlanym o fotoperiodzie 16/8 godz. (dzien/noc) i o$wietleniu

fluorescencyjnym biatym o natezeniu 60 — 90 umol - m2s™1, w temperaturze 25 + 3°C.

3.3.1.b. Pozywki hodowlane i warunki hodowli

W do$wiadczeniu zastosowano standardowg pozywke MS (Murashige i Skoog 1962) (MP
Biomedicals, USA). Przygotowano pi¢¢ wariantow pozywek (Tabela 2), réznigcych si¢
zawarto$cig roslinnych regulatoréw wzrostu, takich jak: 2,4-D, BAP oraz TDZ. Zrédto wegla
stanowita sacharoza. Pozywki zestalano 0,8% (w/v) agarem (MP Biomedicals, USA), a pH w
zakresie 5.7 — 5.8 ustalano za pomocg 0,1 M kwasu solnego (HCI) oraz/lub 0,1 M wodorotlenku
sodu (NaOH). Pozywki sterylizowano w autoklawie (Classic, Prestige Medical Limited, Wielka
Brytania) przez 20 minut (121°C, 1,05 ba). Jako pozywki kontrolne zastosowano dwa podtoza
MS: 1) z 5% sacharozg (kontrola do pozywek A — D, Tabela 2), 2) z 3% sacharoza (kontrola
do podtoza E, Tabela 2). Pozywki kontrolne nie zawieraly regulatorow wzrostu, a do
prowadzonych na nich hodowli zastosowano te same procedury, co do hodowli na pozywkach
wzbogaconych roslinnymi regulatorami wzrostu. Kazda z kultur prowadzonych na podtozach
kontrolnych sktadata si¢ z 5 szalek.

Eksplantaty (5 eksplantatow na szalke) umieszczano w szalkach Petriego (60 mm)
zawierajacych 10 ml pozywki.

Kultury na pozywkach A — D (Tabela 2) przez pierwsze 2 tygodnie prowadzono w
ciemnosci, nastepnie przenoszono na swiatto, do warunkow panujacych w pokoju hodowlanym
(patrz: 3.3.1). Kultura na pozywce E (Tabela 2) prowadzona byta na swietle przy fotoperiodzie
16/8 godz. (dzien/noc). Co 3 — 4 tygodnie eksplantaty przenoszono na $wieza pozywke
hodowlang.

Tabela 2. Sktad pozywek uzytych w eksperymencie dotyczacym zaleznosci potencjalu morfogennego
od pfci eksplantatow

Pozywka | Auksyna [mg/l] | Cytokinina [mg/l] | Stezenie 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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3.3.1.c. Ukorzenianie pedéw przybyszowych i hodowla ex vitro

Pedy przybyszowe uzyskane in vitro ukorzeniano na pozywce statej (0,8% w/v agar) MS z
polowa makroelementow, wzbogaconej 2% (w/v) sacharoza 1 0,5 mg/l IBA, a nastgpnie
przenoszono do sterylnej gleby i aklimatyzowano w szafie fitotronowej o fotoperiodzie 16/8
godz. (dzien/noc) i o$wietleniu fluorescencyjnym biatym o natezeniu 60 — 90 pmol - m2s7t, w
temperaturze 24 + 2°C. Aklimatyzowane regeneranty umieszczono na polu doswiadczalnym
Zaktadu Cytologii i Embriologii Roslin IB, UJ w Modlnicy (k. Krakowa).

3.3.1.d. Przygotowanie materialu do analizy histologicznej

Material do analizy histologicznej zatapiano w syntetycznej zywicy Technovit 7100
(metakrylan—2—hydroksyetylu) (Heraeus Kulzer, Niemcy) wedlug nastepujacej procedury:
1) utrwalanie materialtu w 5% (v/v) roztworze (0,1 M bufor fosforanowy, pH = 7.2)
glutaraldehydu — 24 godz., temperatura pokojowa; 2) usunig¢cie utrwalacza, czterokrotne
ptukanie tkanki (kazdorazowo po 15 min.) w wyzej wspomnianym buforze fosforanowym
(PBS); 3) odwadnianie w serii roztworéw etanolu (10, 30, 50, 70, 90% v/v),
kazdorazowo po 15 min.; 4) pozostawienie w etanolu absolutnym — 12 godz.; 5) przesycanie
materiatu mieszaninami etanolu absolutnego i Technovitu (w proporcjach 3:1, 1:1, 1:3 v/v),
kazdorazowo — 1 godz.; 6) pozostawienie w 100% roztworze Technovitu — 12 godz.

Fragmenty tkanek uktadano w foremkach, zalewano syntetyczng zywica z dodatkiem
utwardzacza, a nastgpnie foremki umieszczano w temperaturze 37°C na kilka godzin w celu
przyspieszenia polimeryzaciji.

Bloczki spolimeryzowanej zywicy trymowano, przyklejano do holderow, a nastgpnie
krojono na skrawki o grubo$ci Sum przy uzyciu mikrotomu rotacyjnego (Microm, Adamas
Instrumenten, USA). Uzywajac metody podwdjnego barwienia, z wykorzystaniem reakcji
kwasu nadjodowego i fuksyny (PAS) (A) oraz czerni naftolowej (NBB) (B) (Fisher 1968)
uwidaczniano nierozpuszczalne polisacharydy [kolor rézowy do fioletowoczerwonego, reakcja
(A)] oraz biatka 1 kwasy nukleinowe [kolor biekitny do ciemnogranatowego, reakcja (B)].
Procedura barwienia przebiegata nastepujaco: (A) 1) traktowanie skrawkoéw 1% (v/v) kwasem
nadjodowym — 10 min.; 2) plukanie w wodzie destylowanej - 10 min.; 3) umieszczanie
skrawkow w odczynniku Schiffa w ciemnosci — 30 min.; 4) dwukrotne ptukanie w wodzie
siarkowej (0,5 g K2S20s, 5 ml 1M HCI, dopetnione wodg dejonizowang do 100 ml roztworu ),
kazdorazowo po 10 min.; 5) ptukanie pod biezaca woda — 1 godz.; 6) pozostawienie preparatow

do wyschnigcia — 24 godz.; (B) 1) umieszczenie skrawkow wybarwionych metoda (A) w 0,5%
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(w/v) roztworze czerni naftolowej — 45 sek., temperatura 60°C; 2) dwukrotne ptukanie w 7%
(v/v) roztworze kwasu octowego (pierwsze ptukanie — ok. 4 min., drugie — ok. 2 min.);
3) pozostawienie preparatow do wyschnigcia — 24 godz.

Preparaty zamykano w Entellanie (Merck, Niemcy) 1 analizowano, korzystajac z

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

3.3.1.e. Obliczanie proporcji plci

Analizie poddano tacznie 503 eksplantaty:
a. Hodowla na pozywce A — 50 eksplantatow (22 eksplantaty zenskie, 28 eksplantatow
meskich)
b. Hodowla na pozywce B — 50 eksplantatow (36 eksplantatow zenskich, 14
eksplantatow meskich)
c. Hodowla na pozywce C — 50 eksplantatow (34 eksplantaty zenskie, 16 eksplantatow
meskich)
d. Hodowla na pozywce D — 50 eksplantatow (31 eksplantatow zenskich, 19
eksplantatow meskich)
e. Hodowla na pozywce E — 303 eksplantaty (177 eksplantatow zenskich, 126
eksplantatow meskich)
Proporcje pfici (t). stosunek osobnikow zenskich do meskich) obliczono zgodnie ze wzorem
M:Z=1: M
gdzie:
Z — liczba osobnikow plei Zenskiej

M — liczba osobnikow pici meskiej (Rychlewski i Zarzycki 1975).

3.3.2. Analizy molekularne. ldentyfikacja plci siewek, z ktérych pobrano
eksplantaty. Ocena stabilnos$ci genetycznej materialu roslinnego z kultury
in vitro

3.3.2.a. Izolacja DNA

Izolacja DNA genomowego z wykorzystaniem buforu ekstrakcyjnego zawierajacego CTAB
(Gawel i Jarret 1991) z modyfikacjami (Kwolek i Joachimiak 2011) przebiegata nastepujaco:
1) zmielenie zamrozonego materiatu (mtynek kulowy MM400, Retsch, Niemcy); 2) zalanie
tkanki 500 pl buforu ekstrakcyjnego z CTAB (Tabela 3); 3) mieszanie i inkubacja w bloku

grzewczym (Bio TDB — 100 Dry Block Thermostat, Biosan, Lotwa) — 20 min., temperatura
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65°C; 4) dodanie 400 pl roztworu chloroformu w alkoholu izoamylowym 24:1 (v/v);
5) wytrzasanie r¢gczne - 10 min.; 6) wirowanie — 14000 x g, 10 min., 20°C); 7) odebranie 340
ul z fazy wodnej do nowej proboéwki; 8) dodanie 340 pl schtodzonego do temperatury —20°C
izopropanolu; 9) wirowanie — 14000 x g, 10 min., 4°C; 10) zlanie supernatantu, przemycie
powstatego peletu 340 ul 70% (v/v) etanolu; 11) wirowanie — 14000 rpn, 5 min, 20°C;
12) zlanie alkoholu, suszenie peletow w eksykatorze (AGA LABOR Basic, Polska) w
warunkach prézni — 20 min.; 13) zalanie peletow 50 pl sterylnej wody i umieszczenie w
temperaturze 4°C na 24 godziny; 14) zamrozenie probek w temperaturze —20°C do dalszych
analiz molekularnych.

W celu sprawdzenia jakosci i stezenia DNA uzywano spektrofotometru NanoDrop ND —
1000 Spectrophotometer V3.5 (Thermo Fisher Scientific, USA) oraz przeprowadzano testowy
rozdziat elektroforetyczny w 1% (w/v) zelu agarozowym. Jako standardu molekularnego uzyto

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

Tabela 3. Sktad buforu ekstrakcyjnego z CTAB

Skladnik buforu Stezenie koncowe
CTAB 4%
Tris—HCI (pH 8,0) 100 mM
NaCl 14 M
EDTA(Na) 20 mM
PVP 1%
B—merkaptoetanol 0,1%
3.3.2.b. Markery molekularne, reakcja PCR i elektroforeza — identyfikacja plci

eksplantatow

Aby ustali¢ pte¢ hodowanych w kulturach in vitro eksplantatow zastosowano metod¢ oparta na
reakcji PCR z wykorzystaniem starterow amplifikujacych sekwencje zlokalizowane na
chromosomach Y R. thyrsiflorus: RAYSI (Korpelainen 2002) i RAYSII (Mariotti i in. 2009).
W reakcji kontrolnej, sprawdzajacej jako§¢ matrycowego DNA, amplifikowano sekwencje
autosomalng RAE730 (Navajas—Pérez i in. 2005). Tabele 4 i 5 przedstawiaja, odpowiednio

sekwencje starterow i sktad mieszaniny reakcyjne;.
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Tabela 4. Startery zastosowane do identyfikacji plci

\ Amplifikowana sekwencja | Nazwa startera Sekwencja 5> — 3’
RAYSI RAY-F ACT CGA ATG TAAGCATTT GGT CCT A
RAY-R ACT ACACGATTG TCC ATAAAGTGG A
RAYSII URGO08-F CCAATT GGT CTC AAC TAG AACA
URGO08-R TGT TAT AGG TTT TGG ACT GCC A
RAE730 R730-A CTCGGACCAATTATCTCAT
R730-B CAT TAT TTG GGA GCC GAT

Tabela 5. Sktad mieszaniny reakcyjnej do reakcji PCR wykorzystanej do identyfikacji ptci

Skladnik [stezZenie poczatkowe] Ob{]:ltlosc Stf;zenlllz l:‘(e):lc((c);:;e/llosc
H.O (EURX) 11,15 -
Bufor PCR (Dream Taq™ Green Buffer z KCI i 20mM 15 Ix
MgCl,, Thermo Fisher Scientific, USA) [10x] ’
dNTP (Thermo Fisher Scientific, USA) [10 mM] 0,375 0,250 mM
Starter 1 (Genomed, Polska) [10 uM] 0,375 0,250 uM
Starter 2 (Genomed, Polska) [10 uM] 0,375 0,250 uM
Polimeraza (Dream Tag DNA Polymerase, Thermo Fisher
Scientific, USA) [5U/ul] 0.225 115U
DNA [~70ng/pl] 1 ~100 ng

W zaleznosci od sekwencji DNA, jakie amplifikowano, uzywano nastgpujacych

programow termocyklera T100 Thermal Cycler (Bio—Rad, USA):
a. RAYSI, RAYSII: 1) wstepna denaturacja 94°C/4min.; 2) 30 cykli zlozonych z

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

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

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

94°C/1 min., b) przytaczania starterow 55°C/45 s, ¢) elongacji 72°C/1 min. 30s;

3) koncowa elongacja 72°C/8 min.

Rozdziat elektroforetyczny produktéw reakcji PCR przeprowadzano w 1% (w/v) zelu

agarozowym z dodatkiem barwnika Simply Safe™ (EURX, Polska) w 1x buforze TBE

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

z zasilaczem PowerPRO 300, Cleaver Scientific, Wielka Brytania). Jako standardu
molekularnego uzyto GeneRuler 1 kb PLUS DNA Ladder (0,1 pg/ul, Thermo Fisher Scientific,

USA).
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Tabela 6. Sktad buforu TBE 5x stezonego w przeliczeniu na 1 1 gotowego roztworu

3.3.2.c.

Skladnik | Ilo$¢[g]
Tris base 54
Kwas borowy | 27,5
EDTA 4,65

Wartos¢ pH =8,2 — 8,4

genetyczna kultur in vitro

Markery molekularne, reakcja PCR i elektroforeza — stabilnosé

W celu przeanalizowania stabilno$ci genetycznej materiatu roslinnego z kultury in vitro

R. thyrsiflorus postuzono si¢ metoda oparta na technice PCR z wykorzystaniem markerow ISSR

(Zigtkiewicz i in. 1994). Przetestowano 15 markeréw, z czego do analiz wytypowano 8

(Tabela 7), dajacych wyrazne, policzalne prazki. Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiono

w tabeli 8.

Tabela 7. Startery ISSR zastosowane w badaniach

Temperatura

Nazwa startera Sekwencja 5> — 3’ Liczba nukleotyddow przylaczenia

starteréw (°C)
ISSR1P* (TC)sC 17 47
ISSR2P (AG)sT 17 44
ISSR3" (GGGTG)s 15 47
ISSR4P (ATG)s 18 44
ISSR5P (TG)sG 17 44
ISSR6* (AC)sG 17 47
ISSR7b* (AC)sT 17 57
ISSR8* (AC)sYC 18 57
ISSR9P (GA)YG 18 44
ISSR10%* (GACA)4 16 47
ISSR11%* (ACTG)4 16 49
P-ISSR1%* (ACC)sC 19 63
P—ISSR5¢ (AGC)eG 19 64
P—ISSR15%* (GTG)A 22 65
P-ISSR20° (TGC)sC 19 64

* — starter dajacy wyrazne, policzalne prazki; * — wg Gupta i in. (1994), z modyfikacjami,
b_ wg Stepansky i in. (1999), z modyfikacjami, ¢ — wg Tanhuanpis i in. (2016), z modyfikacjami
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Tabela 8. Sktad mieszaniny reakcyjnej do reakcji ISSR

Skladnik [stezenie poczatkowe] Ob{_]:ltlosc Stt;zenlll(; l;z::{z;e/ﬂosc
H>O (EURX) 10,86 -
Bufor PCR (Dream Taq™ Green Buffer z KCI i 20mM 15 Ix
MgCl,, Thermo Fisher Scientific, USA) [10x] ’
dNTP (Thermo Fisher Scientific, USA) [10 mM] 0,3 0,4 mM
Starter ISSR (Genomed, Polska) [10 uM] 0,6 0,5 uM
Polimeraza (Dream Tag DNA Polymerase, Thermo Fisher 0.24 12U
Scientific, USA) [SU/ul] ’ ’

DNA [~70ng/ul] 15 ~ 100 ng

Reakcja amplifikacji DNA przy uzyciu termocyklera T100 Thermal Cycler (Bio—Rad,
USA) zachodzita wedlug programu: 1) wstepna denaturacja 94°C/5 min.; 2) 42 cykle ztozone
z a) denaturacji 94°C/59 s, b) przylaczania starterow X°C/59 s, c) elongacji 72°C/59s;
3) koncowa elongacja 72°C/7 min. Temperatury przylaczania starterow byly rézne, w
zaleznosci od uzytych starterow (Tabela 7).

Rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji PCR przeprowadzano w 1% (w/v) zelu
agarozowym z dodatkiem barwnika Simply Safe™ (EURX, Polska) w 1x buforze TBE
(Tabela 6) przez 90 min. przy natezeniu pola 3,5 V/em (multiSUB Maxi Horizontal Gel System
z zasilaczem PowerPRO 300, Cleaver Scientific, Wielka Brytania). Jako standardu
molekularnego uzyto odczynnika GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (0,1 pg/ul, Thermo Fisher
Scientific, USA).

3.3.2.d. Analiza statystyczna zmienno$ci somaklonalnej w kulturze in vitro

W doswiadczeniu poréwnywano:

a. Profile prazkowe 14 eksplantatow morfogennych oraz profile prazkowe roslin
potomnych z profilem prazkowym eksplantatu, z ktérego zregenerowaty (w sumie 77
ro$lin zregenerowanych z 14 eksplantatow; $rednio 5,5 regeneranta z 1 eksplantatu), w
celu okreslenia stabilnosci genetycznej materiatu ro§linnego z kultury;

b. Profile prazkowe 5 zenskich eksplantatow morfogennych z profilami pragzkowymi 9
meskich eksplantatow morfogennych oraz profile prazkowe 31 rodlin potomnych
uzyskanych z zenskich eksplantatow (Srednio 6,2 regeneranta z 1 eksplantatu) z
profilami prazkowymi 46 roslin potomnych uzyskanych z meskich eksplantatow
(Srednio 5,1 regeneranta z 1 eksplantatu), w celu ustalenia czy istnieje zalezno$¢

pomiedzy plcig a stabilno$cia genetyczna regenerantéw uzyskanych w kulturze in vitro.
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Otrzymane prazki przedstawiano w postaci macierzy 0 — 1 w programie Microsoft® Excel®
dla Office365 ProPlus, Wersja 1908. Obecno$¢ prazka zaznaczano jako ,,1”, natomiast brak
jako ,,0”. Analize¢ podobienstwa pomigdzy badanymi prébkami wykonano dla 8 wytypowanych
starterow ISSR, na podstawie macierzy 0 — 1. Wspodtczynnik zawartosci informacji
polimorficznej (PIC), ktory jest wzglgdng miarg informatywnos$ci markera i zalezy od liczby i

czestosci amplifikowanych przez dany marker prazkow obliczono, korzystajac ze wzoru:

k
PIC, =1— 2 P?
i=1

gdzie:

PICx — informatywno$¢ polimorficzna markera ,,X”

k — liczba wszystkich prazkow amplifikowanych przez dany marker

Pi — czestos$¢ i — tego prazka w zbiorze analizowanych produktéw amplifikacji (Anderson i
in. 1993).

Przyjeto, ze wartosci PIC > 0,5 oznaczaja wysoki polimorfizm, wartosci 0,25 < PIC < 0,5
oznaczaja umiarkowany polimorfizm, a warto$ci PIC < 0,25 oznaczaja niski polimorfizm
(Elston 2014).

Podobienstwa pomiedzy analizowanymi parami probek oszacowano, stosujac

wspolczynnik podobienstwa Jaccarda (J), wedtug wzoru:
B a
T at+b+c

Jxy

gdzie:

a— liczba prazkow obecnych w probkach x iy

b — liczba prazkéw obecnych w probee X i nieobecnych w probee y

¢ — liczba prazkow obecnych w probee Y i nieobecnych w probee X.

Podobiefstwo pomigdzy porownywanymi parami wyrazane jest w wartosciach liczbowych
z przedziatlu od 0 do 1. Im blizej wartosci 1, tym wigksze podobienstwo wykazuja
poréwnywane ze sobg pary (Jaccard 1908).

Znalezione podobienstwa wykorzystano do grupowania probek i budowy dendrogramoéw,
z zastosowaniem metody niewazonej grupowania parami ze $rednig arytmetyczng (UPGMA).
Obliczono wspdtczynnik korelacji kofenetycznej (CCC), r, wskazujacy jak dobrze dendrogram
reprezentuje podobienstwo przedstawianych danych. W celu graficznego przedstawienia

zaleznosci pomiedzy probkami za pomocg dendrogramdéw wykorzystano analize gtoéwnych

sktadowych (PCA), na podstawie macierzy kowariancji.
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Do przeprowadzenia wszystkich obliczen oraz narysowania dendrogramow wykorzystano
oprogramowanie komputerowe MATLAB R2019A, przy uzyciu autorskiego kodu z
zaimplementowanymi funkcjami ,,pca”, ,linkage”, ,,dendrogram”, ,pdist” oraz ,,cophenet”

(The MathWorks, Inc. 2019).

3.3.3. Analiza aktywno$ci SOD. Identyfikacja prazkéw odpowiadajacych
poszczegolnym formom SOD

3.3.3.a. Ekstrakcja bialek, oznaczanie st¢zenia wyizolowanych bialek

Ze zliofilizowanego materialu przygotowano nastepujace probki: kalus — 0,1 g,
liscie regenerantow, liscie roslin kontrolnych R. thyrsiflorus — 0,2 g suchej masy kazda. W celu
optymalizacji przetestowano dwie metody ekstrakcji bialek: (A) z uzyciem 0,1 M buforu
fosforanowego (pH = 7,0) oraz (B) z uzyciem buforu opisanego przez Miszalskiego i
wspolpracownikow (1998) [100 mM Tricine, 3mM MgSO4 « 7H20, 1 mM ditiotreitol, 0,4%
(w/v) poliwinylopirolidon, 3mM EGTA, pH ustalane przy uzyciu IM Tris = 8,0) z
modyfikacjami. Ekstrakcj¢ przeprowadzano wg nast¢pujacych procedur: (A) 1) utarcie tkanki
w temperaturze 4°C z dodatkiem buforu (kalus — 0,1g tkanki: 3 ml buforu; liscie — 0,2 g tkanki:
2 ml buforu), 2) wirowanie probek — 15 min., 14000 x g, 4°C, 3) zlanie supernatantu do nowych
probowek, 4) wirowanie probek — 45 min., 14000 x g, 4°C, 5) zlanie supernatantu do nowych
probowek; (B) 1) utarcie tkanki w temperaturze 4°C z dodatkiem buforu w stosunku 1:1
(tkanka: bufor), 2) wirowanie probek — 5 min. 10000 x g, 4°C, 3) zlanie supernatantu do
swiezych probowek. Na podstawie wstgpnych analiz do ekstrakcji biatek wybrano metode (A)
(z uzyciem 0,1 M buforu fosforanowego).

