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Inicjacja sterylnych kultur in vitro oraz
mikropropagacji slazowca pensylwanskiego
(Sida hermaphrodita R.)

Initiation of in vitro cultures and micropropagation of sida (Sida hermaphrodita R.)

Slazowiec pensylwanski (Sida hermaphrodita R.) moze byé rozmnazany generatywnie, jak
réwniez wegetatywnie przez sadzonki z odcinkoéw korzeni, sadzonki zielne otrzymywane z pedow
nadziemnych oraz przez podzial podziemnej czg$ci na mniejsze fragmenty. Problem jednak stanowi
niska zdolno$¢ kietkowania nasion spowodowana twardoscig okrywy. Z tego powodu zdolnosé
wschodow nawet w sprzyjajacych warunkach nie przekracza 30—40%. Niedoskonato$¢ tradycyjnych
metod rozmnazania §lazowca, wysoka cena dobrych jakosciowo nasion, a takze wzrost zainteresowania
uprawa §lazowca na cele bioenergetyczne i przemystowe byly przyczyna podjecia badan nad
mikropropagacja tej rosliny w kulturach in vitro. Badania wykazaly, ze wspotczynnik rozmnazania dla
eksplantatow bocznych jak i wierzchotkowych ma wyzsza wartos¢, przy wykorzystaniu pozywki
Murashige i Skoog (MS) zawierajaca 30 g/l sacharozy oraz 0,01 mg/l BAP (regulator wzrostu) w
porownaniu z ta sama pozywka o stezeniu 0,02 mg/l BAP i wynosil odpowiednio: 5,25 oraz 6,05.
Zastosowanie powyzszej pozywki zapewnilo wysoki odsetek (97%) ukorzenionych, gotowych do
aklimatyzacji eksplantatow.

Stowa kluczowe: kultury in vitro, mikropropagacja, Sida hermaphrodita, wspotczynnik rozmnazania

Sida (Sida hermaphrodita R.) can be propagated by both generative and vegetative methods by
seedlings obtained from root sections, from above ground shoots and from underground part of the
plant fragmented into smaller pieces. The problem in generative propagation is low germination rate of
seeds caused by hard shell. This causes germination rate in favourable condition to reach only 30— 40%.
Imperfection of traditional propagation methods of sida, high price of good quality seeds and growing
interest in cultivation of the crop for energy and industrial raw materials caused numerous attempts to
propagate the plant by in vitro regeneration cultures. The studies on initiation of micro propagation
showed that multiplication factor on MS medium, containing 30 g/l sucrose and 0.01 mg/l BAP was
6.05 for apical explants and for lateral explants 5.25 on the same medium. The MS medium provided a
high ratio (97%) of rooted explants ready for acclimatization.
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Slazowiec pensylwanski (Sida hermaphrodita R.) pochodzi z Ameryki Pétnocnej i
nazywany jest rowniez malwg pensylwanska lub sidg. Do uprawy w Polsce zostat
przywieziony ze Zwiazku Radzieckiego. Jest to roslina wieloletnia, polikarpiczna, o
corocznie zamierajacych pedach (Borkowska, Styk, 2003).

W Polsce, ze wzgledu na warunki klimatyczne mozliwo$¢ uprawy §lazowca okreslono
na 15-20 lat. Obserwacje trwajace blisko 50 lat nie wykazaty, aby roslina wymarzata w
czasie ostrych zim lub wysychata w czasie upalnych i suchych lat. Dzigki glebokiemu
systemowi korzeniowemu odporna jest na okresowe susze (Borkowska, Styk, 2003).

Slazowiec pensylwanski posiada szeroka tolerancje w stosunku do gleby i klimatu.
Moze by¢ uprawiany na wszystkich typach gleb, nawet na piaszczystych V klasy
bonitacyjnej, pod warunkiem ich dostatecznego uwilgotnienia, a takze na terenach
zdegradowanych chemicznie, hatdach pokopalnianych, rekultywowanych wysypiskach
komunalnych, gdzie pehi rol¢ fitoremediacyjng. Przedplon dla §lazowca stanowi¢ moga
wszystkie rosliny uprawne, szczegolnie korzystnym jest ziemniak uprawiany na oborniku
(Borkowska, Styk, 1997).

