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Optymalizacja warunkow regeneracji in vitro
szalwii lekarskiej*

Optimisation of the conditions for in vitro regeneration of sage

Szatwia lekarska (Salvia officinalis L.) jest uzyteczna rosling zielarska wykazujaca dziatanie
antyseptyczne na szerokie spektrum bakterii, dziatanie przeciwzapalne, obnizajace poziom cukru we
krwi, leczace dolegliwosci zotadkowe, a nawet majaca dziatanie antyoksydacyjne. Mozliwosé
zastosowania licznych zwiazkow chemicznych zawartych w olejku eterycznym szatwii zwigksza
zainteresowanie uprawg tego gatunku z wykorzystaniem metod biotechnologicznych. Opracowanie
wydajnych metod regeneracji ro§lin waznych z leczniczego punktu widzenia, takich jak szatwia
lekarska, otwiera szereg mozliwosci poczawszy od rozpoznania szlakow metabolicznych i zwigkszonej
produkcji metabolitow wtornych, po mikropropagacje jednorodnych genotypoéw, az wreszcie do
transformacji genetycznej czy produkcji biofarmaceutykow. Celem niniejszej pracy bylo opracowanie
wydajnej metody regeneracji szalwii lekarskiej w kulturach in vitro na drodze organogenezy
bezposredniej i posredniej. Organogeneza bezposrednia byla indukowana na pozywce Murashige
Skoog (MS) oraz dwukrotnym rozcieficzeniu pozywki MS (1/2 MS) zawierajacych rézne kombinacje
1 st¢zenia roslinnych regulatorow wzrostu: BA, mT, NAA oraz IAA. Proces indukcji tkanki kalusowe;j
i proby regeneracji roslin metoda organogenezy posredniej prowadzone byly w trzech réznych
doswiadczeniach sktadajacych si¢ z zestawu odmiennych pozywek. Doswiadczenia te obejmowaly
rozne eksplantaty wyjsciowe. Najlepsze wyniki dla procesu regeneracji szalwii na drodze
organogenezy bezposredniej uzyskano przy uzyciu pozywek MS z dodatkiem 0,3 mg/l BA lub 0,3 mg/1
mT. Wspodtczynnik rozmnazania podczas cyklicznej kultury miescit si¢ w zakresie 3,08-3,82 dla
pozywek zawierajacych BA oraz 2,44-3,41 dla pozywek z mT. W badaniach nad organogeneza
posrednia na wszystkich zastosowanych podtozach otrzymano indukcje kalusa, jednak wzbudzenie
wlasciwosci morfogennych tkanki wymaga dalszego dopracowania.

* Powyzsze badania wykonane byly w ramach projektu pt.: ,,Wsparcie stypendialne dla doktorantow na kierunkach
uznanych za strategiczne z punktu widzenia rozwoju Wielkopolski”, Poddziatanie 8.2.2 Programu Operacyjnego Kapitat
Ludzki, wspotfinansowanego ze srodkow Unii Europejskiej w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego.
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Stowa kluczowe: indukcja kalusa, mikropropagacja, regeneracja in vitro, roslinne regulatory wzrostu,
szatwia lekarska, wspotczynnik rozmnazania