Zawarto$¢ biatek rozpuszczalnych oznaczano metodg opracowang przez Bradford (1976),
korzystajac z protokotu firmy Bio—Rad (Hercules, USA). Jako wzorzec zastosowano surowicza
albuming wolowa BSA (Merck, Niemcy). Pomiary spektrofotometryczne (V-730 UV-Visible
Spectrophotometer z oprogramowaniem Spectra Manager™ CFR, JASCO, USA)
przeprowadzono przy dtugosci fali detekcji A = 595 nm.

3.3.3.b. Natywna elektroforeza w zelu poliakrylamidowym

Analize jakoSciowa wyekstrahowanych bialek przeprowadzono stosujac natywna
elektroforeze w zelu poliakrylamidowym (Native PAGE) w warunkach niedenaturujacych,
przy statym napigciu 180V (omniPAGE Mini Vertical Protein Electrophoresis System z
zasilaczem PowerPRO 300, Cleaver Scientific, Wielka Brytania), w temperaturze 4°C,

wykorzystujac 1x bufor elektroforetyczny (0,1 M Tris/0,77 M glicyna). Do kazdej studzienki
37



naktadano po 7,5 pg biatka w stosunku 1:1 z buforem obcigzajacym (50% glicerol z 0,149 mM
bigkitu bromofenolowego). W celu wyeliminowania prazkéw $wiadczacych o obecnosci
katalazy, tuz przed elektroforeza do probek dodawano 10 mM aminotriazol. Przetestowano zele
o roznych gestosciach [kombinacje 4% 1 5% (v/v) zeli zageszczajacych z 10% 1 12% (v/v)
zelami rozdzielajgcymi], a takze rozne dlugosci rozdziatu elektroforetycznego (od 90 do 155
min.). Najlepsze jakosciowo prazki otrzymywano w kombinacji 5% (v/v) zelu zaggszczajacego

z 12% (v/v) zelem rozdzielajacym (Tabela 9), po 155 minutach rozdziatu elektroforetycznego.

Tabela 9. Sktad zeli poliakrylamidowych wykorzystanych do elektroforezy natywnej biatek

Skladnik Objetos¢ [ml]
_ H.O destylowana 1,754
g g 1,5 M Tris, pH = 8,8 (Merck, Niemcy) 1,64
g % Poliakrylamid [30% roztwor akrylamid:bisakrylamid (29:1), 2 165
\~: S Merck, Niemcy] '
?;' § TEMED (Merck, Niemcy) 0,0025
50% (w/v) APS (Merck, Niemcy) 0,01
. H,O destylowana 1,45
E 2 0,5 M Tris, pH == 6,8 (Merck, Niemcy) 0,625
> g Poliakrylamid [30% roztwor akrylamid:bisakrylamid (29:1),
S Merck, Niemcy] 0.415
S § TEMED (Merck, Niemcy) 0,0025
50% (w/v) APS (Merck, Niemcy) 0,005

Po elektroforezie zele inkubowano przez 30 min. w standardowym buforze barwigcym
(50 mM bufor fosforanowy, pH = 7.8, 1 mM EDTA, 2,8 mM TEMED, 22 uM ryboflawina,
250 uM NBT) w ciemnosci, w temperaturze pokojowe;j. Prazki uwidaczniano, eksponujac zele
na $wiatlo biale do momentu pojawienia si¢ jasnych prazkéw na niebiesko — granatowym tle.
Aby okresli¢ rodzaj otrzymanych w czasie ekstrakcji izoform dysmutazy ponadtlenkowej
(SOD), zele inkubowano w odpowiednich buforach 1) inhibicja miedziowo—cynkowej
izoformy SOD (Cu/ZnSOD) oraz zelazowej izoformy SOD (FeSOD): bufor standardowy z
dodatkiem 5 mM nadtlenku wodoru (H202), 2) selektywna inhibicja Cu/ZnSOD: bufor
standardowy z dodatkiem 3 mM cyjanku potasu (KCN).

3.3.4. Analizy fitochemiczne. Analiza jakoSciowa i iloSciowa zawarto$ci zwigzkow
fenolowych

3.3.4.a. Esktrakcja zwiazkow fenolowych

Zliofilizowany materiatl mielono, wykonywano nawazki (po 0,2 g suchej masy kazda), po czym

przeprowadzano ekstrakcje metanolowa wedtug nastepujacego protokotu: 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 ($rednica poréw = 0,22 um, Equimed, Polska); 5) powtorzenie punktow

1 — 4 dla materiatu pozostatego w probowce.

3.3.4.b. Warunki analizy HPLC-DAD. ldentyfikacja zwigzkow fenolowych

Analiza chromatograficzna zostala przeprowadzona przy uzyciu metody HPLC-DAD
(Ellnain—-Wojtaszek i Zgorka 1999, Sutkowska—Ziaja i in. 2017, Szopa i in. 2017a, 2017Db), z
wykorzystaniem chromatografu cieczowego (Merck — Hitachi, Japonia) z detektorem DAD
(L — 245) w zakresie UV (200 — 400 nm). Zastosowano kolumne analityczng Purospher ® RP —
18e (4 x 250 mm, 5 um; Merck, Niemcy), wykorzystujaca program gradientu z predkoscia
przeptywu 1ml/min. w temperaturze 25°C, dtugoscia fali detekcji A = 254 nm 1 objetoscia
wstrzykniecia 10 pl. Uzyto nastgpujacych roztworéw fazy ruchomej: A — metanol: 0,5% kwas
octowy w stosunku 1:4 (v/v), B — metanol, a elucja gradientowa zachodzita wedtug 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 pr¢dkoscia
przeplywu 1 ml/min.

Testowano nastepujace parametry: doktadno$¢, precyzja przy trzech poziomach
standardowych st¢zen substancji w roztworze (50%, 100% i 150%), liniowo$¢, granica
wykrywalnosci (LOD, ang. Limit Of Detection) oraz granica oznaczalnosci (LOQ, ang. Limit
Of Quantification).

Jakosciowej identyfikacji zwigzkéw dokonano przez poréwnanie ich widm z widmami UV
1 czasami retencji substancji referencyjnych lub za pomocg wspdichromatografii. Zwigzki
oznaczono ilo$ciowo przy uzyciu 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).

39



3.34.c. Ocena zaleznoS$ci pomiedzy plcig a zawarto$cig zwigzkéw fenolowych w
tkankach. Analiza statystyczna
Analizg statystyczng zaleznych od plci réznic ilosciowych w zawarto$ci wybranych zwigzkow
fenolowych (wolnych kwasow fenolowych, flawonoidow i katechiny) przeprowadzono dla
ekstraktow metanolowych wyizolowanych z nastepujacych tkanek:
a) kalusow morfogennych i niemorfogennych z eksplantatow zenskich i mgskich
hodowanych w kulturze in vitro prowadzonej na podtozu hodowlanym z 0,5 mg/I
TDZ,
b) lisci ro$lin zenskich i megskich zregenerowanych w wymienionej powyzej kulturze
in vitro,
c) lisci roslin kontrolnych zenskich i meskich Rumex thyrsiflorus.

Wyniki 24 pomiaréw [po trzy pomiary dla kazdej probki zenskiej i1 mgeskiej
wyekstrahowanej z kaluséw (morfogennych 1 niemorfogennych), lisci roslin zregenerowanych
w Kkulturze in vitro i kontrolnych] podano jako $rednie wraz z odchyleniem standardowym (£
OS) i poréownano je za pomocg jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA). Do
sprawdzenia réznic pomigdzy grupami postuzono si¢ testem post—hoc HSD Tukeya. Istotnosc¢
statystyczng roznic ustalano na poziomie P < 0,05.

Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg oprogramowania komputerowego
MATLAB R2019A, przy uzyciu autorskiego kodu z zaimplementowang funkcjg ,,anoval” (The
MathWorks Inc. 2019).

3.4. Dokumentacja fotograficzna

Fotografie materiatu hodowanego w kulturach in vitro wykonano przy uzyciu lupy Zeiss Stemi
SV 11 wyposazonej w cyfrowy aparat fotograficzny Canon PowerShot G6 lub za pomoca
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).

Zdjecia preparatow histologicznych wykonano za pomocg mikroskopu Nikon DS-Fi2 z
oprogramowaniem NIS—Elements D 4.00.00 4.0.

Zele agarozowe fotografowano przy uzyciu zestawu do dokumentacji zeli UVP GelDoc—It
310 Imaging System, korzystajac z programu komputerowego Launch VisionWorksLS.

Zele poliakrylamidowe dokumentowano za pomocg skanera EPSON Perfection V600
Photo.
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Fotografie wykonywane w trakcie prowadzonych eksperymentéw formatowano w

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

41



4. Wyniki
4.1.Kultury in vitro

Przetestowano pie¢ rodzajow pozywek regeneracyjnych (Tabela 2), biorac pod uwage rodzaj
odpowiedzi morfogennych i potencjat morfogenny eksplantatow, a takze obliczono proporcje
ptci w kulturach i sprawdzono, czy istnieje korelacja pomiedzy ptcia eksplantatow, a ich
potencjatem morfogennym. Cz¢$ciowe wyniki tego eksperymentu zostaty opublikowane przez
Slesak i wspotpracownikow (Slesak i in. 2017).
Analizie poddano Iacznie 503 eksplantaty:
a) pozywka A — 50 eksplantatow
b) pozywka B — 50 eksplantatow
c) pozywka C — 50 eksplantatow
d) pozywka D — 50 eksplantatow
e) pozywka E — 303 eksplantaty

4.1.1. Ocena reakcji morfogennych w kulturach
4.1.1.a. Kalogeneza i organogeneza

Hipokotyle hodowane na podtozach kontrolnych (z zachowanymi st¢Zeniami sacharozy i agaru,
ale bez dodatku roslinnych regulatorow wzrostu) nie wykazywaty zadnych oznak kalo— lub
kaulogenezy 1 obumieraty w ciggu dwoch pierwszych tygodni kultury.

Poczatkowo wszystkie eksplantaty (Fot. 1, Tablica 1), niezaleznie od rodzaju i st¢zenia
regulatora wzrostu w pozywce hodowlanej powigkszaly swoja objetos¢, stawatly si¢ bezbarwne
(pozywki A — D; Fot. 2 — 5, Tablica 1) lub byly zoéttozielone (pozywka E; Fot. 6, Tablica 1).
Ich komérki byly mocno uwodnione i1 napgczniate. W przypadku wszystkich pozywek w ciggu
pierwszego tygodnia hodowli obserwowano wytwarzanie tkanki kalusowej w miejscach cigcia
eksplantatu (Fot. 7, 8, Tablica 2) lub w rejonie walca osiowego (Fot. 9, Tablica 2). Nastepnie
tkanka kalusowa rozrastata si¢ i pokrywata caty eksplantat (Fot. 10, Tablica 2) lub namnazata
si¢ w miejscu ciecia (Fot. 11, 12, Tablica 2).

W kulturach prowadzonych na pozywkach A — D kalus zawsze poczatkowo byt bezbarwny
lub biaty (Fot. 13, 14, Tablica 3), ze wzgledu na to, Zze przez pierwsze dwa tygodnie byt
hodowany w ciemnos$ci. Po ekspozycji na $wiatto obserwowano zazielenianie si¢ kalusa
(Fot. 15, 16, Tablica 3). Niektore fragmenty tkanki kalusowej pozostawaty biate lub bezbarwne
przez caty czas trwania hodowli (Fot. 17, Tablica 3). W ciaggu kilku dni lub tygodni bragzowiat
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(Fot. 18, Tablica 3). Brgzowienie tkanki, niezaleznie od podtoza hodowlanego i potencjatu
morfogennego bylo symptomem pojawiania si¢ zmian nekrotycznych i zamierania kalusa.

Kalus hodowany na pozywce E poczatkowo byt bezbarwny (Fot. 19, Tablica 4) lub
z6ttozielony (Fot. 20, 21, Tablica 4), nastepnie przybierat kolor zielony (Fot. 22, Tablica 4). Po
kilkunastu dniach lub tygodniach kalus stawat si¢ bragzowo—zielony lub brazowy (Fot. 23, 24,
Tablica 4). W przypadku kultury na podlozu E brazowienie tkanki kalusowej nie byto
jednoznaczne z jej zamieraniem.

We wszystkich kulturach zaobserwowano pojawianie si¢ wyraznych, ale zazwyczaj
przemijajacych zaczerwienien tkanki kalusowej (Fot. 25, 26, Tablica 5), ktoére mogty swiadczy¢
o produkcji antocyjanéw w komorkach. Intensywnos$¢ koloru, dlugo$¢ utrzymywania si¢ i
wielko$¢ obszaru zaczerwienienia byly rozne, w zaleznosci od rodzaju pozywki (Tabela 10).

W przypadku pozywek A — D kalus charakteryzowat si¢ znacznie krétsza zywotnoscia
(okoto 8 tygodni), niz w przypadku pozywki E (powyzej 25 tygodni). Dodatkowo, zauwazono
réznice we wzroscie i namnazaniu tkanki kalusowej: rozrost kalusa w kulturach wzbogaconych
auksyng i cytokining (A — D) ulegal zahamowaniu po okoto 18 dniach, niezaleznie od
potencjalu morfogenetycznego, natomiast tkanka kalusowa (zarowno morfo—, jak i
niemorfogenna) hodowana na pozywce wzbogaconej cytokining (E) wykazywata sie¢
nieograniczonym namnazaniem i rozrostem. Charakterystyke tkanki kalusowej przedstawiono
w tabeli 10.
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Tabela 10. Charakterystyka kalogenezy indukowanej na réznych podtozach hodowlanych w kulturach
in vitro R. thyrsiflorus

x Wytwarzanie Lo Jakosé
Pozywka Barwa ywarsd . | Struktura | Uwodnienie? | Objeto$é® avose
antocyjanéw kalogenezy
Bezb .
ez. arwiy = Migkka,
A zielony — +++ . +++ ++ +++
luzna
brazowy
B
ez.balwny - Bardzo
B zielony — ++ . + ]+ iy
twarda, zbita
brazowy
Bezbarwny — Bardzo
C zielony — + miekka, +++ + +/++
brazowy lejaca sie
Bezb
| Bebay = Bardzo ) ) "
zielony — .
Y twarda, zbita
brazowy
Bezbarwny/
z6ttozielony Migkka,
E — Zielony/ + zZwarta, ++ +++ +4++
brazowo— sprezysta
zielony

* — oznaczenia pozywek wg tabeli 2
1+ oznacza wytwarzanie antocyjandbw na duzych powierzchniach przez wigkszoéé
eksplantatow,
»T17 oznacza wytwarzanie antocyjanow na powierzchniach o $redniej wielkosci przez  okoto
potowe eksplantatow,
»T7  oznacza wytwarzanie antocyjanow na matych powierzchniach przez kilka eksplantatow;
2_ _+++” oznacza duze uwodnienie komorek kalusa,
,,+1+7 0znhacza $rednie uwodnienie komorek kalusa,
o oznacza stabe uwodnienie komorek kalusa;
— ,,+++” oznacza kalus o nieograniczonym przyroscie,
»+1” oznacza kalus o $rednim przyroscie,

»T7  oznacza kalus o stabym przyroscie;
4 +++ oznacza kalus zywotny, wykazujgcy zmiany nekrotyczne po kilkunastu tygodniach
kultury,
,+t+7 oznacza kalus mniej zywotny, wykazujacy zmiany nekrotyczne po kilku  tygodniach
kultury,
T~ oznacza kalus mato zywotny, szybko wykazujagcy zmiany nekrotyczne
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W trakcie trwania kultur na pozywkach A, B, C i D (Tabela 2) sporadycznie
zaobserwowano struktury wilosnikopodobne na kalusie (Fot. 7, Tablica 2; Fot. 27 — 29,
Tablica 5) oraz pojedyncze przypadki ryzogenezy (Fot. 30, Tablica 5).

Pierwsze oznaki regeneracji pedow przybyszowych zanotowano w ciggu dwoéch
pierwszych tygodni kultury, niezaleznie od pici eksplantatu (Fot. 31, Tablica 6). Pedy
przybyszowe zregenerowane na pozywkach A — D osiggaty maksymalng wysokos¢ ok. 1,5 cm
(Fot. 32, Tablica 6), czesto byly zdeformowane (Fot. 33, Tablica 6) i w ciagu kilku dni
pokrywaty si¢ tkanka kalusowg. Dodatkowo, w tym przypadku obserwowano wtorng
organogeneze (Fot. 34, Tablica 6) lub ich zamieranie.

Po nabyciu kompetencji do morfogenezy przez kalus hodowany na pozywce E, indukcja
nowych pedéw przybyszowych trwata kilka tygodni, czego efektem byly widoczne ich rézne
etapy rozwojowe (Fot. 35, Tablica 6). Sporadycznie obserwowano zdeformowane pedy

przybyszowe oraz regeneracje wtorng (Fot. 36, Tablica 6).

4.1.1.b. Ukorzenianie i aklimatyzacja

Uzyskane pedy przybyszowe (Fot. 37, Tablica 7) ukorzeniano na pozywce indukujacej
ryzogeneze: 2 MS + 2% sacharoza + 0,5 mg/l IBA.

Pasaz pedow przybyszowych z kultur powadzonych na pozywkach A — D byt utrudniony
ze wzgledu na ich mate rozmiary, szybkie obumieranie lub ponowng kalogeneze. W tym
przypadku, prawie wszystkie pedy przybyszowe nie wytworzyly korzeni i obumarly po
kilkunastu dniach od pasazu na pozywke ukorzeniajaca. Do warunkow ex vitro aklimatyzowano
tylko jeden ped przybyszowy otrzymany na pozywce B.

Indukcja ryzogenezy w pedach przybyszowych zregenerowanych na pozywce E
nastepowata miedzy trzecim a pigtym tygodniem od pasazu na pozywke ukorzeniajaca.
Ukorzenione regeneranty (Fot. 38, Tablica 7) przenoszono do doniczek z wysterylizowana
ziemia, a nast¢pnie umieszczano w szafie fitotronowej. Po uptywie okoto 4 tygodni, rosliny
aklimatyzowano do warunkow polowych (Fot. 39, Tablica 7). Skuteczno$¢ opisanej metody

ukorzeniania i aklimatyzacji wynosita ok. 95%.

4.1.1.c. Analiza histologiczna

Przeprowadzono analiz¢ histologiczng, aby okresli¢ rodzaj odpowiedzi morfogenetycznej
(organogeneza bezposrednia, organogeneza posrednia lub somatyczna embriogeneza).
Wykazano, ze w przypadku kazdej pozywki morfogeneza zachodzita giéwnie na drodze
organogenezy posredniej: poczatkowo komorki eksplantatu ulegaty odréznicowaniu, nastepnie
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obserwowano indukcje tkanki kalusowej, z ktérej komorek powstawaty pedy przybyszowe. W
przypadku pozywki D, sporadycznie obserwowano powstawanie zarodkéw somatycznych lub
struktur zarodkopodobnych.

Nie zaobserwowano znaczacych rdéznic w reakcjach morfogenetycznych pomigdzy
eksplantatami hodowanymi na réznych pozywkach. Eksplantaty kontrolne (utrwalone w dniu
zatozenia kultury) charakteryzowaly si¢ typowa dla hipokotyli budowa anatomiczng. Na
przekrojach poprzecznych i podtuznych dobrze widoczne byty: epiderma, kora pierwotna i
walec osiowy.

Analiza histologiczna wykazata, ze komorkami predysponowanymi do tworzenia tkanki
kalusowej byly komorki walca osiowego. Kora pierwotna stopniowo zanikata w pierwszych
tygodniach kultury, a walec osiowy ulegal silnemu rozrostowi (Fot. 40, Tablica 8) i
kalogenezie. Komorki tkanki kalusowej charakteryzowaty si¢ poczatkowo obecnos$cig licznych
ziaren skrobi, gesta cytoplazmg oraz dobrze widocznym jadrem z wyraznie wyksztalconym
jaderkiem (Fot. 41, Tablica 8). Im dluzej trwata hodowla, tym komorki kalusa byly luzniej
utozone, ulegaty silnej wakuolizacji, a ziarna skrobi gromadzity si¢ wokot jader komorkowych
(Fot. 42, Tablica 8).

Pedy przybyszowe rdéznicowaly si¢ z centrow merystematycznych zlokalizowanych
powierzchniowo (Fot. 43, Tablica 8) lub glebinowo w tkance kalusowej (Fot. 44, Tablica 8).
Centra merystematyczne rdéznity si¢ od pozostalych komoérek kalusa (co $wiadczy o
heterogennej budowie tkanki kalusowej). Zbudowane byly z matych izodiametrycznych
komorek, $cisle do siebie przylegajacych, z dobrze widocznym jadrem oraz ggsta cytoplazma
(Fot. 44, Tablica 8). Indukcja zarodkéw somatycznych lub struktur zarodkopodobnych
widoczna byta tylko w powierzchniowych strefach kalusa (Fot. 45, Tablica 8).

4.1.2. Ocena potencjalu morfogennego i proporcji plci w kulturach

4.1.2.a. Ogolna analiza proporcji plci i potencjalu morfogenetycznego w
kulturach

Sposrod wszystkich 503 hodowanych w warunkach in vitro eksplantatow, 60,83% stanowily
eksplantaty zenskie. Proporcje pici (stosunek osobnikow meskich do osobnikéw zenskich,
M:Z) wszystkich wykorzystanych w eksperymencie hipokotyli wynosita 1:1,55.

24,65% wszystkich eksplantatow wykazywato potencjat morfogenetyczny. Wsrod
eksplantatow morfogennych pte¢ zenska stwierdzono u 55,65%, a proporcja pici dla wszystkich
eksplantatow o potencjale morfogennym wynosita M:Z = 1:1,25. Procentowe zestawienie

dotyczace ogolnej analizy pici wérdd eksplantatow zaprezentowano na wykresie 1.
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Wykres 1. Ogoélna analiza proporcji pici i potencjatu morfogenetycznego w kulturach in vitro
R. thyrsiflorus
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Bioragc pod uwage wszystkie eksplantaty (morfo— i niemorfogenne tgcznie), potencjat

morfogenny wykazywato 22,55% eksplantatow zenskich i 27,92% meskich (Wykres 2).

Wykres 2. Ogoélna analiza potencjatu morfogennego wsrdd eksplantatow plci zenskiej i meskiej w
kulturach in vitro R. thyrsiflorus
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4.1.2.b. Analiza proporcji plci i potencjalu morfogenetycznego w kulturach,
w zaleznosci od zastosowanego podloza hodowlanego

Wykazano, ze 0od 56,00% (pozywka A) do 72,00% (pozywka B) eksplantatéw hodowanych na
poszczegolnych podtozach miato pte¢ zenska. Tabela 11 przedstawia szczegdtowe zestawienie
proporcji pici obliczone dla kazdego podtoza hodowlanego z osobna.