Slazowiec pensylwanski moze stuzyé do nasadzen w pasach przydroznych, chronigcych
tereny mieszkalne, pola uprawne czy ogrody przed zanieczyszczeniami komunikacyjnymi.
Jako roslina kwitngca az do przymrozkoéw jesiennych stanowi rowniez dobry pokarm dla
pszczotk: jego wydajno$¢ miodowa oceniana jest na 110—143 kg/ha (Wrdblewska, Kolasa,
1986). W ostatnim dziesigcioleciu §lazowiec pensylwanski jako gatunek wieloletni, o
duzym potencjale plonowania znalazt si¢ w kregu zainteresowania agroenergetyki. Na
podstawie dotychczasowych badan mozna jednoznacznie stwierdzi€, iz jego biomasa
nadaje si¢ do spalania w postaci zrebkow oraz jako surowiec do produkcji brykietow i pelet.

Problemem dla szybkiego wzrostu powierzchni upraw $lazowca pensylwanskiego jest
jako$¢ materiatu siewnego, wynikajaca z niskiej sity kietkowania nasion - duza liczba
nasion twardych, wymagajacych stratyfikacji, a takze ograniczona mozliwos$¢ rozmnazania
wegetatywnego roslin poprzez pedy i korzenie. Nasiona zbierane w warunkach Polski maja
matg warto$¢ siewna, w okresie zbioru kietkuja bardzo stabo (1-4%), po 1-2 latach
zdolno$¢ kietkowania osigga maksimum na poziomie 45-70%, a potem maleje
(Borkowska, 1988; Dolinski i in., 2006).

Z powodu stabego kietkowania $§wiezych nasion Borkowska i Styk (2006) zalecaja na
wigkszych plantacjach wysiewanie nasion 1-2 letnich, a na matych stosowanie
rozmnazania wegetatywnego. Opracowanie metody mikropropagacji tego gatunku
pozwolitoby na ominigcie tych barier i uzyskanie efektywnego sposobu namnazania
$lazowca.

Celem badan byla optymalizacja warunkéw hodowli in vitro oraz opracowanie
metodyki mikropropagacji dla uzyskania mozliwie wysokiego wspolczynnika
rozmnazania i w konsekwencji mozliwosci produkcji jak najwigkszej liczby sadzonek.
Namnazanie roslin tym sposobem przyniostoby jednoczesnie obnizenie kosztow i
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skrocenie czasu produkcji, a takze zapewnitoby jednolito§¢ materialu roslinnego i
standaryzacj¢ jako$ciowa produkowanych surowcow.

MATERIAL I METODY

Inicjacja kultur in vitro §lazowca

W celu uzyskania czystych siewek §lazowca pensylwanskiego nasiona odkazono i
przeniesiono na pozywke Murashige 1 Skoog (MS) zawierajaca 0,04 mg/l kinetyny oraz
1 mg/l kwasu giberelinowego. Zastosowane regulatory wzrostu miaty na celu przerwanie
stanu spoczynku nasion oraz zainicjowanie procesu kietkowania. Skala do$wiadczenia
obejmowata 300 nasion, umieszczanych po 5 sztuk w naczyniach hodowlanych. Wy-
szczepianie nasion przeprowadzone bylo przy maksymalnym zachowaniu warunkow
sterylnosci. Hodowla odbywala si¢ w fitotronie, w temperaturze 24°C przy braku dostepu
Swiatla.

Prowadzenie hodowli

Po 7 dniach od wyszczepienia kietkujace nasiona wystawiono na dziatanie $wiatla w
celu dalszego rozwoju siewek. Po 21 dniach od momentu wyszczepienia nasion ze
zdrowych, jakosciowo siewek wybranych na podstawie obserwacji wyizolowano
eksplantaty wierzchotkowe i boczne. Umieszczono je w naczyniach hodowlanych, na
pozywkach o r6znych st¢zeniach i rodzajach cytokinin (tab. 1).

Dokonywano obserwacji rozwoju eksplantatow po uptywie 7, 14 oraz 21 dniach. Ocenie
podlegala liczba wytwarzanych pakéw, obecno$¢ i wielkos¢ kalusa, ogolna kondycja
eksplantatu, wystepowanie zakazen mikrobiologicznych.

Pasaz

Doswiadczenie na etapie namnazania obejmowato 3 pasaze. Pierwszy pasaz miat
miegjsce po 28 dniach prowadzenia hodowli, drugi po 28 dniach od pasazu pierwszego,
trzeci natomiast po 28 dniach od drugiego. Pomi¢dzy pasazami dokonywano 3 obserwacji
kontrolujagcych jako$¢ eksplantatow oraz obliczono wspétczynnik rozmnazania dla
poszczegblnych regulatorow wzrostu. Podczas kazdego z pasazy dzielono uzyskane
wieloroslinki na pojedyncze pedy boczne i wierzchotkowe, ktore umieszczano na pozywce
o identycznym sktadzie jak pierwotnie zastosowane.

