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Helleborus purpurascens Waldst. et Kit. belongs to the family Ranunculaceae. The genus Hel-
leborus comprises 22 species, which are distributed over different parts of Europe, West and East
Asia. H. purpurascens is rare and endangered element of Polish flora, being protected by law. It is
a Carpathian subendemic. In Poland it occurs only in the Western Bieszczady Mountains (Eastern
Carpathians). It has been listed as a vulnerable species — VU (Mirek, Pigkos-Mirkowa 2008), a
rare plants — R (Mirek et al. 2006) and a species of lower risk — LR (Kazmierczakowa, Zarzycki
2001). H. purpurascens is rhizomatous, herbaceous perennial with ornamental and medicinal
value. Hellebores can be propagated by seeds and rhizome division. The generative propagation
is limited because the seeds require several months to germinate after dispersing from parental
plants. Propagation via rhizome division has low multiplication rate and it is time-consuming. /n
vitro propagation of many plants plays a very important role in rapid multiplication of species
and cultivars. Relatively little results on the hellebores micropropagation has been published. The
objective of the study was to investigate the influence of various growth regulators (2iP, BAP,
kinetin, IBA, NAA, GA,)), sucrose (10, 30, 50 and 70 g I'"), different concentrations of nitrogen
salts (25%, 50% according to the MS medium) and temperature (+15°C, +20°C) on multiplica-
tion and rooting rate of H. purpurascens in vitro. The axillary buds present at the base of leaf of
H. purpurascens were used as an initial explants. The growth and development of shoots from
the axillary buds were obtained on the modified MS medium supplemented with cytokinins (2iP,
BAP, kinetin) and GA,. The influence of various growth regulators (2iP, BAP and kinetin — each
at concentration 1.0 mg I, GA, 2.5 mg I, IBA 0.1 mg 1"') and sucrose (10, 30 g I'") on the
growth, development and multiplication rate were investigated. For rooting purposes, the single
shoots were grown in the temperature of +15°C or +20°C on the media with different levels of
sucrose (10, 30, 50, 70 g I"') and nitrogen salts — KNO,, NH,NO, (25%, 50% according to the
MS medium) supplemented with IBA 1 mg I"! and NAA 0.1 mg I"!. Cultures were grown under
16 h of light provided by cool-white fluorescent lamps (Philips TLD 36W/95) at 80 pmol m2s".
On the control medium (without growth regulators), the multiplication rate (1.1-1.4) and growth
of axillary shoots were very weak. Among the all treatments, the highest multiplication rate of
axillary shoots (2.3) were found at the temperature of +15°C, on the medium supplemented with
sucrose 30 g I"' and mixture of cytokinins (2iP, BAP and kinetin — each at concentration 1.0 mg 1)
with GA, 2.5 mg 1" and at the temperature of +20°C on the same basic medium but with IBA.
The presence of GA, and/or IBA in the medium supplemented with cytokinins stimulated axillary
shoot branching. Gibberellin (GA, — 2.5 mg 1™') used alone in the medium, did not affect the leaf
blade outgrowth and the multiplication rate of axillary shoots. The higher temperature (+20°C)
significantly inhibited the leaf growth. Rooting ability was mainly dependent on the sucrose level
in the medium. Sucrose at concentrations of 30 and 50 g 1! strongly stimulated the rooting rate
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(90% rooted shoots) at the temperature of +15°C and increased the number of roots per microplants
(4.04.6) at the temperature of +20°C. The lowest (10 g I!) and highest (70 g 1) levels of sucrose
inhibited the root formation. The high sucrose concentrations (50 and 70 g 1) strongly increased the
leaf senescence on the microplants growing in the temperature of +15°C on the medium containing
low level of nitrogen (25% of KNO,, NH,NO, according to the MS medium)..
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Wykaz stosowanych skrotow: BAP — 6-benzy-
loaminopuryna; kinetyna — 6-furfuryloaminopu-
ryna; 2iP — 6-(y, y dimetyloalliloamino)puryna;
IAA - kwas indolilo-3-octowy; IBA — kwas indo-
lilo-3-mastowy; NAA — kwas naftylo-1-octowy;
NOA — kwas naftoksy-1-octowy; GA, — kwas

giberelinowy; MS — Murashige i Skoog (1962).

WSTEP

Gatunek Helleborus purpurascens Waldst. et
Kit. (ciemiernik czerwonawy, c. purpurowy)
nalezy do rodziny Ranunculaceae (jaskrowate)
(Tutin 1964, Nowicke, Skvarla 1983). W ob-
rebie rodzaju Helleborus wydzielono 6 sekcji,
w ktorych znajdujg si¢ 22 gatunki wystepujace
w réznych cze$ciach Europy oraz w Zachodniej
i Wschodniej Azji. Helleborus purpurascens
nalezy do sekcji Helleborastrum (Mathew 1989,
Zonneveld 2001, Meiners et al. 2011). W warun-
kach naturalnych gatunek ten obejmuje zwartym
zasiegiem Karpaty Wschodnie i Potudniowe oraz
Wyzyne Siedmiogrodzka. Obficie wystepuje takze
w Karpatach Zachodnich. Oprécz tego znany
jest z Motdawii i Podola, a liczne stanowiska
siggaja do pdtnocnego skraju Niziny Wegierskiej.
Potnocno-wschodnig granicg zasiggu geograficz-
nego osigga w Polsce (Mitka et al. 2001, Mitka,
Michalik 2008). Jest on rzadkim i zagrozonym
elementem polskiej flory, subendemitem ogol-
nokarpackim, gatunkiem objetym $cista ochrong
prawng (Mitka, Michalik 2008). Na terenie na-
szego kraju wystepuje tylko w Bieszczadach

Zachodnich, gdzie zostat znaleziony po raz pierw-
szy w roku 1959 (Ralska-Jasiewiczowa 1960).
Nastepnie potwierdzono istniejgce stanowiska
1 odkryto kilka nowych (Szucki 1982, Bochenek
1998, Mitka, Bochenek 1998, Mitka et al. 2001,
Mitka, Michalik 2008, Suder 2010). W Karpatach
Polskich gatunek ten uznany jest za narazony na
wyginigcie — VU (Mirek, Pigkos-Mirkowa 2008),
natomiast w obrgbie obszaru catej Polski za ga-
tunek nizszego ryzyka — LR (Kazmierczakowa,
Zarzycki 2001) lub rzadki — R (Mirek et al. 2006).

