3. Streszczenie

Viola stagnina Kit. jest gatunkiem zagrozonym wyginieciem w przewazajacej
czgsci europejskiego zasiggu. W pracy przedstawiono wydajny protokét mikropropagacii
oraz krioprezerwacji dla celu ochrony ex sifu tego rzadkiego gatunku fiotka. Okreslono
frekwencje komoérek o réznej zawartosci DNA w réznych eksplantatach, co umozliwito
dokonanie wyboru eksplantatu najodpowiedniejszego do zatozenia kultury in vitro czyli
z najwickszg liczbg komérek 2C. Fragmenty blaszek i ogonkéw lisciowych hodowano na
zestalonej agarem pozywce MS wzbogaconej w auksyny i cytokininy w réznych
kombinacjach i st¢zeniach. Bezposrednia organogeneza zostata zaindukowana z najwyzszg
frekwencja na pozywce z 0.5 mg ' TDZ, za$ bezposrednia oraz posrednia (poprzez kalus)
na pozywce z 1 mg I"' TDZ, co zostato potwierdzone poprzez analize histologiczng oraz
obserwacje w SEM. Pedy przybyszowe zostaly ukorzenione na pozywce 1/2 MS z 2%
sacharozy i 05 mg 1! IAA. Regeneranty przesadzono do ziemi ogrodowej
i aklimatyzowano w warunkach laboratoryjnych. 65 spoéréd zregenerowanych roslin (72%
z wyizolowanych pedéw umieszezonych na pozywce ukorzeniajacej) po przeniesieniu do
warunkow polowych na poletku do$wiadczalnym UJ przetrwato w dobrej kondycji kilka
sezonOw. Rosliny wytworzyly kwiaty chasmogamiczne oraz klejstogamiczne
morfologicznie podobne do kwiatéw rodlin wystepujacych w naturalnych populacjach,
ktore byly wykorzystane do zatozenia kultury, wydaty nasiona z obydwu typow kwiatow
w pierwszym, drugim oraz trzecim sezonie wegetacyjnym. Oszacowana przy uzyciu testu
histochemicznego zywotno$¢ pytku zregenerowanych roélin byta w przypadku wickszosci
ro$lin bardzo wysoka (ponad 90%), podobnie jak u roslin z naturalnego $rodowiska.

Pedy przybyszowe V. stagnina w roznych stadiach rozwoju zostaty
wykorzystane jako material wyjsciowy do réznych technik krioprezerwacji. Wszystkie

te metody doprowadzily, po rozmrozeniu materiatu, do proliferacji kalusa i posredniego



powstania pedow z rézng wydajnoscia w kulturze in vitro. Kapsutkowanie/dehydratacja
osmotyczna okazata si¢ najbardziej wydajng technika do krioprezerwacji materiatu
V. stagnina w cieklym azocie.

Ocena stabilnosci genetycznej klonow po mikropropagacji i krioprezerwacji
zostata przeprowadzona za pomoca markeréw molekularnych ISSR. Zréznicowanie
genetyczne gatunku w dwoch naturalnych populacjach zostalo  oszacowane
i wykorzystane jako punkt odniesienia dla regenerantéw. Wséréd roslin uzyskanych
poprzez organogeneze wykryto zaréwno roliny zgodne jak i oddalone pod wzgledem
genetycznym od roslin wyjsciowych, natomiast rosliny po krioprezerwacji wykazaty
zgodnos¢ genetyczng z genotypem rosliny macierzystej, co zostato przedstawione na
diagramie PCoA relacji genetycznych. We wszystkich grupach klonéw wartodci
parametréw  genetycznych takich jak liczba genotypéw, liczba markeréw
polimorficznych, Hj, Hr oraz Hs byly nizsze niz w naturalnych populacjach. Cytometria
przeptywowa wykazata w roslinach zregenerowanych poprzez organogeneze oraz po
krioprezerwacji statg wielko$é¢ genomu w stosunku do ro$lin z naturalnych populacji za
wyjatkiem jednej autopoliploidalnej rosliny zregenerowanej po traktowaniu roztworem
witryfikacyjnym PVS3.

Jest to pierwsze doniesienie o mikropropagacji oraz krioprezerwacji V. stagnina,
z opracowanymi wydajnymi protokofami do wykorzystania w ochronie ex situ tego
zagrozonego gatunku. Jest to rowniez pierwsza szczegblowa analiza genetyczna
zregenerowanych roslin z wykorzystaniem metod stosowanych w genetyce populacyjnej

oraz pierwsze dane o wielko$ci genomu tego gatunku.
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