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Growth and callus formation of tissue cultures derived from various carrot
organs

The clones of excised roots, leaves, petioles, cotylenods, hypocotyls and root

calluses derived from the respective carrot fragments (cv. 'Perfekcja’ com-

monly cultivated in Poland) were cultured in vitro, An influence of thiamine

concentrations on the growth of root tissue was examined. Several various

media were tested for callus cultures. Bee bread extract was also applied.

The growth of isolated clones during early and later culture periods was com-
pared.

CEL PRACY

Celem pracy bylo wyprowadzenie stalej kultury korzeni i kaluséw po-
chodzacych z réznych organéw marchwi, powszechnie uprawianej w kra-
ju odmiany ’Perfekcja’. Mialy one sluzy¢ jako material do uzyskania mo-
noksenicznej hodowli nicieni porazajagcych w warunkach polowych te
rosline oraz do badan poréwnawczych infekcyjnosci Meloidogyne hapla
wzgledem tkanek marchwi réznego pochodzenia.

W literaturze znaleziono szereg danych dotyczacych hodowh in vitro

"izolowanych korzeni niektérych odmian marchwi oraz kaluséw z czesci
kambialnej korzenia zapasowego (Bonner 1940; White 1943a; Bu-
"tenko 1964; Smirnow 1970). Nie znaleziono jednak danych o wa-
runkach hodowli in vitro kaluséw z czeSci madziemnych marchwi.
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MATERIAE I PODELOZA | AL

Nasiona Daucus camta L., cv. 'Perfekcja’ (Instytut Nasiennictwa, Poz-
na4i) steryhzowano przez 15 min. 0,1%0 sublimatem z 2 kroplami Tweenu
na 100 ml. Po kilkakrotnym przeplukaniu sterylna woda, nasiona
wysiewano ma plytki Petri’ego, do kolbek i probéwek (22X180 mm) za-
wierajgcych 0,6%0 podloze agarowe uzupelnione 2% sacharoza. Dodatek
cukru ulatwial wykrycie zakazen. Nasiona kielkowaly w ciemnym ter-
mostacie, w temp. 28°C. Z korzeni, ktére osiggnely dlugo$¢ okolo 5 cm,
pobierano eksplantaty do kultury korzeni oraz indukcji kalusow.

Hodowle korzeni prowadzono na podlozach plynnych i statych. W obu
przypadkach zastosowano zmodyfikowang pozywke White’a WhO (Smir-
now 1970), ktérg uzupelniano hydrolizatem kazeiny w iloSciach 50 mg
na litr — Whl,

Zmodyfikowane podloze White’a (Smirnow 1970) — Who.

Skladniki Stezenie Sktadniki Stezenie
ostateczne mg/l ostateczne mg/l

MgSO0, - TH,0 740,0 H;BO, 1,4
Ca(NOy), » 4H,0 288,0 ZnSO, - TH,0 2,2
NayS0O, 200,0 KJ 0,65
KNO, 80,0 Na,MoQ, « 2H,0 0,025
KCl 65,0 CuSOQ, - 5H,0 0,004
NaH,PO, - 2H,0 18,6 Sacharoza 20 000,0
FeC¢H;0, + 3H,0 3,5 Kwas nikotynowy 0,50
MnCl; - 4H,O 3,6 Tiamina 0,10
d Pirydoksyna 0,10

pH podloza wynosito 5,0-5,1, rozlewano je po 20 ml do 50 ml kolbek.
Wszystkie podloza stosowane w tej pracy sterylizowano w autoklawie
przez 15 min. przy nadci$nieniu 1 atm.

Proces izolowania korzenia dla uzyskania ich kultury przebiegal na-
slepujaco: z najlepiej rosngcych korzeni skietkowanych nasion wycinano
Z-3 cm fragmenty zawierajace merystem wierzchotkowy i 2-3 korzonki
boczne. W pasazach nastepnych fragmenty wycinano z czeSci Srodkowej
korzeni glownych zawierajgcych korzenie boczne, Taki dobdér wycinkow
zapewnial prawidlowe funkcjonowanie merysteméw korzeniowych
i otrzymanie materialu genetycznie jednorodnego (W hite 1943a;
Smirnow 1970). Izolowane korzenie roslty w ciemnym termostacie
w temp. 27+ 1°C. Okres jednego pasazu na podiozu ptynnym trwal 7 dni,
a na podlozu agarowym 20-56 dni. Dlugo$¢ korzeni mierzono na podklad-
ce milimetrowej, pod binokularem.