Sage (Salvia officinalis L.) is a useful medicinal plant showing antiseptic activity towards a broad
spectrum of bacteria, anti-inflammatory activity, lowering blood sugar, treating stomach ailments, and
even having an antioxidant effect. The applicability of a number of chemicals present in the essential
oil of sage increases the interest in cultivation this species using biotechnological methods. The
development of efficient methods for plant regeneration is important for a medicinal plant, such as sage.
It opens up a number of possibilities ranging from unravelling of metabolic pathways and increasing
the production of secondary metabolites, the micropropagation of homogeneous genotypes, and finally
to genetic transformation and production of biopharmaceuticals. The aim of this study was to develop
efficient methods for regeneration of sage in in vitro cultures through direct and indirect organogenesis.
Direct organogenesis was induced on Murashige Skoog medium (MS) and the half-strength MS
medium (1/2 MS) containing different combinations and concentrations of plant growth regulators: BA,
mT, NAA and IAA. The callus induction and plant regeneration trials by indirect organogenesis were
conducted in three different experiments, consisting of a set of different media. This experiment
included various output explants. As a result of the studies efficient regeneration of sage was developed
through direct organogenesis using MS media containing 0.3 mg / 1 BA and 0.3 mg / 1 mT.
Multiplication rate during cyclic culture was in the range of 3.08 - 3.82 for the media containing BA
and 2.44-3.41 for the media with mT. In studies on indirect organogenesis we also obtained induction
of callus on all the substrates, while the induction of morphogenetic properties of the tissue requires
further development.

Key words: induction of callus, micropropagation, in vitro regeneration, plant growth regulators,
sage, multiplication rate

WSTEP

Lecznicza uzyteczno$¢ szatwii w przeciwdzialaniu stanom zapalnym gardia, jamy
ustnej, przewodu pokarmowego oraz krwawieniom i kolkom jelitowym jest znana od
wiekéw. Obecnie wiadomo rowniez, ze szalwia lekarska wykazuje aktywno$¢
antyseptyczng na szerokie spektrum bakterii (Stanojevié i in., 2010), ale rowniez obniza
poziom cukru we krwi (Christenseniin., 2010), a nawet hamuje rozwdj komorek
rakowych (El Hadriiin., 2010). W olejku eterycznym szalwii lekarskiej stwierdzono
zawarto§¢ 37 réznych zwigzkéw chemicznych, ktore moga odgrywaé znaczaca role w
fitoterapii (Chalchat i in., 1998). Wiele prac z literatury przedmiotu poswigconych jest
mozliwo$ci wykorzystania poszczegdlnych sktadnikow aktywnych w leczeniu réznych
choréb. Przyktadem sg antyoksydanty, tj. karnozol, epirozmanol i karnozan metylu,
izolowane z szatwii, ktére moga mie¢ zastosowanie w profilaktyce chorob
cywilizacyjnych, jak: miazdzyca, za¢ma, choroba Parkinsona, choroba Alzheimera
(Akhondzadeh i in., 2003; Lima i in., 2005).

Mozliwo$¢ produkcji i zastosowania licznych zwigzkéw chemicznych zawartych w
szatwii lekarskiej zwigksza zainteresowanie uprawa tego gatunku z wykorzystaniem metod
biotechnologicznych. Znaczenie komercyjne technologii klonalnego rozmnazania ro$nie,
a przemyst in vitro obejmuje juz wiele waznych gospodarczo roslin (Malepszy, 2009).
Zastosowanie kultury in vitro u szalwii moze mie¢ duze znaczenie przede wszystkim w
analizowaniu skladu olejku eterycznego (Santos-Gomes i in., 2002). Jednak w badaniach
na kulturami tkankowymi szalwii najistotniejsza wydaje si¢ mozliwo$¢ masowego
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rozmnazania wyselekcjonowanych roslin o najlepszych parametrach leczniczych. Zaleta
kultur sg kontrolowane warunki wplywajace korzystnie na akumulacje i stabilnosé
sktadnikow olejku (Avato i in., 2005). Konwencjonalne metody pozyskiwania materiahu,
jak wysiew nasion, nie dajg takich mozliwosci. Wydajno$¢ rozmnazania in vitro S.
officinalis moze by¢ udoskonalana na pozywkach z zastosowaniem r6éznych hormonow,
zaroéwno z grupy cytokinin jak i auksyn (Gostin, 2008). Znaczacym jest rowniez fakt, ze
olejki eteryczne pochodzace z roslin uzyskanych droga mikropropagacji moga posiadac
niejednokrotnie wyzsze stezenia niektorych sktadnikéw w poréwnaniu z tradycyjna
uprawa. Wynika¢ to moze ze zmiennosci somaklonalnej roslin namnazanych w kulturach
in vitro (Avato i in., 2005). Mozliwo$¢ produkcji roslinnych metabolitow wtornych nie
ogranicza si¢ jednak tylko do procesu mikropropagacji. W przypadku S. officinalis coraz
czgsciej wykorzystuje si¢ inne metody kultur tkankowych jak kultury zawiesinowe czy
organow ro$linnych (Santos-Gomes i in., 2003; Grzegorczyk i in., 2007; Ruffoni i in.,
2009). Efektywno$c¢ tego typu kultur in vitro 1 produkcji metabolitdéw moze by¢ zwigkszona
poprzez zabiegi technologiczne tj. elicytacja (Szpitter i Krolicka, 2005). Badania nad
kulturami tkankowymi szalwii otwierajg rowniez droge do transgenezy tego gatunku.
Istniejg juz pierwsze doniesienia zwigzane z wytworzeniem transformowanych korzeni S.
officinalis wykorzystanych do zwigkszenia produkcji kwasu rozmarynowego, zwiazku o
dziataniu przeciwutleniajacym, przeciwzapalnym i antywirusowym (Wysokinska i
Chmiel, 2006).