Ciemiernik czerwonawy jest hemikryptofitem,
byling (15-25 cm wysokosci) o kwiatach (okoto
5 cm $rednicy) barwy bragzowo-brudnoczerwone;j
(Mitka, Michalik 2008). Posiada duze walory
ozdobne i wlasciwosci lecznicze. W ogrodnic-
twie jest szczegodlnie ceniony z powodu bardzo
wczesnego wiosennego kwitnienia (marzec —
kwiecien), podobnie jak inne gatunki z rodzaju
Helleborus (Grabowska, Kubala 2011, Gabry-
szewska 2013, 2014). Poza ciemiernikami nie ma
innych bylin, ktore zakwitaja od pdznej jesieni
poprzez zim¢ do przedwiosnia. W Polsce ciagle
sa mato znane i rzadko spotykane w naszych
ogrodach.

Rozmnazanie generatywne ciemiernikow jest
dhugotrwate, poniewaz nasiona kietkuja po kilku
miesigcach, a rosliny zakwitaja po 4—6 latach.
Takze rozmnazanie wegetatywne przez podziat
ktacza charakteryzuje si¢ niska wydajnoscia.

Rozmnazanie ros$lin in vitro jest jednag
z najwazniejszych technologii rozmnazania roslin,
powszechnie stosowana w produkcji ogrodni-
czej w Polsce 1 na §wiecie. Zalety techniki in
vitro sprawiaja, ze od kilkunastu lat znajduje
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ona zastosowanie w ochronie ex situ zasobow
genowych gatunkow rzadkich, ginacych, zagro-
zonych i chronionych (Fay 1992, Pence et al.
2006, Rybczynski, Mikuta 2006, Sarasan et al.
20006). Jednym z gtéwnych zastosowan techniki
in vitro w ochronie bioréznorodnosci jest prze-
chowywanie tkanek, organéw lub kompletnych
roslin w bankach genow in vitro. Gromadzony
materiat ro§linny utrzymuje si¢ w warunkach
spowolnionego wzrostu kultur in vitro lub za-
bezpiecza tkanki w ciektym azocie (Rybczyn-
ski, Mikuta 2006, Engelman 2011, Mikuta et
al. 2013). Wprowadzenie rozmnazania in vitro
w ochronie gatunkowej ma na celu zachowa-
nie lub powigkszenie naturalnych populacji lub
tworzenie sztucznych, poprzez reintrodukcje
ro$lin do istniejacych stanowisk lub tworzenie
stanowisk zastgpczych (Shimada et al. 2000,
Kromer et al. 2007). Dzigki metodzie in vitro
mozna takze poznaé cykl rozwojowy danego
gatunku zagrozonego, jego biologi¢ rozmnazania
oraz wymogi zywieniowe (Marszat, Kromer
2004, Marszat-Jagacka et al. 2005, Kromer et
al. 2007). Rozmnazanie in vitro 1 zaktadanie
plantacji dzikich roslin uzytkowych (leczniczych,
rolnych), nalezacych do gatunkéw zagrozonych
i chronionych, moze znaczaco przyczynic si¢
do ograniczenia eksploatacji tych gatunkow
w warunkach ich naturalnego wystgpowania.
Roézne metody regeneracji in vitro stosuje
si¢ do rozmnazania ginacych i zagrozonych ga-
tunkéw: a) rozwoj roslin z nasion (zarodnikow)
w warunkach sterylnych, b) uaktywnianie pakow
katowych i namnazanie pgdow, c) bezposrednie
powstawanie pakow przybyszowych na izolowa-
nych fragmentach roslin, d) ré6znicowanie pagkow
przybyszowych z kalusa (regeneracja posrednia)
oraz e) powstawanie zarodkow somatycznych
z komorek lub tkanek (Fay 1992, Rybczynski,
Mikuta 2006). W celu zachowania zmiennosci
genetycznej preferowane jest zaktadanie kultur
z nasion, a takze z zarodkow nasion niedojrzatych
(Fay 1992, Shimada et al. 2000, Pence et al. 2006,
Markovi¢ et al. 2013). Najczgsciej wykorzysty-
wane s3 metody wegetatywnego rozmnazania
in vitro, gdzie eksplantatami wyj$ciowymi do
zaktadania kultur sg rozne fragmenty roslin (paki

wierzcholkowe i boczne, fragmenty lisci, pedu,
cebul lub bulw, czesci kwiatow lub kwiatostanow,
itp.). W przypadku gatunkow nie wytwarzajacych
nasion badz charakteryzujacych si¢ dtugotrwatym
i mato wydajnym rozmnazaniem generatywnym,
istnieje konieczno$¢ stosowania rozmnazania
wegetatywnego in vitro (Rybczynski, Mikuta
2006, Sarasan et al. 2006, Engelman 2011).