W celu wyrosniecia siewek i wyksztalcenia organéw, nasiona wykiei-
kowane w kolbkach i probéwkach przenoszono do inkubatora z 10-go-
dzinnym okresem $wietlnym. Aby uzyska¢ wytwarzanie kalusow,
0,8-1,5 ecm fragmenty czesci nadziemnych 3-tygodniowych roslin umiesz-
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czano w probéwkach (22X180 mm) zawierajacych po 20 ml nastepuja-
cych podtozy:

a) WHO + IAA 2 mg/l + kinetyna 0,25 mg/ — Wh2

b) WH1 + T o i i — Wh3
Probowki wstawiano do inkubatora o cigglym oswietleniu (1000 lux) przy
statej temp. 25+ 1°C., Powstale w tych warunkach kalusy (pasaz 0) prze-
noszono w celach poréwnawczych na trzy rézne pozywki:

a) Wh3

b) Wh3 + wycigg z pierzgi (P)—2g/l (Rennert 1965)

¢) LS—Linsmaier i Skoog (1965).
Podloze LS zawieralo te samg ilos¢ TAA i kinetyny co podioze Wh2.
Stezenie agaru w podtozach Wh2, Wh3 i LS wynosilo 0,7%, a pH 5,6.

Pozywka Linsmaier—Skooga (1965 —LS

Skladniki Stezenie Skiadniki Stezenie
ostateczne mg/l ostateczne mg/l
NH,NO, 1640,0 MnSO, « 4H;0 22,3
KNO, 1900,0 ZnSO, - TH,0 8,6
H,BO, 6,2 CuSO, - 5H;0 0,025
KH,PO, 170,0 FeSO, - TH,0 27,8
KJ 0,83 Na,EDTA 37,3
Na,MoO, - 2H,0 0,25 tiamina 0,4
CoCl, « 6H,0 0,025 i-inozytol 100,0
CaCl, - 2H,0 440,0 sacharoza 30 000,0
MgSO, - TH,O 370,0 agar 7000,0
WYNIKI I DYSKUSJA | &% f{ blfrs 4

~
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Hodowla izolowanych korzeni ! {AL - el O

Ocene przyrostu dlugosci korzeni na podlozu 'plynnym przedstawio-
no w tabeli 1. Po 7 dniach hodowli, dlugosé¢ korzeni zwigkszyla si¢ 5-krot-
nie, Korzenie przyrastaly poczawszy od pierwszego dnia po przeszcze-
pieniu fragmentu wyjSciowego. Ten przyrost netto zwiekszal sie¢ w dniach
nastepnych. Maksymalne tempo przyrostu dobowego korzeni przypadalo
na 5 dzien hodowli, a nastepnie stopniowo malalo. Zgadza sie to z kla-
sycznymi do$wiadczeniami W hite’a (1943a), a takze nowszymi danymi
Smirnowa (1970). Jednym z czynnikéw powodujgcych zwolnienie
tempa wzrostu korzeni w hodowlach plynnych jest zmiana odczynu
podloza w czasie ich wzrostu. W badanym przypadku, 7 dnia hodowli
warto$é pH pozywki wzrastala z 5,0 do 5,7, a po dniach 14 do 6,6. We-
diug danych literatury (Constabel 1963) zmiany odczynu podloza
zwigzane sg z wytwarzaniem i wzrostem korzonkéw bocznych, co zwiek-
sza powierzchnie absorbcji.

Chociaz przyrost korzeni w plynnym podiozu jest stosunkowo szybki
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i ten typ hodowli mozna z powodzeniem stosowaé¢ w badaniach anatomii
i fizjologii wzrostu, to ze wzgledu na koniecznos$¢ czestej zmiany podloza
lub ewentualnie wprowadzenia systemu aeracji, jest on mniej przydatny
tam, gdzie potrzeba wiekszej iloSci materialu. Stosuje sie wéwczas ho-
dowle agarowe. Pozwalaja one na utrzymanie rosngcych korzeni przez
okres wielu tygodni w jednym pasazu.

Poréwnanie danych wzrostu korzeni na podlozu plynnym i stalym
zawarto w tabeli 2. Ilustracje wzrostu korzeni na podlozu stalym (pa-
saz I) przedstawiono na ryec. 1.

Rye. 1, Wzrost korzeni marchwi odm, 'Perfekcja’ na podlozu stalym (a), po 17 (b}
i 23 (c) dniach hodowli; Pasaz I
Fig. 1. Carrot (cv. ’Perfekcja’) root growth on agar medium {a), after: 17 (b)
and 23 (c) days of culturing. Passage I

Przyrost korzeni w ciggu 20 dni hodowli na podlozu stalym, wynosit
okolo 200 mm. Podobnie jak w podlozu plynnym, wyjsciowy fragment
poczawszy od pasazu drugiego, przyrastal niewiele; glé6wng mase stano-
wily korzenie boczne. Jest to wlasciwe dla morfologicznej struktury ko-
rzeni typu wykazujgcego brak wyrazZnej dominacji wzrostu korzenia
gléwnego, do ktoérego nalezg korzenie marchwi (Smirnow 1970).
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Tabela 1—Table 1