Niewatpliwie biotechnologia otwiera nowe mozliwosci zwlaszcza w uprawie roslin o
duzym znaczeniu farmaceutycznym. Opracowanie wydajnego systemu regeneracji szatwii
w kulturach tkankowych jest pierwszym i niezbednym etapem prac nad korzystaniem z
metod biotechnologicznych i staje si¢ integralng czegscia wielokierunkowych programéw
hodowli S. officinalis. Celem niniejszej pracy bylo opracowanie wydajnej regeneracji i
rozmnazania szatwii lekarskiej w kulturach in vitro na drodze organogenezy bezposredniej
i posredniej. W przypadku organogenezy bezposredniej uzycie roéznych roslinnych
regulatorow wzrostu, zwlaszcza cytokinin, miato na celu opracowanie efektywnej
mikropropagacji. Zalozeniem badan nad organogeneza posrednia bylo rozeznanie
mozliwosci regeneracyjnych szatwii z réznych eksplantatéw wyjSciowych oraz
poszerzenie wiedzy w zakresie indukcji tkanki kalusowe;.

MATERIAL I METODY

Materialem wyjsciowym do badan byly nasiona szatwii lekarskiej, odmiany Bona. Do
odkazania nasion uzyto dwoch procedur z zastosowaniem 15% roztworu podchlorynu sodu
lub 20% roztworu preparatu handlowego ACE. Metodyke prowadzonych doswiadczen
wraz z uzytymi na danych etapach materiatami przestawiono w tabeli 1. Skala
doswiadczenia obejmowata po 70 nasion w trzech probach, a obserwacje kultur
wykonywane byty po 5, 71 16 dniach od wylozenia nasion. Sterylne siewki postuzyty jako
zrodto eksplantatow do zaktadania kultur i badan nad regeneracja szatwii. Organogeneza
bezposrednia byta indukowana na pozywce Murashige Skoog (MS) oraz dwukrotnym
rozcienczeniu pozywki MS (1/2 MS) zawierajacych rozne kombinacje i stezenia roslinnych
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regulatorow wzrostu tj. 6-benzyloaminopuryna (BA), meta-topolina (mT), kwas naftylo-1-
octowy (NAA) oraz kwas indolilo-3-octowy (IAA) (tab. 1). Obserwacje wykonywane byly
przed pasazem ecksplantatbw na $wieze medium 1 prowadzone w odstepach
dwutygodniowych. Podczas obserwacji okreslano m. in. wspolczynnik rozmnazania
okreslajacy liczbg pakéw przybyszowych powstatych z jednego eksplantatu. Cykl
rozmnozeniowy obejmowat 5 subkultur na danej pozywce. Wyjsciowe kultury szatwii na
réznych pozywkach obejmowaty po 100 roslin (20 kolbek x 5 eksplantatow). Proces
indukcji tkanki kalusowej i proby regeneracji roslin metodg organogenezy posredniej
prowadzone byly w trzech réznych do$wiadczeniach sktadajacych si¢ z zestawu
odmiennych pozywek (tab. 1). W dwoch pierwszych doswiadczeniach (1 i 2) bazowano na
pozywce MS z regulatorami wzrostu: BA, NAA oraz kwasem 24-
dichlorofenoksyoctowym (2,4-D). Natomiast w przypadku trzeciego do§wiadczenia (3)
uzyto pozywki Daria z réznym zestawem regulatorow wzrostu majgcym doprowadzi¢ do
regeneracji roslin (wg. Wielgus i in., 2008). W kazdym do$wiadczeniu kultura obejmowata
subkultury trwajace po 4 tyg., a przed pasazem wykonywana byla obserwacja. Kalus
kwalifikowany byt do trzech grup: maly — pojawienie si¢ niewielkich grudek; §redni —
tkanka ulegajaca proliferacji; duzy — znaczne namnazanie si¢ tkanki.