Najbardziej efektywnym morfogenetycznie medium okazata si¢ pozywka E, wzbogacona
cytokining TDZ — w tym przypadku odpowiedz morfogenetyczng zanotowano u 30.03%
eksplantatow. Pozywkg indukujacg najmniejszy potencjat morfogenetyczny byta pozywka D,
na ktorej reakcje morfogenetyczng zaobserwowano jedynie u 14,00% eksplantatow.
Procentowa wydajno$¢ morfogenezy, w zaleznos$ci od zastosowanej pozywki hodowlanej

przedstawiono na wykresie 3.

Wykres 3. Procentowa wydajno$¢ morfogenezy w zalezno$ci od zastosowanego podtoza hodowlanego
w kulturach in vitro R. thyrsiflorus. Oznaczenia pozywek wg tabeli 2
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W przypadku kazdego podtoza hodowlanego, ekplantaty pici zenskiej stanowily ponad
polowe eksplantatéw o potencjale morfogennym (pomigdzy 51,65% w przypadku pozywki E a
71,43% w przypadku pozywki D), co mogto wynikaé z faktu, ze proporcje ptci hipokotyli
hodowanych na tych pozywkach byly zaburzone, z dominacja hipokotyli plci zenskiej
(Tabela 11).
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Tabela 11. Proporcje plci eksplantatéw hodowanych na réznych pozywkach w kulturach in vitro
R. thyrsiflorus

Eksplantaty
niemorfogenne
M 7> | Proporcja | M?! 77 | Proporcja | M* 7? Proporcja
[%] | [%] | pleiM:Z | [%] | [%] | pleiM:Z | [%] | [%0] plci M:Z

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

Eksplantaty ogolem Eksplantaty morfogenne

Pozywka

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 pozywek wg tabeli 2; ! — procent, jaki stanowity eksplantaty meskie; 2 — procent, jaki
stanowily eksplantaty zenskie.

Analiza zalezno$ci pomiedzy picig eksplantatow, a ich odpowiedzig morfogenng wykazata,
ze wydajno$¢ morfogenezy eksplantatow o przeciwnej plci byla rézna dla réznych podtozy
hodowlanych. Jedynie w przypadku pozywek A i D eksplantaty plci zenskiej wykazywaly
wyzszag wydajno$¢ morfogenezy (odpowiednio: 25,00% 1 16,13%) w porownaniu do
eksplantatéw ptci meskiej (odpowiednio: 13,64% 1 10,53%). Analizujac hodowle na podtozach
B, C oraz E odnotowano, ze eksplantatami, ktore cechowal wyzszy potencjal morfogenny byty
eksplantaty meskie. Procentowe zestawienie wynikoéw tej cze$ci eksperymentu zostato

przedstawione na wykresie 4.
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Wykres 4. Analiza potencjatu morfogennego eksplantatow pici zenskiej i meskiej hodowanych na

h podtozach w kulturach in vitro R. thyrsiflorus
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4.2. Analizy molekularne

4.2.1. Identyfikacja plci siewek, z ktérych pobrano eksplantaty

Amplifikacja sekwencji RAYSI skutkowata obecnoscig produktu o wielkosci 930 pz u
osobnikdw meskich. Natomiast u osobnikow zenskich produkty te nie pojawiaty si¢ w ogodle
lub jesli byly obecne, to sporadycznie i mialy bardzo stabg intensywnos$¢ $wiecenia, w
poréwnaniu do roslin me¢skich (Fot. A, Tablica 9). W wyniku namnazania sekwencji RAYSII
produkty o wielkosci ok. 700 pz i 600 pz obecne byly jedynie u roslin meskich (Fot. B,
Tablica 9). Rozdzial elektroforetyczny produktow reakcji PCR z uzyciem starterOw
powielajacych sekwencje autosomalng RAE730 wykazat obecnos$¢ produktow swiadczacych o
dobrej jakosci matrycowego DNA we wszystkich probkach (Fot. C, Tablica 9).

4.2.2. Ocena stabilno$ci genetycznej materialu roslinnego z kultury in vitro

Oceng stabilnosci genetycznej przeprowadzono dla materialu roslinnego pochodzacego z
kultury prowadzonej na podtozu hodowlanym wzbogaconym 0,5 mg/l TDZ, poniewaz byta to
kultura o najwyzszym potencjale morfogenetycznym (30,03% z wylozonych eksplantatow
dawato odpowiedZz morfogenetyczng), a rosliny potomne uzyskane w wyniku tej hodowli z
powodzeniem aklimatyzowano i przeniesiono do warunkow ex vitro.

W  dos$wiadczeniu przenalizowano stabilno$¢ genetyczng materialu roslinnego z
prowadzonej kultury oraz zalezno$¢ pomiedzy plcig a stabilnoScig genetyczng ro$lin

zregenerowanych w kulturze.

4.2.2.a. Informatywno$¢ markerow ISSR

Przetestowano 15 markerow molekularnych, z czego do analiz wytypowano 8, dajacych w
sumie 86 wyraznie policzalnych prazkow, w zakresie 440 pz do 3100 pz. Poszczegdlne startery
amplifikowaty od 8 (ISSR11, Fot. 51, Tablica 10) do 13 prazkéw (ISSR7, Fot. 48,
Tablica 10). Srednia liczba prazkéw na starter wynosita 10,75. Przeanalizowano w sumie 728
profili prazkowych (liczba uzytych starterow X liczba wszystkich probek): 112 wzordéw
prazkowych DNA eksplantatow 1 616 wzorow prazkowych DNA roslin potomnych. Wszystkie
przeanalizowane startery wykazywaly polimorfizm i produkowaty od 1 (na 11
amplifikowanych prazkow, starter ISSR10) do 6 (na 12 amplifikowanych prazkow, starter
ISSR6) prazkow polimorficznych. W sumie 25 ze wszystkich 86 wygenerowanych prazkow

(29,07%) wykazywato zmiennos¢, dajac Srednio 3,13 prazkéw polimorficznych na starter.
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Informatywnos$¢ markeréw ISSR przedstawiono za pomocg wspdiczynnika zawartosci
informacji polimorficznej (PIC). Wspdtczynnik ten reprezentuje prawdopodobienstwo
znalezienia produktu startera w dwoéch réznych stanach (obecny lub nieobecny) w dwoéch
ro$linach losowo wybranych, w tym przypadku z badanej kultury in vitro. Warto$ci
wspotczynnika PIC zawieraly si¢ w przedziale pomiedzy 0,0084 (starter ISSR10) a 0,0760
(starter ISSR6). Srednia warto$é PIC dla wszystkich starterow wynosita 0,0358 i §wiadczyta o
niskim polimorfizmie amplifikowanych produktow. Szczegdlowe zestawienie dotyczace
starterow i prazkow przez nie amplifikowanych w trakcie analiz przedstawia tabela 12. Wyniki
amplifikacji DNA z uzyciem starterow ISSR zestawiono w formie tabelarycznej na tablicach
11A — 18B. Przyktadowe fotografie profili prazkowych przedstawiono na fotografiach 46 — 53
(Tablica 10).

Tabela 12. Charakterystyka markerow ISSR wykorzystanych w analizie stabilno$ci genetycznej
materiatu roslinnego z kultury in vitro R. thyrsiflorus

. . Prazki
Starter Sekwencja Wlelkos,c Liczba Zal'<re:\s polimorficzne?
produktow o1 prazkow . . PIC
ISSR 5 -3 [07] prazkow (érednia)? (polimorfizm
P prazkéw [%])
ISSR1P (TC)sC 1000 — 2700 10 ?97717? 2 (20,00) 0,0428
ISSR6" (AC)sG 990 — 3100 12 §-12 6 (50,00) 0,0760
(11,09) ' ’
9-13
b _
ISSR7 (AC)sT 440 — 2500 13 (11,84) 4 (30,77) 0,0544
b 10-12
ISSR8 (AC)sYC 750 — 2400 12 2 (16,67) 0,0312
(11,58)
10-11
ISSR10? (GACA)4 600 — 3000 11 1(9,09) 0,0084
(10,71)
ISSR11? (ACTG)4 1000 — 2900 8 (571??) 3(37,5) 0,0212
-11
P—ISSR1¢ (ACC)sC 550 — 3000 11 o 3(27,27) 0,0188
(10,10)
P—ISSR15¢ (GTG)-A 450 — 2300 9 (%; g) 4 (44,44) 0,0339
, 73-83
Ogotem 440 — 3100 86 (80,29) 25 (29,07) 0,0358

pz — pary zasad; * — maksymalna liczba policzalnych prazkéw amplifikowanych przez dany starter; 2 —
zakres od najmniejszej do najwigkszej liczby prazkdéw amplifikowanych w analizowanych probkach
DNA ($rednia liczba prazkow amplifikowanych w analizowanych probkach DNA); ® — catkowita liczba
amplifikowanych prazkéw polimorficznych (procent prazkéw polimorficznych); ® — wg Gupta i in.
(1994), z modyfikacjami; ® — wg Stepansky i in. (1999), z modyfikacjami; ¢ — wg Tanhuanpi i in.
(2016), z modyfikacjami.

52



4.2.2.b. Ocena stabilno$ci genetycznej materiatlu roslinnego z kultury in vitro
prowadzonej na pozywce z TDZ
Analiza stabilnos$ci genetycznej regenerantow z Kultury in vitro R. thyrsiflorus prowadzonej na
medium wzbogaconym TDZ wykazata, ze srednio 14,25 (18,51 %) z przebadanych 77 roslin
potomnych réznito si¢ w niewielkim stopniu profilami prazkowymi od eksplantatow, z ktorych
zregenerowaty (Tabele 33 — 80, Tablice 11A — 18B). W przypadku jednego startera (ISSR10)
wzory prazkowe wszystkich roslin potomnych byly identyczne ze wzorami prazkowymi
eksplantatow, z ktorych pochodzity (Tabele 57 — 62, Tablice 15A, 15B). Analizujgc pozostale
7 starterow zaobserwowano nieznaczne réznice (od 1 do 3 prazkéw polimorficznych) pomiedzy
profilami prazkowymi ro§lin potomnych a profilami prazkowymi materialu matecznego.
Liczbowe poréwnanie profili prazkowych eksplantatéw z profilami prazkowymi

zregenerowanych z nich roslin potomnych przedstawiono w tabeli 13.

Tabela 13. Zestawienie prazkéw amplifikowanych przy uzyciu markeréw ISSR wykorzystanych w
analizie stabilno$ci genetycznej materiatu ro$linnego z kultury in vitro R. thyrsiflorus na pozywce z
TDZ

Polimorficzne Liczba . L, Zakres
Starter . e Liczba prazkow . .
ISSR rosliny amplifikowanych polimorficznych? polimorfizmu
potomne ([%0])! prazkow? prazkow [%]
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

! _liczba regenerantow réznigcych sie profilem prazkowym od eksplantatow, z ktorych zregenerowaty
(procent wszystkich regenerantow); 2 — maksymalna liczba policzalnych prazkéw amplifikowanych
przez dany starter; ® — zakres od najmniejszej do najwigkszej liczby prazkéw polimorficznych w
profilach prazkowych regenerantow wzgledem profili prazkowych eksplantatow, z ktorych
zregenerowaly

Podobienstwo genetyczne w obrebie grup ztozonych z eksplantatow i zregenerowanych z
nich roslin potomnych przedstawiono za pomocg Wspolczynnika podobienstwa Jaccarda (J).
Porownywano ze soba pary probek DNA: kazda probke wyizolowang z eksplantatu z kazda
probka wyizolowang z rosliny potomnej zregenerowanej z tego eksplantatu oraz wszystkie

probki wyizolowane z roslin potomnych w obrebie danej grupy. Otrzymane wyniki
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(Tabele 14 — 27) zawarte s3 w przedziale 1 > J > 0,95 i wskazuja na bardzo duza stabilnos¢

genetyczng regenerantow uzyskanych w prowadzonej kulturze in vitro.

Tabele 14 — 27. Podobienstwo genetyczne eksplantatow R. thyrsiflorus i roslin potomnych z nich
zregenerowanych, hodowanych na pozywce z dodatkiem TDZ, na podstawie markeréw ISSR,
przedstawione za pomoca wspotczynnika podobienstwa Jaccarda.

ProbkaDNA [EZ1 11 12 13 14
< EZ1 1 099 099 099 0,99
g 11 1 1 099 099
8 12 1 099 099
13 1 1
14 1
Probka DNA [EZ2 21 22 23 24
10 EZ2 1 099 099 1,00 1,00
= 2.1 1 1 09 099
8 22 1 099 0,99
2.3 1 1
2.4 1
Probka DNA [EZ3 31 32 33 34 35
° EZ3 1 097 098 098 098 097
p 3.1 1 09 09 09 1
k| 3.2 1 1 1 09
- 33 1 1 09
34 1 099
35 1

Probka DNA | EZ4 4.1 42

N~

—

2 EZ4 1 1 1

o)

© 4.1 1 1
4.2 1
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Probka

55

DA |EZ5 51 52 53 54 55 56 57 58 59 510 511 512 513 514 515 5.16
EZ5 | 1 1,00 099 099 098 097 098 1 09 09 1 1 1 1 1 1 1
5.1 1 099 099 098 097 098 1 099 099 1 1 1 1 1 1 1
5.2 1 099 098 098 099 099 099 098 099 0,99 099 0,99 0,99 0,99 0,99
5.3 1 099 098 098 099 099 099 099 099 099 0,99 0,99 0,99 0,99
5.4 1 099 099 098 098 098 098 098 098 0,98 0,98 0,98 0,98
55 1 099 097 098 098 097 097 097 097 097 097 0,97
x 5.6 1 098 098 097 098 098 098 0,98 0,98 0,98 0,98
‘;; 5.7 1 0909 1 1 1 1 1 1 1
& 5.8 1 099 099 099 099 099 099 099 0,99
5.9 1 099 099 099 099 099 099 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 11
5.16 1
_ |PrébkaDNA [EM1 11 12
% EM1 1 099 0,99
3 11 11
K
1.2 1
Prébka DNA [EM2 2.1 22 23
§ EM2 1 099 099 0,99
3 2.1 1 1 1
F 2.2 11
23 1
Probka DNA [EM3 31 32 33 34 35
EM3 1 099 098 098 098 0,98
§ 3.1 1 099 099 0,99 0,99
! 32 1 099 099 0,99
= 3.3 1 099 0,99
3.4 11
35 1



Tabela 24

Probka DNA |[EM4 41 42 43 44 45

EM4 1 1 099 0,98 099 0,9

N 41 1 099 098 0,99 0,99

ﬁ 4.2 1 099 098 0,99

© 43 1 099 099

44 1 099

45 1

Probka DNA |[EM5 51 52 53 54

o EM5 1 097 099 098 0,98

% 5.1 1 098 099 0,99

8 5.2 1 098 099

5.3 1 098

5.4 1

ProbkaDNA [EM6 6.1 62 63 64 65 66 67 68 69 610 6.11 6.12
EM6 1 099 099 099 0,99 099 099 099 099 099 099 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

Prébka DNA [EM7 7.1 7.2 73 74 75
EM7 1 097 097 097 096 0,95
§ 7.1 1 1 099 099 097
3 7.2 1 099 099 097
= 7.3 1 098 0,98
7.4 1 099
75 1
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PrébkaDNA |[EM8 81 82 83 84 85
EMS 1 098 098 098 098 0,98
& 8.1 1 1 099 099 0,99
2 8.2 1 099 099 0,99
= 8.3 101 1
8.4 101
8.5 1
P;‘;\';’Xa 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
2 9.2 1 0,99 0,98 0,99
= 9.3 1 0,99 0,98
9.4 1 0,99
9.5 1

EZ1 — EZ5: eksplantaty zenskie; EM1 — EM9: eksplantaty meskie; liczby (np. 1.1, 1.2, 1.3) oznaczaja
kolejne rosliny potomne zregenerowane z danego eksplantatu

Stosujac metod¢ niewazong grupowania parami ze S$rednig arytmetyczng (UPGMA)
wykreslono dendrogramy dla kazdej z analizowanych grup zloZzonych z eksplantatéw
morfogennych i roslin z nich zregenerowanych (Ryc. 1 — 14, Tablice 21 — 23). Dendrogramy
pokazuja podobienstwo pomigdzy badanymi probkami na podstawie odlegtosci pomigdzy nimi
na uproszczonej powierzchni wykreslonej w oparciu o analize gtownych sktadowych (PCA).
Obliczajac wskazniki kofenetycznej korelacji (CCC) wykazano, Ze otrzymane dendrogramy
dobrze odzwierciedlaja podobienstwo pomig¢dzy analizowanymi probkami DNA (wigkszo$¢
wyliczonych warto$ci r jest wyzsza niz 0,92) 1 potwierdzaja niewielka zmienno$¢ genetyczng
wykazang wczesniej za pomocg wskaznika J. Wartosci r zostaly podane przy grafikach

przedstawiajacych dendrogramy wykreslone dla kazdej z grup.

4.2.2.c. Analiza zaleznosci pomiedzy plcia a stabilnoScia genetyczng
regenerantow

W tej czg$ci eksperymentu postanowiono sprawdzi€, czy istnieje zalezno$¢ pomiedzy picia

eksplantatow morfogennych a stabilno$cig genetyczng zregenerowanych z nich ro$lin

potomnych. Produktami amplifikacji DNA przy uzyciu starterow ISSR bylo w sumie 86

policzalnych prazkoéw. Eksplantaty zenskie produkowaty $rednio 80,40 prazki (od 79 do 83), z

czego 15 (17,44%, $rednio 1,88 prazka na starter) stanowily prazki polimorficzne. Srednia
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liczba prazkoéw amplifikowanych przez eksplantaty meskie byta podobna i wynosita 80,22 (od
77 do 82), w tym prazkéw polimorficznych byto 18 (20,93%, srednio 2,25 prazka na starter).
Analizujac zmienno$¢ genetyczng wsrod eksplantatow zenskich wykazano brak roznic we
wzorach prazkowych w przypadku startera ISSR6 (Tab. 39 — 41, Tablical2A). Starterem, ktory
amplifikowal monomorficzne prazki w przypadku eksplantatéw meskich byt ISSR1
(Tabele 36 — 38, Tablica 11B). Poréwnanie prazkow amplifikowanych przez eksplantaty

zenskie 1 me¢skie zestawiono w tabeli 28.

Tabela 28. Zestawienie prazkéw amplifikowanych przy uzyciu markeréw ISSR wykorzystanych w
porownaniu polimorfizmu genetycznego eksplantatow R. thyrsiflorus o przeciwnych piciach,
hodowanych w kulturze in vitro na pozywce z TDZ

Zakres amplifikowanych Prazki polimorficzne®
Starter Liczba prazkow? (Srednia) (polimorfizm prazkoéow [%])
ISSR amplifikowanych
praikow! Eksplantaty Eksplantaty Eksplantaty Eksplantaty
Zenskie meskie zenskie meskie
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 3(23,08) 4 (30,77)
' (12,33) ’ ’
ISSR8 12 11-12(11,12) | 1012 (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)
Ogotem 86 79 —83(80,40) | 77 —82(80,22) 15 (17,44) 18 (20,93)

1

— maksymalna liczba policzalnych prazkéw amplifikowanych przez dany starter; > — zakres od

najmniejszej do najwigkszej liczby amplifikowanych prazkow; ® — catkowita liczba amplifikowanych

prazkow polimorficznych

Analiza wzoréw prazkowych generowanych przy uzyciu wszystkich 8 starterow ISSR

przez regeneranty plci zenskiej 1 regeneranty pici meskiej wykazata, ze produkowaty one



$rednio odpowiednio: 80,06 (od 75 do 83) i 78,13 (od 73 do 82) prazka. Prazki polimorficzne
stanowity 23,26% wszystkich amplifikowanych prazkéw (Srednio 2,5 prazka polimorficznego
na starter) w przypadku regenerantow zenskich 1 27,27% wszystkich amplifikowanych prazkow
($rednio 3 prazki polimorficzne na starter) w przypadku regenerantow meskich. Wszystkie
zastosowane startery dawaty produkty polimorficzne. Tabela 29 przedstawia roznice pomiedzy

wzorami pragzkowymi regenerantow zenskich i meskich.

Tabela 29. Zestawienie prazkéw amplifikowanych przy uzyciu markeréw ISSR wykorzystanych w
poréwnaniu stabilno$ci genetycznej regenerantow R. thyrsiflorus o odmiennych piciach,
wyhodowanych w Kulturze in vitro na pozywce z TDZ

Liczba Zakres amplifikowanych Prazki polimorficzne®
S::gg;r amplifikowanych prazkow? (Srednia) (polimorfizm prazkéw [%])
praikow! RZ RM RZ 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(1152) | 10-12(11,67) | 2 (16,67) 2 (16,67)
ISSR 10 11 10— 11 (10,87) | 1011 (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(1081) | 10-11 (1054) | 3 (23.08) 3 (23,08)
P-ISSR 15 9 5_8(6,74) 58 (6,89) 4 (44,44) 4 (4,44)
Ogolem 86 75-83(80,06) |73-82(80,06) | 20 (23,26) 24 (27,91)

1

— maksymalna liczba policzalnych prazkéw amplifikowanych przez dany starter; > — zakres od

najmniejszej do najwigkszej liczby amplifikowanych prazkow; 3 — catkowita liczba amplifikowanych
prazkoéw polimorficznych; RZ — regeneranty plci Zenskiej; RM — regeneranty pici meskiej

Poréwnano stabilno$¢ genetyczng roslin zregenerowanych z eksplantatow pitci zenskiej ze

stabilno$ciag genetyczna regenerantéw pochodzacych z eksplantatéow meskich. Srednio 3,88

(12,5%) wzoréow prazkowych somaklondéw zenskich réznilo si¢ od profili prazkowych
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generowanych przez eksplantaty. Dla somaklonéw meskich wspomniana warto$¢ srednia byta
wyzsza 1 wynosita 10,87 (22,55%). Wykazano, ze w przypadku 3 starterow (ISSRS, ISSR10,
P—ISSR1) wzory prazkowe wszystkich somaklondéw zenskich byty identyczne ze wzorami
prazkowymi eksplantatow, z ktorych zregenerowaly (Tabele 51 — 53, Tablica 14A,
Tabele 57 — 59, Tablica 15A; Tabele 69 — 71, Tablica 17A). Brak r6znic pomiedzy wzorami
prazkowymi wszystkich regenerantéw meskich a eksplantatéw, z ktérych zregenerowaty
zauwazono dla produktow amplifikowanych tylko przy uzyciu jednego startera — ISSR10
(Tabele 60 — 62, Tablica 15B). W przypadku pozostatych starteréw, liczba regenerantow
zenskich, ktore roznity si¢ genetycznie od eksplantatow wahata sie od 3 (9,68 %, starter ISSR6,
Tabele 39 — 41, Tablica 12A) do 11 (35,48%, starter ISSR7, Tabele 45 — 47, Tablica 13A), a
regenerantow meskich od 2 (4,35%, starter P-ISSR1, Tabele 72— 74, Tablica 17B) do 30
(65,22%, starter ISSR6, Tabele 42 — 44, Tablica 12B). Regeneranty te r6znily si¢ maksymalnie
2 (meskie) lub 3 (zenskie) prazkami od DNA ro$liny matecznej. Szczegdtowe poréwnanie
regenerantow zenskich z meskimi przedstawia tabela 30.