Ukorzenianie i aklimatyzacja

W trakcie hodowli eksplantatow na pozywkach zawierajacych cytokininy zaobserwo-
wano rozwoj korzeni. Z tego powodu zrezygnowano z zastosowania odrebnej pozywki w
celu ukorzeniania roslin. Rozwoj korzeni sprawdzano podczas 3 obserwacji.

Z uzyskanych mikrosadzonek wybrano po 20 sztuk i przenoszono do autoklawowane;j
ziemi w celu aklimatyzacji. Przeprowadzono dwie obserwacje w 14 dniowych odstepach
czasu, majacych na celu oceng jakosci roslin ex vitro.

Warunki prowadzenia hodowli

Kultury in vitro §lazowca prowadzono w fitotronie. Temperatura w pomieszczeniu
wynosita od 24 do 26°C, wilgotno$¢ powietrza w naczyniach hodowlanych ksztattowata
sie na poziomie 70%, a natezenie $wiatta oscylowato wokot 40-60 uEm™ s-!. Pozwalato to
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na prowadzenie powtarzalnych do§wiadczen w maksymalnie optymalnych warunkach dla
rozwoju eksplantatow. Schemat do§wiadczenia obrazuje rysunek 1.

1) Sterylizacja nasion,
inicjacja kuhury

{rovmolegle na pozywlkach
LS BAF0,01;

0,02; 0,05 mg1 oeaz TDZ
0.,02; 0,05)

2) Proliferacja

> 3) Trzykrotny cykl
pasazy i proliferacji

-

4) Ukorzenianie,

elongacja

5) Aklimatyzacja
mikrosadzonek ex vitro

Rys. 1. Schemat do§wiadczenia mikropropagacji slazowca
Fig. 1. Scheme of sida micropropagation
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WYNIKI I DYSKUSJA

W ramach pracy prowadzono doswiadczenia nad inicjacja kultur Sida hermaphrodita
R. oraz nad opracowaniem efektywnej metody mikropropagacji tego gatunku. Dazono przy
tym do osiggnigcia wysokiego wspolczynnika rozmnazania. W tym celu zastosowano
pozywke MS, w ktorej modyfikowano rodzaj regulatoréw wzrostu oraz ich stgzenie.

Tabela 1
Rodzaje i stezenia zastosowanych regulatoréw wzrostu
Types and concentrations of growth regulators

Regulator wzrostu Stezenie (mg/1)
Growth regulator Concentration (mg/1)
0,01
BAP 0,02
0,05
0,02
TDZ 0.05

Ze wzgledu na stosunkowo niski procent uzyskanych siewek, ktérego przyczyna jest
obecnos$¢ duzej ilosci nasion twardych (Borkowska, 1988; Dolinski i in., 2006),
charakterystycznych dla tego gatunku, inicjacja kultury in vitro S$lazowca byla
przeprowadzona w dwoch powtoérzeniach (tab. 2). Inne badania, w ktorych wyko-
rzystywano skaningowy mikroskop elektronowy wykazaly, ze o kietkowaniu twardych
nasion niektorych roslin moze decydowac struktura komorkowa blokujgca rejon chalazy.
Pelni ona role korka (kapsla), ktéry zamyka dla wody dostep do hilum (Das, Saha, 1999;
Daws i in., 2006).

Tabela 2
Efektywno$¢ sterylizacji i zdolno$é kietkowania nasion $lazowca
The efficiency of sterilization and germination capacity of Sida hermaphrodita seeds

Powtorzenie 1 — Replication 1

nasiona sterylne nasiona sterylne . .
dzien liczba nasion skietkowane nieskielkowane nasiona zakazone
day no. of seeds germinated sterile seeds | non-germinated sterile seeds 1nfectt(:)/d seeds
(%) ) oo
7 300 333 64,7 2
10 288 42 55,3 2,7
21 288 49,7 45,6 2,7
Powtorzenie 2 — Replication 2
7 300 39,3 60 0,7
10 291 39,3 59 1,7
21 274 49,6 48,7 1,7