Dobowy przyrost dlugo$ci korzeni marchwi odm. 'Perfekcja’ na podlozu plynnym,

w mm. Pasaz I-III

Poczgtkowa i koficowa dlugosé korzeni wynosita odpowiednio: 25 1 100 mm. Llczby sg Sred-

nimi arytm. powt6rzefi z 3 serii (310 pojedynczych powibrzer)

Day increase in legnth, in mm, of carrot ('Pefrekcja’) roots in liquid medium.
Passages I-III

Initalal and terminal root lengths were respectively: 25 i 109 mm. Numbers are arithmetic ] /

mean values from 3 series of experiments (3X10 single samples)

Dni hodowli
Days of culture

Przyrost netto na dobe

Daily netto increase

F.gczny przyrost netto

Total netto increase

Tabela 2—Table 2

Poréownanie wzrostu, w mm, korzeni marchwi odm. ’Perfekcja’ na réinych podio-
zach
Liczby sg frednimi arytm. powtérzenn z 3 serii (3X10 poj. préb)

Comparison of carrot (var. 'Perfekcja’) roots growth, mm, on different media
Number are mean values for 3 series of experiments (3X10 of single samples)

Podloze plynne Podloze state
po 7 dniach hodowli po 20 dniach hodowli_
Parametr mierzony w mm pasaz IV-VI pasaz III-V
Parameter measured in mm Liquid medium after Solid medium after
7 day culture 20 day culture
passage IV-VI passage III-V
Dlugosé poczgtkowa 25 27
Initial length
Dlugoéé fragmentu gléwnego
Length of main fragment 54 53
E.gezna dlugo$é korzeni bocznych
Total length of lateral roots 70 197
Ogoblna diugoéé korzeni
Total length of roots 124 250
Przyrost netto dlugo$ci
Netto increase of length 99 223
Liczba korzeni bocznych
Number of lateral roots ) 15

.

“t



30 A. M. Domanska i A. Rennert

O ile w 7-dniowej plynnej kulturze korzeni nie obserwowano powsta-
wania korzeni bocznych II rzedu, to w stalej kulturze, po dluzszym cza-
sie hodowli (4 tyg.), wystepowata duza liczba korzeni II i III rzedu, obser-
wowano takze kalusowate zgrubienia w miejscach przecigcia. Nigdy nie
stwierdzono przyrostu korzeni na grubosé.

W poréwnaniu z hodowlg plynna, tempo wzrostu korzeni na podlozu
stalym (tab. 2) wydaje sie byé¢ wolniejsze, jednak po dluzszym okresie
wzrostu (6-8 tyg.) powierzchnia i wnetrze agaru dos¢ Scisle wypelnialy
sie masg korzeni. Jest to szczegoélnie widonzne w doswiadczeniu ze zwiek-
szong dawke tiaminy (ryc. 2). Wedlug danych zebranych przez Smir-
nowa (1970) w pozywce dla izolowanych korzeni, ilo§¢ tiaminy wyno-
si 0,1 mg/l. W niektérych przypadkach zwiekszenie tej ilosci wywiera

Ryc. 2. Korzenie marchwi odm. 'Perfekcja’ na stalym podiozu zawierajacym tiamine
w ilosci 0,4 mg/l, po 7 tyg. wzrostu, pasaz IX

Fig. 2. Carrot (cv. 'Perfekcja’) root culture on solid medium containing tiamine
(0,4 mg/1), after 7 weeks of growth, passage IX
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korzystny wplyw na wzrost korzeni. Dotyczy to réwniez miektérych tka-
nek kalusowych (Linsmaier, Skoog 1965). W niniejszych doswiad-
czeniach przebadano wplyw na wzrost korzeni dwu stezen tiaminy: 0,1
i 0,4 mg/l. Wyniki przedstawiono w tabeli 3. Wskazuja one, ze przy wyz-

Tabela 3—Table 3

Wplyw stezenia tiaminy na wzrost korzeni, w mm, w podioiu stalym, po 20 dniach
wzrostu '
Liczby sq frednimi z dwu serili powtbrzeni (2X15 poj. préb)

Effect of tiamine concentration on the growth of roots, in mm, in solid medium,

after 20 days of culturing
Numbers are mean values for 2 series of experiments (215 of single samples)

Stezemf tl&:iTlfly Poczatkowa Dt korzeni Ogoblna di. Przyr::t dt.
w mg/l podloza di. korzeni bocznych korzeni DELD
Cocentration Initial length | Length of | Total length | Ihcrease
of tiamine .m mg/1 of roots lateral roots of roots netto of
of medium length
0,1 26* 184 234 208
0,4 25 418 505 480

szym stezeniu tiaminy wzrost korzeni badanej odmiany marchwi jest in-
tensywniejszy o ponad 100%. W takich warunkach, intensywny wzrost
opisanego szczepu korzeni utrzymywal sie bez wiekszych zmian przez
okres 2 lat.