Pomimo niewielkich réznic, jakie opisano powyzej, wskazniki podobienstwa Jaccarda (J)
obliczone w obrgbie grup zlozonych z eksplantatow przeciwnych pici i zregenerowanych z nich
roslin potomnych (Tabele 14 — 27) wskazuja na bardzo duza stabilno$¢ genetyczng zarowno
grup ztozonych z osobnikow pici zenskiej, jak 1 grup ztozonych z osobnikow plci meskie;j.

Graficzne zobrazowanie wskaznikow J zostalo przedstawione na tablicach 19 i 20.
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Tabela 30. Zestawienie prazkéw amplifikowanych przy uzyciu markerow ISSR wykorzystanych w
porownaniu zmienno$ci somaklonalnej roslin potomnych R. thyrsiflorus o przeciwnych piciach,
wyhodowanych w Kkulturze in vitro na pozywce z TDZ

Somaklony Zakres prazkow Polimorfizm
Starter polimorficzne ([%])* Liczba polimorficznych? prazkéw [%]
ISSR amplifikowanych
RZ RM prazkéw’ RZ RM RZ RM
ISSR1 | 5(16,13) | 5(10,87) 10 1 1 1000 | 10,00
ISSR6 | 3(9,68) | 30 (65.22) 12 1 1-2 g3z | O~
' ' ' 16,67
11 7,69 — 7,69 —
ISSR 7 (35.48) 14 (30,45) 13 1-3 1-2 23.08 15,38
ISSR 8 00) | 1217 12 0 1 000 | 9,09
ISSR 10 0(0) 0(0) 11 0 0 000 | 0,00
ISSR11 | 7(22,58) | 12 (26,09) 8 1 1-2 1250 | 1290~
25,00
P_ISSR 1 000) | 2(435) 11 0 1 0,00 9,09
11,11 -
P_ISSR 15 | 5(16,13) | 19 (41,30) 9 2 1-2 22 | o

! — liczba ro$lin potomnych réznigcych si¢ profilem prazkowym od eksplantatow, z ktorych
zregenerowaly (procent wszystkich ro$lin potomnych); 2 — maksymalna liczba policzalnych prazkow
amplifikowanych przez dany starter; * — zakres od najmniejszej do najwickszej liczby prazkow
polimorficznych w profilach regenerantéw wzglgdem profili eksplantatow, z ktorych zregenerowaty;

RZ — regeneranty pici zenskiej; RM — regeneranty ptci meskiej

4.3.Analiza aktywnosci SOD. ldentyfikacja prazkéw odpowiadajacych
poszczegolnym formom SOD

Identyfikacj¢ poszczegolnych prazkéw odpowiadajacych formom SOD przeprowadzono dla:
a) kalusow morfogennych i niemorfogennych zaindukowanych na eksplantatach
zenskich i meskich w kulturze in vitro na podtozu z 0,5 mg/l TDZ,
b) lisci roslin zenskich i megskich zregenerowanych w wymienionej powyzej Kulturze
in vitro,

c) lisci roslin kontrolnych zenskich i meskich.
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Celem eksperymentu bylo sprawdzenie, czy istniejg ptciowo zalezne jakosciowe réznice
w profilu aktywnos$ci form SOD.

Po elektroforezie natywnej w warunkach niedenaturujacych wykryto w ekstraktach prazki,
$wiadczace o aktywnosci w sumie 4 form dysmutazy ponadtlenkowej. W celu ich identyfikacji,
zastosowano bufory wybarwiajgce: jeden z H2O2 jako inhibitorem dwoch form SOD,
miedziowo—cynkowej (Cu/ZnSOD) i zelazowej (FeSOD) oraz drugi, z dodatkiem KCN, ktory
jest selektywnym inhibitorem dysmutazy miedziowo—cynkowej (Cu/ZnSOD). Na podstawie
otrzymanych wynikow zidentyfikowano nastg¢pujace formy SOD: manganowa (MnSOD),
zelazowa (FeSOD) oraz dwie izoformy miedziowo—cynkowe (Cu/ZnSOD | i Cu/ZnSOD I1)
(Tablica 24).

W probkach wyekstrahowanych z kalusow, niezaleznie od ich plci eksplantatéw na ktorych
zostaty zaindukowane i potencjalu morfogenetycznego, wykryto dwa prazki $wiadczace o
aktywnos$ci nastepujacych form dysmutazy ponadtlenkowej: MnSOD, ktoéra nie byta
inhibowana przez H>O> oraz FeSOD, ktorej aktywnos¢ byta hamowana przez H>O», ale nie
przez KCN. Nie zaobserwowano natomiast aktywnosci zadnej z dwoch form Cu/ZnSOD
(Tablica 24).

W ekstraktach z lisci regenerantow obu plci wykryto aktywno§¢ MnSOD. Poza tym,
zaobserwowano obecno$¢ dwoch dodatkowych prazkow, ktore, na podstawie wrazliwosci na
dziatanie inhibitoréw H202 i KCN zidentyfikowano jako dwie izoformy Cu/ZnSOD: 1 i Il
(Tablica 24).

Rowniez w przypadku roslin kontrolnych wykryto prazek $wiadczacy o aktywnosci
MnSOD. W ekstraktach z roslin plci zefiskiej byt to jedyny prazek uwidoczniony na zelu.
Natomiast w ekstraktach z roslin ptci meskiej odnotowano obecno$¢ drugiego prazka, ktory
zidentyfikowano jako Cu/ZnSOD II. Byta to jedyna r6znica pomigdzy badanymi ekstraktami z
tkanek o odmiennych piciach (Tablica 24).

W Zadnym =z analizowanych ekstraktow pochodzacych z tkanek lisci (zaréwno

regenerantow, jak i roslin kontrolnych) nie wykryto aktywnosci FeSOD (Tablica 24).

4.4. Analizy fitochemiczne

Oznaczenie zawartych w probkach zwigzkéw przeprowadzono metoda HPLC-DAD,
wykorzystujac  ekstrakty metanolowe oraz ekstrakty poddane hydrolizie kwasowej
wyizolowane z nastepujacych tkanek:

d) kalusy morfogenne i niemorfogenne uzyskane z eksplantatow zenskich i meskich w

kulturze in vitro na podtozu z 0,5 mg/l TDZ,
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e) liscie roslin zenskich i meskich zregenerowanych w wymienionej powyzej kulturze
in vitro,
f) liscie roslin kontrolnych zenskich i meskich.

Celem podjetych badan bylo sprawdzenie, czy pte¢ kalusow 1 roslin z nich
zregenerowanych ma wptyw na jakosciows i/lub ilosciowg zawarto$¢ w tkankach wybranych
zwigzkow fenolowych: flawonoidow, kwasow fenolowych i katechin.

Jakos$ciowej identyfikacji zwigzkéw dokonano przez pordwnanie ich widm z widmami UV
1 czasami retencji substancji referencyjnych lub za pomocg wspoétchromatografii. Zwigzki

oznaczono ilo$ciowo przy uzyciu metody krzywych kalibracyjnych.

4.4.1. Ocena jakoSciowa zawartosci zwigzkow fenolowych. Analiza zaleznoS$ci
pomiedzy plcig a jakoSciowa zawartoscig zwigzkow fenolowych
W analizowanych ekstraktach metanolowych zidentyfikowano 9 rodzajéw wolnych kwasow
fenolowych (kwas chlorogenowy, kwas ferulowy, kwas galusowy, kwas kawowy, kwas
kryptochlorogenowy, kwas p—kumarowy, kwas neochlorogenowy, kwas protokatechowy i
kwas wanilinowy), 6 rodzajow flawonoidow (hyperozyd, izokwercetyne, kwercytryne,
mirycetyne, rutozyd i witeksyne) oraz kateching (Wykresy 5 — 12, Tablice 25 — 28).
Nie zanotowano rdznic w rodzajach wymienionych zwiazkéw fenolowych pomigdzy
kalusami, zregenerowanymi z nich roslinami oraz roslinami kontrolnymi o odmiennych

ptciach.

4.4.2. Ocena ilosciowa zwigzkéw fenolowych. Analiza zalezno$ci pomiedzy plcig a
iloSciowa zawartoscia zwigzkow fenolowych

Analiza ilosciowa zawartosci zwigzkow fenolowych wykazala réznice w zaleznosci od pici 1
rodzaju biomasy, z ktorej wykonywano ekstrakty. Zakresy $rednich zawartosci wolnych
kwasow fenolowych, katechiny i flawonoidow byty szerokie i wynosily odpowiednio: od
0,17 mg/100 g SM (kwas ferulowy) do 39,76 mg/100 g SM (kwas chlorogenowy) (Tabela 31),
od 25,54 mg/100 g SM do 142,98 mg/100 g SM (katechina) (Tabela 32) oraz od 0,06 mg/100
g SM (rutozyd) do 44,29 mg/100 g SM (hyperozyd) (Tabela 32). We wszystkich analizowanych
probkach dominujagcym metabolitem byta katechina. W$r6d wolnych kwaséw fenolowych,
zwigzki, ktorych bylo najwigcej w ekstraktach to kwasy chlorogenowy i neochlorogenowy, a
wsrdd flawonoidow — kwercytryna 1 mirycetyna. W ekstraktach wyizolowanych z kalusow
zenskich (niezaleznie od potencjatu morfogennego) zawarto§¢ dwoch flawonoidow,

izokwercetyny i rutozydu, byta niska, ponizej granicy oznaczalnosci (< LOQ) (Tabela 32).
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Jedynym zwigzkiem fenolowym, ktérego zawarto$¢ w ekstraktach nie réznita si¢ pomiedzy
ptciami w zadnej z analizowanych grup byt kwas protokatechowy. Poza tym, §rednie zawarto$ci
kazdego z oznaczonych zwigzkow fenolowych roznily si¢ pomiedzy ptciami we wszystkich
(kwasy: kryptochlorogenowy, p—kumarowy, neochlorogenowy), wiekszosci (kwasy: ferulowy,
kawowy, wanilinowy) lub przynajmniej jednej z badanych grup (Tabele 31 i 32).

Grupa badawcza, w ktorej odnotowano najmniej réznic migdzy plciami w $redniej
zawartosci zwigzkow fenolowych byty kalusy niemorfogenne (P < 0,05; Tabele 31 i 32).
Roéznice te byty nieduze 1 dotyczyly $redniej zawarto$ci wolnych kwasow fenolowych: kwasu
kawowego (zenskie: 3,62 mg/100 g SM; meskie: 2,87 mg/100 g SM), kwasu
kryptochlorogenowego (zenskie: 6,93 mg/100 g SM; meskie: 7,79 mg/100 g SM), kwasu p—
kumarowego (zenskie: 7,91 mg/100 g SM; meskie: 5,28 mg/100 g SM) i kwasu
neochlorogenowego (zenskie: 6,00 mg/100 g SM; meskie: 9,55 mg/100 g SM) (Tabela 31). W
ekstraktach kaluséw zenskich 1 meskich bez potencjalu morfogennego nie odnotowano réznic
w $redniej zawarto$ci katechiny. Dodatkowo w ekstraktach wyizolowanych z niemorfogennych
kalusow zenskich zawarto$¢ dwoch flawonoidow, izokwercetyny i rutozydu, znalazta si¢
ponizej granicy oznaczalno$ci (< LOQ) (Tabela 32).

Rowniez tkanka kalusowa o potencjale morfogennym wykazywata niewielkie
zroznicowanie pomigdzy piciami. Roznice (P < 0,05; Tabele 31 i 32) pomigdzy ekstraktami z
kalusow zenskich i meskich w tej grupie zaobserwowano dla pigciu kwasoéw fenolowych
[kwasy: ferulowy (zenskie: 0,17 mg/100 g SM; meskie: 1,87 mg/100 g SM),
kryptochlorogenowy (zenskie: 6,77 mg/100 g SM; meskie: 8,39 mg/100 g SM), p—kumarowy
(zenskie: 3,26 mg/100 g SM; meskie: 5,34 mg/100 g SM), neochlorogenowy (zenskie:
9,46 mg/100 g SM; meskie: 20,76 mg/100 g SM) 1 wanilinowy (zenskie: 0,76 mg/100 g SM;
meskie: 1,31 mg/100 g SM)] oraz katechiny (zenskie: 48,13 mg/100 g SM; megskie:
77,33 mg/100 g SM). Dodatkowo, w ekstraktach wyizolowanych z morfogennych kaluséw
zenskich zawarto§¢ dwoch flawonoidow, izokwercetyny i rutozydu, znalazia si¢ ponizej
granicy oznaczalno$ci (< LOQ) (Tabela 32). Wyzsze wartosci wspomnianych metabolitow
wtornych w tej grupie skorelowane byly tylko z plcig meska. Byla to jedyna ze wszystkich
analizowanych grup badawczych, w ktorej odnotowano takg zaleznos¢.

Grupa, w ktorej stwierdzono najwyrazniejsze rdznice w S$rednich zawarto$ciach
oznaczonych zwigzkéw fenolowych pomiedzy pilciami byly rosliny zregenerowane w
warunkach kultur in vitro. W tym przypadku S$rednia zawartos¢ 13 z 16 wszystkich

oznaczonych zwigzkéw fenolowych roznita si¢ pomigdzy analizowanymi osobnikami plci
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meskiej i zenskiej (P < 0,05; Tabele 31 i 32). Regeneranty pici zenskiej zawieraly wyzsze
stezenia 12 zwigzkow: wszystkich kwaséw fenolowych (za wyjatkiem kwasu
protokatechowego), katechiny oraz hyperozydu, kwercytryny i rutozydu. W przypadku kwasu
kawowego roznica ta byla prawie pigciokrotna (regeneranty zenskie: 6,15 mg/100 g SM;
regeneranty meskie: 1,26 mg/100 g SM), a w przypadku kwasu p—kumarowego — ponad
pigciokrotna (regeneranty zenskie: 7,44 mg/100 g SM; regeneranty meskie: 1,42 mg/100 g SM)
(Tabela 31). Jedynym zwiazkiem, ktorego $rednia zawarto$¢ w lisciach regenerantow meskich
byta nieznacznie wyzsza, niz w lisciach regenerantéw zenskich byta izokwercetyna.

W grupie kontrolnej zaobserwowano zalezne od plci réznice w zawartosci potowy
oznaczonych w tym doswiadczeniu metabolitéw wtornych. W ekstraktach osobnikoéw zenskich
odnotowano wyzsza zawarto$¢ nastepujacych zwigzkow: 6 kwasow fenolowych [kwas
ferulowy (rosliny zefiskie: 2,02 mg/100 g SM; rosliny meskie: 0,61 mg/100 g SM), kwas
kawowy (rosliny zenskie: 2,64 mg/100 g SM; rosliny meskie: 1,78 mg/100 g SM), kwas
kryptochlorogenowy (rosliny zenskie: 8,16 mg/100 g SM; rosliny meskie: 6,35 mg/100 g SM),
kwas p—kumarowy (rosliny zenskie: 4,15 mg/100 g SM; rosliny meskie: 0,35 mg/100 g SM),
kwas neochlorogenowy (rosliny zenskie: 12,50 mg/100 g SM; rosliny meskie: 5,93 mg/100 g
SM), kwas wanilinowy (ro$liny zenskie: 2,00 mg/100 g SM; rosliny meskie: 1,03 mg/100 g
SM)] i jeden flawonoid [witeksyna (rosliny zenskie: 2,55 mg/100 g SM; rosliny meskie: 3,70
mg/100 g SM)]. Ekstrakty wyizolowane z roslin meskich cechowaty si¢ wyzsza zawarto$cia
tylko mirycetyny (rosliny zenskie: 17,41 mg/100 g; rosliny meskie: 19,22 mg/100 g SM)
(Tabele 31 i 32).

Grupa wyraznie wyrdzniajacg si¢ na tle innych pod wzgledem zawarto$ci analizowanych
zwigzkoéw flawonowych byty rosliny zregenerowane w warunkach kultury in vitro, szczegdlnie
ro§liny zenskie. Charakteryzowatly si¢ one wyzsza zawartos$cig prawie wszystkich badanych
metabolitow (P < 0,05; Tabele 31 i 32). Na szczeg6lng uwage zastuguje fakt, ze ekstrakty z
regenerantoOw zenskich osiggaly najwyzsze Srednie ilosci flawonoidow (nawet 518—krotnie
wyzsze w przypadku izokwercetyny, porownujac z ekstraktami z kalusow morfogennych
meskich) oraz katechiny (5-krotnie wyzsze, poréwnujac z ekstraktami z kalusow

niemorfogennych zenskich).
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Tabela 31. Zawartos¢ wolnych kwasow fenolowych [mg/100 g suchej masy] w ekstraktach
R. thyrsiflorus z materiatu z kultur in vitro na pozywce z TDZ oraz z lisci regenerantéw i roslin

kontrolnych

Material roslinny

KNMm? KNZ2 KMM3 KMZ* RegMs RegZ® RKM’  RKZ8
Kwas chlorogeno 3,41 3,01 3,52 3,43 13,58 39,76 5,43 8,96
9 Wy (0’28)efh (0’25)efh (0’30)efh (0’29)efh (1,25)abcdfgh (3’73)abcdegh (0’48)ef (0’81)abcdef
Kwas ferulo 0,21 1,22 1,87 0,17 6,99 8,19 0,61 2,02
Wy (0,05)cefh (0,14)ef (0’21)adefg (0,04)cefh (O,Gg)abcdfgh (O‘SO)abcdegh (0’09)cefh (Olzz)adefg
Kwas galuso 3,94 2,69 3,74 4,16 9,22 11,13 2,43 2,18
9 Wy (0’38)efh (0,26)ef (0’36)ef (O,40)efgh (O,Ss)abcdfgh (l‘OG)abcdegh (0]24)def (O,Zl)adef
K K 2,87 3,62 2,55 2,71 1,26 6,15 1,78 2,64
was Kawowy (0,18)befg (0,25)acdefgh (0,15)befg (O,le)befg (0,03)abcdfh (0‘49)abcdegh (0‘08)abcdfh (0’16)befg
s
K=}
2
£ Kwas 7,79 6,93 8,39 6,77 8,05 11,44 6,35 8,16
§ kryptochlorogenowy| (0,24)°9  (0,16)2f"  (0,30)% (0,15)2cefh (0,27)Pdfa (0,59)bedesh (0,11)2cef (0,28)dfg
X
5,28 7,91 5,34 3,26 1,42 7,44 0,35 4,15

Kwas p—kumarowy

Kwas
neochlorogenowy

Kwas
protokatechowy

Kwas wanilinowy

(0,55)bdefg (ng)acdegh (0,55)bdefg (0,35)abcefg (O,ls)abcdfh (0,75)acdegh (0‘08)abcdfh (0’44)befg

5,93 12,50

(Olog)acdefh (0]71)abcdeg

1,21
ooy 2872
1,03 2,00

9,55 6,00 20,76 9,46 8,45 11,12
(0,43)bcgh (0’10)acdefh (1,49)abdefgh (0,42)bcgh (0,33)bcefgh (0]58)bceg
2,39 1,75 8,87
f il 1 1
2,30 (1,33) (1.38) 2,73 (1,57) (Lo1y' 3,23 (1,86) (5.12)%
1,39 1,38 1,31 0,76 2,25 5,46
(0,08)defh (0,08)d9fh (0,07)defh (Oyoz)abcefh (0’16)abcdfg (0’47)abcdegh (0]05)efh (0114)abcdfg

Przedstawiono $rednie zawarto$ci zwigzkoéw fenolowych, n = 3, () — odchylenie standardowe; ! — kalus

niemorfogenny meski; 2 — kalus niemorfogenny zefski;

8 — kalus morfogenny meski; 4 — kalus

morfogenny zenski; ® — regeneranty meskie; ® — regeneranty zenskie; ’ — ro$liny kontrolne meskie; & —
ro$liny kontrolne zenskie; wartosci, po ktorych nastgpuja rézne litery w tym samym rze¢dzie sa znaczaco
rozne (P < 0,05):  — P < 0,05 vs. KNM; ® — P < 0,05 vs. KNZ; ¢~ P < 0,05 vs. KMM; ¢ — P < 0,05 vs.
KMZ; ¢~ P < 0,05 vs. RegM; f— P < 0,05 vs. RegZ; 9— P < 0,05 vs. RKM; " — P < 0,05 vs. RKZ
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Tabela 32. Zawartos¢ katechiny oraz flawonoidéw [mg/100 g suchej masy] w ekstraktach R. thyrsiflorus
z materiatu z kultur in vitro na pozywce z TDZ oraz z li§ci regenerantow i roslin kontrolnych

Material roslinny
KNM!  KNZ? KMM3 KMZ* RegM® RegZ? RKM’ RKZ?8
. 37,20 25,54 77,33 48,13 89,04 142,98 39,23 51,09
Katechina (3]87)cef (2,76)cdefh (7’67)abdfgh (4,90)bcef (8,78)abdfgh (13’89)abcdegh (4]06)cef (5]18)bcef
Hvoerozvd 1,56 1,48 2,80 0,87 25,35 44,29 3,89 4,26
yp Yy (0’15)ef (0’14)ef (0’27)ef (0,08)ef (2’40)abcdfgh (4’20)abcdegh (0’37)ef (0’40)ef
0,07 0,40 , 38,12 36,31 4,68 7,42
Izokwercetyna (0 06)efh Sladowa®" (0 Og)ef Sladowa (3 66)abcdfgh (6 05)abcdegh (O 49)ef (0 75)abdef
K 10,32 11,39 10,55 10,13 18,54 22,43 13,84 12,34
.'E Wercytryna (0103)efgh (0113)efg (0,05)ef9h (0101)efgh (0’81)abcdfgh (1718)abcdegh (0’36)abcdef (O,ZZ)ECdef
2
o
3
L Mi 15,39 14,22 14,24 14,42 24,51 26,04 19,22 17,41
|rycetyna (0,12)5fgh (O’Oo)efgh (0,01)efgh (0,02)efgh (Olgg)abcdgh (1]12)abcdgh (0]48)abcdefh (0]3l)abcdefg
0,08 0,06 , 8,67 11,22 0,92 1,08
Rutozyd (0.05)¢ sladowa®f (0.05)¢ $ladowa®f (0,86)cdfoh (1 11ydbedegh (0 13)ef (0,14)°f
Witek 2,45 2,67 3,15 2,72 5,22 4,83 3,70 2,55
ite syna (0’11)cefg (0,13)efg (0,17)aef (0’13)efg (0]37)abcdgh (0]33)abcdgh (O,ZO)abdefh (0,12)efg

Przedstawione sg $rednie zawartoSci zwigzkéw fenolowych, n = 3, () — odchylenie standardowe,
§ladowa — zawarto$¢ sktadnika w probce ponizej granicy oznaczalnosci (< LOQ); ' — kalus
niemorfogenny meski; 2 — kalus niemorfogenny zefiski; ® — kalus morfogenny meski; * — kalus
morfogenny zenski; ® — regeneranty meskie; © — regeneranty zenskie; ’ — ro$liny kontrolne meskie; & —
rosliny kontrolne zenskie; wartosci, po ktorych nastepuja rozne litery w tym samym rzg¢dzie sg znaczaco
rozne (P < 0,05): 2 — P < 0,05 vs. KNM; ® — P < 0,05 vs. KNZ; ¢ — P < 0,05 vs. KMM; ¢ — P < 0,05 vs.
KMZ; ¢ —P <0,05vs. RegM; f— P < 0,05 vs. RegZ; 9— P < 0,05 vs. RKM; "— P < 0,05 vs. RKZ
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5. Dyskusja

Prace badawcze dotyczace dymorfizmu ptciowego w rodzaju Rumex sg nieliczne. Skupiajg si¢
glownie na zaburzonych pierwotnych i wtornych proporcjach pici (Zarzycki i Rychlewski
1972, Rychlewski i Zarzycki 1975, Stehlik i Barrett 2005, Btocka—Wandas i in. 2007, Stehlik i
in. 2007, 2008, Pickup i Barrett 2013) oraz morfologii (Korpelainen 1992, Fujitaka i Sakai
2007). Dodatkowo, badania nad zaleznymi od pici roznicami u przedstawicieli rodzaju Rumex
uwzgledniajg cykl zyciowy ro$lin, aspekty geograficzne i dostepno$¢ zasoboéw (Teitel i in.
2016, Puixeu i in. 2019), czy fenologig¢ kwitnienia (Matsuhisa i Ushimaru 2019).