Dla zapoczatkowania hodowli kultur in vitro wybrano zdrowe jakosciowo siewki jako
ro$liny mateczne. Wykorzystano zarowno eksplantaty boczne jak i1 wierzcholkowe,
przenoszac je na pozywki o roznym stezeniu regulatoréw wzrostu BAP 1 TDZ w odstepach
czterotygodniowych. Wyniki uzyskane podczas pasazy przedstawia tabela 3.
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Tabela 3
Efektywno$¢ namnazania eksplantatéw na poszczegélnych pozywkach
Efficiency of propagation of explants on different media
Explantaty
Regulator . wytwarzajace Eksplantaty Wspotczynnik Ukorzenione
wzrostu Stezenie . . [
. Explantat paki zamierajace rozmnazania eksplantaty
Growth Concentration . S
Type of explant Explants Dying explants | Multiplication | Rooted explants
regulator (mg/1) . o o
producing buds (%) factor (%)
(mg/) s
boczny 100 0 525 97
side
0,01 erzeholk
Wierzeholowy 100 0 6,05 93
top
ls’ic(’fezny 100 0 522 94
BAP 0,02 ierzchotkow
WerZClocRow Y 100 0 5,94 93
top
boczny 97 3 4,90 93
side
0,05 erzcholk
wierzeholkowy 93 7 4,95 93
top
boczny 93 7 430 90,6
side
0,02 ierzchotk
psreaTony 90 9 428 66,6
TDZ . L
ocziy 90 10 2,32 8
side
0,05 wierzchotko
Wy 66 14 1,85 13
top

Na podstawie obserwacji sformutowano wnioski dotyczace wzrostu, rozwoju i
efektywnosci namnazania si¢ eksplantatow $lazowca na okreslonych pozywkach. Dla
zobrazowania roznic w wielko$ci wspolczynnika rozmnazania pomigdzy poszczegolnymi
pozywkami sporzadzono rysunki 2 i 3.

O R N W » 1 OO N
1

6,05 5,94
T 4,95
i | 4,28

1,85

' r
o
1

BAP 0,01 BAPO0,02 BAPO,05 TDZ0,02 TDZO0,05

Rys. 2. Zalezno$¢ wielkosci wspélezynnika rozmnazania od zastosowanej pozywki hodowlanej
dla pakéw wierzcholkowych
Fig. 2. Effect of medium used for apical buds in vitro cultivation on multiplication factor
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Rys. 3. Zalezno$¢ wspotczynnika rozmnazania od zastosowanej pozywki hodowlanej dla pakow
bocznych
Fig. 3. Effect of medium used for lateral buds in vitro cultivation on multiplication factor value

Nieliczne publikacje naukowe przedstawiaja badania nad hodowlg §lazowca
pensylwanskiego w kulturach in vitro. W swoich badaniach Sivanesan i in. otrzymali
wspotczynnik rozmnazania 20 dla Sida cordifolia L. przy uzyciu pozywki MS z 0,5 mg/1
BAP, 1,0 mg/l NAA, 1,0 mg/l siarczanu adeniny i 10% mleka kokosowego (Sivanesan,
Byoung, 2007). Haynes i Graves (2004) opracowali metod¢ ukorzeniania mikrosadzonek
z zastosowaniem pozywki zawierajacg regulator wzrostu IBA, uzyskujac w ten sposob
83% ukorzenionych roslin. Natomiast obserwacje wykazaty, ze wspotczynnik rozmnazania
dla eksplantatow bocznych i1 wierzchotkowych byt wyzszy na pozywce MS, w ktorej uzyto
30 g/l sacharozy oraz regulatora wzrostu BAP w st¢zeniu 0,01 mg/l i wynosit odpowiednio:
5,25 oraz 6,05. Zastosowanie tej wlasnie pozywki zapewnito wysoki odsetek (97% 1 93%)
ukorzenionych, gotowych do aklimatyzacji eksplantatow, bez koniecznosci stosowania
dodatkowej pozywki inicjujacej ukorzenianie. Podobne wartosci wspotczynnika
rozmnazania (5,22 i 5,94) uzyskano stosujac pozywke MS zawierajaca BAP w stezeniu
0,02 mg/l, jednak ilos¢ eksplantatdw ukorzenionych byta nizsza (94 1 93%). Przypuszcza
si¢, ze niskie wspoOlczynniki rozmnazania byly wynikiem mato zréznicowanego skladu
pozywek.

Regulator wzrostu TDZ wykazal mniejsza efektywno$¢ w stosunku do regulatora
wzrostu BAP. Na pozywkach zawierajacych TDZ otrzymano znacznie nizszy
wspotczynnik rozmnazania 4,28 i 4,30 dla stezenia 0,02 mg/l oraz 1,85 i 2,32 dla stezenia
0,05 mg/1 i bardzo niski procent roslin ukorzenionych.

