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OPRACOWANIE I CHARAKTERYSTYKA PROCEDURY
ROZMNAZANIA IN VITRO LNU ZWYCZAJNEGO
(LINUM USITATISSIMUM 1..)

Mariola Dreger!

Abstrakt: Len (Linum usitatissimum L.) jest gatunkiem o duzym potencjale przemystowym,
farmaceutycznym i zywieniowym. Zastosowanie kultur in vitro przyczynia si¢ do postepu
w hodowli nowych i ulepszaniu istniejagcych odmian. Badania kultur in vitro Inu trwajg od
dawna, jednak literatura dotyczaca wydajnosci procesu organogenezy jest wcigz mato pozna-
na. Celem badania byto opracowanie wydajnej metody regeneracji pedéw z hypokotylu dla
odmiany oleistej Bukoz. Wyniki badania potwierdzity, kluczowy wplyw rodzaju zastosowanej
cytokininy na odpowiedz eksplantatéw oraz na liczbe wytwarzanych pedéw przybyszowych.
W dwustopniowej procedurze namnazania pedéw uzyskano ponad czterokrotne zwiekszenie
$redniej liczby pedéw w przeliczeniu na eksplantat. Najwyzszy $redni wspotczynnik mnoze-
nia (WM) wynosit 10,8+7,10. Metoda ta moze znalez¢ zastosowanie w pracach hodowlanych,
badaniach z zakresu edycji genomu czy zachowania zasobéw genetycznych. Nowe bardziej
wydajne metody namnazania Inu mogg przyczynic si¢ do postepu hodowlanego i rozwigza-
nia probleméw jakie stoja przed rolnictwem i gospodarka Zywnoéciows.

Stowa kluczowe: len, mikropropagacja, kultury in vitro, indukcja pedéw, mikroorgani-
zmy, rolnictwo zréwnowazone

JEL: Q1

DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION OF THE IN VITRO
PROPAGATION PROCEDURE OF FLAX (LINUM USITATISSIMUM L.)
Mariola Dreger!

Abstract: Flax (Linum usitatissimum L.) is a species with industrial, pharmaceutical, and

nutritional potential. Research on flax in in vitro cultures contributes to progress in impro-
ving and creating new varieties. Despite the fact that flax in vitro culture has been studied for
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many years, literature defining the efficiency of organogenesis is scarce. This study aimed to
develop method for an efficient shoot organogenesis using hypocotyls of oilseed cultivar ‘Bu-
koz’ The results of this study demonstrated the crucial role of cytokinin’s type on adventitious
shoots regeneration. In the two-stage procedure, the number of shoots per explant increased
by more than four times. The highest average multiplication rate (MR) was 10.8+7.10. This
method can be used for applied breeding, genome editing studies, and germplasm conserva-
tion. New, more efficient methods of clonal propagation of flax may contribute to breeding
progress and which could address the challenges currently facing modern agriculture and
the food economy.

Keywords: flax, micropropagation, in vitro cultures, shoot induction opreparations,
microorganisms, sustainable agriculture

JEL Classification: Q1

1. Wstep i cel badan

Len (Linum usitatissimum L., rodzina Linaceae) wystepuje w dwoch formach:
widknistej i oleistej. Len nie jest gatunkiem wymagajacym i dobrze plonuje na
glebach srednich w klimacie umiarkowanym (Truszkowska i Waszkowiak, 2023).
Wedlug danych za rok 2023 uprawy Inu w Polsce zajmowaly powierzchni¢ 3095
ha i zlokalizowane byly gléwnie w wojewddztwie lubuskim i warminsko-mazur-
skim (LenKonopieWelna). Z ankiety przeprowadzonej przez Instytut Widkien
Naturalnych i Roslin Zielarskich — Panstwowy Instytut Badawczy (IWNiRZ-PiB)
$redni areal upraw Inu w Polsce 2024 roku wynosil od 1 do 5 ha (LenKonopie-
Welna).

