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Len (Linum usitatissimum L.) jest chgtnie wykorzystywany jako roslina modelowa w badaniach
z zakresu biotechnologii roslin obejmujacych zagadnienia biochemiczne, regeneracjg roslin w kultu-
rach in vitro oraz interakcj¢ migdzy rosling a patogenem. Mozliwosci przemystowego wykorzystania
oleju Inianego oraz rosnace w ostatnich latach zainteresowanie jego spozyciem stawia len wsrod
waznych roélin oleistych. Dlugi czas konieczny do otrzymania genetycznie ustabilizowanych linii Inu
metodami tradycyjnej hodowli mozna skrdéci¢ wykorzystujac w programach hodowlanych kultury
pylnikowe. Celem niniejszej pracy byta ocena wptywu rodzaju pozywki na zdolnos$¢ pylnikéw réznych
genotypoéw Inu oleistego do tworzenia kalusa. Pylniki 13 odmian hodowano na dwdch zestalonych
pozywkach, rézniacych si¢ migdzy soba zawartoscig glukozy i sacharozy. Obserwowano zrdzni-
cowana zdolno$¢ testowanych genotypow do tworzenia kalusa na obu pozywkach. Stwierdzono
istotny statystycznie wptyw zaréwno pozywki, jak i genotypow na zdolno$¢ tworzenia kalusa przez
testowane odmiany. Srednio wickszy potencjat kalusowania obserwowano na pozywce zawierajacej
wylacznie sacharozg. Najwigksza zdolno$¢ do tworzenia kalusa obserwowano u odmiany Hella (51%)
na pozywce SH,,. Odmiany Olinette i Abby wykazaly zdolno$¢ do tworzenia kalusa na pozywce
zawierajacej zarowno glukozg, jak i sacharozg (15,4 i 6,7%), natomiast nie tworzyly kalusa na
pozywce z sacharoza. Odmiany Maxi Gold i Pacyfic wykazaty zdolno$¢ do tworzenia kalusa na
pozywce zawierajacej wylacznie sacharozg (10 i 7,1%), natomiast nie tworzyly kalusa na pozywce
z glukoza i sacharoza. Na zadnej z pozywek nie obserwowano tworzenia si¢ kalusa u odmiany Peak.
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Flax (Linum usitatissimum L.) is commonly used as a model plant in biotechnological research
including studies on biochemical tests, in vitro regeneration of plant and interaction between plants
and pathogens. Possibilities of industrial application of flax oil as well as growing interest in oil
consumption make flax an important oil plant. Substantial time needed to obtain genetically stable
lines by traditional breeding methods can be shortened by using anther culture in breeding process.
Androgenesis is currently the most successful method of obtaining haploid material and homozygous
lines for breeding purposes and molecular analysis, yet its efficiency remains very low. The study
aimed at comparing the response of different oil flax genotypes during anther culture and at the
assessment of the effect of medium on anthers capability to form callus. Anthers of 13 varieties were
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grown on two kinds of solid medium, differing in sucrose and glucose content. Varied capability of
callus formation of tested varieties was observed for both media. Statistically significant effect of both
the medium and the genotype on anther culture potential was observed for the tested varieties. The
potential was higher in case of the medium containing only sucrose. The cultivar Hella gave the
maximum (51%) callus induction rate on the medium SH,,. Cultivars Olinette and Abby produced
callus on medium with sucrose and glucose (15.4, 6.7%) but did not produce any callus on medium
containing only sucrose. On the other hand cultivars Maxi Gold and Pacyfic produced callus on
medium with glucose (10, 7.1%) but did not produce any callus on medium containing sucrose and
glucose. In case of Peak cultivar production of callus on any medium was not observed.