Wykorzystanie kultur in vitro zwigksza wy-
dajno$¢ mnozenia zaro6wno generatywnego,
jak 1 wegetatywnego, gatunkéw ginacych
i zagrozonych oraz umozliwia szybkie powigk-
szenie populacji zagrozonych lub stworzenie
populacji zastgpczych w warunkach naturalnych.
Metoda ta pozwala takze na powigkszenie kolekcji
gatunkow zagrozonych w ogrodach botanicznych,
arboretach i bankach genow. Oszacowano, ze
okoto 5000 gatunkéw zagrozonych na $wiecie
wymaga zastosowania kultur in vitro w celu ich
zachowania (Pence 2011). Rowniez inne gatunki
ro$lin dzikich o duzym znaczeniu uzytkowym roz-
mnaza si¢ metoda in vitro. Sa to drzewa i krzewy
lesne, rosliny rolnicze i lecznicze oraz rosliny
o duzych walorach dekoracyjnych, przeznaczone
do uprawy w ogrodach. Ochronie dzikiej flory,
w tym takze gatunkow zagrozonych i ginacych,
sprzyja uprawa dzikich roslin w ogrodach przy-
domowych, parkach i na terenach zieleni. ,,Jest
nadzieja na to, ze taka uprawa stanie si¢ bardziej
powszechna a firmy ogrodnicze bgdg dostarczaty,
oprocz wyszukanych odmian obcych roslin, takze
nasion i sadzonek dzikich roslin polskiej flory”
(Olaczek 1998). Idea ochrony gatunkéw rodzime;j
flory w ogrodach, gtownie naturalnych i dzikich,
jest rozpowszechniana w krajach Europy Zachod-
niej od kilkunastu lat. W krajach tych nasiona
1 sadzonki gatunkow roslin dzikich produkowane
i sprzedawane sg przez specjalistyczne firmy, co
ogranicza lub eliminuje nielegalne pozyskiwanie
ro$lin z naturalnego $rodowiska. Zastosowanie
rozmnazania in vitro dla gatunkéw zagrozonych
przyczynia si¢ nie tylko do zachowania ich natu-
ralnych zasobow, ale rowniez rozpowszechnienia
w uprawie ogrodniczej.

W literaturze brak jest danych o rozmnazaniu
in vitro ciemiernika czerwonawego, a tylko kilka
prac dotyczy innych gatunkéw tego rodzaju,
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gtéwnie H. niger (Seyring 2002, Poupet et al.
2006, Dhooghe, Van Labeke 2007, Beruto et al.
2013).

Opracowanie metody rozmnazania in vitro
ciemiernika purpurowego laczy si¢ z potrzeba
ochrony tego rzadkiego w naszej florze gatunku,
jak i rozpowszechniania go jako ro$liny ozdobne;.
Metoda rozmnazania in vitro H. purpurascens
jest takze niezwykle istotna dla hodowli nowych
odmian. Jest to jedyny gatunek wystepujacy
w Polsce w stanie dzikim i moze mie¢ bardzo
duze znaczenie w hodowli i uprawie ciemier-
nikéw, poniewaz pochodzi z naszego klimatu
i jest wytrzymaty na mroz. Natomiast gatunki
i odmiany sprowadzane z Europy Poludniowej lub
Zachodniej nie zawsze wykazuja wystarczajaca
mrozoodpornos$e¢.

W ostatnim okresie coraz czg¢sciej prowadzone
s badania dotyczace wspolzaleznosci pomigdzy
funkcja cukrow i rozpuszczalnych zwiazkow
azotowych. Nalezy zaznaczy¢, ze cukry i zwigzki
azotowe sa nie tylko substancjami troficznymi,
ale pelnig funkcje czasteczek sygnalnych prze-
kazujacych informacje dotyczace biezacego
statusu zaopatrzenia tkanek w wegiel 1 azot oraz
o wzajemnych relacjach substancji zawierajacych
te pierwiastki. W ten sposob wplywaja rowniez
na morfogenezg i fazy rozwojowe roslin (Gibson
2005, Rolland et al. 2006, Starck 2006, Zheng
2009, Nunes-Nesi et al. 2010). W badaniach
prowadzonych in vitro wykazano zréznicowane
dziatanie sacharozy lub/i soli azotu w procesie
organogenezy, wzrostu i rozwoju u gatunkow
nalezacych do rodzajow: Rosa, Eucomis, Cymbi-
dium, Clematis 1 Paeonia (Caboche 1987, Taylor,
Van Staden 2001, Ogura-Tsujita, Okubo 2006,
Gabryszewska et al. 2008, Gabryszewska 2009,
2010). Niski poziom azotu w pozywce stymulowat
powstawanie pedow u gatunku Clematis pitcheri
i u kilku gatunkow Cymbidium (Gabryszewska et
al. 2008, Ogura-Tsujita, Okubo 2006). U piwonii
chinskiej podniesienie stezenia sacharozy przy
obnizonym poziomie soli azotowych wplywato na
wzrost wspotczynnika namnazania kultur rosna-
cych w obecnosci cytokinin, a takze stymulowato
ukorzenianie pgdow (Gabryszewska 2009).

CEL BADAN

Celem badan byto okreslenie wptywu regu-
latoréw wzrostu, sacharozy i st¢zenia soli azotu
oraz temperatury na namnazanie i ukorzenianie
pedow H. purpurascens w warunkach in vitro.

MATERIAL I METODY

Rosliny Helleborus purpurascens, bgdace
w fazie kwitnienia, uzyskano z krajowej firmy
zajmujacej si¢ rozmnazaniem roslin ogrodniczych.
Eksplantatami inicjalnymi byty paki katowe
znajdujace si¢ u podstawy lisci. Wzrost i rozwoj
pedow z izolowanych pakow katowych uzyskano
na pozywce Murashige i Skooga (1962) zawie-
rajacej cytokininy (2iP, BAP i kinetyng — kazda
w stezeniu 1,0 mg 1) i GA, 0,5 mg I"! (Duchefa
Biochemie, Holandia). Dalsze namnazanie pro-
wadzono poprzez aktywacj¢ pakoéw katowych
w rozwijajacych si¢ pedach. Stosowano pozywke
o takim samym sktadzie, jak w stadium inicjal-
nym. Materiat roslinny mnozono w temperaturze
+15°C.

W doswiadczeniu dotyczacym fazy namna-
zania stosowano zmodyfikowang pozywke MS
(50% zawartosci NH,NO, i KNO,) zawierajacg
nastgpujace regulatory wzrostu: cytokininy (BAP,
kinetyne, 2iP — kazda w stezeniu 1,0 mg 1),
GA, 2,5mg 1" iIBA 0,1 mg 1" oraz sacharozg
w stezeniu 10 lub 30 g I"'. Analizowano wspot-
dziatanie wymienionych substancji. Jako kontrolg
stosowano zmodyfikowana pozywke MS nie
zawierajaca regulatorow wzrostu.

