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Chrzan pospolity (Armoracia rusticana) jest rosling wicloletnia,
nalezaca do rodziny kapustowatych. Wystepuje na obszarach poludnio-
wo-wschodniej Europy, a takze w zachodniej Azji. Obecnie jest upra-
wiany na coraz wigksza skale ze wzgledu na aromatyczny korzen jadal-
ny. Korzen chrzanu powszechnie wykorzystuje si¢ jako warzywo przy-
prawowe, do wyrobu soséw, musztard, ¢wikly z chrzanem oraz jako $ro-
dek bakteriobdjczy 1 grzybobojczy. Znalazt takze zastosowanie w lecze-
niu niektorych schorzen, jak np. przewlekte niestrawnosci, kamica ner-
kowa, niedokrwistos$¢. Olejki eteryczne zawarte w chrzanie stosowane sa
w balsamach tagodzacych bole migsni, a takze objawy przezigbienia.

Chrzan pospolity w naszych warunkach kwitnie obficie, jednak nie
zawiazuje nasion, dlatego rozmnaza si¢ go wylacznie wegetatywnie,
przez sadzonki korzeniowe. Taki sposdb rozmnazania jest jednak praco-
chlonny, mato wydajny, a takze przyczynia si¢ do przenoszenia chorob
wirusowych. Zwykle w uprawie rocznej z jednej rosliny chrzanu uzysku-
je si¢ tylko 2-3 sadzonki. Na chrzanie moze wystepowac kilka wirusow.
Najwazniejszy, z ekonomicznego punktu widzenia, jest wirus mozaiki
rzepy Turnip Mosaic Virus (TuMV). Powoduje on obnizenie plonu
chrzanu nawet o 40%. Przy pomocy kultur in vitro mozna otrzymaé
z roslin zawirusowanych rosliny wolne od tych patogenow. Chcac wyko-
rzysta¢ kultury in vitro do produkcji materialu wolnego od wirusow trze-
ba dysponowac efektywna technika mikrorozmnazania. Na temat namna-
zania chrzanu w kulturach tkanek jest malo pozycji w najnowszej litera-
turze. Araki i in. (1995) opisali metod¢ namnazania chrzanu z fragmen-
tow lisci na pozywce z 2,4-D (kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy i BA (6-
benzyloami-nopuryna). Stwierdzili oni réznice w organogenezie na po-
zywkach o réznych st¢zeniach tych regulator6w wzrostu oraz w zalezno-
sci od wieku lisci. Najlepsze namnozenie otrzymali z liSci mtodych, na
pozywce zawierajacej 0,1 uM 2,4-D i 0,1 uM BA. Shehata i in. (2010)



opisali wptyw karbenicyliny dodawanej do pozywki MS (Murashige and
Skoog) na eliminacj¢ zakazen bakteryjnych w kulturach tkanek chrzanu.
Nieoczekiwanie stwierdzili tez, ze wptywa ona na przyspieszenie regene-
racji pedow z fragmentow lisci.

Celem badan bylo zbadanie zdolnosci rdéznych eksplantatow
z chrzanu do regeneracji oraz wpltywu pozywek na efektywno$¢ tego
procesu.