Tabela 1
Schemat etapéw doswiadczen wraz z uzytymi materialami
Scheme of experiment stages and applied materials

Etap Eksplantat Procedura i zastosowana pozywka
Stage Explant Procedure and applied medium
— 20% ACE przez 15 min. + 3 x ptukanie sterylna H,O
Odkazanie nasiona — 70% etanol przez 1 min. + 15% podchloryn sodu przez
Decontamination seeds 20 min. + 3 x ptukanie sterylna H,O

— MS: 1 mg/l GA; + 0,04 mg/l KIN

Organogeneza bezposrednia
Direct organogenesis

paki wierzchotkowe i boczne
apical and axillary buds

— MS: BA lub mT (0,3 mg/l)
— % MS: 0,3 mg/l BA
— MS: 0,5 mg/l BA + 0,1 mg/l TAA

Organogeneza posrednia
Indirect organogenesis

liscienie, fragmenty lisci,

ogonki lisciowe, merystemy, i

fragmenty todyg

cotyledons, leaf fragments,
petioles, meristems and stem
fragments

— (1) MS: 2 mg/l BA + 2 mg/l NAA + 1 mg/l chlorek
adeniny

— (2) MS: 10,05 mg/1 2,4-D + 0,1 mg/l BA; 1l bez
regulatorow wzrostu

— (3) Daria ind+ (1mg/l KIN + 0,05mg/l NAA) i Daria
pro+ (0,2 mg/l BA and 0,03 mg/l NAA)

Ukorzenianie
Rooting

zregenerowane pedy
regenerated shoots

— % MS: IAA 0,3 mg/l lub IBA 0,05 mg/l
— Daria root+ (2 mg/l IAA)

Ogodt badan obejmowal rézne eksplantaty, przy czym w procesiec organogenezy
bezposredniej uzyto pakéw wierzchotkowych i bocznych pobranych z 3 tygodniowych
ros§lin, a w organogenezie posredniej liScieni, fragmentow lisci, ogonkéw lisciowych,
merystemoéw 1 fragmentéw todyg pobranych z 2 tygodniowych roslin (tab. 1). Kazde
doswiadczenie zar6wno dla organogenezy bezposredniej i posredniej obejmowato 50 do
70 eksplantatow i wykonano je w 3 powtdrzeniach. Zregenerowane w kulturach in vitro
pedy poddawane byly ukorzenianiu na pozywce MS zawierajacej rozne st¢zenia auksyn
IAA lub kwasu B-indolomastowego (IBA) zamieszczone w tabeli 1. Obserwacje kultur
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zawierajagcych IAA przeprowadzono w 7 i 14 dniu, natomiast dla IBA obserwacje
przebiegaty w 10127 dniu od zatozenia kultury. W obu do§wiadczeniach skala obejmowata
75 eksplantatow, a kazde do§wiadczenie wykonano w trzech powtorzeniach.