Pozywka MS uzywana podczas ukorzeniania
in vitro pedow zawierata 25% Iub 50% soli azotu
(NH,NO, i KNO,) oraz sacharozg w st¢zeniu:
10, 30, 50, 70 g I'". Do pozywki tej dodawano
mieszaning auksyn: IBA 1 mg1"iNAAO,l mgl™!
(Duchefa Biochemie, Holandia). W kazdej kombi-
nacji ukorzeniano po 20 pgdow, a doswiadczenie
przeprowadzono w 2 seriach.

Ukorzenione pgdy ciemiernika purpurowego
sadzono do podioza zawierajacego torf i perli
(4:1) i umieszczano w szklarni w warunkach wy-
sokiej wilgotnosci na okres 4 tygodni. Po okresie
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okoto 2 tygodni od posadzenia folia zabezpiecza-
jaca ro§liny byla stopniowo usuwana. Ze wzgledu
na zahamowanie wzrostu i wytwarzanie pakow
spoczynkowych, po 2 miesigcach utrzymywania
roslin w szklarni, poddano je chtodzeniu (+5°C)
przez okres 2 miesigcy. Po okresie chtodu rosliny
ponownie przeniesiono do szklarni w celu dalszej
uprawy.

We wszystkich doswiadczeniach stoso-
wano pozywki zestalone mieszaning agaru
(0,2 %) i gerlite (1,2%) o pH 5,8 ustalonym
przed sterylizacja. Nastegpnie autoklawowano je
w temperaturze +120°C pod ci$nieniem 1,25 hPa
przez 15 minut. Do$wiadczenia prowadzono
w temperaturze +15°C i +20°C, przy $wietle
o dhugosci dnia 16 h. Jako zrédto Swiatta stoso-
wano lampy fluorescencyjne Philips TLD 36 W/95
— biate (80 pmol m2s7").

Doswiadczenia przeprowadzono metoda catko-
wicie losowa z 3. powtorzeniami dla traktowania.
Powtoérzeniem byt stoik zawierajacy 5—7 eksplan-
tatow. Przeprowadzono 2 serie doswiadczen. Po 8
tygodniach wzrostu roslin (faza namnazania, faza
ukorzeniania) wykonano nast¢pujace pomiary
i obserwacje: liczba pedow/eksplantat, liczba lisci
i korzeni/ped, dtugosc¢ lisci i korzeni (mm), §wieza
masa pedu (mg) w fazie namnazania, §wieza masa
mikrosadzonek (mg) w fazie ukorzeniania, liczba
ukorzenionych pedow (%).

Wyniki do§wiadczen opracowano statystycznie
metoda analizy wariancji. Do oceny istotno-
$ci réznic uzyto testu t-Duncana przy poziomie
istotnosci 0,05.

WYNIKI I DYSKUSJA

W pracach badawczych nad rozmnazaniem
in vitro rdznych gatunkow ciemiernika kultury
pedow inicjowano z pakow katowych (Dhooghe,
Van Labeke 2007), wierzchotkéw pedow (Poupet
et al. 2006) lub z siewek uzyskanych in vitro
(Seyring 2002). U Helleborus purpurascens pedy
boczne otrzymano z izolowanych pakéw kato-
wych po 812 tygodniach wzrostu na pozywce
MS zawierajacej cytokininy: 2iP, BAP i kinetyng
(kazda w stezeniu 1,0 mg 1) i GA, 0,5 mg I"". T¢

samg pozywke stosowano poprzez caly okres sta-
bilizacji kultury. W przypadku innych gatunkoéw
ciemiernika (H. argutifolius, H. foetidus, H. niger
1 H. orientalis) izolowane paki katowe rozwijaty
si¢ w pedy po okresie 7—14 tygodni na pozywce
MS zawierajacej 2iP 5 mg 1”' i BAP 0,2 mg 1!
(Dhooghe, Van Labeke 2007).

W celu okreslenia optymalnego sktadu po-
zywki do namnazania ustabilizowane kultury
pedoéw bocznych ciemiernika purpurowego
poddano dziataniu r6znych regulatorow (BAP,
kinetyna, 2iP, GA, 2,5 mg 1", IBA 0,1 mg 1),
sacharozy w stezeniu 10 lub 30 g 1" i 50% zawar-
tosci soli azotu (wg sktadu pozywki MS). Pedy
rosngce na pozywce kontrolnej (nie zawierajacej
regulatoréw wzrostu) charakteryzowaty si¢ bardzo
stabym wzrostem i niskim wspoétczynnikiem
namnazania (1,1-1,4) (Ryc. 1A i Ryc. 3). Sposrod
wszystkich traktowan, najwigkszy wspotczynnik
namnazania p¢dow katowych (2,3) uzyskano
w kulturach rosnagcych w temperaturze +15°C,
na pozywce z wyzsza zawartoscia sacharozy
(30 g1I"") i mieszaning cytokinin (2iP, BAP, kine-
tyna — kazda w stezeniu 1,0 mg 1') z dodatkiem
GA, 2,5 mg 1", a takze w temperaturze +20°C,
w przypadku gdy wymieniona wyzej pozywka
zawierata IBA 0,1 mg 1", zamiast GA,. Wzrost
st¢zenia sacharozy w pozywce nieznacznie
podwyzszat liczbe pedow bocznych, gléwnie
w temperaturze +15°C, ale roznice te nie byty
istotne statystycznie. Brak regulatorow wzro-
stu w pozywce, jak i zastosowanie tylko GA,
2,5 mg 1!, nie wplywaly korzystnie na namna-
zanie pedow katowych, wzrost i liczbg lisci oraz
$wiezg mas¢ pedow (Ryc. 1A,B i Ryc. 2A,B).
Natomiast obecnos¢ GA, lub/i IBA podanych
facznie z cytokininami stymulowata uaktywnianie
pakow katowych i wzrost pedow oraz ich §wiezej
masy, ale réznice te nie byly istotne w poréwnaniu
z dzialaniem samych cytokinin, jednak pedy
roznity si¢ morfologicznie. Kultury pedow ro-
sngce w obecnosci cytokinin z dodatkiem IBA
lub/i GA, charakteryzowaly si¢ wigksza liczbg
lisci o duzych, lepiej wyksztatconych blaszkach
lisciowych (Ryc. 2A i Ryc. 3). Seyring (2002)
w fazie namnazania pedow H. niger stosowat
pozywke zawierajacg BAP 0,5 mg 1" i GA,
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Ryc. 1. Wptyw regulatorow wzrostu (2iP, BAP, kinetyny, GA,, IBA), steZenia sacharozy i temperatury (+15°C, +20°C) na
liczbg pedoéw bocznych (A) i $wieza mase pedu (B) Helleborus purpurascens Waldst. et Kit. in vitro. Objasnienia: I — kon-
trola, IT — 2iP, BAP i kinetyna (kazda w stezeniu 1,0 mg 17'), Il - GA, 2,5 mg "', IV — 2iP, BAP i kinetyna (kazda w stezeniu
1,0mg 1)+ GA, 2,5mg 1!, V - 2iP, BAP i kinetyna (kazda w stgieniu 1,0mg ") + IBA 0,1 mg 1™, VI - 2iP, BAP i kinetyna
(kazda w stezeniu 1,0 mg1"') + GA, 2,5mg 1! + IBA 0,1 mg I"". Srednie oznaczone t3 samg litera nie roznig si¢ istotnie (5%)
wedtug testu t-Duncana.