Len wykorzystuje sie na rézne sposoby w wielu galeziach przemystu, mie-
dzy innymi jako surowiec przedzalniczy i powrozniczy, do wyrobu kompozytow
w przemysle motoryzacyjnym, meblarskim i budownictwie (Zwierz, 2021). Na-
siona wykorzystywane sg do produkecji wartosciowego oleju Ilnianego bogatego
w kwas a-linolenowy (51-64%) i kwas linolowy (Zwierz, 2021; Shahada i in.,
2024). Proporcje kwaséow w-3 do w-6 w oleju Inianym wynosza okoto 3,8:1 i s
wyjatkowo korzystne dla zdrowia czlowieka i zwierzat (Dzieciol i Przystawski,
2013). Olej Iniany wykorzystywany jest w przemysle spozywczym, farmaceutycz-
nym, jako dodatek do pasz dla zwierzat oraz w przemysle chemicznym do pro-
dukgji lakieréw i linoleum (Shahada i in., 2024). Natomiast pazdzierze wykorzy-
stuje si¢ do produkeji ptyt meblowych i budowlanych lub jako podioze do uprawy
warzyw i grzybow (Zwierz, 2021).

Zainteresowanie uprawg Inu zwyczajnego wzrasta ze wzgledu na jego walory
uzytkowe i wielokierunkowe wykorzystanie. Rosngce zapotrzebowanie na wy-
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sokiej jakosci wtokno i olej Iniany generuje potrzebe tworzenia nowych odmian
i form uzytkowych Inu dopasowanych do konkretnych zastosowan. Obecnie
w Krajowym Rejestrze Odmian figuruja odmiany Inu oleistego: Bukoz, Jantarol,
Silesia i Szafir. Natomiast odmiany wldkniste reprezentuja: Hera, Mordan, Nike,
Sara i Selena (COBORU, 2025). Nowe ulepszone formy Inu uzyskuje si¢ zaréwno
metodami konwencjonalnymi, poprzez selekcje, jaki i z wykorzystaniem metod
biotechnologicznych, w tym technik edycji genéw CRISPR/Cas9 (Li i in., 2025;
Wang i in., 2025a). Dotychczas konwencjonalna hodowla Inu koncentrowata si¢
na uzyskaniu wysokich plonéw, zwiekszeniu jakosci oleju, poprawie odpornosci
na wyleganie i choroby oraz dostosowaniu fenologii upraw do regionalnych ogra-
niczen klimatycznych. Nowe techniki genomowe (NGT) otwieraja zupelnie nowe
mozliwosci precyzyjnej edycji genomu roslin ulatwiajac w ten sposéb wprowa-
dzanie nowych ulepszonych cech. Zdecydowana wigkszo$¢ metod modyfikacji
genomu wymaga opracowania wydajnej metody regeneracji w kulturach in vi-
tro. Dzigki opracowanym protokolom regeneracji mozliwe jest otrzymanie roslin
o ulepszonych cechach i namnozenie ich w kontrolowanych warunkach. Poczatki
kultur in vitro Inu siggaja lat 70-tych (Rybczynski, 1975; Gamborg i Shyluk, 1976).
Wtedy to opracowano pierwsze protokoly mikrorozmnazania (mikropropagacji).

Mikrorozmnazanie to inaczej rozmnazanie klonalne na sztucznych podlozach
i w §ciste kontrolowanych warunkach laboratoryjnych. Mikropropagacja jest jednym
z najwazniejszych praktycznych zastosowan kultur in vitro w rolnictwie i ogrodnic-
twie. Techniki mikropropagacji wykorzystuje si¢ do produkeji roslin ozdobnych na
masowg skale (np. gerber, begonii, storczykéw i wielu innych) oraz w ogrodnictwie
m.in. do produkgji sadzonek boréwki amerykanskiej oraz innych owocéw i warzyw.
Poza wysokim wspolczynnikiem namnazania (czyli proporcja liczby uzyskanych
roélin do wyjsciowej liczby roslin uzytych do rozmnazania) wazng zaleta mikroro-
zmnazania jest wyréwnanie genotypowe i fenotypowe produkowanych roélin, co
oznacza, ze otrzymane sadzonki s3 wiernymi kopiami roslin macierzystych. Ponad-
to, techniki mikropropagacji s szeroko wykorzystywane w hodowli roslin do otrzy-
mywania nowych, ulepszonych odmian, co skraca caty proces o co najmniej kilka lat.

