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Regeneracja roslin lucerny mieszancowej (Medicago sativa L.
subsp. falcata x subsp. sativa) z wierzchotkow pedow

Regeneration of hybrid lucerne (Medicago sativa L. subsp. falcata x subsp. sativa)
plants from shoot tips

ABSTRACT. Shoot tips (3—4 mm) were cut from young plants (7 days) and then placed on Petri
dishes, on 12 inducing media. All media contained macroelements and a four times higher concen-
tration of microelements as in MS medium, vitamins from Bs medium, 100 mg 1" of myo-inositol,
0.5 g 1" of proline and 3% sucrose. They differed with BAP content (2, 4, 6 mg 1"") and NAA (0.2,
0.4, 0.6 mg 1'"). Explants were kept for 2 weeks in the dark at 23°C, then placed on MS medium
complemented with 0.4 mg 1"' of BAP and 0.04 mg I"' of NAA, and brought to cultivation room.
After 4 and 8 weeks, 2-3-leaved shoots were cut and placed in half-strength MS medium without
hormones in order to root them. All three alfalfa varieties showed the ability for plant regeneration
from the apical buds. Single shoots developed from explants induced on control mediums without
cytokinin. The highest shoot regeneration efficiency (4.24-4.45) was observed after induction on
media containing 2 mg I of BAP. At the highest BAP concentration (6 mg 1), the number of regen-
erated shoots decreased. Great differences as regarding the shoots regenerated by particular explants
were observed (from 1 up to 11). About 52% of the shoots formed visible roots within 4 weeks. Al-
most 100% of the rooted plants transferred from in vitro cultures to pots survived.

KEY WORDS: Medicago sativa, micropropagation, shoot tips

Lucerna siewna (Medicago sativa L.) nalezy do najwazniejszych ro$lin pa-
stewnych. Dostarcza duzych ilosci wysokostrawnej paszy, bogatej w biatko,
sole mineralne i witaminy, skarmianej w postaci zielonki i siana. Jest uprawiana
we wszystkich czg$ciach §wiata, w r6znych warunkach klimatycznych. Na tere-
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nach o rocznej ilo$ci opadéw ponizej 600 mm jest najlepiej plonujaca rosling
pastewna w uprawie polowej. Jej §wiatowa powierzchnia uprawy jest szacowa-
na na 32 mln ha [Hauptvogel i in. 1998], w Polsce zajmuje okoto 130 tys. ha
[Wilczek 1999]. Pomimo duzego znaczenia gospodarczego nalezy do roslin o
powolnym postgpie hodowlanym. Duze nadzieje na zmiang tej sytuacji sa wia-
zane z wprowadzeniem do hodowli tego gatunku nowych metod nazywanych
biotechnologicznymi. Pozwalaja one na prowadzenie selekcji w kulturach in
vitro zamiast w polu (stresy chemiczne, patogeny), szybkie namnazanie kompo-
nentéw odmian heterozyjnych. Umozliwiaja powigkszanie zmienno$ci gene-
tycznej przez wytwarzanie mieszancéw migdzygatunkowych trudnych Iub nie-
mozliwych do otrzymania metodami tradycyjnej hodowli, celowe generowanie
zmiennos$ci somaklonalnej, wytwarzanie odmian transgenicznych.

Gtéwnym celem naszych badan byto poznanie zdolnos$ci wybranych odmian
lucerny mieszancowej do regeneracji roslin z pakéw wierzchotkowych. Podj¢li-
$my tez prébe znalezienia kombinacji cytokininy i auksyny, dajacych najwigk-
sza efektywno$¢ regeneracji.