Podstawowym warunkiem wzrostu odcietych korzeni w sztucznej ho-
dowli jest wlasSciwy dobor skladnikéw podloza. Dzieki wynikom wielu
prac w tym zakresie wiadomo, iz podloze takie winno zawierac odpd-
wiedni zestaw skladnikéw mineralnych oraz cukier (White 1943a; 1951),
witaminy z grupy B — tiamine, pirydoksyne i kwas nikotynowy (B on-
ner 1940, 1943), a takze najczeSciej pewne aminokwasy, ktére mozna
zastgpi¢ hydrolizatem kazeiny. Stalo sie réwniez oczywiste, ze in wvitro
intensywnos$¢ wzrostu i metabolizm korzeni poszezegblnych gatunkéw
i odmian rézniag sie znacznie, a ré6znice te wynikajg z warunkéw hodowli
oraz specyficzno$ci genetycznej (White 1943b; Street 1957; But-
cher i Street 1964). Dlatego tez wyprowadzenie kultury korzeni no-
wej odmiany wymaga sprawdzenia warunkéw wzrostu i ustalenie jego
charakterystyki.

Poréwnanie wzrostu korzeni marchwi odmiany ’Perfekcja’ na zasto-
sowanym w niniejszej pracy podtozu plynnym i stalym pozwala stwier-
dzi¢, iz otrzymane przyrosty dlugosci sg zadawalajgce. Okres maksymal-
nego przyrostu i zakres zmian pH ma podlozu plynnym zgadzaja sie z da-
nymi literatury dla korzeni innych gatunkéw roslin (Constabel 1963;
Bonner 1943 i White 1943a). Dotyczy to réwniez czasu pojawia-
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nia sig¢ i szybkoSci wzrostu korzeni bocznych, jak i braku wystepowa-
nia wtérnych zgrubien korzeni na obu typach podlozy (Smirnow
1970).

Jedng z cech charakterystycznych korzeni badanej tu odmiany mar-
chwi jest wysokie zapotrzebowanie na witamine Bi. Zapotrzebowanie kul-
tur korzeniowych réznych gatunkéw i odmian roslin na tiamineg jest nie-
jednakowe i zalezy od poziomu jej syntezy w korzeniach. Dla kultur ko-
rzeniowych pomidora egzogenna tiamina jest niezbednym warunkiem
wzrostu, a jej optymalne stezenie jest bardzo niskie i wynosi 1 pg/l
Obserwowano réwniez, ze niektore szczepy korzeni jednej i tej samej
odmiany moga rézni¢ sie miedzy soba wartoscia dawki optymalnej
(Street 1969). Znane sa przypadki, w ktérych korzenie mogg rosna¢
przez wiele pasazy na pozywkach pozbawionych tiaminy (Bonner
i Bonner 1948). W badaniach niniejszych zwigkszenie stezenia tia-
miny ze 100 do 400 pg/l silnie stymuluje wzrost wyizolowanych korzeni
marchwi odmiany 'Perfekcja’. Otrzymane w tych warunkach tempo
wzrostu kultury na podlozu agarowym pozwala na uzyskanie obfitej
masy korzeni po okresie 7-8 tygodni oraz utrzymuje si¢ nadal na tym
samym poziomie.

-~
4

HODOWLA TKANEK KALUSOWYCH -

1. Tworzenie kaluséw na fragmentach réznych organéw J

Powstawanie kalusow w pierwszej fazie przejawialo sie charakterys-
{ycznymi zgrubieniami fragmentu macierzystego, a nastepnie pojawiala
sic w miejscu zgrubienia masa tkanki kalusowej. Kalusy tworzyly sie
bgdz na jednym, badZ na obu koncach fragmentu, w niektérych przy-
padkach kalus pokrywal caly fragment macierzysty. Liczba i wielkosé
kaluséw powstajacych na poszczegélnych wycinkach byly rézne. Najstab-
sze tworzenie kaluséw obserwowano na blaszkach liSciowych i cieniut-
kich korzonkach. Nie uzyskano stymulacji przez dodanie do podto-
zy hydrolizatu kazeiny. Wrecz przeciwnie, wytwarzanie kalus6w na
podlozach z hydrolizatem bylo stabsze. Najobfitsze tworzenie kaluséw
wystepowalo na fragmentach hypokotyli (ryec. 3).