Dotychczas opracowano kilka protokoléw regeneracji lnu, w tym z: hypokotyli
(Burbulius i in., 2009; Oguz, 2025; Smykalova i in., 2025), liScieni (Belonogova
i Raldugina, 2006; Lipinski i in., 2025), lisci, niedojrzatych zarodkéw, pylnikéw
Inu (Mischenko i in., 2023) oraz protoplastow (David i in., 1994). Pomimo, ze
kultury Inu in vitro sa badane od wielu lat, zagadnienie wydajnosci regeneracji
pedow jest wcigz malo poznane. Wplyw genotypu na odpowiedz eksplantatow
i podjecie regeneracji przeklada si¢ bezposrednio na wydajnosci mikropropaga-
cji. Dlatego protokoly in vitro wymagaja dopasowania i optymalizacji dla danej
odmiany/genotypu Inu.
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Celem niniejszego badania bylo opracowanie wydajnej metody regeneracji
z hypokotyli dla odmiany Bukoz. Odmiana Bukoz nalezy do polskich odmian Inu
oleistego, ktora zostala wyhodowana i zarejestrowana w 2009 roku przez Instytut
Wiékien Naturalnych i Roélin Zielarskich (IWNiRZ) w Poznaniu. Charakteryzuje
ja wysoki plon nasion (Heller i Wielgusz, 2011) oraz udzial kwasu a-linolenowego
(Truszczynska i in., 2023). Zawartos¢ kwaséw ttuszczowych w oleju tej odmiany
wynosi: kwas oleinowy — 15,5%, kwas linolowy - 16,6% i kwas a-linolenowy -
58,5% (Zwierz, 2021).
Dotychczas opracowane protokoly in vitro dla Inu, nie uwzgledniaty zastosowania
dwuetapowej procedury namnazania. W niniejszej pracy przyjeto hipoteze ba-
dawczg o mozliwosci zwigkszenia wydajnosci w tym, liczby generowanych pedow
w przeliczeniu na eksplantat poprzez zastosowanie procedury dwustopniowe;j.
Opracowanie bardziej wydajnego protokotu moze przyczynic¢ si¢ do przyspiesze-
nia dalszych prace hodowlanych nad ulepszeniem tej i innych odmian Inu. Po-
nadto celem opracowania bylo podniesienie swiadomosci i popularyzacja zasto-
sowan metod biotechnologicznych stosowanych w hodowli i badaniach na rzecz
zachowania zasobow genowych Inu zwyczajnego.

2. Material i metody

Do inicjacji kultur wykorzystano sterylne siewki otrzymane z nasion Inu zwy-
czajnego (‘Bukoz’) pochodzace z Banku Genéw IWNiRZ-PIB (Plewiska, k. Po-
znania). Nasiona sterylizowano powierzchniowo za pomocg 70% etanolu oraz
komercyjnego roztworu wybielacza ACE" w proporcji (1:1) z dodatkiem Tweenu
20 (Sigma Aldrich) przez 10 min. Po czym nasiona wykladano na szalki zawie-
rajace pozywke % MS (wg Murashige i Skooga, 1962), a nastepnie inkubowano
w temperaturze 25°C, na $wietle (80-100 umol m? s-1) w warunkach fotoperiodu
16/8 h. Po 7 dniach okreslono odsetek nasion sterylnych i zakazonych oraz zain-
fekowanych (tabela 1).