METODY

Badania wykonano na trzech polskich odmianach lucerny mieszancowej
(‘Kometa’, ‘Tula’ i ‘Radius’). Nasiona odkazano przez 10 minut w 0,2% HgCl,
z dodatkiem kilku kropli ptynu do zmigkczania tkanin. Potem po wyptukaniu w
sterylnej wodzie (3 x 10 min) i osuszeniu na sterylnej bibule wysiewano je po
10 do stoikéw (0,4 1) zawierajacych 25 ml zestalonej agarem (0,7 %) pozywki
MS [Murashige, Skoog 1962] bez hormonéw. Stoiki ustawiano na pétkach po-
koju hodowlanego (temp. 23° C, $wiatto biate 25-30 pmol m™ s™, fotoperiod
16/8). Po siedmiu dobach ze sterylnych roslin wycinano wierzchotki pedéw o
dlugosci 3—4 mm i wyktadano je po cztery do szalek Petriego o $rednicy 10 cm,
na 12 pozywek indukcyjnych. Wszystkie zawieraty makroelementy i czterokrot-
ne stezenie mikroelementéw z pozywki MS, witaminy z pozywki Bs [Gamborg i
in. 1968] oraz: 100 mg 1" mio-inozytolu, 0,5 g 1"" proliny, 30 g I"' sacharozy i
0,7% agaru. Réznily si¢ zawarto$cia kwasu 3-naftylooctowego (NAA) i 6-
benzyloaminopuryny (BAP). Zastosowano cztery poziomy NAA (0, 0,2, 0,4 i
0,6 mg 1) i cztery stezenia BAP ( 0, 2, 41 6 mg 1™"). Dla kazdej pozywki i od-
miany wykonano 15 powtérzen (15 x 4 eksp.). Szalki trzymano przez dwa tygo-
dnie w ciemnosci, w temp. 23° C. Po tym okresie oceniono rozw6j pedéw w skali 5-
-stopniowej, przetozono eksplantaty do stoikéw na pozywke regeneracyjna i
umieszczono na os$wietlonych poétkach pokoju hodowlanego. Nowa pozywka
zawierala makro- i mikroelementy z pozywki MS, witaminy z pozywki Bs oraz
0,4 mg 1" BAP10,04 mg1' NAA.
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Po czterech tygodniach dalszego rozwoju pedéw na pozywce regeneracyjnej
liczono je, odcinano od eksplantatéw, oceniano i przenoszono na pozywke uko-
rzeniajaca (pél stezona MS bez hormonéw). Po odcieciu pedéw eksplantaty
pierwotne wyktadano powtdérnie na nowa pozywke, o niezmienionym skladzie.
Odcinanie i oceng pedéw powtérzono po nastepnych czterech tygodniach.

Etap ukorzeniania oceniano po 28 dniach. Liczono rosliny i pedy nieukorze-
nione, oceniano ich rozw6j w skali 5-stopniowej. Rosliny (pedy z co najmniej
jednym korzeniem o dlugosci wigkszej od 1 cm) wysadzano do doniczek z zie-
mig ogrodnicza i poddawano hartowaniu.

Wyniki badan opracowano statystycznie na podstawie ocen wykonywanych
na 40 genotypach z kazdej kombinacji do§wiadczalnej. Istotno$¢ réznic pomig-
dzy $rednimi warto$ciami ocenianych cech szacowano metoda przedziatow uf-
no$ci Tukeya.