W populacjach naturalnych R. thyrsiflorus wystepujg wyrazne zaburzenia proporcji pici,
zawsze z dominacjg ro$lin zenskich (Zarzycki 1 Rychlewski, 1972). Zaburzenia te dotycza nie
tylko ro$lin dojrzatych, ale pojawiajg si¢ juz na poziomie nasion. Rychlewski i Zarzycki (1981)
w badaniach cytologicznych, oszacowali, Ze proporcje pici, czyli stosunek osobnikoéw meskich
do osobnikéw zenskich (M:Z) w nasionach wynoszg 1:1,25. Eksperyment, w ktérym rowniez
sprawdzano proporcje ptci w nasionach, tym razem z wykorzystaniem meskospecyficznych
markerow molekularnych, przeprowadzony przez Kwolek i Joachimiaka (2011), potwierdzit
przewage liczebng plci Zefiskiej (M:Z = 1:1,44). Badacze postuluja, ze na liczebng przewage
ro$lin zenskich, zaroGwno na poziomie nasion, jak i na innych etapach cyklu zyciowego, moga
mie¢ wpltyw miedzy innymi: wyzsza $miertelno$¢ ziaren pytku determinujacego ple¢ meska,
certacja, roznice w kietkowaniu nasion meskich 1 zenskich, réznice w czestotliwosci kwitnienia
roslin o przeciwnych ptciach oraz ogdlnie wyzsza Smiertelno$¢ osobnikow meskich na kazdym
etapie rozwoju (ktora moze by¢ zwigzana z degeneracja chromosomu Y) (Rychlewski i
Zarzycki 1986, Btocka—Wandas i in. 2007). Wspomniane badania nie byly do tej pory
uzupehiane fizjologicznymi analizami cech wegetatywnych osobnikdw przeciwnych plci
R. thyrsiflorus.

Cho¢ w populacjach naturalnych szczawiu rozpierzchtego nie zauwazono zaleznoS$ci
rozmieszczenia osobnikéw obu pici od warunkow ekologicznych $rodowiska, badacze
podkreslaja, ze by¢ moze na zaburzenia proporcji plci tego gatunku moga mie¢ dodatkowo
wpltyw czynniki zewnetrzne (Zarzycki i Rychlewski 1972). Warto zauwazy¢, ze wyniki
eksperymentu in vitro podjetego przez Slesak i wspotpracownikow (2017) wskazuja, ze
pomimo zaburzonych proporcji pci w nasionach (M:Z = 1:2,19), brak jest wspotzawodnictwa
migdzy plciami podczas kietkowania nasion i wzrostu siewek, gdy rozwijaja si¢ one w

ujednoliconych warunkach temperatury, wilgotnos$ci i o$wietlenia.
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Kultury in vitro umozliwiajag prowadzenic wielu rodzajow badan (biochemicznych,
fitochemicznych, hodowlanych, etc.) na organizmach ro$linnych, w $ci§le kontrolowanych
warunkach, z jednoczesnym ograniczeniem wplywu srodowiska zewnetrznego. Techniki
stosowane w roslinnych kulturach in vitro byly z powodzeniem wykorzystane w badaniach nad
takimi przedstawicielami rodzaju Rumex, jak: R. acetosa, R. acetosella (Culafi¢ i in. 1987a,
Culafi¢ 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 (Slesak i in. 2014), czy
R. thyrsiflorus (Slesak i in. 2015).

5.1.Kultury in vitro

5.1.1. Ocena reakcji morfogennych w kulturach

W pierwszym etapie badan przetestowano pie¢ rodzajow pozywek regeneracyjnych,
wzbogaconych trzema regulatorami wzrostu: 2,4-D, BAP oraz TDZ w réznych kombinacjach
i stezeniach. Poréwnywano je miedzy soba, biorac pod uwage rodzaj odpowiedzi
morfogennych i potencjal morfogenny uzytych eksplantatow (hipokotyli wyizolowanych ze
sterylnych 11 — dniowych siewek Rumex thyrsiflorus). Reakcja wszystkich eksplantatow,
niezaleznie od zastosowanego podloza hodowlanego, byta indukcja tkanki kalusowe;.
Organogeneza na wszystkich pozywkach zachodzita gtéwnie na drodze regeneracji posrednie;j
(indukcja pedoéw przybyszowych z komorek wytworzonego przez eksplantaty kalusa).

Kalogeneza jest naturalnym procesem wzbudzanym przez zranienie zywej tkanki ro§linne;.
W warunkach laboratoryjnych, proces ten mozna tatwo zainicjowa¢ w tkankach pochodzacych
z niemal kazdej czesci rosliny. Powstate, niezroznicowane komorki kalusa posiadajg cechy
komorek merystematycznych 1 — poprzez odpowiedni dobor warunkéw hodowlanych — moga
postuzy¢ do zregenerowania catych roslin Iub ich organéw (Efferth 2019). Regeneracja pedow
przybyszowych na drodze organogenezy posredniej via kalus, z ekplantatow jakimi sg
hipokotyle zostata réwniez uzyskana w przypadku takich gatunkow, jak Rumex acetosella
(Culafié¢ i in. 1987b), Ficus religiosa (Hesami i Daneshvar 2018), czy Spermacoce hispida
(Deepak i in. 2019). Organogeneze posrednig odnotowano roéwniez w kulturach in vitro Rumex
acetosa (z pakow wierzchotkowych siewek), R. acetosella (z pakow wierzchotkowych siewek
i pakoéw bocznych pobranych z dorostych roglin) (Culafi¢ i in. 1987b) oraz R. nepalensis
(z weztéw todygowych) (Bhattacharyya i in. 2017).

Dobdr odpowiednich sktadnikéw pozywki regeneracyjnej, takich jak roslinne regulatory

wzrostu, ma kluczowe znaczenie dla rezultatu, jaki planuje si¢ uzyska¢ w kulturach in vitro.
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Najczescie] dodawanymi do podtozy hodowlanych fitohormonami sg auksyny i cytokininy.
Badacze czgsto decydujg si¢ na syntetyczne regulatory wzrostu, poniewaz ich oddziatywanie
na tkanki ro$linne jest zazwyczaj silniejsze, niz oddziatywanie naturalnych fitohormonow,
zwlaszcza w przypadku auksyn — syntetyczne 2,4-D lub picloram w niskich stezeniach moga
mie¢ podobne dziatanie do IAA w wysokim st¢zeniu (Phillips i Garda 2019). Dodatkowo,
sztuczne regulatory wzrostu (przyktadowo cytokininy TDZ, BAP) sg chemicznie stabilniejsze
w kulturach in vitro, niz ich naturalne odpowiedniki (Dewir i in. 2018, Phillips i Garda 2019).

2,4-D jest syntetyczng auksyng, dodawang do pozywek hodowlanych w celu indukcji
kalogenezy lub somatycznej embriogenezy (Phillips i Garda 2019). Ostatnie doniesienia EI —
Shafey i1 wspolpracownikow (2019) wskazuja na istnienie zwigzku pomigdzy wysokim
stezeniem tej auksyny w pozywce a wysokg zawartoscig flawonoidéw w kalusie.

BAP, syntetyczna cytokinina jest dodawana do pozywek jako czynnik indukujacy rozwoj i
elongacj¢ pedoéw przybyszowych (Hesami i Daneshvar 2018). Phillips i Garda (2019)
oszacowali, ze BAP jest najczesciej dodawang do podtozy hodowlanych cytokining.

Cztery z pigciu testowanych podczas eksperymentu pozywek zawieraly w swoim sktadzie
auksyne 2,4-D oraz cytokining BAP w nastepujacych proporcjach:

A — stosunek auksyna (A):cytokinina (C) = 2:1

B-AC=1:2
C-AC=4:1
D-AC=1:1.

Zaobserwowano zalezno$¢ cech tkanki kalusowej od proporcji auksyny wzgledem
cytokininy w pozywce. Im wigksza byta zawarto$¢ auksyny, tym struktura kalusa byta bardziej
migkka, luzna 1 wodnista. Gdy w pozywce dominowata cytokinina, kalus stawat si¢ twardszy,
bardziej zbity i mniej uwodniony. Niezaleznie od proporcji uzytych fitohormonow, kalus
hodowany na powyzszych pozywkach slabo przyrastat, a jego Zywotno§¢ zazwyczaj nie
przekraczata 8 tygodni. Powstawanie roznigcych si¢ morfologia kalusow na skutek dodania do
podtoza hodowlanego 2,4-D z BAP w réznych proporcjach zaobserwowali rowniez Sen ze
wspoOtpracownikami (2014).

Wydaje sie, ze pozywki hodowlane wzbogacone mieszaning 2,4-D i BAP wykorzystywane
w kulturach in vitro roslin nalezacych do rodzaju Rumex nie daja efektywnych rezultatow, jesli
chodzi o proby regeneracji pedow przybyszowych. W opisywanych w tej pracy kulturach
potencjat morfogenetyczny przejawiatlo od 14% (pozywka D) do 20% (pozywka A)

eksplantatow, a zregenerowane, niewielkie pedy przybyszowe w ciagu kilku dni pokrywaty si¢
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tkankg kalusowsa, ulegaty regeneracji wtornej lub obumieraty. Wszystkie (za wyjatkiem
jednego, zregenerowanego na pozywce B) pedy przybyszowe, ktore prébowano ukorzenic¢
obumarty i nie wytworzyly korzeni. Réwniez w kulturach in vitro ogonkow liSciowych
mieszanca R. tianschanicus x R. patientia (Slesak i in. 2014), a takze liscieni R. pictus (El-
Shafey i in. 2019) wykorzystano pozywke, w ktorej stosunek 2,4-D do BAP wynosit,
odpowiednio 1:1 oraz 1:0,8. Reakcja eksplantatow byta kalogeneza, nie odnotowano jednak
oznak organogenezy. Warto zauwazy¢, ze stosowanie cytokininy BAP, samodzielnie lub w
potaczeniu z auksynami innymi niz 2,4-D (IBA, NAA, TAA) skutkowato powstawaniem
pedow przybyszowych na drodze organogenezy posredniej (R. nepalensis) i bezposredniej
(R. nepalensis, R. pictus, R. tianschanicus x R. patientia) (Slesak i in. 2014, Bhattacharyya i in.
2017, El-Shafey i in. 2019), a nawet somatyczng embriogeneza (R. acetosella) (Culafié i in.
1987a).

Tidiazuron jest syntetycznym ro$linnym regulatorem wzrostu, zaliczanym do grupy
cytokinin. Mimo, ze pod wzgledem chemicznym rézni si¢ od auksyn i cytokinin, w tkankach
ro$linnych wykazuje dziatania podobne do tych dwoch grup fitohormonow. Wiele reakcji
fizjologicznych i biochemicznych w komorkach ro$linnych jest indukowanych lub
wzmacnianych przez egzogenne zastosowanie TDZ: od modyfikacji bton komorkowych, po
absorpcje, asymilacje 1 transport sktadnikow odzywczych. Wiadomo réwniez, ze ta sztuczna
cytokinina ma bezposredni i posredni wptyw na dziatanie endogennych roslinnych regulatorow
wzrostu oraz na szlaki metaboliczne puryn i cytokinin, cho¢ szczegbtowe mechanizmy jej
dziatania nie sg jeszcze znane (Guo i in. 2011). Wywotujac wiele reakcji morfogenetycznych
w tkankach i komorkach roslinnych hodowanych in vitro, takich jak: indukcja kalusa,
embriogeneza somatyczna, organogeneza 1 proliferacja pedow, TDZ stat si¢ chetnie 1 szeroko
stosowanym ro$linnym regulatorem wzrostu.

W prowadzonym eksperymencie, najbardziej efektywna morfogenetycznie pozywka
okazata si¢ pozywka wzbogacona jedynie cytokining TDZ, w stezeniu 0,5 mg/l. Otrzymany na
niej kalus cechowat si¢ nieograniczonym wzrostem, duzg zywotnoscia, a 30,03% wylozonych
na nig eksplantatow dawato odpowiedz morfogenetyczng. Dodatkowo, otrzymane pedy
przybyszowe z powodzeniem ukorzeniono i aklimatyzowano. Medium hodowlane o tym
samym stezeniu TDZ zostato rowniez wykorzystane przez Slesak i wspétpracownikéw (2015)
W eksperymencie, ktorego wynikiem byta wysoka (81,73%) odpowiedz morfogenetyczna
eksplantatow, jakimi byty korzenie przybyszowe R. thyrsiflorus pochodzace z dlugoterminowe;

kultury ptynnej. Rowniez w przypadku innych gatunkéw Rumex, dodatek TDZ do pozywki
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indukowat pedy przybyszowe; w kulturach R. nepalensis byta to regeneracja posrednia, a w
kulturach mieszanca R. tianschanicus X R. patientia — bezposrednia. W przypadku R. nepalensis
uzyskane pedy nie ukorzenialy si¢ (Bhattacharyya i in. 2017), natomiast kultury R.
tianschanicus x R. patientia odznaczaty si¢ stosunkowo niskg odpowiedzig morfogenetyczng
(16% eksplantatéow hodowanych na pozywce z TDZ miato potencjat morfogenetyczny) (Slesak

i in. 2014).

5.1.2. Ocena potencjalu morfogennego i proporcji plci w kulturach

W toku prowadzonych badan po raz pierwszy opracowano pelny protokét mikropropagacji
R. thyrsiflorus z eksplantatow, jakimi byly hipokotyle wyizolowane z siewek pici meskiej i
zenskiej.

Sposrod wszystkich 503 hodowanych w warunkach in vitro eksplantatow, 60,83%
stanowily eksplantaty zenskie (dla poszczegdlnych pozywek warto$¢ ta wahata si¢ pomiedzy
56,00% a 72,00% i kazdorazowo dominowata ple¢ zenska). Zaobserwowano, ze ogolna
wydajno$¢ morfogenezy wszystkich wytozonych eksplantatow byla podobna i wynosita
22,55% 1 27,92%, odpowiednio dla eksplantatow zenskich i meskich. W puli eksplantatow o
potencjale morfogennym hodowanych na wszystkich pozywkach, 55,65% stanowily
eksplantaty zenskie, a pozostate 44,35% — eksplantaty meskie.

W eksperymencie brano pod uwage wpltyw proporcji auksyny (2,4-D) i cytokininy (BAP),
a takze obecno$ci jedynie cytokininy TDZ w podtozach hodowlanych na morfogeneze
hipokotyli o przeciwnych piciach. Zaobserwowano, ze w przypadku pozywek, w ktorych
stezenie auksyny bylo dwa razy wigksze, niz cytokininy lub st¢zenia te byly jednakowe,
eksplantaty plci zenskiej wykazywaly si¢ wyzsza wydajnoscia morfogenezy (odpowiednio:
25,00% 1 16,13%) w pordwnaniu do eksplantatéw pitci meskiej (odpowiednio: 13,64% i
10,53%). Odwrotng reakcje odnotowano w przypadku pozywek, w ktorych stosunek auksyny
do cytokininy byt czterokrotnie wigkszy (wydajno$¢ morfogenetyczna eksplantatéw zenskich:
14,71%; wydajno$¢ morfogenetyczna eksplantatéw meskich: 18,75%), dwukrotnie mniejszy
(odpowiednio: 13,89% 1 21,43%), a takze w przypadku pozywki, ktora byla wzbogacona
jedynie cytokining TDZ (odpowiednio: 26,55% 1 34,92%). Wyniki wskazujg posrednio na
roéznice w poziomach endogennych regulatoréw wzrostu miedzy ptciami, i to juz na poziomie
niezréznicowanych komorek. Wyrazne réznice w zawarto$ci endogennych giberelin zostaty
odnotowane przez Stokes i wspotpracownikow (2003) w tkankach blisko spokrewnionego z

R. thyrsiflorus gatunku: R. acetosa. Wydaje sie, ze poprzez odpowiednie manipulacje sktadem
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podlozy hodowlanych mozna modyfikowaé poziom regulatorow wzrostu hipokotyli o

odmiennych piciach, a przez to wptywac na ich potencjat morfogenetyczny.

5.2. Analizy molekularne
5.2.1. Identyfikacja plci siewek, z ktérych pobrano eksplantaty

Identyfikacja plci u roslin dwupiennych na wczesnych etapach rozwoju (przed kwitnieniem)
jest trudna, poniewaz nie posiadaja one bardzo wyraznych cech morfologicznych
umozliwiajacych szybkie i1 bezbledne rozpoznanie ptci (Heikrujam i in. 2015). Najbardziej
specyficznymi markerami umozliwiajagcymi rozpoznanie ptci roslin, bez koniecznos$ci czekania
do ich zakwitnigcia, sa3 markery DNA. W niniejszych badaniach z powodzeniem i
powtarzalno$cig korzystano z markeréw molekularnych amplifikujacych meskospecyficzne
sekwencje repetytywne RAYSI (startery RAY-F i RAY-R) (Korpelainen 2002) i RAYSII
(startery URGO8-F i URGO08-R) (Mariotti i in. 2009) do identyfikacji ptci R. thyrsiflorus.
Wspomniane markery molekularne moga by¢ w przysztosci uzyteczne przy wyprowadzaniu

kultur in vitro z eksplantatoéw wybranej pici.

5.2.2. Ocena stabilnosci genetycznej materialu roslinnego z kultury in vitro

Warunkiem wykorzystania opracowanego protokotu mikrorozmnazania w dalszych badaniach
jest stabilno$¢ genetyczna roslin zregenerowanych w kulturze wzglegdem materiatu
wyjsciowego.

Zmienno$¢ somaklonalna polega na pojawianiu si¢ rdéznic  fenotypowych,
cytomorfologicznych 1 fizjologicznych o wspolnym podtozu genetycznym wsrdd roslin
potomnych wyhodowanych w kulturach in vitro z tej samej somatycznej rodzicielskiej linii
komorkowej (Larkin i Scowcroft 1981). Moze by¢ zjawiskiem korzystnym, wykorzystywanym
do kontrolowanego otrzymywania nowych odmian roslin waznych z ekonomicznego punktu
widzenia (Chawla 2002), ale zazwyczaj pojawianie si¢ spontanicznych zmian podczas procesu
hodowli nie jest pozadane (Bairu i in. 2011).

Oceng stabilnosci genetycznej wykonano dla roslin potomnych zregenerowanych w
kulturze prowadzonej na podtozu hodowlanym wzbogaconym TDZ, poniewaz byta to hodowla
0 najwyzszym potencjale morfogenetycznym, a rosliny potomne uzyskane w jej wyniku z
powodzeniem przeniesiono do warunkow ex vitro i aklimatyzowano.

W tym celu postuzono si¢ metoda polegajaca na analizie polimorfizmu odcinkéw DNA

zlokalizowanych pomiedzy sekwencjami mikrosatelitarnymi (ISSR) (Zigtkiewicz i in. 1994).
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Polega ona na zastosowaniu sekwencji mikrosatelitarnych jako starteréw PCR do amplifikacji
fragmentu DNA pomiedzy dwoma identycznymi regionami powtdrzen mikrosatelitarnych.
Metoda ta laczy zalety analizy regiondw mikrosatelitarnych (SSR), polimorfizmu dtugos$ci
amplifikowanych fragmentow DNA (AFLP) z uniwersalnoscia analizy polimorfizmu losowo
amplifikowanych fragmentow DNA (RAPD). Jednoczesnie umozliwia wyeliminowanie
ograniczen tych metod, takich jak: konieczno$¢ znajomosci sekwencji flankujacych SSR,
wysoki koszt AFLP i malg powtarzalnos¢ RAPD (Pradeep Reddy i in. 2002). Dodatkowo, nie
wymaga duzych ilosci DNA, a markery ISSR majg bardzo duzy zakres zmiennosci alleliczne;.
Dzigki tym zaletom markery ISSR sa coraz czgsciej wykorzystywane do analizy zmiennoS$ci
somaklonalnej w roslinnych kulturach in vitro (Bairu i in. 2011).