Wstep

Rodzaj len (Linum) nalezy do rodziny Inowatych (Linaceae), obejmuje okoto
200 gatunkow, z ktorych tylko jeden, zwany Inem siewnym lub pospolitym (Linum
usitatissimum L.), jest gatunkiem uprawnym (Woyke 1997). Len wywodzi si¢
z terenow S$rodziemnomorskich i potudniowo-zachodniej Azji i jest jedna z naj-
starszych roslin uprawnych. Dowody archeologiczne wskazuja na uprawe Inu juz
6000 lat p.n.e. Len wielokrotnie wymieniany jest w Biblii, biate plétno Iniane ma
nawet znaczenie symboliczne, oznaczajace doskonatos¢ i zycie wieczne. Poczatkowo
len ceniony byt jako wazna roslina wtéknodajna, z czasem zaczeto wykorzystywac
jego nasiona do produkcji oleju. Obecnie uprawiane sa odmiany Inu wtoknistego
i oleistego (Millam i in. 2005). W poréwnaniu do Inu wtoknistego len oleisty ma
bardziej rozgateziona, krotsza i ciensza todyge, lecz produkuje wigcej torebek
nasiennych zawierajacych wigksze nasiona (Nichterlein 2003). Len oleisty jest
wazng roslina oleista w wielu krajach, zwlaszcza w regionach o klimacie umiar-
kowanym. Uprawy o najwigkszym znaczeniu gospodarczym i przemystowym znaj-
duja si¢ w Argentynie, Indiach, Chinach, Kanadzie, USA i Rosji. Wysoka zawartos¢
kwasu a-linolenowego (powyzej 50%) oraz obecnos¢ wielonienasyconych kwasow
thuszczowych powoduje, ze olej Iniany jest podatny na utlenianie, co umozliwia
jego przemyslowe wykorzystanie w malarstwie, lakiernictwie i produkcji linoleum.
Len oleisty jest rowniez cennym zrodlem roslinnych kwasow thuszczowych z rodziny
omega-3, co powoduje rosnace spozycie oleju Inianego w czasach widocznego
zainteresowania zdrowym sposobem odzywiana si¢ (Millam i in. 2005). Len jest
gatunkiem diploidalnym (2n = 30), samopylnym (obcopylnos¢ stanowi 5-10%).
Odmiany uprawne Inu sa jednorodne (Evtimova i in. 2005). Otrzymanie gene-
tycznie ustabilizowanych linii Inu i nowych odmian metodami tradycyjnej hodowli
jest procesem trwajacym nawet 10—15 lat. Wykorzystanie podwojonych haploidéw
w procesie hodowlanym umozliwia skrocenie czasu koniecznego do uzyskania
nowej odmiany. Haploidy Inu oleistego mozna otrzyma¢ w wyniku poliembrionii
badz za pomoca hodowli w warunkach in vitro metoda kultur pylnikowych lub
izolowanych mikrospor. Poliembrionia jest zjawiskiem dziedzicznym, opisano
genotypy, u ktorych ilos¢ blizniaczych zarodkow sigga 8%. Czgstos¢ poliembrionii
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wzrosta do 30% dzigki zastosowaniu wiasciwych krzyzowek i selekcji (Nichterlein
2003). Kultury pylnikowe i kultury izolowanych mikrospor umozliwiaja wzrost
wydajnosci otrzymywania roslin haploidalnych. Mozliwo$¢ otrzymania w stosun-
kowo krotkim czasie linii homozygotycznych jest wazna nie tylko dla programow
hodowli nowych odmian Inu, ale rowniez w badaniach marker6w molekularnych
(Millam i in. 2005).

W niniejszej pracy porownywano reakcje¢ roznych genotypow Inu oleistego
w trakcie kultur pylnikowych i oceniano wplyw rodzaju pozywki na zdolnos¢
pylnikow do wytwarzania kalusa.

Material i metody

Material roslinny

Materiat ro§linny stanowily nasiona 13 odmian Inu oleistego, wybrane z zasobow
Banku Genéw przy Instytucie Widkien Naturalnych w Poznaniu. Testowano
nastgpujace odmiany: Szafir, Linola, Martin, Kreola, Olinette, Opal, Hella, Norlin,
Maxi Gold, Abby, Pacyfic, Royale, Peak.