WYNIKI

Do zatozenia kultur in vitro wykorzystali§my wierzchotki pedéw odcinane ze
sterylnych roélin i nie wymagaty one odkazania. Przy takim post¢powaniu moz-
na oczekiwaé lepszych rezultatéw niz przy stosowaniu eksplantatéw z roslin
rosnacych w polu lub szklarni i wymagajacych odkazania. W czasie odkazania
moze dojé¢ do uszkodzenia eksplantatéw. Srodki odkazajace moga tez genero-
wac zmienno$¢ somaklonalna, a ich pozostatosci zle wptywajq na przebieg kul-
tury. Przy odkazaniu zlozonych eksplantatéw, jak np. kwiatostany koniczyny,
zwiazki chemiczne nie docieraja do wszystkich miejsc i moga wystgpowac ma-
sowe zakazenia kultur grzybami i bakteriami, z tego powodu duzo eksplantatéw
zamiera [Skucinska, Miszke 1980; Cebrat i in. 1990a]. W tkankach niektérych
ro$lin wystepuja liczne endogenne mikroorganizmy i powierzchniowe odkaza-
nie eksplantatéw z roslin rosnacych w niesterylnych warunkach daje stabe rezul-
taty [Yang, Choi 2000]. Jedna z przyczyn tracenia czgsci genotypow na etapie
indukcji organogenezy bezposredniej moze by¢ uzywanie zbyt matych eksplan-
tatow. Cebrat i in. [1990b] proponuja uzywanie do mikrorozmnazania koniczy-
ny czerwonej eksplantatow ztozonych z wierzchotka pedu, odcinka hipokotyla i
liscieni. W ich badaniach takie eksplantaty wytwarzaly najwigcej pedow. W
badaniach Phillips, Collins [1979] etap indukcji przezywato 80% eksplantatow
ztozonych z merystemu wierzchotkowego i dwu primordiow 1 65% zawieraja-
cych jeden zawiazek licia. Mniejsze eksplantaty dawaty jednak wigcej pedoéw
(roslin) wolnych od wiruséw.
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Tabela 1. Etap indukcji
Table 1. Induction stage

Pozywk'a mduk(fy] na ‘Kometa’ ‘Tula’ ‘Radius’
Induction medium
Numer BAP NAA Warto$¢ v Warto$¢ v Warto$¢ v
Num- Value Value Value

ber mg mg o % o % o %
1 0 0,0 3,95 28,4 3,75 30,3 3,51 31,9
2 4 0,0 3,60 38,4 3,55 32,6 3,15 38,3
3 0 0,4 3,65 32,0 291 37,3 3,10 31,2
4 2 0,2 4,40 15,3 4,76 12,4 4,35 18,7
5 2 0,4 4,06 29,6 3,51 35,1 3,91 30,3
6 2 0,6 4,00 31,5 4,25 34,4 3,68 37,0
7 4 0,2 3,45 29,8 341 33,0 3,75 35,0
8 4 0,4 3,75 35,2 3,65 34,5 3,40 38,2
9 4 0,6 3,25 27,3 3,43 24.5 4,05 27,9
10 6 0,2 3,21 24,1 3,33 26,2 3,98 28,4
11 6 0,4 3,30 22,0 3,18 19,9 3,68 22,2
12 6 0,6 3,35 24,4 3,16 26,0 3,98 25,8

Srednio 3,67 . 3,57 . 371 .

Mean
NIRy o5 0,27 - 0,30 - 0,38 -
LSD().()S 0,33

V — wspétczynnik zmienno$ci variability coefficient

W naszych badaniach eksplantaty sktadaty si¢ z pakéw wierzchotkowych i
odcinkéw hipokotyli. W czasie indukcji zamieraty nieliczne eksplantaty (mniej
niz 0,5%), bylo to zwiazane z porazeniem grzybami. Na tym etapie badan nie
wystepowaly istotne réznice w zachowaniu si¢ odmian lucerny (tab. 1). W cza-
sie indukcji zachodzacej w ciemnos$ci eksplantaty stracity zielone zabarwienie.
Wierzchotki pedéw umieszczone na pozywkach zawierajacych auksyng wytwa-
rzaty w miejscach odcigcia od hipokotyla grudki bezbarwnego kalusa. Eksplan-
taty indukowane na pozywkach bez cytokininy rozwijaly pojedyncze pedy i
zaczelty wytwarza¢ korzenie. Na pozywkach zawierajacych ten hormon obok
pedu gléwnego zaczely rozwijaé sie¢ pedy boczne. Pedy rozwijajace si¢ na po-
zywkach bez auksyny byly cienisze i dluzsze od powstajacych w obecnosci tego
hormonu. Na pozywce bez hormonéw tworzyty si¢ nieliczne cienkie i dlugie
korzenie, na pozywce z NAA bez cytokininy rozwijato si¢ wigcej korzeni, ale
byty one krétsze i grubsze. Przy ocenie zaawansowania organogenezy po 2 tyg.
indukcji najwyzej punktowano genotypy wytwarzajace dluzsze pedy oraz z
wigksza liczba pedéw bocznych. U wszystkich odmian najwyzsza §rednig oceng
uzyskaty eksplantaty indukowane przy 2 mg 1" BAP i 0,2 mg 1" NAA. Obser-
wowano duza zmienno$¢ wewnatrzodmianowa (tab. 1). Wspdétczynniki zmien-
nos$ci byly zdecydowanie nizsze na pozywce z najnizszym poziomem obu hor-
mondéw (12,4-18,7%) niz na innych pozywkach (19,9-38,4%).