2. Wzrost we wcezesnym okresie kultury, pasaz I-VI

Kalusy oddzielone od fragmentéw macierzystych przeniesiono na
podloze White’a (Wh3, pasaz I). Pod wzgledem wygladu zewnetrznego
tkanki pochodzgce z réznych organéw prawie nie réznily si¢ miedzy sobag.
Przecietne przyrosty $wiezych mas tkankowych w tym pasazu byly po-
dobne u wszystkich rodzajow kaluséw (tab. 4). Stosunkowo najstabiej
rosty kalusy korzeniowe i liSciowe.

Ze wzgledu na stabe w tych warunkach tempo wzrostu i suchg struk-

\
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Ryc. 3. Formowanie sie kalusow na fragmentach organ6ow marchwi odm. ’Perfek-
cja’ po 4 tygodniach: a —1i§¢; b — liScieft; ¢ — ogonek liSciowy; d — hypokotyl
Fig. 3. Callus tissues forming on the fragments of carrot (cv. 'Perfekcja) organs,
after 4 weeks: a — leaf; b — cotyledon; ¢ — leaf petiole; d — hypocotyl

Tabela 4—Table 4
Wzrost Swiezych mas tkanek z réinych organéw marchwi na podiozu White’a,
po 6 tyg. hodowli, pasaz I

Fresh matter of tissues derieved from various carrot (var. 'Perfekcja’) organs on
White medium after 6 weeks of culturing, passage I

Pochodzenie tkanli Ogodlna liczba eksplantatéw| Sredni ciezar

Tissue origin Toiﬂp?ﬁ:r?:s of Mear;n\;eight
Blaszka liSciowa — Leaf blade 16 937
Liscien — Cotyledon 28 1089
Ogonek liSciowy — Petiole 20 1037
Hypokotyl — Hypocotyl 21 1035
Korzen — Root 12 793

3 — Acat Agrobotanica
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ture tkanek, w pasazach nastepnych badano wzrost na trzech réznych
podiozach: White’a (Wh3), White’a + wyciag z pylku pszczelego (Wh3 + P)
oraz podlozu Murashige-Skooga (1962) z dodatkiem tiaminy
(Linsamaier, Skoog 1965)— (LS).

Jak wiadomo wycigg z pylku pszczelego stymuluje wzrost niekto-
rych tkanek roSlinnych (Rennert, Gubanski 1962), natomiast
podloze LS zawiera wyzsze niz podloze Wh3 stezenia niektérych skiad-

Ryec. 4. 4-tygodniowe kalusy z liScieni na podiozu White’'a (Wh3) z dodatkiem wy-
ciggu pyltkowego (b) lub bez (a)
Fig. 4. 4-week old cotyledon tissues on White (Wh3) medium with (b), or without
bee bread extract (a)

nikéw mineralnych oraz azot w postaci amonowej. Kalusy uzyte w tych
doswiadczeniach pochodzity z pasazu II i III. Jest to wiec okres, w kto-
rym nie mastapila jeszcze adaptacja tkanek do nowych warunkéw i ich
stabilizacja. W okresie tym (tab. 5) najsilniejszy efekt wywolywal wy-
ciag z pylku pszczelego. Stopien przyspieszenia wzrostu zalezal od po-
chodzenia tkanki. Najstabiej zareagowaly kalusy korzeniowe. Wszystkie
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Tabela 5—Table 5

Porownanie wzrostu kalusow na réinych podlozach, w hodowli 6-tygodniowej,
pasaz III-V
Comparison of callus growth on various media, in 6-week-old culture, passage III-V

Pochodzenie ) Sr.
tkanki | Podioze | Liczba |cigzar Cechy makroskopowe tkanek
tkanek Av o

Tissue’s | Medium Macroscopic characters of tissues

Number | wt.

origin mg
1 2 3 4 5 6
Wh3 35 750 100 | b. zielono-z6tta, s. dobra (colour
. greenish-yellow, good structure)
z Wh3-+P 37 1196 160 | b. zielono-zéita, s. bardzo dobra,
-8 3 kilka korzeni (colour greenish-yel-
A4 % low, very good structure, a few
8 - roots)
8 3 LS 26 730 97 | b. ciemno-zielona, brunatna w
-f—"‘; wiekszoSci korzeni i liSci (colour
dark green, brown; majority of
roots and leaves)
Wh3 23 793 100 | b. zéito-brunatna, s. doéé sucha
(colour yellowish-brown; structure
quite dry)
Wh3--P 21 1345 169 | b. zielona lub zielono-zélta, s. do-

bra, kilka korzeni (colour green
or greenish-yellow; good structure,
a few roots)

LS 17 600 75 | b. brunatna, fragmenty ciemnozie-
lone, s. sucha, organogenezy brak
(colour brown, dark-green frag-
ments; good structure, lack of orga-
nogenese)