Z sterylnych siewek w wieku 7 dni pobierano hypokotyle, ktére cieto na eks-
plantaty o wielkosci + 0,5 cm. Eksplantaty wykladano na szalki (po 5 na szalke)
zawierajace pozywke indukcyjng (MS) suplementowang: BAP (0.1 mg/1), mT (1,0
mg/1), 2iP (1,0 mg/1) oraz TDZ (0,5 mg/1). Ponadto zastosowano kombinacje cy-
tokininy i auksyny tj.: BAP (0,1 mg/l) z NAA (0,05 mg/l), BAP (0,1 mg/l) z IBA
(0,1 mg/l) oraz TDZ (0,25 mg/l) z kinetyna (0,5 mg/l). Eksplantaty inkubowano
w pokoju hodowlanym w warunkach jak podano wyzej. Pozywka kontrolna nie
zawiera fitohormonow. Obserwacje indukcji pedéw i odpowiedzi eksplantatow
wykonano po trzech tygodniach. Pod uwage brano nastgpujace parametry: odse-
tek eksplantatow generujacych pedy badz paki, liczbe tworzonych pedéw/pakow
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na eksplantat oraz odsetek eksplantatow formujacych kalus (tabela 2). Doswiad-
czenie wykonano w trzech powtorzeniach dla préby 10-12 eksplantatéw dla kaz-
dego wariantu pozywki indukcyjne;.

Po trzech tygodniach proliferujace eksplantaty z dwoch wariantéw pozywek
indukcyjnych: 1) MS z BAP (0,1 mg/1) i NAA (0,05 mg/l) oraz 2) MS z mT (1,0
mg/l) przelozono ponownie na t¢ samg pozywke. Natomiast eksplantaty z po-
zywki MS z BAP (0,1 mg/1) i IBA (0,1 mg/l) przetozono na pozywke multiplika-
cyjna zawierajaca wyzsze stezenie BAP (0,5 mg/l) przy tym samym stezeniu IBA
(0,1 mg/1). Obserwacje przeprowadzono po czterech tygodniach uwzgledniajac te
same parametry jak wyzej. Do$wiadczenie wykonano w trzech powtoérzeniach dla
proby 10 eksplantatow dla kazdego wariantu pozywki.

Po 4 tygodniach izolowano pedy o wysokosci > 1 cm i wyktadano na pozywke
ukorzeniajaca %2 MS zawierajaca IBA (0,5 mg/1). Po kolejnych 4 tygodniach liczo-
no odsetek ukorzenionych pedéw. Doswiadczenie wykonano w dwdch powtorze-
niach dla préby 16 pedow.

Wszystkie odczynniki zostaty zakupione w Merck KGaA za wyjatkiem sacha-
rozy (POCH, Poland) i agaru (BactoAgar, Becton Dickinson). Pozywki sporza-
dzono na bazie gotowych roztworéw (Sigma Aldrich, Merck) z dodatkiem sa-
charozy (3%) i agaru (8,5 g/l). pH pozywek wynosito 5,7, podloza sterylizowano
w autoklawie w temp. 121°C, pod cisnieniem 105 kPa przez 20 min.

Zebrane dane analizowano przy uzyciu oprogramowania STATISTICA 12
(StatSoft Inc. 2013). Przeprowadzono jednokierunkows analize wariancji (ANO-
VA) i test Duncana (p < 0,05), aby zidentyfikowa¢ statystycznie istotne réznice
miedzy wariantami pozywek i ich wspdlczynnikiem namnazania (liczba genero-
wanych pedéw w przeliczeniu na eksplantat). Test najmniejszej istotnej réznicy
Fishera (p < 0,05) zastosowano w celu poréwnania wartosci procentowych tj. eks-
plantatow tworzacych pedy oraz formujacych kalus.

3. Wyniki

Wyniki sterylizacji nasion Inu po 7 dniach przedstawia tabela 1. Nasiona kiet-
kowaly od 3-7 dni. Odsetek nasion czystych i kietkujacych zalezny byt od czasu
sterylizacji.
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Tabela 1
Wyniki sterylizacji nasion Inu po 7 dniach
Cazas sterylizacji Liczba Odsetek nasion (%)
(min. nasion czystych zainfekowanych kietkujgcych
10 85 84,7 15,3 67,1
15 85 97,6 24 48,2

Zré6dto: Opracowanie wiasne.