MATERIALY | METODY

Korzenie chrzanu przechowywane w temperaturze +4°C, doktadnie
optukano pod biezaca woda i poddano jednemu z dwoch sposobow od-
kazania. Pierwszy z nich polegal na 30-minutowym moczeniu korzeni
w 0,5% roztworze chloraminy T, drugi natomiast na 15-minutowym mo-
czeniu w 0,3% roztworze miedzianu WG. Po tym czasie korzenie przy-
sypano piaskiem z dodatkiem torfu. Po 7 dniach z korzeni pobrano paki
wierzchotkowe. Paki odkazono dwoma sposobami. Pierwszy obejmowat
24-godzinne plukanie pakéw pod biezaca woda, a nastgpnie traktowanie
ich 80% alkoholem etylowym przez 6 minut i 10% roztworem chlorami-
ny T przez 10 minut. Drugi sposéb to ptukanie pakow przez 24 godziny
pod biezaca woda, 2-godzinna inkubacja w temperaturze 30°C, a nastep-
nie 2-godzinna w temperaturze 40°C. Po inkubacji paki wyjatowiono
80% alkoholem etylowym przez 6 minut i 10% roztworem chloraminy T.
Po kazdym z wyzej wymienionych sposobdéw paki dziesigciokrotnie
przeptukano sterylna woda destylowana. Ze sterylnych pakéw wyprepa-
rowano merystemy, ktore nastgpnie wylozono na pozywke¢ MS z dodat-
kiem 30 g-L™ sacharozy, 0,2 mg-L*BA i 0,5 mg-L™ putrescyny. Po okoto
6 tygodniach otrzymane eksplantaty przetozono na pozywke MS z 1
mg-L* NAA (kwas a-naftylo-1-octowy), 0,2 mg-L™ BA i 0,5 mg-L™ pu-
trescyny. Po kolejnych 6 tygodniach, podczas pasazu uzyskano nastgpu-
jace kategorie eksplantatéw: rozety ukorzenione, rozety bez korzeni, za-
czatki rozet, czyli rozwijajace si¢ rozety wielkosci okoto 0,5 cm, a takze
fragmenty kalusa. Jako eksplantat wyjsciowy do kolejnego pasazu wy-
brano rozetg, 1i$¢ 1 fragment licia. Materiat ten przeloZzono na 8 pozy-
wek. Byly to pozywki na bazie MS z dodatkiem 30 g-L'1 sacharozy oraz
z 10Zng zawarto$cia roslinnych hormondéw wzrostu, zawierajace:
1. 2 mg L' TDZ (tidiazuron) i 1 mg'L*NAA 5 mgL'TDZ i 1 mgL™

NAA,
2. 10 mg'L*TDZ i 1 mg'L'NAA,
3. 20 mg-L™ 2iP (2-izopentyloadenina) i 0,01 mg-L™ IAA (kwas indolilo-
3-octowy),

4. 30 mg-L™* 2iP i 0,01 mg Lt IAA,
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5. 40 mg'L2iP 0,01 mg' L™ IAA,

6. 0,2 mg-L™ Kin (kinetyna) i 1 mg-L™" IAA,

7. 0,2 mg-L'1 BA (6-benzyloaminopuryna), 1 rng-L'1 NAA 10,5 mg-L'1
putrescyna.

Pozywki zestalono agarem (6,5 g~L'1), pH pozywek doprowadzono
do 5,8. Po 5 tygodniach, kiedy zaobserwowano liczne namnozenie, prze-
prowadzono kolejny pasaz, w ktorym zaréwno eksplantaty wyjsciowe jak
1 zastosowane pozywki byly takie same jak w pasazu poprzednim.

WYNIKI

Bardziej skuteczny okazat si¢ pierwszy sposob odkazania chrzanu,
czyli wstgpne odkazanie korzeni poprzez moczenie ich w 0,5% roztwo-
rze chloraminy T, a nast¢pnie wyjatawianie pakow wierzchotkowych
w 80% alkoholu etylowym przez 6 min. i 10% roztworze chloraminy T
przez 15 minut. Z 15 merystemow wytozonych na pozywke MS z dodat-
kiem 0,2 mg-L™? BA i 0,5 mg-L' putrescyny otrzymano regeneracje roz-
nych struktur (rys.1), ktore stanowily materiat wyjsciowy do kolejnego
pasazu. Wyodrebnione kategorie eksplantatow: rozeta, zaczatek rozety,
rozeta z zaczatkami korzeni wylozono na pozywke MS z dodatkiem 0,2
mg-L? BA, 1 mg' L™ NAA i 0,5 mg'L™ putrescyny. Na podstawie prze-
prowadzonych obserwacji stwierdzono, ze na badanej pozywce najwigcej
kompletnych roslin rozwinglo si¢ z rozety z zaczatkami korzeni (rys. 2).
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Rys. 1. Rodzaj i liczba struktur otrzymanych z 15 wylozonych merysteméw na
pozywke MS + 0,2 mg-L™" BA + 0,5 mg'L™ putrescyny