Kultury pylnikowe

W celu izolacji pylnikow zbierano paki kwiatowe z roslin dawcow w poczat-
kowym okresie kwitnienia. Paki sterylizowano przez 15 min. za pomoca 2%
podchlorynu sodu rozcienczonego woda (1:2 v/v), a nastgpnie trzykrotnie ptukano
sterylna woda. Pylniki izolowano w warunkach sterylnych, wyktadano na pozywke
Sh, lub Shy, (tab. 1), a nastepnie umieszczano w ciemnos$ci, w temperaturze 20°C
(Rutkowska-Krause i in. 2003, Rutkowska-Krause 1999). Po uplywie dwdch
tygodni pylniki przenoszono do pomieszczenia hodowlanego z fotoperiodem
16/8 godzin (dzien/noc). Kalus przenoszono na nowa pozywke co 14 dni. Po uptywie
4-6 tygodni oceniano zdolno$¢ badanych genotypoéw do wytwarzania kalusa. Kalus
przektadano odpowiednio na pozywke Sh, lub Sh,,, a nastgpnie na pozywke
> MS. Zabieg powtarzano kilkakrotnie, az do uzyskania pedow i paczkow, ktore
w celu regeneracji korzeni przektadano na pozywke Sh50 (Rutkowska-Krause i in.
2003). Ukorzenione rosliny sadzono w sterylnym podtozu i hodowano w tempe-
raturze 18-20°C. Przez okres jednego do dwoch tygodni rosliny przykrywano
szklanym naczyniem, aby ograniczy¢ parowanie wody.



216 Karolina Wielgus ...

Tabela 1
Sktadniki uzupehiajace pozywke Murashige i Skoog
Supplements added to Murashige and Skoog medium

Nazwa pozywki i stezenie sktadnika [mg-1™']

Sktadniki Supplement Media designations and concentrations [mg-I"']
Supplements
Sh2 Shz/z ShSO

Sacharoza — Sucrose 25000 20000 20000
Glukoza — Glucose 25000 - -
BAP — 6-benzyloaminopuryna | | 0.02

6-Benzyl-aminopurine ’
IAA — kwas indolilo-3-octowy B B _

Indole-3-acetic acid
NAA — kwas a- naftalenooctowy

o-Naphthalene-acetic acid 0,05 0,05 0,001

Rutkowska-Krause 1999; Rutkowska-Krause i in. 2003

Analiza statystyczna

W celu sprawdzenia istotnosci wptywu genotypu i pozywki na zdolno$c¢
pylnikow testowanych odmian Inu oleistego na kalusowanie wykonano analiz¢
wariancji na poziomie istotno$ci 0,05 i test wielokrotnych poréwnan Tukeya.
Wyniki analizy statystycznej sa przedstawione w tabelach (tab. 2 i 3) i na
rysunkach (rys. 1-3).

Wyniki

W celu opracowania wydajnego systemu regeneracji Inu oleistego w kulturach
pylnikowych rozpatrywano wplyw genotypow testowanych odmian oraz wplyw
pozywki na zdolno$¢ pylnikéw do wytwarzania kalusa. Obserwowano rowniez
zdolnos¢ poszczegdlnych odmian na ich zdolnos¢ do regeneracji.

Wplyw odmiany na zdolnos¢ pylnikow do tworzenia tkanki kalusowej

Zdolnos¢ pylnikow do tworzenia tkanki kalusowej oceniano poprzez wylo-
zenie pylnikéw danej odmiany na dwie pozywki i obserwacjg tworzenia tkanki
kalusowej. Badaniem objeto 13 odmian Inu oleistego: Szafir, Linola, Martin,
Kreola, Olinette, Opal, Hella, Norlin, Maxi Gold, Abby, Pacyfic, Royale, Peak.
Testowane odmiany wykazaly bardzo zréznicowany potencjal do tworzenia kalusa
w kulturach pylnikowych. Stwierdzono istotnie statystycznie roznice pomigdzy
odmianami (tab. 2).
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Tabela 2
Analiza wariancji wptywu badanych odmian Inu oleistego na zdolno$¢ pylnikéw do tworzenia
kalusa — Analysis of variance for effect of linseed tested cultivars on anther ability
to create callus
5 . -~ Suma Stopnie swobody Sredni
Zrodto zmiennosci .
Source of variability kwadratow Degrees kwadrat F P
Sum of square of freedom Mean square
Wyraz wolny 0,441400 1 0441400 | 850,4966** | 0
Absolute term
Odmiana — Cultivar 0,633680 12 0,052807 101,7488%* 0
Btad — Error 0,013494 26 0,000519