Fig. 1. The influence of growth regulators (2iP, BAP, kinetin, GA,, IBA), sucrose concentration and temperature (+15°C,
+20°C) on the number of axillary shoots (A) and fresh weight of plantlet (B) of Helleborus purpurascens Waldst. et Kit. in
vitro. Explanations: I — control, IT - 2iP, BAP and kinetin (each at concentration 1.0 mg 1), Il - GA, 2.5 mg 1", IV - 2iP, BAP
and kinetin (each at concentration 1.0 mg 1) + GA, 2.5 mg I"', V — 2iP, BAP and kinetin (each at concentration 1.0 mg 1)
+1BA 0.1 mg 1", VI - 2iP, BAP and kinetin (each at concentration 1.0 mg 1") + GA, 2.5 mg "' + IBA 0.1 mg I". Means
followed by the same letter do not differ at 5% level of significance t-Duncan’s test.

1 mg 1”'. W badaniach tych jednak nie poréwnano
wplywu mieszaniny BAP i GA, z dzialaniem
pozywki zawierajacej tylko cytokining. Silny
wplyw gibereliny na aktywacj¢ pakow kato-
wych obserwowano u Paeonia lactiflora odmiana

"Jadwiga’. Egzogenna giberelina (GA,), podana
w obecnosci cytokinin, znosita hamujace dziatanie
sacharozy i stymulowata wzrost pedow bocznych
(Gabryszewska 2009). U innych gatunkéw roslin
wykazano, ze giberelina odgrywa istotng rolg
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Ryc. 2. Wptyw regulatorow wzrostu (2iP, BAP, kinetyny, GA,, IBA), steZenia sacharozy i temperatury (+15°C, +20°C) na
liczbe lisci (A) 1 dlugos¢ blaszki lisciowej (B) Helleborus purpurascens Waldst. et Kit. in vitro. Patrz objasnienia Ryc. 1.

Fig. 2. The influence of growth regulators (2iP, BAP, kinetin, GA,, IBA), sucrose concentration and temperature (+15°C,
+20°C) on the number of leaves (A) and the length of leaf blade (B) of Helleborus purpurascens Waldst. et Kit. in vitro. See

explanations Fig. 1.

w regulacji podziatdéw komorkowych i we wzro-
Scie elongacyjnym komorki, a takze uczestniczy
w znoszeniu dominacji wierzchotkowej (ang.
paradormancy) oraz aktywuje wzrost pakow ka-
towych. W procesie tym giberelina przeciwdziala
hamujacemu wplywowi cukrow (Chao et al. 2000,
Horvath et al. 2003).

Zdolno$¢ regeneracji i namnazania pedow
réznych gatunkow ciemiernika in vitro zalezata
w duzej mierze od genotypu. Obserwowano
znaczne réznice w wartosci wspotczynnika na-
mnazania u kilku innych gatunkow ciemier-
nika (H. argutifolius, H. foetidus, H. niger

1 H. orientalis) rosnacych na pozywce MS zawie-
rajacej mieszaning cytokinin (2iP 2 mg 1!, BAP
5mg1")idodatek NOA 0,1 mg "' (Dhooghe, Van
Labeke 2007). Najwigkszym wspotczynnikiem
namnazania charakteryzowat si¢ H. niger (3,8
pedow/eksplantat), natomiast najnizszym H. fo-
etidus (1,3 pedow/eksplantat). Pozostate gatunki,
takie jak H. argutifolius 1 H. orientalis, miaty
wspotczynnik namnazania na poziomie 2 pedy/
eksplantat. Poupet et al. (2006) stwierdzili duza
rozbieznos$¢ w zdolnosci namnazania réoznych
klonow H. niger, gdzie wspotczynnik namnazania
wynosit od 2 do ponad 4 pedéw/eksplantat. Takze
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Ryc. 3. Wplyw regulatorow wzrostu (2iP, BAP, kinetyny, GA,, IBA), stezenia sacharozy (10130 g1™') i temperatury (+15°C,
+20°C) na wzrost i rozwdj in vitro pedoéw Helleborus purpurascens Waldst. et Kit. Obja$nienia: gora — sacharoza 10 g 17/,
dot — sacharoza 30 g I''; I - kontrola, IT — 2iP, BAP i kinetyna (kazda w stezeniu 1,0 mg I'"), Ill - GA, 2,5 mg 1", IV - 2iP,
BAP i kinetyna (kazda w stezeniu 1,0 mg I'") + GA, 2,5 mg 1!, V - 2iP, BAP i kinetyna (kazda w stgzeniu 1,0 mg I'") + IBA
0,1 mg 1!, VI - 2iP, BAP i kinetyna (kazda w stgzeniu 1,0 mg I'') + GA, 2,5 mg ' + IBA 0,1 mg 1",