Fig. 1. Type and number of structures obtained from 15 meristems on medium
MS supplemented with MS + 0,2 mg:-L™ BA + 0,5 mg-L™" putrescin
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Rys. 2. Rodzaj i liczba eksplantatow otrzymanych z roznych eksplantatow wyj-
sciowych na pozywce MS z dodatkiem 0,2 mg-L™" BA, 1 mg' L NAA i
0,5 mg-L™ putrescyny.

Fig. 2. Type and number of explants obtained from different initial explants on
MS medium supplemented with 0,2 mg-L™ BA, 1 mg:L™, NAA and 0,5
mg-L™ putrescine.

W kolejnym etapie, sprawdzono stopien namnozenia, wybranych w
poprzednim do$wiadczeniu, eksplantatéw wyjsciowych na réznych po-
zywkach regeneracyjnych. Jako material wyjSciowy zostala uzyta rozeta,
lis¢, fragment liscia. Najwigcej kompletnych roslin otrzymano na pozyw-
ce MS z dodatkiem 0,2 mg-L™ BA, 1 mg-L" NAA i 0,5 mg-L™ putrescy-
ny. Korzystnym wynikiem w procesie mikrorozmnazania jest rowniez
uzyskanie duzego namnozenia w postaci zaczatkéw rozet. Materiat taki,
w kolejnych pasazach, po przelozeniu na odpowiednia pozywke, pozwala
na uzyskanie wigkszej liczby roslin w przeciwienstwie do przypadku,
w ktorym otrzymujemy pojedyncza rozetg. Pozywkami, na ktorych ob-
serwowano taki rodzaj namnozenia sa pozywki MS z dodatkiem 2iP
w stezeniu 30 i 40 mg-L™* w polaczeniu z 0,01 mg-L™ IAA (tab. 1). Wy-
ktadajac na badane pozywki lis¢ i fragment liscia, jako eksplantaty wyj-
sciowe, najintensywniejszy proces organogenezy zanotowano na pozyw-
ce MS z dodatkiem 0,2 mg:'L™ BA, 1 mg'L"NAA i 0,5 mg-L™ putrescy-
ny oraz na pozywce MS z dodatkiem tidiazuronu w stgzeniu 5 mg-L'1
w potaczeniu z 1 mg' L™ NAA. Najwiecej prawidtowo wyksztalconych
roslin, a takze pojedynczych nieukorzenionych rozet uzyskano na po-
zywce wzbogaconej putrescyna. Natomiast na pozywce z dodatkiem ti-
diazuronu otrzymano najwigksza liczbg zaczatkow rozet, niezaleznie od
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uzytego eksplantatu wyjsciowego (tab.2). Na pozywkach z 2iP, wylozone
liscie i1 fragmenty liSci obumarty.

Tabela 1. Regeneracja chrzanu uzyskana z rozet na réznych pozywkach
Table 1. Regeneration response of horseradish rosette on different media

Rodzaj i liczba otrzymanych eksplantatéw na 1 probowke;
Pozywka MS | type and number of explants obtained on a test tube
z dodatlkiem Zaczatek rozety
30gL” z zaczatkami Zaczatek
Rozeta uko- s .
sach{:\rozy rzeniona: Rozeta: korzenl,_ . rozety;
Medium MS The beginning of | The begin-
. 1 | Rooted ro- Rosette . .
with 30 g'L sette the rosette with ning of ro-
sucrose the beginning of | sette
roots
1 0,2 7,1 1,0 13,0
2 0,0 6,0 2,1 17
3 0,0 8,5 5,1 6,8
4 0,33 7,7 1,77 8,1
5 0,3 5,8 1,6 22,0
6 0,2 7,1 1,0 13,0
7 1,3 0,0 0,0 0,0
8 2,6 2,9 0,4 3,7