Najwyzszy procent kalusowania obserwowano u odmiany Hella natomiast
pylniki odmiany Peak nie tworzyty kalusa na zadnej z pozywek (rys. 1).
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Rys. 1. Wptyw testowanej odmiany na zdolno$¢ pylnikow do kalusowania — The effect
of tested cultivars on anther ability to create callus

Wplyw pozywki na zdolnos¢ pylnikow do tworzenia tkanki kalusowej

Jednoczes$nie obserwowano wplyw zastosowanej pozywki na zdolnos¢ pylni-
kow do tworzenia tkanki kalusowej. Badaniem objgto 13 odmian Inu oleistego:
Szafir, Linola, Martin, Kreola, Olinette, Opal, Hella, Norlin, Maxi Gold, Abby,
Pacyfic, Royale, Peak. Stwierdzono istotne statystycznie roznice w indukc;ji i przy-
ro$cie tkanki kalusowej tych samych genotypoéw hodowanych na réznych pozyw-
kach (tab. 3, rys. 2).
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Tabela 3
Analiza wariancji wptywu badanych odmian Inu oleistego oraz pozywki na zdolnosé
pylnikow do tworzenia kalusa — Analysis of variance for effect of linseed tested cultivars
and medium on anther ability to create callus

5 . . - Suma Stopnie swobody Sredni
Zrodto zmiennosci .
Source of variability kwadratow Degrees kwadrat F p
Sum of square of freedom Mean square
Wyraz wolny 0,520303 1 0,520303 1167,355** | 0
Absolute term
Odmiana — Cultivar 0,555325 10 0,055532 124,593 % 0
Pozywka — Medium 0,052793 1 0,052793 118,446%** 0
Odmiana x pozywka | 165115 10 0,016512 37,045%* 0
Cultivar X medium
Btad — Error 0,019611 44 0,000446
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Ryc. 2. Wplyw testowanej odmiany i rodzaju pozywki na zdolnos$¢ pylnikow do kaluso-
wania — The effect of tested cultivars and medium on anther ability to create callus

Pylniki odmian Maxi Gold i Pacyfic nie tworzyly kalusa na pozywce Sh,,
natomiast tworzyly kalus na pozywce Shy, z wydajnoscia odpowiednio 10% i 7%.
Wzrost wydajnosci kalusowania na pozywce Shy, obserwowano rowniez u kolej-
nych siedmiu odmian: Szafir (o 5%), Linola (o 5%), Martin (o 15%), Kreola
(0 13%), Opal (0 11%), Hella (0 28%) i Norlin (o 2%). Tymczasem pylniki odmian
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Olinette i Abby nie wykazaly zdolnosci do tworzenia kalusa na pozywce Shy,
natomiast tworzyly kalus na pozywce Sh, z wydajnoscia 14 i 6,7%. Srednio
wydajno$¢ kalusowania pylnikéw wszystkich badanych odmian Inu oleistego na
pozywce Shy, byta wyzsza o 5,8% niz na pozywce Sh; (rys. 3).

Kalusowanie — Callusing [%]

Rys. 3. Wplyw rodzaju pozywki na zdolnosé¢
pylnikow badanych odmian Inu oleistego do
kalusowania — The effect of medium on anther
ability to create callus
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Pozywka — Medium

Ocena zdolnos$ci wybranych odmian Inu oleistego
do regeneracji z kalusa uzyskanego w kulturach pylnikowych

Zdolnos¢ regeneracji odmian Inu oleistego okreslano poprzez ilosc
zregenerowanych roslin w stosunku do ilosci pylnikow, z ktorych otrzymano
zregenerowane ro$liny. Warto$¢ wyrazano w procentach. Badaniem objgto 13
odmian Inu oleistego: Szafir, Linola, Martin, Kreola, Olinette, Opal, Hella, Norlin,
Maxi Gold, Abby, Pacyfic, Royale, Peak. Zregenerowane rosliny uzyskano tylko
dla trzech odmian: Szafir (12%), Linola (1,7%) i Hella (1,2%) (tab. 4).