W nastepnym etapie mikrosadzonki $lazowca aklimatyzowano w ziemi ze 100%
wydajnoscig. Dokonano dwukrotnych pomiaréw wysokosci roslin i liczby lisci
mikrosadzonek $lazowca, pochodzacych z eksplantatow wierzchotkowych i bocznych
hodowanych wczesniej na pozywkach o réznym stezeniu BAP (0,01 i 0,02 mg/l).
Wysokos¢ roslin ksztattowata si¢ odpowiednio: dla eksplantatow wierzchotkowych 4,1 cm,
dla bocznych 4,5 cm, natomiast liczba lisci dla eksplantatéw wierzchotkowych wynosita
7,78, dla bocznych 6,99 (BAP 0,01 mg/l). Wysokos$¢ roslin wynosita 4,25 cm dla
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eksplantatow wierzchotkowych, dla bocznych 3,84 cm, natomiast liczba lisci dla
eksplantatow wierzchotkowych wynosita 7,94, dla bocznych 7,88 (BAP 0,02 mg/l).
Analizujac wyniki, ktére przedstawia tabela 4 mozna stwierdzi¢, ze sadzonki szybko i
roOwnomiernie rozwijaly sig, osiggajac porownywalng wysokos$¢ jak i liczbe lisci zaréwno
dla eksplantatow bocznych jaki i wierzchotkowych.

Tabela 4
Efektywnos¢ aklimatyzacji mikrosadzonek $lazowca pensylwanskiego
Efficiency of acclimatization of multiplied explants of Sida hermaphrodita

Regulator wzrostu Nr obserwacji | Rodzaj eksplantatu Wysokos¢ yoslmy Liczba lisci Roslmy rosnace
Growth regulator Observation No Type of explant Plant height No. of leaves Growing plants
(mg/) : P P (cm) (pieces.) (%)

wierzchotkowy 3.93 62 100
1 top
:i‘(’ifny 3,99 6,14 100
BAP 0,01 mg/l erzeholk
WICHZCIOROwY 4,26 7,78 100
5 top
boczny 5,02 8,0 100
side
wierzchotkowy 3.96 7.74 100
1 top
:i‘(’izzny 3,68 6.9 100
BAP 0,02 mg/l Ep——H
wierzchotkowy 4,54 8,14 100
) top
boczny 3,99 7,88 99,6
side

Kroétkie komunikaty w czasopismach rolniczych i naukowych informujg o stosowaniu
mikrorozmnazania tego gatunku na cele komercyjne, jednak szczegdétowa metodyka nie
jest dostepna. Mikrorozmnazanie pozwala na szybsze uzyskanie wigkszego materiatu
hodowlanego u gatunkéw wytwarzajgcych nasiona o niskim wspoétczynniku rozmnazania
wegetatywnego (bulwy, cebule) (Malepszy, 2005).

Roslinne kultury tkankowe stwarzaja mozliwos¢ produkcji duzej liczby sadzonek w
czasie o wiele krotszym niz ma to miejsce w warunkach ex vitro. Zastosowanie szybkiego,
rozmnazania $lazowca stwarza mozliwos$¢ uzyskiwania w krotkim czasie jednolitego pod
wzgledem genetycznym wolnego od patogenow materialu roslinnego do produkcji
wystandaryzowanych jako$ciowo opatrzonych certyfikatem substancji, a takze sadzonek
na cele agroenergetyczne. Z tego wzgledu kontynuacja prac nad hodowla Sida
hermaphrodita w kulturach in vitro jest konieczna i zasadna.

PODSUMOWANIE

Badania wlasne pozwolily na opracowanie wstepnej metodyki inicjacji sterylnych
kultur in vitro §lazowca pensylwanskiego na podtozu MS zawierajacym 0,04 mg/l GA3
(regulator wzrostu) oraz 1mg/l KIN (regulator wzrostu).
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Ocena wptywu roéznych rodzajow i stezen roslinnych regulatorow wzrostu wykazata
najlepszg jakos¢ 1 wzrost eksplantatow na podlozu MS zawierajacym BAP w stezeniu
0,01mg/1, dla ktérej uzyskano stosunkowo niski wspotczynnik rozmnazania. Otrzymano
wysoki procent ukorzenionych eksplantatow (99,8%), ktore nastgpnie poddano aklima-
tyzacji w ziemi z bardzo wysoka wydajno$cig. Natomiast regulator wzrostu TDZ zasto-
sowany w pozywkach mial niekorzystny wplyw na jako$¢ i rozwoj eksplantatoéw bocznych
i wierzchotkowych.

Wskazane jest podjecie dalszych badan na ulepszeniem metody mikropropagacji
$lazowca poprzez zalozenie doswiadczen polowych.
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