Pozywka/medium 1 : 2 mg-L™ TDZ, 1 mg-L™* NAA

Pozywka/medium 2 : 5 mg-L™ TDZ, 1 mg-L" NAA

Pozywka/medium 3 : 10 mg-L™! TDZ, mg'L™ 1 NAA

Pozywka/medium 4 : 20 mg-L™* 2iP, 0,01 mg-L™ IAA

Pozywka/medium 5 : 30 mg-L™" 2iP, 0,01 mg-L™ IAA

Pozywka/medium 6 : 40 mg-L™" 2iP, 0,01 mg-L™ IAA

Pozywka/medium 7 : 0,2 mg-L™" Kin, I mg'L™" IAA

Pozywka/medium 8 : 0,2 mg-L™ BA, 1 mg'L™ NAA, 0,5 mg-L™ putrescyny.
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Tabela 2. Regeneracja chrzanu uzyskana z liSci chrzanu na pozywkach zawiera-
jacych rozne cytokininy i auksyny

Table 2. Regeneration response of horseradish leaf explants on media supple-
mented with different cytokinins and auxins

Rodzaj i liczba otrzymanych eksplantatéw na
Pozywka MS 1 probowke;
z dodatkiem Eksplantat Type and number of explants obtained on
30 g'L™ sacha- w 'Fé)ciow  |atest tube
rozy In}i/'gial Y TRozeta Zaczatek |Rozeta
Medium MS ukorzenio- . |rozety; zdeformo-
. 1 explant _ Rozeta; i
with 30 g'L na; Rosette The be- |wana;
sucrose Rooted ginning | Deformed
rosette of rosette |rosette
1 0,0 0,5 1,0 2,0
2 Calv lige: 0,0 0,8 5,0 3,0
s
4 0,5 1.0 0,5 0,5
5 15 4,2 0,8 0,0
1 F ¢ 0,0 0,5 0,75 1,0
2 l.r,agme” 0,0 15 42 12
3 Loaf fraq. |00 15 [20 1,0
4 e 02 07 |10 1,6
5 2,6 3,0 1,0 0,0