Liscien
Cotyledon

Wh3 38 848 100 | b. zielono-z6tta 1lub brunatna, s.
doéé dobra lub sucha (colour gree-
nish-yellow or brown; quite good
struct or dry one

Wh3--P 38 1450 171 | b. zielona lub Zbélto-zielona, s. do-

iy bra, kilka korzeni (colour green or
E yellowish-green; good structure, a
a few roots)

LS 26 903 106 | b. ciemno-zielona, brunatna, s. do-

Ogonek lisciowy

bra, mniej lici, wiekszo§é korzeni
(colour dark-green, brown; good
structure, majority of roots, less
leaves)
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1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 8

Wh3 40 956 100 | b. zielono-zélta lub brunatno-zielo.
na s. do§é dobra lub sucha (colour
greenish-yellow or brownish-green;
quite good structure or dry one)
Wh3-+P 38 1450 171 | b. zielona lub z6lto-zielona, s. do-
bra, kilka korzeni (colour green or
yellowish-green, good structure,
a few roots)

LS 26 903 106 | b. ciemno-zielona, brunatna, s. do-
bra, mniej liSci, wiekszo§é korzeni
| (colour dark-green, or brown; good
[ structure, majority of roots, less

Hypokotyl
Hypocotyl

leaves)
Wh3 26 980 100 | b. zielono-z6ita, kilka korzeni (co-
lour greenish-yellow, a few roots)
Wh3+P 26 .| 1230 125 | b. zélto-zielona, s. dobra, duzo ko-

rzeni (colour yellowish-green, good
structure, plant of roots)

LS 26 875 89 | b. ciemnozielona, s. do§é sucha, brak
korzeni (colour dark-green, quite
dry structure, lack of roots)

Korzen
Root

b — barwa (colour); s — struktura (structure).

typy kalusow na podlozu z P wytwarzaly korzenie wykazujgc roéowno-
czeSnie poprawe struktury. Przyrosty $wiezych mas tkanek na podlozu
LS byly tego samego rzedu co na podlozu Wh3. Jednakze tkanki na
poditozu LS byly bardzo jedrne i zielone. U wiekszo$ei typow tkanek
na tym podlozu obserwowano indukcje organéw (korzenie i liscie), wy-
jatek stanowily kalusy liscieni, Wzrost wszystkich uzyskanych typoéw
tkanek kontynuowano na podlozach Wh3 i LS. Dalsze obserwacje wyko-
nano po 15-miesiecznym okresie hodowli, gdy nastapila juz stabilizacja
szczepow tkankowych.

3. Charakterystyka wzrostu szczepéw po ich stabilizacji, pasaz XII-XIII.

Utrwalone w hodowli in vitro tkanki wykazaly zréznicowanie tempa
przyrostu $wiezych mas w zalezno$ci od ich pochodzenia i podloza. Na
podlozu LS najlepiej rosng kalusy z ogonkoéow lisciowych, osiggajac po
35 dniach hodowli mase 3 g, oraz kalusy hypokotyli, osiagajace mase
2,15 g. Najslabiej na tym podlozu rosng kalusy korzeniowe (1,5 g, ryc. 5).

Na podiozu Wh3 natomiast, kalusy korzeniowe wykazujg najlepszy
wzrost, przesuwajac sie z pozycji ostatniej na pierwszg w stosunku do
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pozostalych tkanek. Najslabiej na tym podlozu rosng kalusy liscieni i hy-
pokotyli (ryec. 6).

Wzrost wszystkich szczepéow tkankowych na podlozu Wh3 jest ogol-
nie slabszy w poréwnaniu z ich wzrostem na podlozu LS, jednak procen-
towa zawarto$¢ suchych mas u tych tkanek jest wyzsza (tab. 6). Stwier-
dzono, ze utrwalone szczepy tkanek marchwi wykazaly lepszy wzrost na
podiozu LS w poréwnaniu z ich wzrostem na tym podlozu we wczesnym
okresie hodowli. W ustalonych wynikiem niniejszej pracy warunkach
wyizolowane kultury tkankowe rosna dos¢ intensywnie bez oznak réz-
nicowania, a tempo wzrostu utrzymuje sie nadal bez wiekszych zmian.

Istnieje wiele danych na temat wymagan odzywczych i warunkéw
hodowli tkanek i organéw roéznych roslin. Wiekszo§¢ badan nad kultura
kaluséw marchwi, dotyczy tkanek pochodzacych z korzenia zapasowego,
przy czym podloze hodowli jest tu najcze$ciej uzupelniane mlekiem ko-
kosowym (Butenko 1964).