Tabela 4
Wydajno$¢ regeneracji Inu oleistego w kulturach pylnikowych
Efficiency of linseed regeneration in anther culture

Liczba i procent pylnikow,
z ktorych otrzymano
zregenerowane rosliny
No. and percentage of anthers

Liczba i procent
Odmiana [Ilo$¢ pylnikow| kalusujacych pylnikow
Cultivar | No. of anthers | No. and percentage

Liczba zregenero-
wanych ro$lin
No. of regenerated

of callusing anthers regenerated plants plants
Szafir 245 15 (6%) 3 (1,2%) 36
Linola 245 8 (3%) 3 (1,2%) 5

Hella 185 36 (19,5%) 2 (1%) 3
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Dyskusja

Juz od 20 lat len jest przedmiotem wielu badan stosowanych i podstawowych,
ktore umozliwity znaczny postep w zakresie biotechnologii i biologii komorki
ro$linnej. Hodowla in vitro Inu ma dtuga tradycjg¢ jednak wiedza na temat czyn-
nikow wplywajacych na organogenezg i embriogenezg Inu jest nadal niewystar-
czajaca. Do chwili obecnej opisano regeneracje Inu z kalusa wytwarzanego przez
hypokotyl, cotyledon i liscie; zarodkow zygotycznych, mikrospor, kultur pylniko-
wych i protoplastow (Evtimova i in. 2005, Millam i in. 2005). Prawdopodobnie
najbardziej wartosciowa metoda kultur tkankowych roslin bedzie wykorzystanie
materiatu haploidalnego w procesach hodowlanych oraz bardziej zaawansowane
wykorzystanie analizy markerow molekularnych jako metody przesiewowej. Dzigki
wykorzystaniu podwojonych haploidow czas konieczny do otrzymania genetycznie
stabilnych linii mozna skréci¢ do jednego pokolenia. Haploidy Inu mozna otrzy-
maé w procesie androgenezy i w kulturach izolowanych mikrospor. Jednak proces
regeneracji roslin haploidalnych jest ztozony i ma na niego wplyw wiele czyn-
nikéw. Czynniki te byt badane od poczatku lat 90-tych ubiegtego wieku przez
wiele grup badawczych na calym $wiecie. Koncentrowano si¢ gltéwnie na
okresleniu wplywu genotypu, pozywki i sposobie przygotowania pylnikow. Chen
1 wspotpracownicy wykazali zalezno$¢ pomigdzy genotypem Inu widknistego
a zdolnoscia pylnikow do produkcji kalusa (Chen i in. 1999). W niniejszej pracy
stwierdziliSmy wyrazny wptyw odmiany na zdolnos¢ pylnikéw Inu oleistego do
tworzenia tkanki kalusowej. Najlepsza pod wzgledem zdolnosci pylnikow do
indukcji kalusa okazata si¢ odmiana Hella, dla ktorej $redni procent kalusowania
wynosil 36%. Najmniej przydatna w kulturach pylnikowych jest odmiana Peak,
z ktorej pylnikoéw nie uzyskano kalusa. Dla pozostatych jedenastu odmian $redni
procent kalusowania jest zrdéznicowany i sigga od 14% dla odmiany Kreola do
2,5% dla odmiany Pacyfic. Biorac pod uwage wplyw genotypu na kalusowanie
w kulturach pylnikowych nalezy zwroéci¢ szczegdlng uwage na wybor odpowied-
niej odmiany do planowanych doswiadczen.