Fig. 3. The influence of growth regulators (2iP, BAP, kinetin, GA,, IBA), sucrose concentration (10 and 30 g 1"') and tem-
perature (+15°C, +20°C) on the growth and development in vitro of Helleborus purpurascens Waldst. et Kit. Explanations:
upper — sucrose 10 g I'!, lower — sucrose 30 g 1"!; I — control, II — 2iP, BAP and kinetin (each at concentration 1.0 mg '),
IIT - GA, 2.5 mg 1", TV — 2iP, BAP and kinetin (each at concentration 1.0 mg I"') + GA, 2.5 mg 1", V - 2iP, BAP and kinetin
(each at concentration 1.0 mg 1" + IBA 0.1 mg 1", VI — 2iP, BAP and kinetin (each at concentration 1.0 mg I"') + GA,
25mg ' +1BA 0.1 mgl™.
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Ryc. 4. Wplyw stezenia sacharozy (10, 30, 50 i 70 g 17') i soli azotu (KNO,, NH,NO,) w pozywce (25%, 50% wedtug sktadu
pozywki MS) oraz temperatury (+15°C, +20°C) na liczbg korzeni (A) i na procent p¢dow ukorzenionych (B) Helleborus
purpurascens Waldst. et Kit. rosnacych in vitro. Objasnienia: auksyny zawarte w pozywce do ukorzeniania —IBA 1 mg "' +
NAA 0,1 mg I''; $rednie oznaczone ta sama litera nie roznia si¢ istotnie (5%) wedtug testu t-Duncana.

Fig. 4. The influence of sucrose concentration (10, 30, 50 and 70 g I'") and nitrogen salts (KNO,, NH,NO,) in the medium
(25%, 50% according to the MS medium), and temperature (+15°C, +20°C) on the number of roots (A) and percentage of
rooted shoots (B) of Helleborus purpurascens Waldst. et Kit. in vitro. Explanations: auxins in the rooting medium — IBA
1 mg 1" +NAA 0.1 mg 1. Means followed by the same letter do not differ at 5% level of significance t-Duncan’s test.

kultury in vitro uzyskane z roznych siewek H.
niger wykazywaly duze zroznicowanie w liczbie
namnazanych pedow (Seyring 2002). W przy-
padku H. purpurascens najwigkszy wspotczynnik
namnazania wynosit — 2,3 pedy/eksplantat.
Stosowane regulatory wzrostu oraz tempe-
ratura istotnie wptywaly na liczbe¢ i wzrost lisci

H. purpurascens in vitro (Ryc. 2A,B i Ryc. 3).
Zdecydowanie wigcej lisci wyrastalo na pedach
rosnacych w obecnosci cytokinin podanych facz-
nie z GA, lub/i IBA w poréwnaniu z kontrolg
(bez regulatoréw wzrostu). Dodanie do pozywki
samych cytokinin lub tylko gibereliny takze
stabiej wptywalo na wyrastanie nowych lisci.
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Ryc. 5. Wplyw stezenia sacharozy (10, 30, 50 70 g 17') i soli azotu (KNO,, NH,NO,) w pozywce (25%, 50% wedtug sktadu
pozywki MS) oraz temperatury (+15°C, +20°C) na ogdlna liczbe lisci (A) i liczbe lisci starzejacych si¢ (B) u Helleborus
purpurascens Waldst. et Kit. rosnacych in vitro. Patrz objasnienia Ryc. 4.

Fig. 5. The influence of sucrose concentration (10, 30, 50 and 70 g I'") and nitrogen salts (KNO,, NH,NO,) in the medium
(25%, 50% according to the MS medium), and temperature (+15°C, +20°C) on the number of leaves (A) and the number of
senescent leaves (B) of Helleborus purpurascens Waldst. et Kit. in vitro. See explanations Fig. 4.

Kultury pedéw rosnace w temperaturze +20°C
charakteryzowaty si¢ stabszym wzrostem wy-
dhuzeniowym lisci.

W dotychczas opublikowanych pracach
dotyczacych rozmnazania in vitro ciemierni-
kow badania nad ukorzenianiem pedow pro-
wadzono w warunkach ex vitro, jak i in vitro
(Seyring 2002, Poupet et al. 2006, Dhooghe,
Van Labeke 2007). Uzyskano pozytywne wyniki
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nad potaczeniem fazy ukorzeniania ex vitro
z aklimatyzacja mikrosadzonek u kilku gatun-
koéw ciemiernika: H. argutifolius, H. foetidus,
H. niger i H. orientalis (Dhooghe, Van Labeke
2007). Pedy przed posadzeniem umieszczano
w temperaturze +5°C i moczono przez okres
jednego tygodnia w roztworze mieszaniny IBA
3mg 1" iNAA 1 mg "' w celu zaindukowania
korzeni, a nast¢pnie umieszczano je w podiozu
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Ryc. 6. Wplyw stezenia sacharozy (10, 30, 50 i 70 g 17') i soli azotu (KNO,, NH,NO,) w pozywce (25%, 50% wedtug sktadu
pozywki MS) oraz temperatury (+15°C, +20°C) na dtugos$¢ blaszki lisciowej (A) i korzeni (B) u mikrosadzonek Helleborus
purpurascens Waldst. et Kit. in vitro. Patrz objasnienia Ryc. 4.

