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ZAtACZNIK 1. MINERALNE ODZYWIANIE
ROSLIN

Aby przeprowadzi¢ doS§wiadczenie, nalezy dysponowac wystar-
czajacy iloscia roslin spirodeli wielokorzeniowej. W tym celu
trzeba przygotowac 2000 cm? pozywki pelnej namnazajacej,
czyli zawierajacej wszystkie wymagane do prawidlowego roz-
woju rosliny pierwiastki (makro- i mikroelementy — por. tabe-
le 11 2). Doprowadzi¢ pH pozywki do warto$ci 6,4 i rozlaé po
100 cm? do kolb Erlenmeyera o pojemnosci 300 cm?®. Nastepnie
wysterylizowac pozywke w autoklawie. Po schlodzeniu, pracu-
jac wwarunkach sterylnych (komora z laminarnym przepltywem
powietrza), wprowadzi¢ za pomocg ezy 10—12 czlonéw pedowych
spirodeli wielokorzeniowej do kazdej kolby z pozywka. Hodowle
prowadzi¢ w pokoju hodowlanym przez 1-2 tygodnie, w tempe-
raturze 23°C +2°C, przy fotoperiodzie 16 godzin/8 godzin (Swia-
tlo/ciemno$¢) i natezeniu $wiatta 350 pmol m~2 s71. Po uzyska-
niu odpowiedniej ilo$ci materialu ro§linnego, czyli namnozeniu
spirodeli wielokorzeniowej, przygotowaé pozywke pelna oraz
pozywki niezawierajace jednego z pierwiastkow, w tym azotu,
fosforu, potasu, wapnia, magnezu i zelaza wedlug tabeli 11 2.
Do kolb Erlenmeyera o pojemnosci 100 cm?® wlaé po 30 cm?® od-
powiedniego rodzaju pozywki. Kolby zamkna¢ folig aluminiowa
i wysterylizowac.

Tabela 1. Sktad
chemiczny pozywek
do hodowli spirodeli
wielokorzeniowej

SKLADNIK POZYWKA
[gdm™]

lub [cm® dm-¢] Pelna -N -P -K —Ca — Mg —Fe
(NH)),SO, 0,264 - 0,264 | 0,264 | 0,264 | 0,264 | 0,264
K,HPO, 0,174 | 0,174 - - 0,174 | 0,174 | 0,174
MgSO, x 7H,0 0,492 | 0492 | 0492 | 0492 | 0,492 - 0,492
CaSO, x 2H,0 0,273 | 0,273 | 0,273 | 0,273 - 0,273 | 0,273
FeNaEDTA 0,025 | 0,025 | 0,025 | 0,025 | 0,025 | 0,025 -
Mikroelementy* 1cm?
Glukoza 10
pH 6,4
* Sklad roztworu mikroelementéw podano w tabeli 2.
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Skladnik Stezenie [mg dm ] Tabela 2.
H.BO 286 Sktad roztworu
3 i mikroelementow
MnSO, x 5H,0 2,19 2/1\/9g5lg<)3agland i Arnon
ZnSO,x 7H,0 2,2
Na,MoO,x 2H,0 0,13
CuSO, x 5H,0 0,079

Hoagland D. R., Arnon D. I., The Water-Culture Method for
Growing Plants without Soil, College of Agriculture, Uni-
versity of California, Berkeley, CA 1950.

236



Zataczniki do ¢wiczen ||

ZAtACZNIK 2. AKTYWNOSC BIOLOGICZNA
REGULATOROW WZROSTU ROSLIN

Tabela 1. Sktad pozywki
wg Murashige i Skoog

(1962) w modyfikacji dla
mikrorozmnazania rézy

Skladniki pozywki [mg dm~23]

K U N
Skladnik Podloze Podloze Podloze
kontrolne ukorzeniajace namnazajace
Makroelementy
NH,NO, 825 825 1650
KNO, 950 950 1900
MgSO, x 7 H,0 370 370 740
KH,PO, 85 85 170
CaCl, bezwodny 330 330 660
FeNa EDTA 21,5 21,5 43
Sacharoza
20 000 20000 30000
Regulatory wzrostu
BAP - - 1
TAA - - 0,35
GA, - - 0,5
IBA - 0,5 -
Mikroelementy
MnSO, x 4 H,0 22,3
H,BO, 6,2
ZnSO, x 7 H,0 8,6
Na,MoO, x 2 H,0 0,25
CuSO, x5 H,0 0,025
CoCl, x H,0 0,025
KI 0,75
Witaminy
Tiamina (B,)) 0,5
Pirydoksyna (B,) 0,5
Kwas nikotynowy 0,5
Inozytol 100
Agar 7000
pH 5,9
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Roztwory regulatoréw wzrostu:

a) BAP: w malej zlewce 10 mg BAP rozpusci¢ dokladnie w kil-
ku kroplach 1 M NaOH, dodaé nieco wody i przeniesé ilo-
Sciowo do kolby miarowej na 10 cm?, dopelni¢ woda do
10 cm?. Stezenie BAP w roztworze = 1 mg cm™3;

b) IAA: przygotowacé jak wyzej. Stezenie IAA w roztworze
=1mgcm3;

¢) IBA: przygotowac jak wyzej. Stezenie IBA w roztwo-
rze =1 mgcm=3;

d) GA,: w malej zlewce 10 mg GA, rozpusci¢ doktadnie w kilku
kroplach 96% etanolu, dalej postepowaé jak wyzej. Stezenie
GA, wroztworze = 1 mg cm™®.