Wszystkie pozywki posiadaly pH rowne 5,8, a przed zakladaniem kultur bytly
autoklawowane w temperaturze 121°C przez 20 min. Kultury in vitro szatwii prowadzone
byly w fitotronie przy natgzeniu $wiatta 4000 LUX, w temperaturze 25+ 1°C i przy
fotoperiodzie 16/8.

WYNIKI

Odkazanie

Uzycie do odkazania nasion 15% roztworu podchlorynu sodu przez 20 min. okazato si¢
zbyt inwazyjne i calkowicie uniemozliwiato skietkowanie nasion. Taki rezultat sktonit do
uzycia mniej inwazyjnego $rodka sterylizujacego zawierajacego 5% podchlorynu sodu
oraz skrocenie czasu ekspozycji nasion. Zastosowanie 20% roztworu komercyjnego
preparatu ACE przez 15 min. pozwolilo na uzyskanie wysokiego odsetka nasion czystych
(91,76%) przy jednoczesnym wysokim procencie nasion skietkowanych (47,84%). Dla
doswiadczen z uzyciem ACE zastosowano test porownan wielokrotnych (NIR -
najmniejszej istotnej rdéznicy), co umozliwilo przydzielenie poszczegélnych zbioréw
srednich do grup jednorodnych (tab. 2). Odkazanie nasion z uzyciem ACE dato
satysfakcjonujace wyniki, dzigki czemu mozliwe bylo uzyskanie odpowiedniej ilo$ci
sterylnych siewek do dalszych etapow badan.

Tabela 2
Efektywno$¢ procesu odkazania nasion szalwii przy zastosowaniu ACE
Efficiency of sage seeds decontamination using ACE
Nasiona
Cecha Seeds
Variate skietkowane czyste zakazone
germinated uncontaminated contaminated
Proba 16,80b 49,4a 1,60b
Trial 18,60b 49,22 1,80b
24,40a 46,8a 4,20a
NIR 05 — LSD g5 2,222 6,69 0,872

Organogeneza bezposrednia

W badaniach nad procesem organogenezy bezposredniej zalozono kultury in vitro
pakow wierzchotkowych 1 bocznych, pobranych z 3-tygodniowych siewek i
umieszczonych na pozywkach z réznym rodzajem i st¢zeniem roslinnych regulatorow
wzrostu. Tabela 3 prezentuje statystyczne poréwnanie wynikow obserwacji dla réznych
pozywek poprzez test NIR wraz z grupami jednorodnymi. Najlepsze rezultaty w procesie
regeneracji szatwii z pgkéw wierzchotkowych i bocznych uzyskano przy uzyciu pozywek
MS zawierajacych 0,3 mg/l BA lub mT. Kultura na tych pozywkach odznaczata si¢ nie
tylko wysokim wspotczynnikiem rozmnazania, ale i dobrg kondycja eksplantatow podczas
cyklicznej mikropropagacji. W przypadku pozostatych pozywek z odmiennym zestawem
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regulatorow wzrostu, kultury odznaczaly si¢ nizszym wspotczynnikiem rozmnazania, badz
gorszym stanem fizjologicznym eksplantatow (tab. 3).