Tabela 2. Etap regeneracji pgdow
Table 2. Shoots regeneration stage

Pierwszy termin odcinania pgdéw Drugi termin odcinania pgdéw Liczba pedéw ogdtem
First time-limit of shoots separation Second time-limit of shoots separation Total number of shoots
. ‘Kometa’ ‘Tula’ ‘Radius’ ‘Kometa’ ‘Tula’ ‘Radius’
Pozywka
Nr Eksplantaty Eksplantaty Eksplantaty
Medium L1cz,ba Wartodé Llcz,ba Wartodé Llcz,ba Wartodé z pedami Llcz,ba z pedami L1cz,ba z pedami Llcz,ba ‘Kome-| . N .
No. pedow Value pedow Value pedow Value Explants pedéw Explants pedéw | Explants pedéw 0 Tula’ |‘Radius
Number o Number o Number of o developing | Number | developing | Number | developing | Number
of shoots of shoots shoots shoots of shoots shoots | of shoots shoots of shoots
% % %
1 1,33 2,87 1,08 3,02 1,00 2,96 0 0 0 0 0 0 1,33 1,08 1,00
2 1,81 3,25 1,86 2,96 1,11 2,95 0 0 0 0 0 0 1,81 1,86 1,11
3 1,39 3,16 1,14 3,08 1,41 3,25 75 0,07 15,0 1,15 10,0 0,10 1,46 | 1,30 1,50
4 2,95 3,06 3,02 2,93 2,94 3,03 90,0 1,30 87,5 1,36 92,5 1,32 425 | 438 4,26
5 3,16 321 3,27 2,66 3,12 3,21 80,0 1,26 75,0 1,18 87,5 1,23 442 | 445 4,35
6 2,83 3,35 2,71 3,21 2,97 3,31 80,0 1,48 80,0 1,65 87,3 1,30 431 | 438 4,27
7 2,46 3,03 2,50 2,85 2,69 3,00 92,5 1,47 85,0 1,48 72,5 1,46 393 | 398 4,15
8 3,01 3,08 3,09 3,20 2,72 3,26 87,5 1,32 90,0 1,30 85,0 1,54 433 | 439 4,26
9 2,67 3,00 2,70 3,16 3,06 3,23 90,0 1,25 85,3 1,16 85,0 1,08 392 | 3,86 4,14
10 2,38 3,01 2,29 2,93 2,47 3,03 72,5 1,08 72,3 1,21 67,5 1,02 346 | 3,50 3,49
11 2,42 2,81 2,16 2,63 2,44 2,73 67,5 1,21 57,5 1,03 62,5 1,11 3,63 | 3,19 3,55
12 242 2,92 2,24 2,77 241 2,86 65,0 1,00 60,0 0,98 57,5 0,85 342 | 322 3,26
Srednio | 4o | 306 | 234 | 295 2,36 3,07 - 0,95 - 1,04 - 092 | 336 | 330 | 328
Mean
NIRoos |52 ns 0,46 ns 0,44 ns - 0,67 - 0,72 - 059 | 046 | 051 | 042
LSD(L(IS