Z sterylnych siewek pozyskiwano hypokotyle, ktére wyktadano na pozywki in-
dukcyjne. Hypokotyle generowaly zaréwno paki jaki i pedy przybyszowe na drodze
organogenezy posredniej. Wplyw zastosowanych regulatoréw wzrostu na indukcje
peddéw oraz formowanie kalusa dla pierwszej subkultury przedstawia tabela 2.

Tabela 2

Wplyw regulatoréw wzrostu (BAP, IBA, NAA, 2iP, mT, TDZ i kinetyny)
na indukcje pedow z hypokotyli po trzech tygodniach inkubacji
(pierwsza subkultura 1x)

Odsetek
oo | U | Sy | Sl | i
(mg/l) eksplantatow pe d( !/i ’)) aki eksplantat ekspl(i/l:)tatow
1 | MS-kontrola 30 10¢ 0,17+0,53¢ 60,0
2 | MS+BAP(0,1) +IBA(0,1) 36 83,32 2,81+1,55P 97,2
3 om0+ NAA 30 63,32 1,90+1,56* 100,0
4 | MS+2iP (1,0) 30 66,72b 1,47+1,46"8 100,0
5 | MS+mT(1,0) 30 70,02 1,63+1,54"8 93,3
6 | MS+TDZ(0,5) 30 46,7° 0,93+1,178 100,0
7 | MS+TDZ (0,5) + Kt (0,5) 30 83,32 2,03+1,307 100,0

abc Wartosci srednie w kolumnie oznaczonej ta sama literg nie réznia sie istotnie przy p = 0,05 (test Fishe-
r'a). ABCD Wartosci srednie w kolumnie oznaczonej ta sama literg nie réznia sig istotnie przy p = 0,05 (test
Duncana). Objasnienia: MS - pozywka wg Murashige i Skooga (1962); BAP - 6-beznzyloaminopuryna; IBA
- kwas indolilo-3-mastowy; NAA - kwas naftylo-1-octowy; 2iP — izopentenyloadenina; mT — meta-topolina;
TDZ - thidiazuron; Kt - kinetyna

Zré6dto: Opracowanie wiasne.
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Stwierdzono istotny wplyw rodzaju cytokininy na odpowiedz eksplantatéw
oraz na liczbe wytwarzanych pakéw i pedéw przybyszowych. Na pozywce kon-
trolnej zaobserwowano jedynie sporadycznie powstajace paki i pedy. Najlepsza
odpowiedz eksplantatéw zanotowano dla dwoch wariantéw pozywki indukcyj-
nej (wariant 2 i 7), gdzie ponad 83% hypokotyli indukowato pedy (rysunek 1).
Dla tych samych wariantéw pozywek (2 i 7) zanotowano najwyzszy wspolczyn-
nik mnozenia (WM), czyli $rednig liczbe generowanych pedéw w przeliczeniu na
eksplantat, przy czym WM dla wariantu 2 byt wyzszy (2,81£1,55) i znamienny
statystycznie.

Rysunek 1

Formowanie si¢ pedow przybyszowych Inu na drodze organogenezy
posredniej na pozywce MS z BAP (0,1 mg/1) i IBA (0,1 mg/1)

Obiektyw: E20:X20/

Zrédto: Zdjecie spod mikroskopu Keyence (obiektyw 20x20). Fot. M. Dreger.