Tabela 3
Organogeneza bezposrednia pakéw wierzchotkowych i bocznych z zastosowaniem réznych roslinnych
regulatoréw wzrostu
Direct organogenesis of apical and axillary buds with the use of different plant growth regulators

Eksplantaty
A 1 0,
Cecha \X)Szpr(r)lif:g;g};k wytwarzajace B 0]
Variate T Y ks Zywotne zwitryfikowane obumarte
Multiplication rate paki . .0
; growing vitrificated necrosed
creating buds
MS 0,3 BA 2,952a 91,1a 77,5 5,5¢ 3,19bc
Poivwk MS 0,3 mT 2,732a 98,6a 93,9a 4.8¢c 1,14c
Mg MS BATIAA 2,550a 96,3a 86,82 12,4bc 1,69¢
MS BA+NAA 1,847b 59,8¢ 36,7b 24,8b 38,48a
%> MS 0,3 BA 3,095a 83,2b 33,7b 54,8a 11,58b
NIR ¢,0s— LSD .05 0,6843 15,28 22,14 14,83 8,564

Organogeneza poSrednia

W rezultacie badan nad organogenezg posrednia indukcj¢ tkanki kalusowej z liscieni,
fragmentow lisci, ogonkdéw lisciowych, merystemow i fragmentow todyg otrzymano na
wszystkich zastosowanych podtozach. Najlepsze rezultaty uzyskano w doswiadczeniu (1)
na pozywce MS zawierajacej 2 mg/l BA, 2 mg/l NAA oraz 1 mg/l chlorku adeniny (tab. 4).

Tabela 4
Indukcja tkanki kalusowej z réznych fragment6éw roslin
Induction of callus tissue from different parts of plants
Eksplantaty Kalus
Explants (%) Callus (%
Cecha zielony — green brazowo-
Variate zywo?ne zamierajgce maly éredni duzy zielony brazowy
growing necrosed . brown and brown
small medium large
green

lise 15,9b 84,1a 15,92 0,0¢ 0,00a  627a 0,0

leaf

ogonki
Eksplantat ;< i owe 633a 36,7b 12,22 51,1a 0,00a  36,3b 0.0

Explant .

petiole

merystemn 454a 54,6b 17,7a 27,3b 0,38a 50,0ab 0,0

meristem
NIRg,0s — LSD g5 21,16 21,16 11,22 15,88 0,662 25,20 —
Subkultura n-1 52,0a 48,0b 20,4a 31,6a 0,0a 36,0b 0,0
Subculture n-2 25,6b 74,4a 4,8b 20,4a 0,40a 74,4a 0,0
NIRg 05 — LSD g5 19,31 19,31 8,85 16,66 0,56 20,07 —

Sposréd analizowanych na tej pozywce eksplantatow indukcja kalusa zachodzita
najlepiej na ogonkach lisciowych, nastgpnie na merystemach, a najstabiej na fragmentach
lisci. Zainicjowany kalus odznaczal si¢ zielong barwag oraz mial luzng, grudkowata
strukture. Jednak proba wzbudzenia powstawania organdéw przybyszowych poprzez

138



Aleksandra Luwanska ...

przepasazowanie jej na $wiezg pozywke spowodowala zmniejszenie zywotnosci tkanki
kalusowe;j (tab. 4).

Doswiadczenie (2) nad kulturami li§cieni prowadzonymi w uktadzie dwoch pozywek
MS I z dodatkiem 0,05 mg/l 2,4-D oraz 0,1 mg/l BA, a nast¢pnie MS II niezwierajace;j
regulatorow wzrostu skutkowato wysoka indukcjg tkanki kalusowej, ale stabym wzrostem
tej tkanki bez wykazywania wlasciwosci morfogennych (rys. 1).