ns — réznica nieistotna non significant difference
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Z badan wykonywanych na Medicago sativa L. wynika, ze w tym gatunku
wystepuje duza zmiennos$¢ genetyczna pod wzgledem zdolnosci do wytwarzania
kalusa i organogenezy [Bingham i in. 1975; Wan i in. 1988; Kielly, Bowley
1992]. W uprawie dominuja populacyjne odmiany lucerny, zmienno$¢ we-
wnatrzodmianowa jest zwigzana z utrzymywaniem si¢ heterozygotycznos$ci ro-
$lin [Staszewski 1975]. Pak wierzchotkowy sktada si¢ z merystemu wierzchot-
kowego, dwu lub trzech zawiazkéw lisci (primordia) i kilku pakéw bocznych
umiejscowionych w katach lisci. Rozw6j jednego pedu na pozywkach bez cyto-
kininy lub przy przewadze auksyny jest wynikiem dominacji wierzchotkowe;.
Wierzchotek pedu wytwarza auksyny, ktére przemieszczaja si¢ w kierunku korze-
ni i hamujg rozwdj pedéw bocznych [Kopcewicz 2002]. Ten mechanizm mozna
zniwelowa¢ wprowadzajac do pozywki cytokining. Murashige [1974] zalecat sto-
sowanie wysokiego stezenia (30 mg I'") 2-izopentyloadeniny (2iP), przy matych
dawkach (0,001 mg ') kwasu 3-indolilooctowego (IAA). Obecnie w pracach
wykonywanych na réznych roslinach wykorzystuje si¢ oprécz 2iP inne cytokininy,
najczesciej BAP, ktéra ma silniejsze dziatanie [Rybczynski, Podyma 1993; Na-
wracala 1 in. 1997; Ozgen 1 in. 1997]. Organogeneza rozpoczyna si¢ na pozywce
indukcyjnej, a ulega przyspieszeniu po przeniesieniu eksplantatéw na nowa po-
zywke (regeneracyjna). Moze ona mie¢ ten sam sktad co pozywka uzywana wcze-
sniej [Skucinska, Miszke 1980; Cebrat i in. 1990b], ale uzywa si¢ tez pozywek o
zmienionej zawarto$ci hormonéw [Nawracata i in. 1997; Dolinski 2004].

W naszych badaniach pozywka regeneracyjna cechowala si¢ niskim pozio-
mem hormonéw przy duzej przewadze cytokininy nad auksyna (0,4 mg BAP i
0,04 mg NAA). Juz po paru dniach eksplantaty umieszczone na pétkach pokoju
hodowlanego zaczely nabiera¢ zielonego zabarwienia. Po tygodniu zaczety sig
pojawia¢ nowe liscie. Bezbarwne struktury kalusa, rozwinigte wczesniej u pod-
stawy pedéw przyjety zabarwienie jasnobrazowe. Pierwszy raz odcinano pedy
od eksplantatéw pierwotnych po 4 tygodniach regeneracji, gdyz wczesniej (po 3
tyg.) obserwowano na wielu pedach zétknigcie starszych lisci. Odcinano pedy
posiadajace co najmniej dwa dobrze wyksztalcone liscie.

O zjawisku zamierania starszych lisci pod koniec regeneracji pgdéw nie
wspominaja autorzy badan wykonanych na lucernie [Nemcova i in. 1987], soi
[Nawracata i in. 1997], tubinie [Rybczynski, Podyma 1993] i koniczynie [Cebrat
i in. 1990b; Dolinski 2004]. Podreczniki z biotechnologii podaja, ze po 3—4
tygodniach kultur in vitro obniza si¢ pH pozywki do 5,0, a nawet 4,5 i w tym
czasie nalezy przenie$¢ eksplantaty na $wieza pozywke w celu zachowania wa-
runkéw kultury [Bach 2001]. Obserwowane zjawisko mogto by¢ zwiazane z
silng reakcja badanych odmian lucerny na postgpujace zakwaszanie pozywki.
Staszewski [1975] i Wilczek [1999] podaja, ze Medicago sativa L. do dobrego
rozwoju wymaga gleb o pH zblizonym do 6,0.
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Tabela 3. Etap ukorzeniania pgdéw
Table 3. Shoots rooting stage