Stabilnos¢ genetyczng regenerantdéw uzyskanych w kulturze badano z wykorzystaniem 8
starterow, ktorych produktami byto 86 policzalnych prazkéw. Wszystkie wykorzystane startery
ISSR amplifikowaty produkty polimorficzne: zmiennos$¢ dotyczyta 29,07% wygenerowanych
prazkow, dajac $rednio 3,13 prazka polimorficznego na starter. Dla kazdego ze starterow
obliczono wspodtczynniki zawartosci informacji polimorficznej (PIC). Ich $rednia wartos$¢ dla
wszystkich starterow byla niska 1 wynosita PICy = 0,04. Przyjeto, ze wartosci PIC > 0,5
oznaczaja wysoki, wartosci 0,25 < PIC < 0,5 umiarkowany, a warto$ci PIC < 0,25 oznaczaja
niski polimorfizm markeréw (Elston 2014). Otrzymane wartosci PIC, zawierajace si¢ w
przedziale 0,0084 > PIC > 0,0760 s$wiadcza o bardzo niskiej zmiennosci produktow
amplifikowanych przez wybrane startery ISSR.

Poréwnano profile prazkowe 78 roslin potomnych z profilami prazkowymi 14
eksplantatow, z ktorych rosliny te zregenerowaty, wykazujac, ze $rednio 13,13 z nich réznito
sie w niewielkim stopniu wzorami prazkowymi od eksplantatow wyjsciowych. Analizowany
materiat podzielono na grupy sktadajace si¢ z eksplantatéw 1 zregenerowanych z nich roslin, a
nastepnie, w celu ustalenia podobienstwa genetycznego wewnatrz kazdej grupy, obliczono
wspolezynnik podobienstwa Jaccarda (J). Warto$¢ tego wspotczynnika moze zawiera¢ si¢ w
przedziale od 0 do 1. Im wyzsza warto$¢ J, tym bardziej podobne sg do siebie porownywane
probki (Jaccard 1908). Otrzymane w eksperymencie warto$ci J (wszystkie zawarte w przedziale
1>J>0,95)dlapar probek porownywanych w obrebie wydzielonych grup wskazujg na bardzo
duze podobienstwo genetyczne roslin potomnych do eksplantatow, z ktérych zregenerowaty,
co $swiadczy o duzej stabilnosci genetycznej materiatu roslinnego pochodzacego z kultury.

Podobne wyniki (J > 0,91) uzyskano w przypadku eksplantatéw i roslin potomnych
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zregenerowanych na drodze organogenezy posredniej w kulturach Rumex nepalensis
(Bhattacharyya i in. 2017).

Z otrzymanych wzordéw prazkowych utworzono macierze, na podstawie ktéorych mozna
byto dodatkowo przeprowadzi¢ analize¢ podobienstwa pomiedzy eksplantatami a
regenerantami, stosujac odleglo$éciowa metod¢ niewazong grupowania parami ze $rednig
arytmetyczng (UPGMA). Na jej podstawie wykreslono dendrogramy okreslajace podobienstwa
w obrebie badanych grup. Aby potwierdzi¢, ze otrzymane dendrogramy dobrze odwzorowuja
podobienstwa w obrebie grup, dla kazdego z nich obliczono wspotczynnik korelacji
kofenetycznej (CCC). Wartosci bezwzgledne CCC zawieraja si¢ w przedziale migdzy 0 a 1. Im
wyzsza warto$¢ CCC, tym wigksze podobienstwo pomiedzy analizowanymi macierzami
(Legendre i Legendre 2012). W niniejszym eksperymencie wartosci CCC obliczone dla
wszystkich dendrogramoéw wynosity powyzej 0,85, a dla wigekszosci (10 z 14) dendrogramow
powyzej 0,91, co $wiadczyto o dobrym odwzorowaniu przez dendrogramy podobienstwa

miedzy badanymi prébkami.

5.2.3. Analiza zalezno$ci pomiedzy plcia a stabilnos$cia genetyczng regenerantow

Eksperyment przeprowadzony przez Slesak i wspotpracownikow (2015) pokazat, ze kultury
in vitro meskich korzeni przybyszowych Rumex thyrsiflorus moga by¢ Zrodtem stabilnych
genetycznie ro$lin potomnych. Regeneranty uzyskane w wyniku wspomnianej hodowli
wykazywaty polimorfizm wzgledem eksplantatow w zaledwie 6,36% amplifikowanych za
pomoca starterow RAPD produktéw. Na podstawie wspomnianych wynikéw, postanowiono
sprawdzié, czy stabilno$¢ genetyczna zregenerowanych w warunkach in vitro roslin potomnych
R. thyrsiflorus moze by¢ zwiazana z picig regenerantow. Produktami amplifikacji DNA przy
uzyciu 8 starterow ISSR bylto 89 policzalnych prazkéw. Wykorzystane w eksperymencie
eksplantaty ptci zenskiej produkowaty 15, a eksplantaty pici meskiej — 18 prazkow
polimorficznych (odpowiednio: 17,44% i 20,93%). Srednio 12,5% analizowanych wzorow
prazkowych regenerantow zenskich réznito si¢ od profili prazkowych eksplantatow. Dla
regenerantOw meskich wspomniana warto$¢ $rednia byla wyzsza i wynosita 22,55%.
W przypadku 3 z 8 zastosowanych markeréw ISSR, wzory prazkowe wszystkich regenerantow
zenskich byly identyczne ze wzorami eksplantatow, z ktorych zregenerowaty. W przypadku
regenerantOw meskich sytuacja taka dotyczyta jednego markera. Pomimo wspomnianych
niewielkich réznic, wskazniki podobienstwa Jaccarda (J) obliczone w obrebie grup ztozonych
z eksplantatow przeciwnych pici i zregenerowanych z nich roslin potomnych wskazuja na

bardzo duza stabilno$¢ genetyczng zarowno grup ztozonych z osobnikdw pici zenskiej
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(1 =1J=0,97), jak i grup ztozonych z osobnikow ptci meskiej (1 = J = 0,95). Na podstawie
uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze pte¢ nic ma zwigzku ze stabilno$cig genetyczna
roslin potomnych, zregenerowanych w kulturze in vitro prowadzonej na podtozu hodowlanym

wzbogaconym TDZ.

5.3. Analiza aktywnosci SOD

Pte¢ rosliny moze mie¢ istotne znaczenie dla odpowiedzi organizmu na rdézne czynniki
zewngtrzne, przyktadowo na stres zimna (Zhang i in. 2011), zmiany p6r roku (Shi i in. 2012),
czy niedobor sktadnikow odzywczych w podtozu (Robakowski i in. 2018). Réznice pomigdzy
osobnikami przeciwnych ptci w odpowiedzi na czynniki stresowe wydaja si¢ by¢ wysoce
specyficzne dla gatunku i nie mozna wyciggna¢ jednoznacznego wniosku co do wpltywu plci
na tolerancje na stres: czasami bardziej odporne wydaja si¢ by¢ osobniki zenskie (Sanchez Vilas
i in. 2016), w innych przypadkach wigksza odpornos¢ wykazuja osobniki meskie (Qin i in.
2018).

Zaktada si¢, ze kultury in vitro same w sobie moga by¢ czynnikiem stresogennym dla
tkanek roslinnych. Sposéb przygotowania eksplantatu, sktad podtoza, czy ograniczona
wymiana gazowa, moga by¢ czynnikami, pod wptywem ktorych tkanki ro§linne sg narazone na
akumulacje nadtlenku wodoru (H203) 1 innych reaktywnych form tlenu, co moze prowadzi¢ do
stresu oksydacyjnego (Libik i in. 2005, Slesak i in. 2006). Stres ten moze zaburza¢ uktad redoks
komorki 1 wplywaé na gléwne szlaki metaboliczne poprzez bezposrednie zmiany aktywnos$ci
enzymoOw, wilasciwosci blony komorkowej, lipidow, struktury DNA i innych biomolekut.
Postuluje si¢, ze wysoki poziom H202 w komoérkach eksplantatow jest powigzany z
morfogeneza — zarowno z somatyczng embriogeneza (Zhang i in. 2010), jak i regeneracja
pedow przybyszowych via kalus (Tian i in. 2003). Doktadny mechanizm wptywu H202 na
proces morfogenezy nie jest do konca znany, ale przypisuje si¢ tej czasteczce dzialanie
przekaznikowe i regulujace na poziomie ekspresji genéw zwiagzanych z indukcja morfogenezy
(Tian i in. 2003, Zhang i in. 2010). Obecny w tkankach roslinnych enzym antyoksydacyjny —
SOD ma kluczowa role w regulacji stgzenia H202: w trakcie reakcji katalizowanych przez SOD
usuwany jest anionorodnik ponadtlenkowy (O2™), a jako produkt powstajg tlen (O2) i H20..
Dlatego tez powszechnie oznacza si¢ aktywnos$¢ SOD podczas analiz procesow regeneracji
roslin w kulturach in vitro (Filipovi¢ i in. 2015).

Celem tej czesci badan bylo sprawdzenie, czy kalusy (o réznych potencjatach
morfogenetycznych) i rosliny potomne z hodowli in vitro, a takze ro$liny kontrolne roznity si¢

profilem aktywnosci form i izoform SOD: MnSOD, FeSOD, Cu/ZnSOD oraz czy takie roznice
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mogg by¢ zalezne od pici. Material pochodzacy z kultur in vitro wykorzystany w tym
eksperymencie hodowany byl na podlozu wzbogaconym 0,5 mg/l TDZ, poniewaz byla to
hodowla o najwyzszym potencjale morfogenetycznym, a rosliny potomne uzyskane w jej
wyniku z powodzeniem aklimatyzowano, a nast¢pnie przeniesiono do warunkow ex vitro.

Zaréwno w ekstraktach pochodzacych z kaluséw morfogennych, jak i niemorfogennych,
niezaleznie od plci, zidentyfikowano biatka, ktére okreslono jako MnSOD i FeSOD. Uzyskane
wyniki wskazuja na brak roznic jako$ciowych w profilach aktywnos$ci poszczego6lnych form
SOD pomiedzy kalusami (zar6wno morfo—, jak i niemorfogennymi) zaindukowanymi na
eksplantatach 0 odmiennych piciach. Nie jest to jednak jednoznaczne z brakiem rdznic
ilo§ciowych, jak pokazuja badania prowadzone przez Libik i wspotpracownikéw (2005) w
kulturach in vitro Mesembryanthemum crystallinum. Pomimo stwierdzonego braku réznic
jakosciowych pomiedzy profilami aktywnosci izoform SOD kalusow o réznym potencjale
morfogenetycznym, wspomniana grupa badaczy zaobserwowala réznice iloSciowe w
aktywnos$ci SOD, przeprowadzajac analize densytometryczna.

Dwiema pozostatymi grupami ekstraktow analizowanych w tej czesci badan byty ekstrakty
wyizolowane z tkanek li§ci regenerantéw oraz roslin kontrolnych. Na podstawie wrazliwoS$ci
na bufory inhibujace w ekstraktach z lisci regenerantow (niezaleznie od pici) zidentyfikowano
obecnos¢ prazkow swiadczacych o aktywnosci nastepujacych izoform: MnSOD, Cu/ZnSOD I
1 Cu/ZnSOD II. Obecnos¢ wigcej niz jednej izoform Cu/ZnSOD jest dosy¢ czgsto spotykana w
tkankach roslinnych; w zaleznosci od badanego gatunku (a nawet czgsci rosliny), wykazywano
aktywnos¢ nawet kilku izoform Cu/ZnSOD (Racchi i in. 2001; Filipovi¢ i in. 2015). W
ekstraktach z lisci roslin kontrolnych, zarowno pici zenskiej, jak 1 meskiej stwierdzono
aktywno$¢ MnSOD oraz — tylko w wypadku roslin me¢skich — Cu/ZnSOD 1I. Byta to jedyna
réznica pomigdzy piciami w profilach aktywno$ci izoform dysmutazy ponadtlenkowej w
badanych probkach. Otrzymane wyniki wskazuja na to, ze warunki kultur in vitro moga mie¢
wplyw na indukcje aktywnosci dwoch izoform SOD: Cu/ZnSOD 11 Cu/ZnSOD IlI.

Dostepne doniesienia o wyraznych réznicach pomiedzy osobnikami przeciwnych plci w
aktywnosci enzymoéw antyoksydacyjnych (Zhang i in. 2011, Shi i in. 2012) zachecaja do
poszerzenia podjetych badan w kulturach in vitro R. thyrsiflorus. Przykladowo, analizy
uzupetiajace moglyby dotyczy¢ pomiaréw aktywnos$ci innych enzymoéw antyoksydacyjnych,
takich jak: katalaza, peroksydaza askorbinianowa, peroksydaza glutationowa czy oznaczen

wewnatrzkomorkowego poziomu H20o.
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5.4. Analizy fitochemiczne
5.4.1. Ocena jakoSciowa zawartosci zwigzkow fenolowych

Niektorzy przedstawiciele rodzaju Rumex L. sg roslinami wykorzystywanymi w medycynie
ludowej (Simkova i Polesny 2015, Soukand i in. 2017), co sklonito badaczy do
przeprowadzenia analiz fitochemicznych i farmakologicznych skupiajacych sie na
zidentyfikowaniu substancji biologicznie czynnych zawartych w ekstraktach z tych roslin
(Wegiera i in. 2007, Orban—Gyapai i in. 2015, Orban—Gyapai i in. 2017b). Analizy zawartosci
roslinnych produktow biologicznie czynnych wykonywano rowniez u R. thyrsiflorus. W
ekstraktach pochodzacych z korzeni tego gatunku wykazano obecno$¢ wielu metabolitow
wtornych: antrachinondéw (chryzofanol, emodyna, fiscjon i ich glikozydy), fenoli (floroglucyna,
hydrochinon, pyrogallol), kwasow fenolowych (galusowy, p—hydroksybenzoesowy, kawowy),
flawonoidow (kwercetyna, mirycetyna, rutozyd, izoramnetyna), katechin (epikatechina,
galusan epikatechiny, katechina), jak réwniez 1-palmitoiloglicerolu, p-sitosterolu, czy
procyjanidyny B5 (Litvinenko i Muzychkina, 2008; Orban-Gyapai i in., 2017a). W niniejszych
badaniach sprawdzano zawartos¢ kwasoéw fenolowych, flawonoidéw i katechin w ekstraktach
z kalusow morfo— i niemorfogennych hodowanych na pozywce z TDZ oraz w ekstraktach z
lisci regenerantow i roslin kontrolnych R. thyrsiflorus. Potwierdzono obecno$¢ kwasow:
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 obecnos¢
w ekstraktach nastepujacych zwigzkow fenolowych: kwas chlorogenowy, kwas ferulowy, kwas
kryptochlorogenowy, kwas p—kumarowy, kwas neochlorogenowy, kwas protokatechowy i
kwas wanilinowy, izokwercetyna, kwercytryna i witeksyna. Roznice w zawarto$ci metabolitow
wtoérnych w roslinach tego samego gatunku stwierdzane przez autorow moga byc¢
spowodowane wieloma czynnikami, przyktadowo: sposobem ekstrakcji zwigzkow, genotypem
ro$lin, z ktérych pochodza ekstrakty, ekstrakcja zwigzkéw z réznych fragmentdéw roslin, a
nawet porg zbioru surowca (Chirinos i in. 2009, Szopa i in. 2017Db).

W ostatnich latach chetnie bada sie¢ naturalne produkty roslinne jako zrodto substancji
waznych z punktu widzenia medycznego i farmaceutycznego, bedacych alternatyws dla lekow
syntetycznych (Atanasov i in. 2015, Shen 2015). Roslinne kultury in vitro zapewniaja
prowadzenie ujednoliconych pod wzgledem warunkéw badan podstawowych nad ro§linnymi
produktami naturalnymi. Dodatkowo, umozliwiajg opracowanie wydajnych procedur produkcji

substancji biologicznie czynnych, ktore mogg mie¢ zastosowanie aplikacyjne (Espinosa—Leal i
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in. 2018). Techniki ro$linnych kultur in vitro wykorzystywane sg w badaniach dotyczacych
analizy zwiazkoéw fenolowych u przedstawicieli rodzaju Rumex (Al Khateeb i in. 2017, EI-
Shafey i in. 2019 Manoj i in. 2019). Wedlug dostepnych danych literaturowych, opisywane w
niniejszej pracy analizy fitochemiczne z wykorzystaniem ros$linnych kultur in vitro
sprawdzajace zawartos¢ zwigzkoéw fenolowych w tkankach sa pierwszymi tego rodzaju
badaniami u R. thyrsiflorus. Wyniki eksperymentow z wykorzystaniem tkanek innych
gatunkow Rumex, $wiadczace o wptywie roslinnych regulatoréw wzrostu (EI-Shafey i in.
2019) oraz elicytorow (Al Khateeb i in. 2017) zawartych w podtozu hodowlanym na zawarto$¢
zwigzkow fenolowych w kalusie moga by¢ podstawa do podjecia kolejnych badan z
wykorzystaniem roslinnych kultur in vitro R. thyrsiflorus, z dodatkowym uwzglgdnieniem ptci
hodowanych kaluséw. Szczegdlnie ciekawym zagadnieniem jest potencjalny wptyw 2,4-D na

zwigkszenie zawartosci flawonoidow w tkance kalusowej.

5.4.2. Ocena iloSciowa zwigzkow fenolowych. Analiza zaleznoS$ci pomiedzy plcia a
ilosciowa zawartoscia zwigzkow fenolowych

Roéznice w zawartosci niektorych metabolitow wtornych u osobnikéw roznych pici zostaty
potwierdzone wsrod przedstawicieli gatunkéw dwupiennych (Massei i in. 2006, Iszkuto i in.
2013, Maldonado-Lopez i in. 2014, Miljkovi¢ i in. 2018). Analizy fitochemiczne
przeprowadzone przez innych badaczy R. thyrsiflorus (Litvinenko i Muzychkina 2008, Orban—
Gyapai i in. 2017a) nie uwzgledniaty plci roslin, z ktorych ekstrahowano metabolity wtorne.
Opisane w niniejszej pracy wyniki wyraznie wskazujg na ilo$ciowe roznice w zawartosci
wybranych zwigzkow fenolowych pomiedzy ekstraktami uzyskanymi z osobnikow zenskich i
meskich. Dodatkowo, roéznice te zalezaty od rodzaju biomasy, z ktorej izolowano ekstrakty. W
przeprowadzonym  eksperymencie porownywano zawartos¢ kwasow  fenolowych,
flawonoidow i katechiny w zaleznosci od ptci w kalusach (morfo- i niemorfogennych)
hodowanych w kulturze in vitro na podtozu z TDZ, roslinach zregenerowanych we
wspomnianej kulturze oraz roslinach kontrolnych.

Jedynym zwigzkiem fenolowym, ktorego zawartos¢ w ekstraktach nie rdznita si¢ pomiedzy
ptciami w Zadnej z analizowanych grup byt kwas protokatechowy. Poza tym, §rednie zawarto$ci
kazdego z oznaczonych zwigzkow fenolowych roznily si¢ pomiedzy ptciami we wszystkich
(kwasy: kryptochlorogenowy, p—kumarowy, neochlorogenowy), wiekszosci (kwasy: ferulowy,
kawowy, wanilinowy) lub przynajmniej jednej z badanych grup. We wszystkich analizowanych

probkach dominujagcym metabolitem byta katechina.
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W ekstraktach kalusow meskich (niezaleznie od potencjalu morfogennego) oznaczono
bardzo niskie (w porownaniu do innych grup) zawartosci dwoch flawonoidow: izokwercetyny
i rutozydu, natomiast w ekstraktach zenskich (takze niezaleznie od potencjalu morfogennego)
ich zawarto$¢ znalazta si¢ ponizej granicy oznaczalnosci (< LOQ). Mimo, ze zaobserwowane
pomiedzy kalusami o przeciwnych piciach roznice byly niewielkie i dotyczyly tylko kilku
zwigzkow fenolowych, na uwage zashuguje fakt, ze kalusy morfogenne byty jedyna grupa, w
ktérych wyzsza zawarto$¢ metabolitow byta skorelowana tylko z picig meska. Biosynteza wielu
zwiazkow fenolowych jest naturalng reakcja komorek roslinnych na stres, poniewaz zwiazki te
moga by¢ substratami dla peroksydaz w reakcji inaktywacji H202, przez co petnig funkcje
antyoksydacyjng (Kacperska 2016). Jak juz wspomniano, kultury in vitro sg czynnikiem
stresogennym dla tkanek roglinnych (Libik i in. 2005, Slesak i in. 2006). By¢ moze zwigkszona
zawarto$¢ zwigzkoéw fenolowych w kalusach morfogennych plci meskiej, w poréwnaniu do
kalusow plci zenskiej jest powigzana z podwyzszong zawartoscig HoO» w tkankach,
spowodowang stresowymi warunkami kultur in vitro, a co za tym idzie, wyzszym potencjatem
morfogennym eksplantatow meskich. Aby zweryfikowaé te hipoteze, nalezatoby poglebic¢
zakres badan in vitro, przyktadowo o poszerzong analize aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnych oraz poziomu H202 w komorkach kalusa.