W celu otrzymania kultur kalusowych z fragmentéw réznych orga-
néw marchwi odmiany ’'Perfekcja’, wykorzystano wstepnie zmodyfiko-
wany zestaw skladnikéw odzywczych White’a stosowany dla hodowli
tkanek innych odmian tej ro$liny (White 1939; Butenko 1964;
Smirnow 1970). Zestaw ten uzupelniono hydrolizatem kazeiny oraz
IAA i kinetyng (Wh3). Ze wzgledu na niezadowalajacy w tych warun-
kach wzrost, podioze to wzbogacono wyciggiem z pytku pszczelego (P)
W miejsce stosowanego zazwyczaj mleka kokosowego. P stymulowat
wzrost wszystkich typéw tkanek marchwi badanej odmiany, cho¢ sty-
mulacja ta nie przekraczala wartosci 70%o (tab. 5). Z naszych wczesniej-
szych badan wynika, ze P oprécz niespecyficznych stymulatoréw wzrostu
kultur tkankowych in vitro, zawiera czynniki pobudzajace wzrost wy-
dluzeniowy (Rennert 1968) oraz wykazuje aktywno$¢ kinetynopo-
dobng odpowiadajaca aktywnosci 0,03 mg/l kinetyny, przy stezeniu
4 g P/l podloza (Rennert 1968, dane nie publikowane).

Wsréd sktadnikéw mineralnych podloza White’a (Wh3) znajdujg sie
wylgcznie azotany jako zrédlo azotu nieorganicznego, a iloci azotu, po-
tasu i fosforu wydajg sie do$¢ niskie (Nitsch i Nitsch 1957). Wedtug
niektérych autoréw (Steward, Bidwell Yemm 1958; Shantz
i Steward 1959), zamiana azotanéw na sole amonowe oraz zwieksze-
nie ilosci fosforu i potasu stymuluje wzrost tkanek marchwi i ziemniaka
na podiozu z mlekiem kokosowym. Odpowiedni pod tym wzgledem jest
sklad podtoza Murashige i Skooga (1962) opracowany dla tka-
nek tytoniu. Podloze to w modyfikacji Linsmaier i Skooga (1965)
jest wykorzystywane z powodzeniem takze dla tkanek innych gatunkéw
roflin (Maciejewska-Potapczykowa, Rennert, Milew-
ska 1972).

We wezesnym okresie hodowli (pasaz I-V), intensywno$é wzrostu ka-
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luséw z organdéw marchwi odmiany ’Perfekcja’ na podlozu Linsmaier
1 Skooga nie réznila sie znacznie od ich wzrostu na podltozu White'a. Jed-
nakze cechg charakterystycznag wszystkich prawie tkanek rosngcych na
pozywce LS byla zwarta, jedrna struktura oraz wyraznie zielona barwa
bez zadnych objawéw zbrunatnien. Wskazywaloby to na lepsze odzywie-
nie tkanek, mimo ich stosunkowo wolnego tempa wzrostu. Podloze LS
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Ryec. 5. Przyrost §wiezej masy tkanek w hodowli in wvitro na podlozu LS, w zalei-
nosci od ich pochodzenia
1 — ogonek lisciowy; 2 — hypokotyl; 3 — 1lisé; 4 — liscieni; 5 — korzen
Fig. 5. Increment of fresh matter of tissues cultured in vitro on medium LS, in

dependence to their origin
1 — petiole; 2 — hypocotyl; 3 — leaf; 4 — cotyledon; 5 — root

wykazywalo réwniez wyrazne dzialanie organotworcze, ktére znikalo
stopniowo w miare uplywu czasu. W tym weczesnym okresie hodowli
najlepszy wplyw na wzrost tkanek wykazywal wyciag pytkowy. Efekt
ten wigze sie przypuszczalnie z dzialaniem niespecyficznych stymulato-
row wzrostu P, gdyz ilosci IAA i kinetyny (2 i 0,25 mg/l), znajdujace
sie w podlozu podstawowym wydaja sie by¢ dos¢ wysokie. W doswiad-
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czeniach z tkanka kalusowa korzenia zapasowego marchwi odmiany
‘Nantejska’ Butenko (1964) stosowala 0,05 mg/l IAA lub 0,1-1 mg/l
2,4-D, natomiast kinetyna w stezeniu 1 mg/l wykazywala dzialanie ha-
mujgce.