Murashige T., Skoog F., A Revised Medium for Rapid Growth
and Bioassays with Tobacco Tissue Cultures, ,Physiologia
Plantarum” 1962, vol. 15, s. 473—479.
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ZALACZNIK 3. TEST TOLERANCJI KOMOREK
ROSLINNYCH NA ABIOTYCZNE CZYNNIKI

STRESOWE
Skladniki pozywki [mg dm’] s
Makroelementy Hoagland i Arnon
(1950) w modyfikacji
KNO, 126 dla hodowli
MgSO, x 7H,0 123 hydroponicznej
KH.PO 34 pszenicy
2t My
Ca(NO,), x 4H,0 295
FeNa-EDTA 10
Mikroelementy
CuSO, x 5H,0 0,079
H,BO, 2,86
MnSO, x 5H,0 2,19
Na,MoO, x 2H,0 0,13
ZnSO, x 7H,0 2,2
pH 5,8

Hoagland D. R., Arnon D. 1., The Water-Culture Method for
Growing Plants without Soil, College of Agriculture, Uni-
versity of California, Berkeley, CA 1950.
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ZALACZNIK 4. ZAWARTOSC KWASU ASKORBINOWEGO
(WITAMINY C) W WARZYWACH | OWOCACH

Przyklad obliczenia zawartosci kwasu askorbinowego [mg] w prze-
liczeniu na 100 g $. m. materiatu rodlinnego [mg 100 g $. m.]:

Stezenie wzorcowego roztworu kwasu askorbinowego wy-
nosi 0,05 mg cm~%. Do miareczkowania pobrano 5 cm?® tego roz-
twory, tj. 5 x 0,05 mg = 0,25 mg.

Na zmiareczkowanie 0,25 mg wzorca kwasu askorbinowego
zuzyto $rednio np. 5,1 cm?® 0,001 M roztworu I w KI:

5,1 cm® I w KI — 0,25 mg kwasu askorbinowego

1 cm?® I w KI — 0,049 mg kwasu askorbinowego

Na zmiareczkowanie 5 cm?® ekstraktu zuzyto $rednio np.
12,4 cm?® 0,001 M I w KI:

1em? I'w KI — 0,049 mg kwasu askorbinowego

124 cm® Iw KI — x,

x, = 0,608 mg kwasu askorbinowego 5 cm ekstraktu

Poniewaz 5 cm?® badanego ekstraktu pobranego do miarecz-
kowania odpowiada 0,5 g $. m. materiatu roslinnego:

50 cm? ekstraktu — 5 g Swiezej masy

5 cm? ekstraktu — 0,5 g $wiezej masy

dlatego:
0,5 g Swiezej masy zawiera x, = 0,608 mg kwasu askorbinowego

czyli:

0,5 g Swiezej masy — 0,608 mg kwasu askorbinowego
100 g $wiezej masy — x, mg kwasu askorbinowego

x, = 121,6 mg kwasu askorbinowego 100 g™ §. m.
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Zawarto$¢ witaminy C

Produkty spozywcze [mg 100 g . m.]
OWOCE
agrest 30
ananas 20
banan 10
brzoskwinia 10
cytryna 40
czere$nia 15
dzika roza 250-1000
glog 160-800
grapefruit 45
gruszka 5
jabtko 10
jarzebina 100
kiwi 100
malina 25
mandarynka 38
melon 20
morela 10
pomarancza 60
porzeczka biata 40
porzeczka czarna 200
porzeczka czerwona 25
Sliwka 10
truskawka 60
winogrono 6
wiénia 15
zurawina 15
WARZYWA
brokut 120
brukselka 120
burak 10
cebula 10
czosnek 16
chrzan 120
dynia 8
fasola 20
groszek zielony 25
groszek zielony konserwowy 10
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w wybranych
produktach wg
Moszczynski, Pyc (1999)
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jarmuz 150
kalafior 70
kapusta 45
marchew 5
ogorek 10
papryka zielona 175
pietruszka korzen 100
pietruszka na¢ 150
pomidor 25
por 35
rabarbar 10
rzezucha 79
rzodkiewka 25
salata 15
seler 10
szpinak 55
ziemniak 20
INNE PRODUKTY

igliwie sosny i §wierka 150-250
lucerna 200
orzechy wloskie (niedojrzale) 3000
pokrzywa 100