Odwrotna, niz w przypadku ekstraktow z kaluséw morfogennych sytuacje zaobserwowano
w ekstraktach z regenerantow. W tej grupie to gldwnie ekstrakty zenskie charakteryzowaty si¢
wyzszg zawartosciag zwigzkow fenolowych. W dodatku roznice te dotyczyly az 75% ze
wszystkich oznaczonych metabolitow wtornych. Na szczegdlng uwage zastuguje fakt, ze
ekstrakty z regenerantow zenskich wyraznie wyrdzniaty si¢ na tle wszystkich innych badanych
ekstraktow bardzo wysoka zawarto$cig prawie wszystkich oznaczonych zwigzkéw fenolowych,
zwlaszcza flawonoidow i katechiny. Otrzymane wyniki moga wskazywac¢ na pojawienie si¢
dymorfizmu pomigdzy roslinami réznych ptci R. thyrsiflorus, ktory jest wynikiem reakcji na
czynniki stresowe. Srednia zawarto$é katechiny we wspomnianych ekstraktach regenerantow
zenskich wynosita 142,98 mg/100g suchej masy. W analizach ekstraktow z lisci roslin zenskich
R. thrysiflorus pochodzacych z populacji naturalnej rowniez wykazano wyzsza $rednig
zawarto$¢ katechiny, niz w ekstraktach z liSci roslin meskich (Dziedzic i in. 2020).
Dowiedziono, ze katechiny maja bezposrednie dzialanie przeciwutleniajace i s3 zmiataczami
wolnych rodnikéw (Bernatoniene i Kopustinskiene 2018). Na tej podstawie mozna postawic
hipoteze, ze wyzszy poziom katechiny (i innych zwigzkow fenolowych) w lisciach roslin

zenskich moze by¢ powiazany z ich silniejsza odpornoscig na czynniki stresowe. Stres
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srodowiska zewnetrznego moze by¢ jednym z czynnikow postzygotycznych wplywajacych na

stabszg przezywalno$¢ osobnikow meskich, niz zenskich tego gatunku w populacjach

naturalnych i w konsekwencji — na zaburzone proporcje pici. Aby sprawdzi¢ t¢ hipotezg,

nalezatoby przedsiewzig¢ badania fizjologiczne dotyczace wptywu konkretnych czynnikow

stresowych (np. stres zimna, stres niedoboru wody). Jest to zagadnienie warte rozpatrzenia,

poniewaz w dostgpnej literaturze jedynie postuluje si¢ istnienie niesprecyzowanych czynnikow

postzygotycznych mogacych wptywac na zaburzone proporcje ptci w populacjach naturalnych

R. thyrsiflorus.

5.5. WhioskKi

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna wnioskowacé, ze:

a.

poprzez odpowiednie manipulacje sktadem podtozy hodowlanych w kulturach in
vitro mozna modyfikowa¢ potencjat morfogenetyczny eksplantatow w postaci
hipokotyli wyizolowanych z meskich i zeniskich siewek Rumex thyrsiflorus;
kultura in vitro prowadzona na podtozu hodowlanym wzbogaconym 0,5 mg/I
tidiazuronu (TDZ) umozliwia uzyskanie kompletnej regeneracji roslin, zarowno
plci meskiej, jak i zenskiej nalezacych do gatunku Rumex thyrsiflorus poprzez
posrednig organogenezg via kalus;

wykorzystane do analizy zmiennos$ci somaklonalnej markery ISSR wskazuja na
niezalezng od plci stabilno$¢ genetyczng roslin zregenerowanych w kulturze in
Vitro na pozywce z TDZ wzglgdem materialu matecznego;

analiza profili aktywnosci form SOD nie wskazuje na zalezne od plci roznice w
materiale pochodzacym ze wspomnianej powyzej kultury in vitro i jest przestanka
do poglebienia badan o ilo$ciowa analiz¢ aktywnosci form SOD;

w przeprowadzonej analizie wybranych zwigzkow fenolowych (kwasow
fenolowych, flawonoidow 1 katechiny) po raz pierwszy stwierdzono obecno$¢ w
ekstraktach R. thyrsiflorus nastepujacych zwigzkow fenolowych: kwas
chlorogenowy, kwas ferulowy, kwas kryptochlorogenowy, kwas p—kumarowy,
kwas neochlorogenowy, kwas protokatechowy i kwas wanilinowy, izokwercetyna,
kwercytryna i witeksyna;

analiza fitochemiczna ekstraktow R. thyrsiflorus wykazata wystepowanie roznic
istotnych statystycznie w zawartosci wigkszosci ze wszystkich szesnastu
oznaczonych zwigzkéw fenolowych, w zaleznos$ci od pochodzenia materiatu, z

ktérego je izolowano oraz ptci roslin.
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6. Podsumowanie

W niniejszej pracy podjeto si¢ weryfikacji hipotezy mowigcej o istnieniu wykraczajgcego poza
zroznicowanie organdéw rozrodczych dymorfizmu piciowego w gatunku R. thyrsiflorus.
Uzyskane w doswiadczeniach wyniki wskazuja, ze kultury in vitro hipokotyli R. thyrsiflorus
moga stanowi¢ stabilny pod wzgledem genetycznym model doswiadczalny, ktory mozna
wykorzysta¢ do prowadzenia badan podstawowych dotyczacych plciowo — zaleznych réznic
oraz czynnikdéw postzygotycznych wptywajacych na zaburzenia proporcji ptci w populacjach
tego gatunku. Dodatkowo, opracowany protok6t mikropropagacji moze by¢ wykorzystywany
w badaniach dotyczacych modyfikacji sktadu Iub zwigkszenia zawartoSci konkretnych
metabolitow wtornych w tkankach R. thyrsiflorus, poprzez na przyktad zmiane sktadu pozywki

hodowlanej lub wyprowadzenie hodowli eksplantatow konkretnej ptci.
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TABLICA L

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. INDUKCJA TKANKI
KALUSOWEJ

Fot. 1. Eksplantat (hipokotyl). Pozywka D. 1 dzien kultury.
Fot. 2 — 6. Eksplantat powickszajacy swoja objetos¢. Widoczne mocno uwodnione, napgczniale
komorki. 7 dzien kultury, oznaczenia pozywek wedtug tabeli 2:

Fot. 2. Pozywka A.

Fot. 3. Pozywka B.

Fot. 4. Pozywka C.

Fot. 5. Pozywka D.

Fot. 6. Pozywka E.

Bar =1 mm (Fot. 1 — 5); 2 mm (Fot. 6)
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TABLICA 2

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. INDUKCJA TKANKI
KALUSOWEJ

Fot. 7. Indukcja tkanki kalusowej obserwowana w miejscu cigcia eksplantatu. Widoczne
struktury wlo$nikopodobne. Pozywka C. 7 dzien kultury.

Fot. 8. Indukcja tkanki kalusowej obserwowana w miejscu ciecia eksplantatu. Pozywka E.
8 dzien kultury.

Fot. 9. Indukcja kalusa obserwowana w rejonie walca osiowego. Widoczna zluszczajaca si¢
warstwa kory pierwotnej. Pozywka E. 14 dzien kultury.

Fot. 10. Eksplantat w catosci pokryty tkankg kalusowa. Pozywka A. 14 dzien kultury.

Fot. 11. Tkanka kalusowa namnazajaca si¢ w miejscu ciecia eksplantatu. Pozywka E.

11 dzien kultury.
Fot. 12. Tkanka kalusowa namnazajaca si¢ w miejscu ciecia eksplantatu. Pozywka E.

24 dzien kultury.

Oznaczenia pozywek wedtug tabeli 2.
Bar =1 mm (Fot. 7, 9, 12); 2 mm (Fot. 8, 10); 3 mm (Fot. 11)
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TABLICA 3

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. INDUKCJA TKANKI
KALUSOWEJ

Fot. 13. Biaty kalus hodowany w ciemnosci. Pozywka B. 14 dzien kultury.

Fot. 14. Biato — przezroczysty kalus hodowany w ciemnos$ci. Pozywka D. 14 dzien kultury.

Fot. 15. Zottozielony kalus, po 14 dniach od ekspozycji na $wiatlo. Pozywka A. 28 dzien
kultury.

Fot. 16. Zielony kalus, po 41 dniach od ekspozycji na swiatto. Pozywka C. 55 dzien kultury.

Fot. 17. Bezbarwna cze$¢ tkanki kalusowej, otoczona zielonym kalusem. Pozywka D.

55 dzien kultury.
Fot. 18. Bragzowiejacy, zamierajacy kalus niemorfogenny. Pozywka A. 55 dzien kultury.

Oznaczenia pozywek wedtug tabeli 2.
Bar = 1 mm (Fot. 13, 14, 17); 2 mm (Fot. 16, 18); 3 mm (Fot. 15)
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TABLICA 4

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. INDUKCJA TKANKI
KALUSOWEJ

Fot. 19. Bezbarwny kalus pokrywajacy cata powierzchni¢ eksplantatu. 10 dzien kultury.

Fot. 20. Zéttozielony kalus obserwowany w miejscu ciecia eksplantatu. 14 dzien kultury.

Fot. 21. Zéttozielony kalus tworzacy sie w rejonie walca osiowego. Epiderma z warstwg
kory pierwotnej ulegly ztuszczeniu i nie sa widoczne na zdjgciu. 21 dzien kultury.

Fot. 22. Zielony kalus charakteryzujacy si¢ nieograniczonym wzrostem. 118 dzien kultury.

Fot. 23. Zielono — bragzowy, zywotny kalus. 44 dzien kultury.

Fot. 24. Zamierajacy brazowy kalus. 118 dzien kultury.

Pozywka 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 S

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. TKANKA KALUSOWA.
STRUKTURY WLOSNIKOPODOBNE

Fot. 25. Zaczerwieniony fragment tkanki kalusowej, §wiadczacy prawdopodobnie o produkcji
antocyjanow w komorkach. Pozywka A.

Fot. 26. Zaczerwieniony fragment tkanki kalusowej, §wiadczacy prawdopodobnie o produkcji
antocyjanow w komorkach. Pozywka C.

Fot. 27. Kalus. Widoczne struktury przypominajace wtosniki. Pozywka A.

Fot. 28. Kalus. Widoczne struktury przypominajace wlosniki. Pozywka B.

Fot. 29. Kalus. Widoczne struktury przypominajace wtosniki. Pozywka D.

Fot. 30. Ryzogeneza. Pozywka A.

Oznaczenia pozywek wedtug tabeli 2.

55 dzien kultury (Fot. 25, 26)

14 dzien 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 6

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. ORGANOGENEZA

Fot. 31. Organogeneza posrednia. Widoczne pedy przybyszowe. Pozywka A. 14 dzien
kultury.

Fot. 32. Organogeneza posrednia. Widoczne pedy przybyszowe. Pozywka A. 27 dzien kultury.

Fot. 33. Organogeneza posrednia. Widoczne zdeformowane pedy przybyszowe. Pozywka B.
41 dzien kultury.

Fot. 34. Organogeneza posrednia. Widoczna regeneracja wtorna na zdeformowanym pedzie
przybyszowym. Pozywka A. 55 dzien kultury.

Fot. 35. Organogeneza posrednia. Widoczne rdzne etapy rozwojowe pedoéw przybyszowych.
Pozywka E. 118 dzien kultury.

Fot. 36. Organogeneza posrednia. Widoczna regeneracja wtorna na zdeformowanym pedzie

przybyszowym. Pozywka E. 118 dzien kultury.

Oznaczenia pozywek wedtug 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 /

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. UKORZENIANIE |
AKLIMATYZACJA

Fot. 37. Pedy przybyszowe przenoszone z podtoza hodowlanego E (Tabela 2) na pozywke
ukorzeniajaca.
Fot. 38. Ukorzeniony ped przybyszowy zregenerowany na podtozu hodowlanym E (Tabela 2).

Fot. 39. Rosliny aklimatyzowane do warunkow ex vitro.

Bar =5 mm (Fot. 37); Bar = 1 cm (Fot. 38); Bar = 30 cm (Fot. 39)
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TABLICA 8

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. ANALIZA HISTOLOGICZNA

Fot. 40. Przekrdj poprzeczny przez eksplantat. Widoczne silnie zwakuolizowane komorki
kory pierwotnej (KP) oraz komorki walca osiowego (WO) o gestej cytoplazmie.
Pozywka C. 14 dzien kultury.

Fot. 41. Przekr6j poprzeczny przez kalus. Widoczne komoérki z licznymi ziarnami skrobi
1 gestg cytoplazma. Pozywka A. 21 dzien kultury.

Fot. 42. Przekr6j poprzeczny przez kalus. Widoczne duze, silnie zwakuolizowane i luzno
utozone komoérki kalusa z ziarnami skrobi zgromadzonymi wokot jadra
komorkowego (czarne strzatki). Pozywka D.

Fot. 43. Przekrdj poprzeczny przez kalus. Widoczny ped przybyszowy powstajacy z centrum
merystematycznego potozonego powierzchniowo. Pozywka B.

Fot. 44. Przekrdj poprzeczny przez kalus. Widoczne centrum merystematyczne (CM)

zlokalizowane glebinowo. Pozywka D.
Fot. 45. Przekrdj podtuzny przez kalus. Widoczne dwa stadia zarodkow somatycznych:

stadium sercowate (strzalka) 1 stadium globularne (gwiazdka). Pozywka D.
Oznaczenia pozywek wedtug tabeli 2.

49 dzien kultury (Fot. 42 — 45).
Bar =50 um (Fot. 41, 42); 100 um (Fot. 40, 43 — 45)
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TABLICA9

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. IDENTYFIKACJA PLCI
SIEWEK, Z KTORYCH POBRANO EKSPLANTATY

Tabele przedstawiaja sekwencje DNA uzyte do okreslenia pici siewek, z ktérych pobrano
eksplantaty:

e RAYSI, RAYSII — mgskospecyficzne dla Rumex thyrsiflorus
e RAE730 — obecna na autosomach Rumex

Fot. A. Profile prazkowe reakcji PCR produktéw amplifikacji sekwencji RAYSL
Fot. B. Profile prazkowe reakcji PCR produktow amplifikacji sekwencji RAYSII.
Fot. C. Profile prazkowe reakcji PCR produktéw amplifikacji sekwencji RAE730.

[pz] — pary zasad
MD — marker wielkosci DNA
7 — eksplantat wyizolowany z siewki zenskiej

M — eksplantat wyizolowany z siewki meskiej
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Z 7Z M Z
—— -

MD

A

S S e [—; [R—

C

Amplifikowana

. RAYSI
sekwencja
Starter RAY -F RAY -R
Sekwencja ACTCGAATGTAAGCAT | ACTACACGATTGTCCAT
553 TTGGTCCTA AAAGTGGA
Amplifikowana
’ . RAYSII
sekwencja
Starter URGO8 — F URGO08 —R
Sekwencja CCAATTGGTCTCAACT | TGTTATAGGTTTTGGAC
O ) AGAACA TGCCA
Amplifikowana
G- RAE730
sekwencja
Starter R730 —A R730 -B
Sekwencja CTCGGACCAATTATCT | CATTATTTGGGAGCCGA
553 CAT T

119




TABLICA 10

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOSC GENETYCZNA
MATERIALU ROSLINNEGO Z KULTURY IN VITRO

Fot. 46 — 53. Profile prazkowe produktow otrzymanych po amplifikacji DNA z poszczegdlnymi
starterami:

Fot. 46. ISSR1.
Fot. 47. ISSR6.
Fot. 48. ISSRY.
Fot. 49. ISSRS.
Fot. 50. ISSR10.
Fot. 51. ISSR11.
Fot. 52. P-ISSR1.
Fot. 53. P-ISSR15.

[pz] — pary zasad
M — marker wielkosci DNA
E — eksplantat wyizolowany z siewki ptci zenskiej

1 -7 —rosliny potomne
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TABLICA 11A

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOSC GENETYCZNA
MATERIALU ROSLINNEGO Z KULTURY IN VITRO

Tab. 33 — 35. Tabelaryczne zestawienie profili prazkowych produktéw otrzymanych po
amplifikacji DNA ze starterem ISSR1.:
Tab. 33. EZ1, EZ2: eksplantaty pici zeniskiej. 1.1 — 1.4, 2.1 — 2.4: ro$liny potomne
zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 34. EZ3, EZ4: eksplantaty pici zenskiej. 3.1 — 3.5, 4.1 — 4.2: rosliny potomne
zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 35. EZ5: eksplantat pici zenskiej. 5.1 — 5.16: rosliny potomne zregenerowane z

danego eksplantatu.

NP — numer prazka
0 — brak produktu
1 — produkt obecny

2 —suma
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TABLICA 11A

Tabela 33

2.4

2.3

2.2

2.1

10

10

10

10

EZ2

10

1.4

1.3

1.2

1.1

EZ1

NP

10

Tabela 34

4.2

41

10

10

EZ4

10

3.5

3.4

3.3

3.2

31

EZ3

NP

10

Tabela 35

58 59 510 511 512 513 514 515 516

55 56 57

54

10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

10

10 10

EZ5(51 52 53

10

NP

10

)y
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TABLICA 11B

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOSC GENETYCZNA
MATERIALU ROSLINNEGO Z KULTURY IN VITRO

Tab. 36 — 38. Tabelaryczne zestawienie profili prgzkowych produktow otrzymanych po
amplifikacji DNA ze starterem ISSR1.:
Tab. 36. EM1 — EM4: eksplantaty ptci meskiej. 1.1 — 1.2, 2.1 — 2.3, 3.1 — 3.5, 4.1 — 4.5:
ro$liny potomne zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 37. EM5, EM6: eksplantaty pici meskiej. 5.1 — 5.4, 6.1 — 6.12: ro$liny potomne
zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 38. EM7 — EMO9: eksplantaty ptci meskiej. 7.1 — 7.5, 8.1 — 8.5, 9.1 — 9.5: rosliny

potomne zregenerowane z danego eksplantatu.

NP — numer prazka
0 — brak produktu
1 — produkt obecny

2 —suma
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Tabela 36

10 10 10 10

10

10

10

10 10

10

10

10

10

EM1|11 12|EM2(21 22 23|EM3|31 32 33 34 35(EM4|41 42 43 44 45

10

NP

10

Tabela 37

62 63 64 65 66 67 68 69 610 611 6.12

10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

10

10

52 53 54 |EMG6| 6.1

10 10 10

10

EM5 | 5.1

10

NP

10

Tabela 38

93 94 95

9.2

10 10 10 10

10

10

85 |[EM9| 9.1

83 84

8.2

10 10 10 10

10

10

75 |EM8]| 8.1

7.4

7.3

7.2

10 10 10 10

10

10

NP [EM7 | 7.1

10
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TABLICA 12A

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOSC GENETYCZNA
MATERIALU ROSLINNEGO Z KULTURY IN VITRO

Tab. 39 — 41. Tabelaryczne zestawienie profili prazkowych produktéw otrzymanych po
amplifikacji DNA ze starterem ISSRG6:
Tab. 39. EZ1, EZ2: eksplantaty pici zenskiej. 1.1 — 1.4, 2.1 — 2.4: rosliny potomne
zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 40. EZ3, EZ4: eksplantaty pici zenskiej. 3.1 — 3.5, 4.1 — 4.2: rosliny potomne
zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 41. EZS: cksplantat pici zenskiej. 5.1 — 5.16: rosliny potomne zregenerowane z

danego eksplantatu.

NP — numer prazka
0 — brak produktu
1 — produkt obecny

2 —suma
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TABLICA 12A

Tabela 39

24

2.3

2.2

21

12

12

12

12

EZ2

12

14

1.3

1.2

1.1

12
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EZ1

12

NP
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11
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Tabela 40

4.2
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EZ4

12

3.5
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3.3

3.2

3.1
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EZ3
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NP
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Tabela 41

58 59 510 511 512 513 514 515 516

5.7

5.6
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11

11

12

12

11
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12
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12

NP|EZ5] 5.1
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11
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TABLICA 12B

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOSC GENETYCZNA
MATERIALU ROSLINNEGO Z KULTURY IN VITRO

Tab. 42 — 44. Tabelaryczne zestawienie profili prgzkowych produktow otrzymanych po
amplifikacji DNA ze starterem ISSRG6:
Tab. 42. EM1 — EM4: eksplantaty ptci meskiej. 1.1 — 1.2, 2.1 — 2.3, 3.1 — 3.5, 4.1 — 4.5:
ro$liny potomne zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 43. EM5, EM6: eksplantaty pici meskiej. 5.1 — 5.4, 6.1 — 6.12: rosliny potomne
zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 44. EM7 — EMO9: eksplantaty ptci meskiej. 7.1 — 7.5, 8.1 — 8.5, 9.1 — 9.5: ro$liny

potomne zregenerowane z danego eksplantatu.

NP — numer prazka
0 — brak produktu
1 — produkt obecny

2 —suma
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Tabela 42

11 11 11 11

11

11

12 12 12 12
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22 23 |EM3|31 32 33 34 35|EM4|41 42 43 44 45

10 10
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10
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Tabela 43

6.12

6.10 6.11
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6.2
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54 |EM6| 6.1

5.3

52

11 12 11

11

12

NP|EMS5| 5.1
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Tabela 44

9.5

93 94

9.2

11 11 12 12

11

12

8.5 |EM9| 9.1

83 84

8.2

11 11 11 11

11

12

7.5 |EM8| 8.1

7.4

7.3

7.2

NP [EM7| 7.1

10
11
12
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TABLICA 13A

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOSC GENETYCZNA
MATERIALU ROSLINNEGO Z KULTURY IN VITRO

Tab. 45 — 47. Tabelaryczne zestawienie profili prazkowych produktéw otrzymanych po
amplifikacji DNA ze starterem ISSR7:
Tab. 45. EZ1, EZ2: eksplantaty pici zenskiej. 1.1 — 1.4, 2.1 — 2.4: rosliny potomne
zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 46. EZ3, EZ4: eksplantaty pici zenskiej. 3.1 — 3.5, 4.1 — 4.2: rosliny potomne
zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 47. EZS: cksplantat pici zenskiej. 5.1 — 5.16: rosliny potomne zregenerowane z

danego eksplantatu.

NP — numer prazka
0 — brak produktu
1 — produkt obecny

2 —suma
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TABLICA 13A

Tabela 45

24

2.3

2.2

2.1

13

13

12

12

EZ2

13

14

13

1.2

11

11

11

11

11

EZ1

12

NP

10
11
12
13

Tabela 46

4.2

4.1

12

12

EZ4

12

3.5

3.4

3.3

3.2

3.1

11

11

11

11

11

EZ3

11

NP

10
11
12
13

Tabela 47

56 57 58 59 510 511 512 513 514 515 516

5.5

53 54

5.2

12

12

12

12

12

12

12

12 12 11

10

12 11

12

12

NP |EZ5] 5.1

10
11
12
13
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TABLICA 13B

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOSC GENETYCZNA
MATERIALU ROSLINNEGO Z KULTURY IN VITRO

Tab. 48 — 50. Tabelaryczne zestawienie profili prgzkowych produktow otrzymanych po
amplifikacji DNA ze starterem ISSR7:
Tab. 48. EM1 — EM4: eksplantaty ptci meskiej. 1.1 — 1.2, 2.1 — 2.3, 3.1 — 3.5, 4.1 — 4.5:
ro$liny potomne zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 49. EM5, EM6: eksplantaty pici meskiej. 5.1 — 5.4, 6.1 — 6.12: ro$liny potomne
zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 50. EM7 — EM9: eksplantaty ptci meskiej. 7.1 — 7.5, 8.1 — 8.5, 9.1 — 9.5: ro$liny

potomne zregenerowane z danego eksplantatu.

NP — numer prazka
0 — brak produktu
1 — produkt obecny

2 —suma
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TABLICA 13B

Tabela 48

10 10 12 11

12

13

10 10 11 11

11

12

12 12

12

12

12 |EM2|21 22 23 |EM3|31 32 33 34 35(|EM4|41 42 43 44 45

13

13

13

NP |EM1| 1.1

10
11
12
13

Tabela 49

6.12

6.10 6.11

64 65 66 67 68 69

6.3

6.2

13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13

13

13

54 |EM6| 6.1

53

52

13 13 13

13

13

NP|EMS5| 5.1

10
11
12
13
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TABLICA 13B —C.D.