Stosunkowo wysoki odsetek eksplantatéw (70%) formujacych pedy zanoto-
wano na pozywce z meta-topoling (wariant 5). Natomiast najstabszg odpowiedz
zanotowano na pozywce z TDZ. Odsetek kalusujacych eksplantatow byt wysoki
i wynosit od 60% (kontrola) do 93%-100% na pozywkach indukcyjnych. Kalus
mial strukture zbitg, w kolorze intensywnie zielonym z licznymi pakami przyby-
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szowymi. Na podstawie wynikow uzyskanych dla pierwszej subkultury lnu, wyty-
powano trzy warianty pozywek (2, 3 i 7) do dalszego namnazania celem zwieksze-
nia liczby generowanych pedéw. Wyniki przedstawia tabela 3.
Tabela 3
Wplyw rodzaju pozywki indukcyjnej i multiplikacyjnej na wydajnos¢
tworzenia pedow i pakow przybyszowych Inu

. Odsetek
indslgczm:aux) Liczba eksplantatéw | Srednia liczba kal(l)l(sjz;:i;ch
i multiplikacyjna (2x) eksplantatow L st i eksplantatow
pedy/paki eksplantat 5
() i )
1x MS + BAP (1,0) + NAA (0,05) b A
1 2x MS + BAP (1.0) + NAA (0,05) 30 80,0 5,60+4,64 100,0
2 | e 30 70,02 6,77+6,14" | 100,0
1x MS + BAP (0,1) + IBA (0,1) . .
3 e s e om s oo 30 933 10,80+7,10 1000

1x - pierwsza subkultura; 2x- druga subkultura. ab Wartosci srednie w kolumnie oznaczonej ta sama litera
nie réznig sie istotnie przy p = 0,05 (test Fisher'a). AB Wartosci srednie w kolumnie oznaczonej ta sama literg
nie réznia sie istotnie przy p = 0,05 (test Duncana). Objasnienia: MS — pozywka wg Murashige i Skooga
(1962); BAP - 6-beznzyloaminopuryna; IBA - kwas indolilo-3-mastowy; NAA - kwas naftylo-1-octowy; mT
- meta-topolina.

Zré6dto: Opracowanie wiasne.

Najlepszy wynik pod wzgledem liczby indukowanych pedéw w przeliczeniu
na eksplantat (10,8+7,1) otrzymano na pozywce z BAP i IBA, przy czym steze-
nie cytokiny w pozywce multiplikacyjnej bylo wyzsze i wynosilo 0,5 mg/l. Nalezy
podkresli¢, ze w przypadku pozostatych wariantéw pozywek (1 i 2, tabela 3) od-
notowano takze znaczny wzrost sredniej liczby generowanych pedéw do poziomu
5,6 — 6,7 w przeliczeniu na eksplantat.

Wyizolowane pedy ukorzenialy si¢ tatwo na pozywce z IBA w ciggu 2-3 tygo-
dni, co pozwolito osiagna¢ wysoki odsetek (91%) zregenerowanych roélin (rysu-
nek 2). Caty cykl namnazania trwal 10 tygodni, w tym 7 tygodni trwata procedura
indukcji i namnazania pedéw, a 3 tygodnie — ukorzenianie.
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Rysunek 2
Zregenerowane i ukorzenione pedy Inu

g T SR e a1 Oc
W e RN WeW RN W W W e

5]

rd 3 4

1

0

Zrédto: Fot. M. Dreger.

4. Dyskusja

Wybdr eksplantatu i odpowiedni dobér regulatoréw wzrostu jest kluczowym
czynnikiem wplywajacym na sukces procesu mikropropagacji. W przypadku Inu
najczesciej wybieranymi eksplantatami sa hypokotyle, ze wzgledu na duzg zdol-
nos¢ regeneracji oraz tatwos¢ pozyskania materiatu. Jedng z najbardziej skutecz-
nych cytokinin w stymulacji organogenezy pedéw przybyszowych Inu jest 6-ben-
zyloaminopuryna (BAP) stosowana samodzielnie (Janowicz i in., 2012) badz
w polaczeniu z auksyng (Yildiz i in., 2010; Burbulis i in., 2012; Mishchenko i in.,
2023). Ostatnio Smykalova i in. (2025) z sukcesem zastosowali syntetyczne po-



70 Mariola Dreger

chodne BAP (BAP9THP, INCYDE) bedace modulatorami aktywnosci cytokinin.
Obie pochodne w polaczeniu z BAP zwiekszaty liczbe generowanych pedéw i pa-
kéw w przeliczeniu na hypokotyl, ale efekt byl silnie zalezny od formy (wldknistej
/oleistej) i odmiany (genotypu) Inu.