Jest ciekawe, ze o ile w okresie adaptacji tkanek do nowych warun-
kow (pierwsze pasaze) nie obserwowano znaczniejszego zrdéznicowania in-
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Ryc. 6. Przyrost §wiezej masy tkanek w hodowli in vitro na podloiu Wh3 w zalei-
noéci od ich pochodzenia
1— korzen; 2 — ogonek lisclowy; 3 —1i§é; 4 — hypokotyl; 5 — lifcien
Fig. €. Increment of fresh matter of tissues cultured in wvitro on White medium

(Wh3), in dependence to their origin
1 — root; 2 — petiole; 3 — leaf; 4 — hypocotyl; § — cotyledon

tensywnosci wzrostu kaluséw zaleznie od ich pochodzenia, to zréznicowa-
nie takie wystapilo dos¢ wyraZznie po utrwaleniu sie szczepéw (tab. 6).
W tym tez okresie hodowli, podloze LS okazalo sie bardziej korzystne
w poréwnaniu z podlozem Wh3.
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Tabela 6—Table 6

Poréwnanie $wiezych i suchych mas tkanek 35-dniowych (mg/kolonie), na dwu
roznych podtozach, pasaz XII-XIII. Liczby sa §rednimi z dwu serii (2X10 poj. préb).

Comparison of fresh and dry matters of 35-day-old tissues growing on two diffe-
rent media, passage XII-XIII. Number are mean values from 2 series of experi-
ments (2X 10 of single samples)

Pochodzenie
Blaszka e Ogonek ;
5 i LiScien Hypokotyl | Korzen
Podtoze tkanki lifciowa 1 Hikcidwy ¥p ¥
Medium i , Cotyledon Hypocotyl Root
Tmfl{es Leaf blade 4 Petiole i -
origin
Swieza masa — Fresh weight
Wh3 mg 930 570 1080 690 1160
% 100 100 100 100 100
LS mg 1840 1580 3000 2160 1510
% 198 277 277 313 130
Sucha masa — Dry weight
mg 97 60 130 94 106
Wh3 % $w. masy 10,6 11,5 11,0 14,0 9,5
% fr. wt.
|
158 137 196 174 148
LS % §w. masy 8,7 8,8 7,0 8,2 10,1
% fr. wt.

STRESZCZENIE I WNIOSKI

W wyniku przeprowadzonych do$wiadczen wyprowadzono stalg kul-
lure korzeni oraz tkanek kalusowych z lisci, ogonéw liSciowych, liScieni
hypokotyli i korzeni marchwi, powszechnie uprawianej w kraju odmiany
"Perfekcja’.

Poréwnano dynamike wzrostu izolowanych korzeni na podlozu ptyn-
nym i stalym. W doswiadczeniach wykazano wysokie zapotrzebowanie
na tiamine korzeni badanej tu odmiany. Otrzymane w zastosowanych
warunkach tempo wzrostu kultury na podlozu agarowym, pozwala na
uzyskanie obfitej masy korzeni po okresie 7-8 tygodniowym.

W hodowli tkanek kalusowych zastosowano zmodyfikowane podloze
White’a (Wh3), podioze Linsmaiera i Skooga (LS) oraz wyciag z pylku
pszczelego jako naturalny stymulator o zlozonym dzialaniu.

We weczesnym okresie hodowli najkorzystniejszy wplyw mna wzrost
tkanek wykazal wyciag pylkowy. Pozytywny efekt podtoza LS na badane
tkanki wyrazal sie znaczng poprawg ich struktury. Pojawialy sie na nim
rowniez liczne korzenie i liscie.
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W okresie adaptacji tkanek do nowych warunkéw (pierwsze pasaze)
nie obserwowano znaczniejszego zréznicowania intensywnosei wzrostu ka-
luséw w zaleznoSci od ich pochodzenia. Zréznicowanie takie wystapilo
do$¢ wyraznie dopiero po utrwaleniu sie szczepéw (pasaz XII-XIII).
W tym pézniejszym okresie hodowli podiloze LS okazalo sie znacznie ko-
rzystniejsze w poréwnaniu z podtozem Wh3.

SUMMARY

In result of carried experiments solid culture of roots and culture of callus
tissues from leaves, petioles, hypocotyles, cotyledones and culture of carrot’s roots
of commonly cultivated variety 'Perfekcja’ in Poland were obtained.

The dynamics of increments of isolated roots on solid and liquid media were
compared. In course of experiments the high demand for thiamine in roots of
tested variety was proved. The rate of increment of culture on agar medium
allows to obtain in applied conditions high masses of roots after 7-8 week’s period.

In culture of callus tissues applied modificated White’s medium (Wh3), Lins-
meier and Skoog’s medium (LS) and also bee bread extract as a natural stimu-
lator of complexed activity were applied. The bee bread extract appeared to be
most effective in the early time of cultivation.

Positive effects of LS medium on investigated tissues was proved by signi-
ficant improvement of their structure.

During tissue’s adaptation to new conditions (first passage) no significant dif-
ferentiation of intensity of callus growth in dependence to their origin were obser-
ved.

The differentiation of this type appeared quite clear only after strain’s esta.
blishment (passages XII-XIII).

In the later period of cultivation on LS medium appeared to be much more
effective then on medium Wh3.
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