Fig. 6. The influence of sucrose concentration (10, 30, 50 and 70 g I'") and nitrogen salts (KNO,, NH,NO,) in the medium
(25%, 50% according to the MS medium), and temperature (+15°C, +20°C) on the length of leaf blade (A) and root (B) on
microcuttings of Helleborus purpurascens Waldst. et Kit. in vitro. See explanations Fig. 4.

w warunkach wysokiej wilgotnosci. W kultu-
rach in vitro badano wptyw roznych auksyn
(IAA, IBA, NAA) i sposobow ich podawania
na ukorzenianie pedow H. niger (Seyring 2002,
Poupet et al. 2006). Seyring (2002) stwierdzit,
ze pedy H. niger lepiej ukorzenialy si¢ in vitro
w obecnosci IBA, w porownaniu z NAA. Najwie-
cej pedow ukorzenionych (96,4%) stwierdzono po
8 tygodniach wzrostu pedow w obecnosei 1 mg 1!

IBA. Natomiast IBA w st¢zeniu 3 mg 1! najsilniej
stymulowat réznicowanie korzeni; powstawato
$rednio 4,5 korzenia/ped. Poupet i wsp. (2006) ob-
serwowali korzystny wptyw IAA na ukorzenianie
pedow H. niger w porownaniu z dziataniem IBA
Iub NAA. Jednak proces powstawania korzeni
przebiegal w dwu fazach: I faza (2 tyg.) — induk-
cja wydtuzania pedow 1 powstanie zawigzkow
korzeni (IAA 0,2 mg 17!, ciemnos$¢, 16°C); 11
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Ryc. 7. Wplyw stezenia sacharozy (10, 30, 50 i 70 g 17') i soli azotu (KNO,, NH,NO,) w pozywce (25%, 50% wedtug sktadu
pozywki MS) oraz temperatury (+15°C, +20°C) na wzrost $wiezej masy mikrosadzonek Helleborus purpurascens Waldst.
et Kit. in vitro. Patrz objasnienia Ryc. 4.

Fig. 7. The influence of sucrose concentration (10, 30, 50 and 70 g I'") and nitrogen salts (KNO,, NH,NO,) in the medium
(25%, 50% according to the MS medium), and temperature (+15°C, +20°C) on the growth of fresh weight of Helleborus
purpurascens Waldst. et Kit. microcuttings in vitro. See explanations Fig. 4.
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Ryc. 8. Wplyw stezenia sacharozy (10, 30, 50 70 g 1'") i soli azotu (KNO,, NH,NO,) w pozywce (25%, 50% wedtug sktadu
pozywki MS) oraz temperatury (+15°C, +20°C) na ukorzenianie in vitro pgdow Helleborus purpurascens Waldst. et Kit.
Fig. 8. The influence of sucrose concentration (10, 30, 50 and 70 g I'") and nitrogen salts (KNO,, NH,NO,) in the medium
(25%, 50% according to the MS medium), and temperature (+15°C, +20°C) on the rooting in vitro of Helleborus purpurascens
Waldst. et Kit.
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faza (4 tyg.) — rozwoj systemu korzeniowego
(IAA 1 mg I'"). Wydajno$¢ etapu ukorzeniania
pedow zawierata si¢ w przedziale od 86% do
96%. W przypadku H. purpurascens analizowano
wplyw réznych czynnikow (poziom sacharozy,
zawartos¢ soli azotu w pozywce, temperatura)
na powstawanie korzeni na pgdach rosnacych
in vitro w obecno$ci mieszaniny egzogennych
auksyn: IBA 1 mg 1! +NAAO0,1 mg 1. Sposrod
wszystkich badanych czynnikéw sacharoza od-
dziatywata najsilniej na proces rizogenezy. Wzrost
stezenia sacharozy (30 i 50 g I'") w pozywce
znaczaco wplywat na zwigkszenie liczby ko-
rzeni, a najwigcej ich powstawato (4,0—4,6 ko-
rzeni/ped) na pegdach rosnacych w temperaturze
+20°C. Zastosowanie soli azotu w stezeniu 50%
(wg sktadu pozywki MS) korzystnie wptywato
na powstawanie korzeni na pgdach rosnacych
w obecnosci sacharozy w stezeniu 30 g 1! (Rye.
4A1iRyc. 8). Sacharoza w stgzeniach 301 50 g 1™
w najwigkszym stopniu wplywala na wzrost
$wiezej masy mikrosadzonek i stymulowata liczbg
ukorzenionych pedoéw (okoto 90%), jednak wiecej

pedow ukorzeniato si¢ w temperaturze +15°C niz
w +20°C (Ryc. 4B i Ryc. 7). Natomiast sacharoza
zastosowana zaréwno w najnizszym (10 g 1), jak
i najwyzszym st¢zeniu (70 g I™') silnie hamowata
proces rizogenezy na pedach rosnagcych w obydwu
temperaturach (Ryc. 4A,B i Ryc. 8). Poziom soli
azotu w pozywce nie wplywat istotnie na ten
proces. Wspodldziatanie sacharozy i soli azotu
obecnych w pozywce oraz temperatury stwier-
dzono podczas formowania korzeni u P. lactiflora
odmiany ‘Jadwiga’ (Gabryszewska 2009). W
temperaturze +20°C, przy wyzszym poziomie
azotu (50% wg MS), wzrost st¢zenia sacharozy
znaczaco zwigkszal liczbe korzeni na pedach
piwonii, natomiast w obecnosci nizszego st¢zenia
soli azotowych (25% wg MS), liczba korzeni byta
na podobnym poziomie niezaleznie od st¢zenia sa-
charozy w pozywce. W przypadku wzrostu pgdow
piwonii w wysokiej temperaturze (+25°C) wyzszy
poziom azotu sprzyjal ukorzenianiu, a wzrost
st¢zenia sacharozy przy tym poziomie soli azotu
hamowat ukorzenianie. Wzajemne oddziatywa-
nie sacharozy i soli azotu obserwowano takze

Ryc. 9. Rosliny ciemiernika purpurowego (Helleborus purpurascens Waldst. et Kit.) pochodzace z rozmnazania in vitro.
Pedy ukorzeniano na pozywce zawierajacej sacharoze w stezeniu 30 g 1" i KNO,, NH NO, (50% wedhug sktadu pozywki

MS) w temperaturze +15°C ( A) lub +20°C (B).