Tabela 50

9.5

93 94

9.2

12 13 13 12

13

13

85 |EM9| 9.1

83 84

8.2

10 10

10

10

7.5 |EM8| 8.1

7.4

7.3

7.2

13 12 13 11

13

13

NP [EM7| 7.1

10
11
12
13
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TABLICA 14A

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOSC GENETYCZNA
MATERIALU ROSLINNEGO Z KULTURY IN VITRO

Tab. 51 — 53. Tabelaryczne zestawienie profili prazkowych produktéw otrzymanych po
amplifikacji DNA ze starterem ISSR8:
Tab. 51. EZ1, EZ2: eksplantaty pici zenskiej. 1.1 — 1.4, 2.1 - 2.4: ro$liny potomne
zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 52. EZ3, EZ4: eksplantaty pici zenskiej. 3.1 — 3.5, 4.1 — 4.2: rosliny potomne
zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 53. EZS5: cksplantat pici zenskiej. 5.1 — 5.16: rosliny potomne zregenerowane z

danego eksplantatu.

NP — numer prazka
0 — brak produktu
1 — produkt obecny

2 —suma
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TABLICA 14A

Tabela 51

24

2.3

2.2

21

11

11

11

11

EZ2

11

14

13

1.2

11

11

11

11

11

EZ1

11

NP

10
11
12

Tabela 52

4.2

4.1

11

11

EZ4

11

3.5

3.4

3.3

3.2

3.1

11

11

11

11

11

EZ3

11

NP

10
11
12

Tabela 53

56 57 58 59 510 511 512 513 514 515 516

55

53 54

52

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

NP|EZ5] 5.1

10
11
12
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TABLICA 14B

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOSC GENETYCZNA
MATERIALU ROSLINNEGO Z KULTURY IN VITRO

Tab. 54 — 56. Tabelaryczne zestawienie profili prazkowych produktow otrzymanych po
amplifikacji DNA ze starterem ISSR8:
Tab. 54. EM1 — EM4: eksplantaty ptci meskiej. 1.1 — 1.2, 2.1 — 2.3, 3.1 — 3.5, 4.1 — 4.5:
ro$liny potomne zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 55. EM5, EM6: eksplantaty pici meskiej. 5.1 — 5.4, 6.1 — 6.12: rosliny potomne
zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 56. EM7 — EMO9: eksplantaty ptci meskiej. 7.1 — 7.5, 8.1 — 8.5, 9.1 — 9.5: ro$liny

potomne zregenerowane z danego eksplantatu.

Np — numer prazka
0 — brak produktu
1 — produkt obecny

2 —suma
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TABLICA 14B

Tabela 54

11 11 11 11

11

11

12 12 12 12

12

12

22 23 |EM3|31 32 33 34 35|EM4|41 42 43 44 45

10 10

10

10

6.12

6.10 6.11

64 65 66 67 68 69

6.3

6.2

12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12

12

12

54 |EM6| 6.1

53

52

12 12 12

12

9.5

93 94

9.2

11 11 12 12

11

12

8.5 |EM9| 9.1

83 84

8.2

1 11 11 11

11

12

7.5 |EM8| 8.1

7.4

7.3

7.2

10

12

NPIEM1| 11 12 ]|EM2]| 21

10
11
12

Tabela 55

NP|EMS5| 5.1

10
11
12

Tabela 56

NP [EM7| 7.1

10
11
12
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TABLICA 15A

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOSC GENETYCZNA
MATERIALU ROSLINNEGO Z KULTURY IN VITRO

Tab. 57 — 59. Tabelaryczne zestawienie profili prazkowych produktéw otrzymanych po
amplifikacji DNA ze starterem ISSR10:
Tab. 57. EZ1, EZ2: eksplantaty pici zenskiej. 1.1 — 1.4, 2.1 — 2.4: rosliny potomne
zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 58. EZ3, EZ4: eksplantaty pici zenskiej. 3.1 — 3.5, 4.1 — 4.2: ro$liny potomne
zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 59. EZS: cksplantat pici zenskiej. 5.1 — 5.16: rosliny potomne zregenerowane z

danego eksplantatu.

NP — numer prazka
0 — brak produktu
1 — produkt obecny

2 —suma
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TABLICA 15A

Tabela 57

24

2.3

2.2

21

10

10

10

10

EZ2

10

14

13

1.2

11

11

11

11

11

EZ1

11

NP

10
11

Tabela 58

4.2

4.1

11

11

EZ4

11

3.5

3.4

3.3

3.2

3.1

11

11

11

11

11

EZ3

11

NP

10
11

Tabela 59

56 57 58 59 510 511 512 513 514 515 516

55

53 54

52

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

NP|EZ5] 5.1

10
11
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TABLICA 15B

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOSC GENETYCZNA
MATERIALU ROSLINNEGO Z KULTURY IN VITRO

Tab. 60 — 62. Tabelaryczne zestawienie profili prazkowych produktow otrzymanych po
amplifikacji DNA ze starterem ISSR10:
Tab. 60. EM1 — EM4: eksplantaty ptci meskiej. 1.1 — 1.2, 2.1 — 2.3, 3.1 — 3.5, 4.1 — 4.5:
ro$liny potomne zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 61. EM5, EMG6: eksplantaty pici meskiej. 5.1 — 5.4, 6.1 — 6.12: ro$liny potomne
zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 62. EM7 — EM9: eksplantaty ptci mgskiej. 7.1 — 7.5, 8.1 — 8.5, 9.1 — 9.5: ro$liny

potomne zregenerowane z danego eksplantatu.

NP — numer prazka
0 — brak produktu
1 — produkt obecny

2 —suma
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TABLICA 15B

Tabela 60

11 11 11 11

11

11

10 10 10 10

10

10

22 23 |EM3|31 32 33 34 35|EM4|41 42 43 44 45

11 11

11

11

10

10

6.12

6.10 6.11

63 64 65 66 67 68 6.9

6.2

1 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11

11

11

54 |EM6| 6.1

53

52

11 11 11

11

10

11

NPIEM1| 11 12 ]|EM2]| 21

10
11

Tabela 61

NP|EMS5| 5.1

10
11

Tabela 62

94 95

9.3

9.2

10 10 10 10

10

10

85 [EM9| 9.1

83 84

8.2

11 11 11 11

11

11

75 |EM8| 8.1

73 74

7.2

10 10 10 10

10

10

NP|EM7]| 7.1

10
11
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TABLICA 16A

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOSC GENETYCZNA
MATERIALU ROSLINNEGO Z KULTURY IN VITRO

Tab. 63 — 65. Tabelaryczne zestawienie profili prazkowych produktéw otrzymanych po
amplifikacji DNA ze starterem ISSR11:
Tab. 63. EZ1, EZ2: eksplantaty pici zenskiej. 1.1 — 1.4, 2.1 — 2.4: rosliny potomne
zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 64. EZ3, EZ4: eksplantaty pici zenskiej. 3.1 — 3.5, 4.1 — 4.2: rosliny potomne
zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 65. EZ5: eksplantat pici zenskiej. 5.1 — 5.16: rosliny potomne zregenerowane z danego

eksplantatu.

NP — numer prazka
0 — brak produktu
1 — produkt obecny

2 —suma
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TABLICA 16A

Tabela 63

24

2.3

2.2

21

EZ2

14

13

1.2

11

EZ1

NP

Tabela 64

4.2

4.1

EZ4

3.5

3.4

3.3

3.2

3.1

EZ3

NP

Tabela 65

56 57 58 59 510 511 512 513 514 515 516

55

53 54

52

NP|EZ5] 5.1
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TABLICA 16B

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOSC GENETYCZNA
MATERIALU ROSLINNEGO Z KULTURY IN VITRO

Tab. 66 — 68. Tabelaryczne zestawienie profili prgzkowych produktow otrzymanych po
amplifikacji DNA ze starterem ISSR11:
Tab. 66. EM1 — EM4: eksplantaty ptci meskiej. 1.1 — 1.2, 2.1 — 2.3, 3.1 — 3.5, 4.1 — 4.5:
ro$liny potomne zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 67. EM5, EMG6: eksplantaty pici meskiej. 5.1 — 5.4, 6.1 — 6.12: rosliny potomne
zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 68. EM7 — EM9: eksplantaty ptci meskiej. 7.1 — 7.5, 8.1 — 8.5, 9.1 — 9.5: ro$liny

potomne zregenerowane z danego eksplantatu.

NP — numer prazka
0 — brak produktu
1 — produkt obecny

2 —suma
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TABLICA 16B

Tabela 66

22 23 |EM3|31 32 33 34 35|EM4|41 42 43 44 45

NPIEM1| 11 12 ]|EM2]| 21

Tabela 67

6.12

6.10 6.11

63 64 65 66 67 68 6.9

6.2

54 |EM6| 6.1

53

52

NP|EMS5| 5.1

Tabela 68

93 94 95

9.2

85 |EM9| 9.1

8.4

8.3

8.2

75 |[EM8]| 8.1

7.4

7.3

7.2

NP |EM7] 7.1
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TABLICA1/A

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOSC GENETYCZNA
MATERIALU ROSLINNEGO Z KULTURY IN VITRO

Tab. 69 — 71. Tabelaryczne zestawienie profili prazkowych produktéw otrzymanych po
amplifikacji DNA ze starterem P—ISSR1:
Tab. 69. EZ1, EZ2: eksplantaty pici zenskiej. 1.1 — 1.4, 2.1 — 2.4: rosliny potomne
zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 70. EZ3, EZ4: eksplantaty pici zenskiej. 3.1 — 3.5, 4.1 — 4.2: rosliny potomne
zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 71. EZS: cksplantat pici zenskiej. 5.1 — 5.16: rosliny potomne zregenerowane z

danego eksplantatu.

NP — numer prazka
0 — brak produktu
1 — produkt obecny

2 —suma
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Tabela 69

24

2.3

2.2

21

10

10

10

10

EZ2

10

14

13

1.2

11

10

10

10

10

EZ1

10

NP

10

11

Tabela 70

4.2

4.1

10

10

EZ4

10

3.5

3.4

3.3

3.2

3.1

10

10

10

10

10

EZ3

10

NP

10

11

Tabela 71

56 57 58 59 510 511 512 513

5.5

53 54

5.2

—_ o e e e e e e e

—_ o e e e e e e e

—_ o e e e e e e e

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

NP |EZ5] 5.1
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TABLICA1/B

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOSC GENETYCZNA
MATERIALU ROSLINNEGO Z KULTURY IN VITRO

Tab. 72 — 74. Tabelaryczne zestawienie profili prgzkowych produktow otrzymanych po
amplifikacji DNA ze starterem P—ISSR1:
Tab. 72. EM1 — EM4: eksplantaty ptci meskiej. 1.1 — 1.2, 2.1 — 2.3, 3.1 — 3.5, 4.1 — 4.5:
rosliny potomne zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 73. EM5, EM6: eksplantaty pici meskiej. 5.1 — 5.4, 6.1 — 6.12: ro$liny potomne
zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 74. EM7 — EMO9: eksplantaty ptci meskiej. 7.1 — 7.5, 8.1 — 8.5, 9.1 — 9.5: ro$liny

potomne zregenerowane z danego eksplantatu.

NP — numer prazka
0 — brak produktu
1 — produkt obecny

2 —suma
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TABLICA1/B

Tabela 72

10 10 10 10

10

10

11 11 11 11

11

11

22 23 |EM3|31 32 33 34 35|EM4|41 42 43 44 45

10 10

10

10

10

10

10

NPIEM1| 11 12 ]|EM2]| 21

10
11

Tabela 73

6.12

6.10 6.11

64 65 66 67 68 69

6.3

6.2

54 |EM6| 6.1

53

52

NP|EMS5| 5.1

10
11

Tabela 74

9.5

93 94

9.2

10 10 10 10

10

10

8.5 |EM9| 9.1

83 84

8.2

11 11 11 11

11

11

7.5 |EM8| 8.1

7.4

7.3

7.2

10 10 10

10

10

NP EM7| 7.1

10
11
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TABLICA 18A

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOSC GENETYCZNA
MATERIALU ROSLINNEGO Z KULTURY IN VITRO

Tab. 75 — 77. Tabelaryczne zestawienie profili prazkowych produktéw otrzymanych po
amplifikacji DNA ze starterem P—ISSR15:
Tab. 75. EZ1, EZ2: eksplantaty pici zenskiej. 1.1 — 1.4, 2.1 — 2.4: rosliny potomne
zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 76. EZ3, EZ4: eksplantaty pici zenskiej. 3.1 — 3.5, 4.1 — 4.2: rosliny potomne
zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 77. EZ5: eksplantat pici zenskiej. 5.1 — 5.16: rosliny potomne zregenerowane z danego

eksplantatu.

NP — numer prazka
0 — brak produktu
1 — produkt obecny

2 —suma
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Tabela 75

24

2.3

2.2

21

EZ2

14

13

1.2

11

EZ1

NP

Tabela 76

4.2

4.1

EZ4

3.5

3.4

3.3

3.2

3.1

EZ3

NP

Tabela 77

56 57 58 59 510 511 512 513 514 515 5.16

5.5

53 54

5.2

NP |EZ5] 5.1
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TABLICA 18B

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOSC GENETYCZNA
MATERIALU ROSLINNEGO Z KULTURY IN VITRO

Tab. 78 — 80. Tabelaryczne zestawienie profili prgzkowych produktow otrzymanych po
amplifikacji DNA ze starterem P—ISSR15:
Tab. 78. EM1 — EM4: eksplantaty ptci meskiej. 1.1 — 1.2, 2.1 — 2.3, 3.1 — 3.5, 4.1 — 4.5:
ro$liny potomne zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 79. EM5, EM6: eksplantaty pici meskiej. 5.1 — 5.4, 6.1 — 6.12: ro$liny potomne
zregenerowane z danego eksplantatu.
Tab. 80. EM7 — EMO9: eksplantaty ptci meskiej. 7.1 — 7.5, 8.1 — 8.5, 9.1 — 9.5: ro$liny

potomne zregenerowane z danego eksplantatu.

NP — numer prazka
0 — brak produktu
1 — produkt obecny

2 —suma
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Tabela 78

22 23 |EM3|31 32 33 34 35|EM4|41 42 43 44 45

NPIEM1| 11 12 ]|EM2]| 21

Tabela 79

6.12

6.10 6.11

64 65 66 67 68 69

6.3

6.2

54 |EM6| 6.1

53

52

NP|EMS5| 5.1

Tabela 80

9.5

93 94

9.2

8.5 |EM9| 9.1

83 84

8.2

7.5 |EM8| 8.1

7.4

7.3

7.2

NP EM7| 7.1
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TABLICA 19

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOSC GENETYCZNA
MATERIALU ROSLINNEGO Z KULTURY IN VITRO.
WSPOLCZYNNIK PODOBIENSTWA JACCARDA. PLEC ZENSKA

Grafika przedstawiajaca podobienstwo genetyczne pomiedzy analizowanymi parami probek
DNA wyizolowanych z eksplantatow pici zenskiej oraz roslin potomnych z nich
zregenerowanych.

Analiza przeprowadzona z wykorzystaniem markerow ISSR, oparta na wskazniku
podobienstwa Jaccarda (J).

Kolory skali odpowiadaja podobienstwu genetycznemu poréwnywanych par probek DNA.
Kolor z6lty odpowiada wartosci J = 1, oznaczajacej brak rdznic genetycznych pomiedzy
porownywang parg probek DNA.

Kolor granatowy odpowiada wartosci J < 0,92, oznaczajacej niewielkie rdznice genetyczne
pomigdzy pordownywang parg probek DNA.

Pierwszy maty kwadrat w lewym goérnym rogu grupy odpowiada probce DNA eksplantatu.
Pozostale kwadraty w rzedzie odpowiadaja probkom DNA ro$lin zregenerowanych z danego
eksplantatu.

EZ1+R — EZ5 + R — grupy utworzone z eksplantatow pici zenskiej i roslin potomnych

zregenerowanych z danych eksplantatow. Kolejnos¢ wynikéw jak w tabelach 14 — 18.
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EZ1+R

EZ1+R

EZ2+R

EZ3+R

EZ44R

EZ5+R
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TABLICA 20

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOSC GENETYCZNA
MATERIALU ROSLINNEGO Z KULTURY IN VITRO.
WSPOLCZYNNIK PODOBIENSTWA JACCARDA. PLEC MESKA

Grafika przedstawiajaca podobienstwo genetyczne pomiedzy analizowanymi parami probek
DNA wyizolowanych z eksplantatow plci meskiej oraz roslin potomnych z nich
zregenerowanych.

Analiza przeprowadzona z wykorzystaniem markerow ISSR, oparta na wskazniku
podobienstwa Jaccarda (J).

Kolory skali odpowiadaja podobienstwu genetycznemu porownywanych par probek DNA.
Kolor zé6lty odpowiada wartosci J = 1, oznaczajacej brak rdznic genetycznych pomiedzy
porownywang parg probek DNA.

Kolor granatowy odpowiada wartosci J < 0,92, oznaczajacej niewielkie rdznice genetyczne
pomiedzy porownywang parg probek DNA.

Pierwszy maty kwadrat w lewym goérnym rogu grupy odpowiada probce DNA eksplantatu.
Pozostate kwadraty w rzgdzie odpowiadaja probkom DNA ro$lin zregenerowanych z danego
eksplantatu

EM1+R - EM9 + R — grupy utworzone z eksplantatow ptci meskiej i roslin potomnych

zregenerowanych z danych eksplantatow. Kolejnos¢ wynikéw jak w tabelach 19 — 27.
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TABLICA 21

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOSC GENETYCZNA
MATERIALU ROSLINNEGO Z KULTURY IN VITRO.
DENDROGRAMY

Ryc. 1-6. Dendrogramy skonstruowane na podstawie wykazanego markerami ISSR
podobienstwa miedzy analizowanymi probkami:

Ryc. 1. EZ1 — eksplantat ptci zenskiej. 1.1 — 1.4: rosliny potomne.

Ryc. 2. EZ2 — eksplantat plci zefiskiej. 2.1 — 2.4: rosliny potomne.

Ryc. 3. EZ3 — eksplantat plci zeniskiej. 3.1 — 3.5: rosliny potomne.

Ryc. 4. EZ4 — eksplantat plci zenskiej. 4.1 — 4.2: rosliny potomne.

Ryc. 5. EZ5 — eksplantat plci zenskiej. 5.1 — 5.16: ro§liny potomne.

Ryc. 6. EM1 — eksplantat pici meskiej. 1.1 — 1.2: ro$liny potomne.

I — warto$¢ wspotczynnika korelacji kofenetycznej (CCC)
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TABLICA 22

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOSC GENETYCZNA
MATERIALU ROSLINNEGO Z KULTURY IN VITRO.
DENDROGRAMY

Ryc. 7-12. Dendrogramy skonstruowane na podstawie wykazanego markerami ISSR
podobienstwa miedzy analizowanymi probkami:

Ryc. 7. EM2 — eksplantat ptci meskiej. 2.1 — 2.3: rosliny potomne.

Ryc. 8. EM3 — eksplantat pici me¢skiej. 3.1 — 3.5: ros$liny potomne.

Ryc. 9. EM4 — eksplantat pici meskiej. 4.1 — 4.5: ros$liny potomne.

Ryc. 10. EM5 — eksplantat ptci meskiej. 5.1 — 5.4: rosliny potomne.

Ryc. 11. EMG6 — eksplantat ptci meskiej. 6.1 — 6.12: rosliny potomne.

Ryc. 12. EM7 — eksplantat ptci meskiej. 7.1 — 7.5: rosliny potomne.

I — warto$¢ wspotczynnika korelacji kofenetycznej (CCC)
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TABLICA 23

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. STABILNOSC GENETYCZNA
MATERIALU ROSLINNEGO Z KULTURY IN VITRO.
DENDROGRAMY

Ryc. 13-14. Dendrogramy skonstruowane na podstawie wykazanego markerami ISSR
podobienstwa miedzy analizowanymi probkami:

Ryc. 13. EM8 — eksplantat ptci meskiej. 8.1 — 8.5: rosliny potomne.

Ryc. 14. EM9 — eksplantat ptci meskiej. 9.1 — 9.5: rosliny potomne.

I — warto$¢ wspotczynnika korelacji kofenetycznej (CCC)
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TABLICA 24

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. OCENA JAKOSCIOWA
PRAZKOW ODPOWIADAJACYCH FORMOM SOD

Fot. D. Aktywnos¢ SOD na zelach poliakrylamidowych po rozdziale elektroforetycznym
ekstraktow bialkowych w warunkach natywnych. Zel wybarwiany w buforze
standardowym. Naktadano 7,5 pug biatka na Sciezk¢. Wynik zostat przedstawiony w
postaci negatywu.

Fot. E. Aktywno$¢ SOD na zelach poliakrylamidowych po rozdziale elektroforetycznym
ekstraktow biatkowych w warunkach natywnych. Zel wybarwiany w buforze z KCN
(inhibitor Cu/ZnSOD). Naktadano 7,5 pg biatka na S$ciezke. Wynik zostat

przedstawiony w postaci negatywu.

Fot. F. Aktywno$¢ SOD na zelach poliakrylamidowych po rozdziale elektroforetycznym
ekstraktow biatkowych w warunkach natywnych. Zel wybarwiany w buforze z H20>
(inhibitor FeSOD i Cu/ZnSOD). Naktadano 7,5 ug biatka na $ciezkg. Wynik zostat

przedstawiony w postaci negatywu.

1 — kalus morfogenny zenski

2 — kalus morfogenny meski

3 — kalus niemorfogenny zefski

4 — kalus niemorfogenny meski

5 — liscie regenerantow zenskich

6 — liscie regenerantow meskich

7 — liscie roslin kontrolnych zenskich

8 — liscie roslin kontrolnych meskich
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TABLICA 25

RUMEX THYRSIFLORUS FINGERH. ANALIZA FITOCHEMICZNA

Wyk. 5. Chromatogram HPLC-DAD przedstawiajacy zawarto$§¢ analizowanych zwigzkow

fenolowych. Kalus niemorfogenny zenski.

Wyk. 6. Chromatogram HPLC-DAD przedstawiajacy zawarto$¢ analizowanych zwigzkow

fenolowych. Kalus niemorfogenny meski.

A =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 przedstawiajacy zawarto$§¢ analizowanych zwigzkow
fenolowych. Kalus morfogenny zenski.

Wyk. 8. Chromatogram HPLC-DAD przedstawiajacy zawarto$¢ analizowanych zwigzkow
fenolowych. Kalus morfogenny meski.

A =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 przedstawiajacy zawarto$§¢ analizowanych zwigzkow
fenolowych. Liscie regenerantow zenskich.
Wyk. 10. Chromatogram HPLC-DAD przedstawiajgcy zawarto$¢ analizowanych zwigzkow

fenolowych. Li$cie regenerantow meskich.

A =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 przedstawiajacy zawarto$¢ analizowanych zwigzkow
fenolowych. Liscie roslin kontrolnych zenskich.

Wyk. 12. Chromatogram HPLC-DAD przedstawiajgcy zawarto$¢ analizowanych zwigzkow
fenolowych. Liscie roslin kontrolnych mgskich.

A =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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