W badaniu wlasnym, najlepsze wyniki pod wzgledem indukeji pedéw i wspol-
czynnika mnozenia (WM) uzyskano dla wariantu pozywki zawierajacej BAP
i IBA (tabela 2), co jest zgodne z przytoczonymi wyzej raportami. Bardzo wysoki
WM (19,7 pedéw na eksplantat) zanotowano dla odmiany oleistej ‘Szafir’ w ba-
daniu Burbulis i in. (2009), gdzie zastosowano kombinacje BAP (1,0 mg/1) i NAA
(0,05 mg/1). W niniejszym badaniu ta sama kombinacja fitohormonéw byta zde-
cydowanie mniej skuteczna i stymulowata hypokotyle do regeneracji srednio za-
ledwie 1,9 pedéw na eksplantat. Nalezy podkresli¢, ze odpowiedz eksplantatow
i wydajnos¢ organogenezy zalezna jest od genotypu, co udowodniono w badaniu
Burbulis i in. (2009) oraz kilku innych pracach (Blinstrubiene i in., 2004; Burbulis
iin., 2012; Mishchenko i in., 2023; Oguz, 2025; Smykalova i in., 2025). Ostatnie
badania dotyczace organogenezy posredniej z liscieni wykazaly, ze jednym z czyn-
nikéw potencjalnie wptywajacych na wydajnos¢ organogenezy Inu jest takze sktad
kwasow tluszczowych oraz stosunek kwasu linolowego do a-linolenowego w ma-
teriale inicjalnym (nasionach). Stosunek w zakresie od 1,36 do 1,68 w materiale
uzytym do inicjacji kultur tkankowych skutkowal najwyzsza wydajnoscig regene-
racji pedow i liczbg uzyskanych pedéw z kalusa (Lipinski i in., 2025). Kolejnym
czynnikiem wplywajacym na wydajnos¢ regeneracji pedow przybyszowych jest
wiek eksplantatéw, co potwierdzono w pracy Belonogowej i Ralduginy (2006).

W badaniu wlasnym, wysoki odsetek reagujacych eksplantatow (83%), zano-
towano réwniez na pozywce suplementowanej TDZ i kinetyna, cho¢ wspélczyn-
nik mnozenia byt nieco nizszy niz dla wariantu pozywki z BAP i IBA (2,8 vs 2,0).
Skuteczno$¢ TDZ i kinetyny potwierdzaja niniejsze badania oraz praca Khana
i in. (2020). Autorzy uzyskali wydajna regeneracje pedéw (87%, WM = 6,3) na
pozywce suplementowanej TDZ i kinetyng w réwnym stezeniu (0,5 mg/l). Po-
niewaz autorzy nie poréwnywali innych regulatoréw, trudno stwierdzi¢ czy dana
kombinacja fitohormonéw byla optymalna. Tidiazuron jest regulatorem o aktyw-
nosci cytokinin i istnieje wiele udokumentowanych przykladéw jego skuteczno-
$ci w indukeji pedéw m.in. konopi (Lata i in., 2009), ryzu (Nautiyal i in., 2022)
czy truskawek (Wang i in., 2025b). Jednak TDZ moze generowa¢ niekorzystne
zmiany somaklonalne i by¢ przyczyna nieprawidiowosci w budowie i morfologii
pedow (Dewir i in., 2018). Dlatego stosuje si¢ go zazwyczaj w niskich stezeniach
lub dazy do zastgpienia innym regulatorem w trakcie dlugotrwatej kultury.