Pozywka/medium 1 : 2 mg-L* TDZ, 1 mg'L™ NAA

Pozywka/medium 2 : 5 mg-L* TDZ, 1 mg'L™ NAA

Pozywka/medium 3 : 10 mg-L? TDZ, 1 mg-L™* NAA

Pozywka/medium 4 : 0,2 mg-L' Kin, 1 mg-L™" IAA

Pozywka/medium 5 : 0,2 mg-L" BA, 1 mg-'L"NAA, 0,5 mg-L™ putrescyny

DYsSKUSIA

Stymulowanie wzrostu tkanek do tworzenia korzeni i pedow zalezy
od wzglednej proporcji auksyn do cytokinin w pozywce hodowlanej (Liu
et al. 2006). W naszych do$wiadczeniach na pozywce MS zawierajacej
0,2 mg'L™* kinetyny i 1 mg'L™ IAA otrzymali$my z rozety w pehi
uksztattowana rosling. Takze w przypadku lisci 1 ich fragmentéw na tej
pozywce powstawaty kompletne rosliny, ale z mniejsza czg¢stotliwoscia.
Kompletne wyksztalcone rosliny z eksplantatu jaki stanowi pojedyncza
rozeta otrzymano w wigkszej ilosci na pozywce dodatkiem 0,2 mg-L™
BA, 1 mg'L™ NAA 0,5 mg-L™ putrescyny. Pozywka ta okazata si¢ by¢
réwniez najlepsza w przypadku otrzymania prawidtowych rozet rozwi-
nigtych z lisci 1 fragmentow lisci. Najintensywniejsze namnozenie rozet i
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ich zaczatkow, gdy eksplantatem wyjsciowym byla rozeta otrzymano na
pozywce MS z dodatkiem 20 lub 30 mg:'L" 2iP i 1 mgL? NAA. W
przypadku mikrorozmnazania Tylophora indica najwicksza liczbe rozet z
wykorzystaniem fragmentow pegdu uzyskano na pozywce MS z dodat-
kiem 2,5 uM BA 1 0,5 uM NAA (Faisal et al. 2007). Synergiczny efekt
NAA w polaczeniu z BA na zwigkszenie multiplikacji pedéw obserwo-
wano rowniez u gatunku Rhodiola, a takze u innych gatunkow roslin
(Kantia et al. 2002, Dimitrov et al. 2003 ). Kombinacja dwoch hormonow
10-15 uM BA 1 1-1,5 uM NAA okazata si¢ rowniez najlepsza dla regene-
racji pedow w przypadku Rhodioloa rosea (Yin et al. 2004). Takze w
naszych doswiadczeniach stwierdzilismy korzystny wptyw potaczenia
NAA i BA na organogenezg z lisci lub ich fragmentow. W ciagu 6 tygo-
dni z liscia lub jego fragmentu otrzymalismy w pelni uksztalttowane ro-
$liny, rozety i ich zaczatki. Podobnie Lin i in. (2006) obserwowali po-
wstawanie prawidlowych rozet na eksplantatach lisciowych Rhodiola
fastigiata na pozywce MS z dodatkiem 13,32 uM BA i 0,5 uM NAA.
Arakii i in. (1995) stosowali do pobudzenia organogenezy z lisci chrzanu
2,4-D w potaczeniu z BA. W naszych badaniach nad mikrorozmnaza-
niem warzyw unikano stosowania 2,4-D ze wzgledu na jego wilasciwosci
mutagenne. Obiecujace wyniki, jesli chodzi o wywotanie bezposredniej
organogenezy z lisci 1 fragmentow lisci, uzyskano rowniez na pozywce z
dodatkiem 5 mg-L™ tidiazuronu.
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Summary

The aim of this study was to investigate the ability of different explants
for regeneration, as well as to investigate the effect of media composition on the
efficiency of this process. Eight regeneration media and five categories of initial
explants: rosette, the beginning of rosette, rosette with the beginnings of roots,
leaf and leaf fragment were examined. Tested media were based on MS medium
supplemented with 30 g-L™* sucrose, enriched with growth hormones-cytokinine
and auxine: kinetin (0,2 mg-L™) and 2iP (20,30,40 mg-L™) in combination with
IAA (0,01 mg-L'and 1 mg-L"), thidiazuron (2,5,10 mg-L') in combination with
1 mgL™ NAA mgL™, and BA (0,2 mgL™"), NAA (1 mg'L™), putrescin (0,5
mg-L™). Putting rosette as initial explants, the highest number of complete single
plants were obtained on a medium supplemented with 0,2 mg-L™* BA, 1 mg-L™
NAA and 0.5 mg-L™ putrescin. While, the highest multiplication (in form of the
beginnings of rosettes) from the same initial explant was obtained on medium
supplemented with 2iP (20, 30 mg-L™) in combination with 0,01 mg-L™" IAA. The
most intense process of organogenesis from leaves was and fragments of leaves
were recorded on MS medium supplemented with 0.2 mg'L™ BA, 1 mg'L™ NAA
and 0.5 mg-L™ putrescin and also on medium with the addition of thidiazuron at
concentration 5 mg-L™ in combination with 0.01 mg-L™* NAA. The most com-
plete plants and single unrooted rosettes were obtained on medium with
putrescin. However, the largest number of the beginning of rosettes was re-
ceived on the medium supplemented with thidiazuron. Placing the leaves and
their fragments on medium with 2iP resulted in death of explants.