Fig. 9. Plants of Helleborus purpurascens Waldst. et Kit. propagated in vitro. Shoots were rooted on the media with 30 g 1!
sucrose and KNO,, NH,NO, (50% according to the MS medium) and temperature +15°C (A) or +20°C (B).
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W procesie tworzenia korzeni in vitro u pedow
rozy odmiany ‘Improved Blaze’ (Hyndman et
al. 1982). Wzrost st¢zenia sacharozy stymulowat
rizogenez¢ na pegdach ro6z zar6wno w obecnosci
niskiego poziomu azotu (12,5% zawartos$ci wg
sktadu MS), jak i przy wysokiej dawce (100%
zawarto$ci wg sktadu MS), przy czym sacharoza
znosita hamujgce dziatanie wysokiej zawartosci
soli azotu w pozywce i stymulowata ukorzenianie.

Wzrost wydtuzeniowy korzeni ciemiernika
purpurowego in vitro w najwigkszym stopniu za-
lezat od stgzenia sacharozy w pozywce (Ryc. 6B).
Najdtuzsze korzenie powstawaty w temperaturze
+20°C na pedach ukorzenianych w obecnosci
sacharozy w stezeniach 301 50 g 1! i przy niskiej
zawartosci soli azotu w pozywce (25% wg sktadu
pozywki MS). Najwyzszy poziom sacharozy
w pozywce (70 g 1"") bardzo silnie hamowat
wzrost korzeni.

Proces starzenia si¢ lisci na ukorzenianych
mikrosadzonkach H. purpurascens istotnie zalezat
od poziomu sacharozy i soli azotu (NH,NO,
i KNO,) w pozywce zawierajgcej auksyny: IBA
I mg 1"+ NAAO,1 mg ™" (Ryc. 5B). Najwigcej
lisci (0,6 —1,0 liscia/ped) z objawami starze-
nia stwierdzono w kulturach p¢déw rosnacych
w temperaturze +15°C na pozywkach o wysokiej
zawartosci sacharozy (501 70 g I™!) i przy niskim
poziomie azotu (25% wg sktadu pozywki MS).
Natomiast nie wykazano istotnego wptywu ba-
danych czynnikéw na ogo6lng liczbe lisci i ich
wzrost podczas ukorzeniania pgdow (Ryc. SA
iRyc. 6A). Starzenie si¢ lisci na mikrosadzonkach
H. purpurascens zalezato od wzajemne;j relacji
sacharozy i soli azotu w pozywce. Wysoki poziom
sacharozy w stosunku do niskiej zawartosci soli
azotu najsilniej indukowat proces starzenia si¢
lisci. U wielu innych gatunkow wykazano, ze
wysoka relacja C/N wplywa na represj¢ genow
odpowiedzialnych za fotosyntezg i indukuje sta-
rzenie si¢ liSci (Paul, Driscoll 1997, Martin et
al. 2002, Wingler et al. 2006, Araya et al. 2010).

Aklimatyzacja mikrosadzonek H. purpura-
scens w szklarni zalezala od st¢zenia sacharozy
isoli azotu stosowanych w pozywce podczas fazy
ukorzeniania. Mikrosadzonki ukorzeniane na po-
zywce zawierajacej sacharoze w stezeniu 30 g 1!

1 50% poziomu soli azotu (wg sktadu pozywki
MS) wykazywaly najlepsza zdolno$¢ przezywania
w warunkach szklarniowych (Ryc. 9). Jednak
tylko kilkanascie roslin z tego traktowania podjeto
wzrost po wezesniejszym chtodzeniu (+5°C) przez
okres 2 miesigcy. Rosliny pochodzace z innych
kombinacji zamieraty w trakcie chtodzenia lub
podczas procesu aklimatyzacji. Podobne problemy
z aklimatyzacja mikrosadzonek stwierdzono
u piwonii chinskiej (Gabryszewska 2009).

Podsumowujac nalezy podkresli¢, ze sposrod
wszystkich analizowanych czynnikow (regulatory
wzrostu, stgzenie sacharozy, poziom NH,NO,
i KNO, w pozywce, temperatura) gtdwna rolg
w procesie uaktywniania pakow katowych
i rozwoju pedow bocznych u H. purpurascens
odgrywajg cytokininy i ich wspoldziatanie z GA,
i/lub IBA. Natomiast egzogenna sacharoza sty-
muluje ukorzenianie pgdéw w obecnosci auksyn,
ale rownoczesnie indukuje proces starzenia lisci.
Wysokie stgzenie tego cukru wptywa takze ha-
mujaco na indukcje i wzrost korzeni.

Przedstawione wyniki wskazuja na mozliwo$¢
rozmnazania in vitro Helleborus purpurascens.
Niezbedne sg jednak dalsze prace badawcze
dotyczace zwickszenia zdolno$ci aklimatyzacji
mikrosadzonek w szklarni i ich wzrostu w dalszej
uprawie. Mikrorozmnazanie ciemiernika purpu-
rowego moze mie¢ zastosowanie w masowym
rozmnazaniu tej rosliny dla celoéw ozdobnych lub
leczniczych, co pozwoli na jej rozpowszechnie-
nie. Rozmnazanie in vitro moze by¢ takze jedng
z form ochrony Helleborus purpurascens ex situ.
Metody biotechnologiczne, w tym kultury in vitro,
odgrywaja znaczacg rol¢ w ochronie gatunkowej
ro$lin (Rybczynski, Mikuta 2006, Engelman 2011,
Mikuta et al. 2013). Sg bardzo dobrym sposo-
bem rozmnazania wielu gatunkéw zagrozonych
i chronionych oraz ich dtugotrwatego utrzymy-
wania w bankach genow. W Serbii opracowano
metod¢ rozmnazania in vitro Dianthus serotinus
Waldst. et Kit., gatunku zagrozonego, biorac pod
uwagg rozne jej zastosowania. Metoda ta bedzie
wykorzystana w celu zachowania tego gatunku,
jak réwniez do rozpowszechniania tej rosliny
ze wzgledu na walory dekoracyjne (Markovi¢
et al. 2013).
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