W procesie hodowli Inu w warunkach in vitro bardzo duze znaczenie ma
rodzaj zastosowanej pozywki. Sktad pozywki pod wzglgdem wykorzystywanego
zrodta wegla i sktadu regulatorow wzrostu roslin byl réwniez przedmiotem wielu
badan. Chen i Dribnenki zwracaja uwage na pozytywny wplyw wysokiej
zawarto$ci K™ i Mg®" na wydajno$é procesu androgenezy (Chen i Dribnenki 2002).
W tej samej pracy opisuja réwniez wptyw weglowodanow na przebieg andro-
genezy. Stwierdzaja pozytywny wpltyw 9% laktozy na indukcje kalusa u wszystkich
testowanych odmian. Natomiast jej wptyw na regeneracj¢ pedéw niektorych odmian
byl pozytywny, dla innych negatywny. Zastosowanie 9% maltozy zwigkszyto
indukcje kalusa, lecz nie miato pozytywnego wpltywu na regeneracje pedow.
Rutkowska-Krause i wspotpracownicy badali wptyw regulatorow wzrostu na in-
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dukcje 1 wzrost kalusa oraz regeneracje Inu widknistego w kulturach pylnikowych.
W doswiadczeniu wykorzystali dwie pozywki Sh, (MS + 1 mg- 1" BAP + 0,05 mg'1”
NAA) i Shy (MS + 0,1 mg-1" BAP + 0,5 mg-1"' NAA + 0,3 mgI"' IAA). Niezaleznie
od testowanej odmiany procent kalusujacych pylnikéw na pozywce Sh, wynosit
5,8%, natomiast na Sh; 11,7%. Jednak zregenerowane rosliny (2%) otrzymano
wylacznie na pozywce Sh, (Rutkowska-Krause i in. 2003). W tej samej pracy
autorzy stwierdzili, ze najbardziej korzystna kombinacja wegglowodanow jest
zawarto$¢ 2,5% sacharozy 1 2,5% glukozy w pozywce, natomiast maltoza nie jest
wlhasciwym zrodtem wegla. W niniejszej pracy zastosowano pozywke Sh, opisana
wczesniej przez Rutkowska-Krause i wspotpracownikow oraz pozywke Shy,
zawierajaca sacharoze, lecz pozbawiona glukozy (tab. 1). Dla wszystkich odmian za
wyjatkiem odmiany Peak otrzymano tkanke kalusowa (rys. 1). Wydajno$¢ kalu-
sowania dla poszczegdlnych odmian byla zrdéznicowana i w znacznym stopniu
zalezata od zastosowanej pozywki (rys. 2). Na pozywce zawierajacej sacharoze
i glukoze obserwowano indukcje tkanki kalusowej i jej proliferacje z pylnikow
odmian Abby i Olinette, podczas gdy hodowla tych odmian na pozywce Shy, nie
data odpowiedzi w postaci indukcji kalusa. Jednak dla pozostatych jedenastu
odmian taka kombinacja weglowodanow okazata sig¢ niekorzystna i spowodowata
wyrazny spadek indukcji kalusa. Z pylnikéw dwéch odmian: Maxi Gold i Pacyfic
w ogole nie otrzymano kalusa na pozywce Sh,, natomiast na pozywce Shy,
tworzyly one kalus z wydajnoscia odpowiednio 10 1 7%.

Przedmiotem obserwacji niniejszej pracy byta rowniez regeneracja roslin Inu
oleistego w kulturach pylnikowych (tab. 4). Zregenerowane rosliny otrzymano
jedynie z kalusa pylnikow trzech z 13 odmian objgtych badaniem. Najwyzszy
procent regeneracji otrzymano dla pylnikow odmiany Szafir (12%) wytozonych na
pozywke Shy,. Zdecydowanie nizsza wydajnos$¢ regeneracji roslin obserwowano
dla odmiany Linola (1,7%) i odmiany Hella (1,2%). Nalezy zauwazy¢, ze pylniki
odmiany Hella charakteryzowal najwyzszy procent kalusowania sposrod wszystkich
odmian. Na pozywce Sh, otrzymano 21% kalusujacych pylnikéw, natomiast na po-
zywce Shy, 49%. Nie znalazto to jednak odzwierciedlania w liczbie zregenero-
wanych roslin, ktorych nie otrzymano na pozywce Shy,, natomiast trzy otrzymano
na pozywce Sh,.

Whioski

Na podstawie wynikow wykonanych badan nalezy stwierdzi¢, ze potencjal
pylnikow odmian Inu oleistego do tworzenia kalusa jest istotnie zalezny od
odmiany oraz zastosowanej pozywki. Zasadniczo wyzszy procent kalusowania
obserwowano na pozywce zawierajacej wytacznie sacharoze jako zrodto wegla,
jednak wérdd testowanych odmian byly takie, u ktorych kalus rozwijat si¢ tylko na
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pozywce zawierajacej zarowno sacharozg, jak i glukoze. Wysoki procent kaluso-
wania nie okresla pelnej wydajnosci regeneracji roslin Inu oleistego. Dalsze badania
beda takze zmierzaly do oceny cytologicznej powstatego kalusa i zregenerowanych
ro$lin.
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