W drugim eksperymencie wybrano trzy warianty pozywek do dalszej multi-
plikacji i eksplantaty pasazowano powtdrnie w celu zwiekszenia liczby generowa-
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nych pedéw. Dwuetapowg procedure zastosowano m.in. do namnazania tarczycy
bajkalskiej (Stojakowska i in., 1999) czy Cardiospermum halicacabum L. (Siddique
i Jahan, 2025). W przypadku Inu dotychczas nie stosowano podobnego zabiegu,
cho¢ testowano inne metody np.: zmniejszenie dystansu miedzy eksplantatami
jako czynnik konkurencyjny (Yildiz i in., 2011), dodatki do pozywek jak wyciag
z siewek Inu (Oguz, 2025) czy nitroprusydek sodu — SNP (Kalra i Babbar, 2010).
Yildiz i in. (2011) uzyskali dwukrotnie wyzszy wspotczynnik namnazania (WM
=2.0 vs 4.3 1 1.7 vs 3.09) oraz dlugos¢ zregenerowanego pedu dla Inu oleistego
(‘Arian€’ i ‘Verne’) poprzez zmniejszanie odstepow miedzy eksplantatami (hypo-
kotyle) z 2,0 cm do 1,0 cm. W innej pracy, dodatek nitroprusydku sodu (5 pM)
do podtoza pobudzal hypokotyle do zwiekszonej (WM = 6 vs 9) indukecji pedow
(Kalra i Babbar, 2010). Z kolei wyciag z siewek Inu (10 ml/l) zawierajacy endogen-
ne fitohormony zwigkszal odsetek reagujacych eksplantatéw (maksymalnie z 72%
do 92%) i stymulowal hypokotyle do zwigkszonej indukcji pedéw (4.22 vs 9.34).
Przy czym efekt byl zalezny od genotypu i stezenia wyciagu (Oguz, 2025). Przyto-
czone przyklady optymalizacji zwigkszaly odsetek reagujacych eksplantatow oraz
wspdtczynnik mnozenia, lecz efekt zwielokrotnienia liczby indukowanych pedow
byt niewielki i stanowil maksymalnie dwukrotno$¢ WM.

W badaniach wilasnych, zastosowanie dwu-stopniowej procedury namnazania
pedoéw spowodowalo blisko 4-krotnie zwiekszenie WM w przypadku pozywki
z meta-topoling (1,63 vs 6,77, tabela 2 i 3) i wariantu BAP z IBA (2,81 vs 10,8).
Niemal trzy-krotnie wiecej generowanych pedéw (1,9 vs 5,6, tabela 2 i 3) zanoto-
wano dla wariantu podltoza z BAP i NAA. Nalezy dodac, ze dla kazdego z testo-
wanych wariantéw pozywki zanotowano 100% eksplantatéw indukujacych pedy
(tabela 3). Poréwnujac dotychczas stasowane metody optymalizacji regeneracji
pedoéw mozemy stwierdzi¢, ze zastosowana procedura byla skuteczniejsza i przy-
czynila si¢ do zwielokrotnienia WM. Nalezy podkresli¢ ze efekt byl zalezny od
rodzaju zastosowanych fitohormondw i ich stezenia. Wyniki ukorzeniania pedow
(91%) potwierdzily, ze zastosowana metoda nie wplywa znaczaco na zdolnos¢
ukorzeniania pedéw co stanowi dobry prognostyk i mozliwos¢ rozszerzenia me-
tody na inne genotypy.

5. Wnioski

Uzyskane wyniki potwierdzajg, ze zastosowanie dwuetapowej procedury namna-
zania Inu skutecznie zwielokrotnia liczbe generowanych pedéw w przeliczeniu na
eksplantat hypokotylowy. Opracowanie wydajnej metody regeneracji moze przy-
czynic¢ si¢ do usprawnienia i skrécenia procesu hodowli Inu.
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11.

Finansowanie
Badania zostaly sfinansowane przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wi
w ramach Dotacji Celowej nr umowy DHR hn.070.1.2024.

Podzigkowania
Pani dr Milenie Szalata serdecznie dzigkuj¢ za obrobke statystyczng danych.
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