Pozyw- | % ukorzenionych pedéw Pedy z korzepiami —ocena | Pedy bez kprzeni — ocena
ka Nr % of shoots with roofs Shoots. w1tb rogts - Shoots v'vnho'ut r:)ots -
. estimation estimation
Medium -
No. K;)ar’ne— ‘Tula |‘Radius’ K;I}le_ ‘Tula’ | ‘Radius’ | ‘Kometa’ | ‘Tula’ | ‘Radius’

1 28,3 25,6 25,0 2,63 2,86 2,55 1,00 1,71 1,00
2 31,9 33,8 29,5 3,23 3,00 3,08 1,91 1,92 1,00
3 55,2 56,9 61,7 2,78 2,93 3,05 1,00 2,16 1,76
4 58,8 65,2 57,6 3,08 2,78 2,75 1,00 1,00 1,00
5 62,7 674 71,3 3,33 3,70 3,58 2,08 1,76 1,71
6 52,3 55,4 50,9 2,72 2,63 2,86 1,00 1,00 1,00
7 66,8 67,9 68,7 3,05 2,93 2,96 1,00 1,00 1,71
8 51,4 48,3 55,3 2,83 2,72 3,05 1,00 1,00 1,00
9 49,6 51,3 51,8 2,78 3,11 3,16 1,00 1,00 1,00
10 52,5 45,0 47,6 3,33 3,33 3,23 1,00 1,71 1,00
11 60,0 63,3 65,5 3,66 3,80 3,83 1,00 1,00 1,00
12 46,0 434 49,1 3,70 3,58 3,33 1,00 1,00 1,00

Srednio| 513 1 519 | 528 | 310 | 311 | 311 116 | 135 | 118

Mean
NIR 05 - - - 0,43 0,50 0,47 ns ns ns
LSDy 5 - 0,47 ns

ns — réznica nieistotna non significant difference

Srednia liczba regenerowanych pedéw zalezala gtéwnie od sktadu weze$niej
stosowanych pozywek indukcyjnych, nie stwierdzili$my istotnych réznic mig-
dzy odmianami (tab. 2). Eksplantaty indukowane na pozywkach kontrolnych
wytwarzaty istotnie mniej pedéw niz przy obecno$ci obu hormonéw w réznych
proporcjach. Nie stwierdzono istotnych réznic w rozwoju pedéw odcinanych z
eksplantatéw indukowanych na réznych pozywkach (tab. 2). W czasie drugiego
cyklu regeneracji eksplantaty indukowane na pozywkach bez hormonéw i za-
wierajacych tylko cytokining nie wytworzyly nowych pedéw. Tylko niektére
eksplantaty indukowane na pozywce z NAA bez BAP wytwarzaty pojedyncze
pedy (7,5-15,0%). Procentowy udziat eksplantatéw z pedami byt na pozostatych
pozywkach wigkszy (57,5— 92,5%). Udziat eksplantatéw z nowymi pgdami byt
mniejszy na pozywkach z najwyzszym poziomem cytokininy niz przy nizszych
stezeniach BAP (tab. 2). Srednia liczba pedéw zregenerowanych w czasie o§miu
tygodni byta istotnie mniejsza w grupach eksplantatéw indukowanych na po-
zywkach kontrolnych niz na zawierajacych oba hormony. Najwigcej pedow
(4,25-4,45) wytwarzaly eksplantaty indukowane przy najnizszym poziomie
cytokininy oraz na pozywce z 4 mg BAP i 0,04 mg NAA (4,26-4,39). Na
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wszystkich pozywkach z BAP i NAA obserwowano duza zmienno$¢ wewnatrz-
odmianowa, obok eksplantatow z pojedynczymi pgdami wystepowaly genotypy
wytwarzajace nawet 8—11 peddw.