100,00
90,00 T
80,00
70,00 -
60,00 -
50,00 - —

40,00 - T —
30,00 - | Il -

—

20,00 - T . I |

10,00 -  EMSI
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MS I

zywotny/growing

zamierajacy/necrosed

zielony maty/green small

zielony duzy/green large
green

zielony Srednifgreen medium
brazowo - zielony/brown and

Kalus Callus

Rys. 1. Kultury liScieni w ukladzie dwéch pozywek
Fig. 1. Cotyledon cultures in a set of two media

Prowadzone do$wiadczenie (3) nad kulturami li§cieni, fragmentéw todyg i korzeni na
pozywce Daria nie przyniosto satysfakcjonujacych wynikoéw. Jedynie dla fragmentow
lodyg uzyskano indukcje tkanki kalusowej z niewielkg regeneracjg pedow (tab. 5). Jednak
w prowadzonych kulturach zaréwno kalus jak i powstate pedy charakteryzowaty si¢ zlg
kondycja fizjologiczng i nieprawidtowa gospodarka wodng (witryfikacja). Proba
ukorzeniania takich pedow na pozywce Daria root+ zakonczyla si¢ niepowodzeniem.
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Tabela 5
Kultury fragmentoéw todyg na pozywkach Daria
Cultures of stem fragments on Daria media

Eksplantaty Daria ind+ Daria pro+

Explants (%) 1 obs. | s.d | 2 obs. | s.d 1 obs. | s.d | 2 obs. | s.d
Rosnace 86,49 4,59 49,04 531 12,02 6,71 0,00 0,00
Growing
Zamierajace 13,51 4,59 50,96 531 87,98 6,71 100,00 0,00
Necrosed
Indukeja kalusa 60,70 13,77 80,88 19,97 100,00 0,00 100,00 0,00
Callus induction
Pedy przybyszowe 10,35 7,57 12,11 10,05 34,65 31,39 62,63 67,48
Adventitious shoots
Korzenie przybyszowe 5,00 4,08 5,00 4,08 5,00 4,08 5,00 4,08
Adventitious roots
Zregenerowane rosliny 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Regenerated plants

Ukorzenianie

Zregenerowane w procesie organogenezy bezposredniej pedy poddano ukorzenianiu.
Najlepsze wyniki w wytwarzaniu przez pedy korzeni otrzymano na pozywce 2 MS z [AA
w stezeniu 0,3 mg/l. Po 7 dniach prowadzenia kultur korzenie wyksztalcito 75%
eksplantatow, a po 14 dniach odsetek zwigkszyt si¢ do 87,5%. Zregenerowane ro$liny
szatlwii charakteryzowatly si¢ prawidlowym wzrostem i rozwojem. W przypadku IBA
ukorzenione eksplantaty uzyskano dopiero po 10 dniach (20%), a po 27 dniach procent
ukorzenienia wynosit 43,28.

DYSKUSJA

Pelne wykorzystanie potencjalu metod biotechnologicznych u szalwii wymaga
doktadnego opracowania protokotow regeneracji roslin w kulturach tkankowych. W pracy
wlasnej prowadzono badania nad optymalizacja warunkéw kultur in vitro zardbwno na
drodze organogenezy bezposredniej, jak i posredniej. W przypadku organogenezy
bezposredniej wybor zaréwno pakow wierzchotkowych i bocznych oraz zastosowanie
cytokininy BA lub mT w stezeniu 0,3 mg/l pozwolilo nie tylko na skuteczng regeneracje
ro$lin, ale rowniez na efektywna mikropropagacje. Doniesienia literaturowe potwierdzaja
uzyteczno$¢ BA w namnazaniu szalwii. Przy zastosowaniu tej cytokininy uzyskano wysoki
wspotczynnik rozmnazania (7,84) podczas 6-tygodniowej kultury (Gostin, 2008). Ponadto
ten sam autor uzyskat wysoki poziom rozmnazania przy zastosowaniu kinetyny (KIN) wraz
z auksyna NAA. Inne zrodla podaja uzyteczno§¢ BA wraz i innymi roslinnymi
regulatorami wzrostu: 2,4-D (Santos-Gomes i in., 2002) lub IAA (Grzegorczyk i
Wysokinska, 2008). Aromatyczna cytokinina mT nie byta dotychczas stosowana w
mikropropagacji szatwii. Badania wtasne dowodza, ze stymuluje ona wydajnie proliferacj¢
pedow 1 moze by¢ alternatywa dla szeroko rozpowszechnionej cytokininy BA. W
literaturze przedmiotu mozna znalez¢é réwniez prace na temat mikropropagacji innych
gatunkow z rodzaju Salvia jak Salvia sclarea (Liu i in., 2000), Salvia fruticosa (Arikat i
in., 2004) czy Salvia guaranitica (Echeverrigaray 1 in., 2010). Zasadniczo w kulturach in
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vitro r6znych ro$lin odrgbny gatunek wymaga dostosowania warunkow, gtownie rodzaju i
stezenia roslinnych regulatoréw wzrostu.