Moszczynski P., Py¢ R., Biochemia witamin, cz. 2: Witami-
ny lipofilne i kwas askorbinowy, Wydawnictwo Naukowe
PWN, Warszawa 1999.
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ZAtACZNIK 5. INDUKCJA TKANKI KALUSOWE)J
| PEDOW PRZYBYSZOWYCH W KULTURZE

IN VITRO FIOLKA AFRYKANSKIEGO

Skladniki pozywki [mg dm2]

Makroelementy
NH,NO, 1650
KNO, 1900
KH,PO, 170
CaCl, 332
FeNaEDTA 43
Mikroelementy
Na,MoO, x 2H,0 0,025
CoCl, x 6H,0 0,025
H,BO, 6,2
MgSO, x 7H,0 370
MnSO, x 4H,0 22,3
ZnSO, x 7H,0 8,6
CuSO, x 5H,0 0,025
KI 0,83
Witaminy
Tiamina (B,) 0,4
Pirydoksyna (B,) 0,5
Kwas nikotynowy 0,5
Inozytol 100
Inne
Sacharoza 30000
Agar 7000
pH 5,7

Przygotowac roztwory wyj$ciowe witamin o stezeniu 10 mg
100 cm— i odmierzy¢ odpowiednia objeto$¢ na 1 dm=3 pozywki

(por. tabela 1).

Przygotowac roztwory wyjSciowe regulatorow wzrostu: kwa-
su a-naftalenooctowego (NAA) i kinetyny (KIN) o stezeniu
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Tabela 1. Pozywka
wg Murashige i Skoog
(1962), zmodyfikowana
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0,1 mg cm~3. KIN rozpusci¢ w kropli 1 M HCI, NAA — w kropli
1 M NaOH i dopelnié woda do okreslonej objeto$ci. Przygoto-
wacé 4 warianty agarowej pozywki MS (po 500 cm?), r6zniace sie
miedzy soba zawartoScia regulatoréw wzrostu (por. tabela 2),
odmierzajac odpowiednig objeto$¢ roztwordéw wyjéciowych.

. . .| Stezenie regulatoré6w wzrostu [mg dm=—] Tabela 2. Stezenie
Wariant pozywki regulatorow
NAA KIN wzrostu - kwasu

MS a-naftalenooctowego

1,0 NAA + 0,2 KIN 1,0 0,2 (NAA) i kinetyny (KIN)
MSz,o NAA +0,2 KIN 2,0 0,2 w pozywce MS
MS0,4 NAA + 0,8 KIN 0,4 0,8
MSO,2 NAA + 0,5 KIN 0’2 0;5

Doprowadzi¢ warto$¢ pH pozywek do 5,7. Pozywki rozle-
wac po 40 cm? do szerokoszyjnych kolb Erlenmeyera o objeto-
$ci 100 em?, zakry¢ kolby kapslami foliowymi z platkiem ligniny
i wysterylizowac.

Murashige T., Skoog F., A Revised Medium for Rapid Growth
and Bioassays with Tobacco Tissue Cultures, ,Physiologia
Plantarum” 1962, vol. 15, s. 473—4709.
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ZALACZNIK 6. METABOLITY WTORNE

O ZNACZENIU PROZDROWOTNYM.

ANTRAZWIAZKI LISCI
| KULTUR IN VITRO ALOESU

Skladniki pozywki [mg dm==]

Makroelementy
NH,NO, 1650
KNO, 1900
MgSO, x 7 H,0 370
KH,PO, 170
CaCl, bezwodny 330
FeNa EDTA 43
Mikroelementy
MnSO, x 4 H,0 22,3
H,BO, 6,2
ZnSO, x 7 H,0 8,6
Na,MoO, x 2 H,0 0,25
CuSO, x5 H,0 0,025
CoCl, x H,0 0,025
KI 0,75
Witaminy wg Gamborg i in. (1968)
mio-inozytol 100
kwas nikotynowy 1
pantotenian wapnia 0,874
pirydoksyna-HCI 1
ryboflawina 0,015
tiamina 10
Regulatory wzrostu
TIAA 1,5
BAP 0,3
Sacharoza 30000
Agar (dla hodowli kalusa) 7000
pH 5,8

Roztwory regulatoréw wzrostu BAP i IAA o stezeniu 1 mg cm™

przygotowac tak jak opisano w zalgczniku 2.
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Tabela 1. Sktad
pozywki MS wg
Murashige i Skoog
(1962) w modyfikacji
dla hodowli kultur
kalusowych

i zawiesinowych aloesu
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Gamborg O. L., Miller R. A., Ojima K., Nutrient Requirements
of Suspension Cultures of Soybean Root Cells, ,Experi-

mental Cell Research” 1968, vol. 50, s. 151-158.

Murashige T., Skoog F., A Revised Medium for Rapid Growth
and Bioassays with Tobacco Tissue Cultures, ,,Physiologia
Plantarum” 1962, vol. 15, s. 473—479.