Przedstawione wyniki byly zblizone do otrzymanych przez innych autoréw,
ktérzy wykorzystywali wierzchotki pgdéw do mikrorozmnazania réznych roslin
z rodziny Papilionaceae. Nemcova i in. [1987] stwierdzili duze réznice w zdol-
nos$ci klondw lucerny siewnej do regeneracji pedéw z pakow wierzchotkowych.
Na pozywce Bsz 2 mg BAP i 0,1 mg NAA jeden genotyp wytwarzal w czasie
szesciu tygodni 20 pedéw z eksplantatu, a drugi nie wykazywat zdolnosci do
mikrorozmnazania. W badaniach wykonanych przez Ozgen i in. [1997] dwie
odmiany Medicago sativa L. regenerowaly najwigcej pedéw po indukcji na
pozywce zawierajacej 2 mg I' BAP i 0,2 mg 1" NAA. Przy indukcji na pozyw-
kach z mniejsza i wigksza zawarto$cia cytokininy liczba pedéw malata. W ba-
daniach wykonanych na soi [Nawracata i in. 1997] liczba pedéw otrzymanych w
trzech cyklach regeneracji (3 x 4 tyg.) zalezata od odmiany i sktadu pozywki
indukcyjnej. Najwyzsza Srednia efektywno$¢ regeneracji (3,4) wykazaly osie
zarodkowe niedojrzatych nasion, indukowane na pozywce z 3 mg 1" BAP i 0,4
mg "' NAA. Esparceta siewna na pozywce Bs zawierajacej BAP (0,05 mg 1™)
wytwarzata w czasie szesciu tyg. ze $redniego paka wierzchotkowego 6,6 pe-
déw, a bez cytokininy tylko 0,53 [Tomes 1979]. W pracach zmierzajacych do
otrzymania roslin wolnych od wiruséw wykorzystywane sa mniejsze eksplantaty
(0,2-0,4 mm) i pozywki z mata zawarto$cig cytokininy, na ktérych rozwijaja sig
pojedyncze pedy [Phillips, Collins 1979].

Ukorzenianie jest etapem mikrorozmnazania, w ktérym pedy odcigte od eks-
plantatéw wytwarzajq korzenie i w ten sposéb przeksztatcaja sig w rosliny. Do
ukorzeniania pgdéw roslin motylkowych najczgsciej uzywa si¢ pozywek pod-
stawowych (MS i Bs) bez regulatoréw wzrostu, o normalnej zawarto$ci makro- i
mikroelementéw albo poétstezonych [Bingham i in. 1975; Rybczynski, Podyma
1993; Nawracata i in. 1997; Tomes 1979; Dolinski 2004]. W literaturze mozna tez
znalez¢ prace, w ktérych uzywano pozywek wzbogaconych auksynami [Phillips,
Collins 1979; Nemcova i in. 1987; Broda, Torz 1997; Ozgen i in. 1997].

W naszych badaniach pedy byly ukorzeniane na pét stgzonej pozywce MS
bez hormonéw. Pierwsze korzenie pojawity si¢ po siedmiu dniach kultury.
Sredni procent ukorzenionych pedéw wyliczony dla calego do$wiadczenia wy-
nosit 52,0 (tab. 3). Wolniej ukorzenialy si¢ pedy odcinane od eksplantatéw in-
dukowanych na pozywce bez hormonéw oraz zawierajacej cytokining bez auk-
syny (25,0-33,8%). Szybciej tworzyly korzenie pedy z eksplantatéw indukowa-
nych na pozywkach z auksyna (43,4-68,7%). Na koniec tego etapu badan pedy z
korzeniami byty lepiej rozwinigte od nieukorzenionych (byty grubsze i dtuzsze,
miaty wigcej lici). Sredni stopien zaawansowania rozwoju pedéw ukorzenio-
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nych oceniono na 3,11 a pedéw bez korzeni na 1,23. Mtode roéliny trzech od-
mian lucerny tatwo przechodzity proces hartowania, dobrze znosity stopniowe
obnizanie wilgotnosci powietrza i zmiany temperatury i nie zamieraly po wysa-
dzeniu do nieodkazonej gleby.