W badaniach wlasnych nad organogeneza posrednig rozeznano mozliwosci regene-
racyjne szatwii z r6znych eksplantatoéw wyjsciowych oraz poszerzono wiedz¢ w zakresie
indukcji tkanki kalusowej. Z literatury wynika, ze prowadzone sg roOwniez prace nad
uzyskaniem morfogennego kalusa zdolnego do wydajnej regeneracji roslin (Tawfik i
Mohamed, 2007). Niezwykle uzyteczne w tym przypadku mogg by¢ badania nad
embriogeneza somatyczng szalwii (Kintzios i in., 1999). W pracy wlasnej bazowano
roOwniez na wyzej wymienionych badaniach chcg uzyskacé regeneracje dla polskiej odmiany
szatwii lekarskiej ‘Bona’. Zastosowanie zaréwno tidiazuronu (TDZ) jak i 2,4-D w
badaniach nad organogeneza posrednia skutkowalo inicjacja tkanki kalusowej, cho¢ bez
pojawiania si¢ pedéw przybyszowych. Komorki niezréznicowane takie jak kalusa moga
jednak mie¢ rowniez duzy potencjat aplikacyjny w produkcji metabolitow wtornych dla
przemystu farmaceutycznego czy spozywczego. W literaturze przedmiotu mozna znalez¢
doniesienia, w ktorych wykorzystywano kultury kalusa i kultury zawiesinowe szatwii w
doswiadczeniach nad mozliwoscig kontrolowanej produkcji przeciwutleniaczy (Santos-
Gomes i in., 2003; Ruffoni i in., 2009).

PODSUMOWANIE

W ramach doswiadczen opracowano skuteczng metodg sterylizacji nasion szalwii przy
zastosowaniu 20% roztworu preparatu ACE przez 15 min. Procedura ta pozwolila na
uzyskanie zdrowych roslin macierzystych wymaganych do dalszych etapow pracy.

Opracowano procedure efektywnego i cyklicznego rozmnazania roslin na drodze
organogenezy bezposredniej przy uzyciu pozywki MS zawierajgcej BA lub mT w stezeniu
0,3 mg/l.

Ukorzenianie otrzymanych pedéw i1 pelng regeneracje roslin otrzymano przez
zastosowanie pozywki Y2 MS zawierajacej IAA w stezeniu 0,3 mg/l. Zastosowanie IBA
okazato si¢ mniej efektywne.

Otrzymano rowniez skuteczng indukcje tkanki kalusowej z eksplantatow szalwii
hodowanych na pozywce MS zawierajacej 2 mg/l BA, 2 mg/l NAA oraz 1 mg/l chlorku
adeniny. Podobne rezultaty uzyskano dla kultury liscieni prowadzonej w uktadzie dwoch
pozywek MS I z dodatkiem 0,05 mg/l 2,4-D oraz 0,1 mg/l BA, a nast¢gpnie MS II
niezwierajgcej regulatorow wzrostu. Jednak namnazanie tkanki oraz wzbudzenie w niej
wlasciwosci morfogennych w obu przypadkach wymaga dalszego dopracowania
warunkow kultury. Zastosowanie pozywki Daria okazato si¢ nieskuteczne do prawidlowe;j
regeneracji szatwii na drodze organogenezy posrednie;j.
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