W licznych badaniach wykonanych na lucernie i innych roslinach motylko-
watych wystgpowaly duze réznice w zdolnosci do ryzogenezy. W badaniach
wczesniejszych rézne genotypy lucerny siewnej réznity si¢ zdolno$cia tworze-
nia korzeni przez sadzonki zielne umieszczane w wilgotnej glebie lub piasku
[Melton 1969; Hill, Jr 1976]. Oelck i Schieder [1983] wykazali, ze u tej rosliny
zdolno$¢ do wytwarzania korzeni jest skorelowana ze zdolno$cia do somatycz-
nej embriogenezy. Intensywna selekcja w kierunku dobrego ukorzeniania pedéw
w warunkach in vitro prowadzita do otrzymania klondw lucerny o podwyzszo-
nej zdolno$ci wytwarzania kalusa i somatycznej embriogenezy. Duzg zdolno$¢
do ryzogenezy obserwowano w badaniach wykonanych na koniczynie. W bada-
niach Phillips i Collins [1979] na p6tstezonej pozywce L2 zawierajacej 0,2 mg I
"TAA w ciagu czterech tygodni ukorzenito si¢ 90% pedéw Trifolium pratense L.
Dobrze ukorzeniaty si¢ rowniez pedy tej rosliny (91%) na pozbawionej regula-
toréw wzrostu pozywce Bs [Dolinski 2004]. W badaniach na Trifolium repens L.
intensywna ryzogeneza zachodzaca w kulturach kalusa utrudniata identyfikacje
genotypow zdolnych do mikrorozmnazania na drodze somatycznej embriogene-
zy lub organogenezy [Gresshoff 1980]. W badaniach na Lotus corniculatus L.
[Tomes 1979] na pozywce Bs bez hormondéw w ciagu czterech tygodni wytwo-
rzylo korzenie 58% pedéw. Rybczynski i Podyma [1993] wykazali w badaniach
wykonanych na pigciu gatunkach tubinu, ze duzy wplyw na proces ryzogenezy
moze mie¢ czynnik zestalajacy pozywke. Badane gatunki réznity si¢ zdolno$cia
do ukorzeniania pedéw, u wigkszosci z nich najwigcej pedéw wytworzyto ko-
rzenie na pozywce Bs zestalonej Gelrite (86,6-100%), a najmniej na tej samej
pozywce zestalonej agarem (0-26,6%).

WNIOSKI

1. Badane odmiany lucerny mieszancowej wykazaty si¢ duza zdolno$cia do
regeneracji roslin z wierzchotkow pedow.

2. Najwigcej pedéw otrzymano po indukcji eksplantatéw na pozywkach za-
wierajacych 2 mg 1" BAP, przy réznych stezeniach NAA. Dobre efekty dawata
tez pozywka indukcyjna z 4 mg I BAPi 0,4 mg 1" NAA.

3. Nie stwierdzono istotnych réznic w zachowaniu odmian lucerny na kolej-
nych etapach mikrorozmnazania. Obserwowano natomiast duza zmiennos$¢ we-
wnatrzodmianowa. Réznice genetyczne dotyczyly zdolnosci do indukcji orga-
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nogenezy (otrzymywano od 1 do 11 pedéw z eksplantatu) i szybkosci wytwa-
rzania korzeni na pozywce ukorzeniajacej (52 % genotypéw wytwarzato korze-
nie w czasie czterech tygodni).

4. Mikrorozmnazanie wykorzystujace wierzchotki pedéw moze by¢é w ho-
dowli lucerny wykorzystywane do szybkiego namnazania warto§ciowych mate-
riatéw (np. nieliczne nasiona — genotypy otrzymane przy krzyzowaniach odda-
lonych i chowie wsobnym, komponenty odmian heterozyjnych i syntetycznych).
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