ANNALES UMCS
VOL. LXX (4) SECTIO E AGRICULTURA 2015

Instytut Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Riin
Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie
ul. Akademicka 15, 20-950 Lublin
e-mail: rdolinski@op.pl

ROMUALD DOLINSKI, EWELINA JABLONSKA

Mikrorozmna zanie stewii Stevia rebaudiana Bert.)
z eksplantatéw weztowych izolowanych
z roslin wytworzonych in vitro

Micropropagation of stevie{evia rebaudiana Bert.) through node explants
isolated fromin vitro produced plants

Streszczenie.Gtéwnym celem badabyta ocena populacjtevia rebaudiana pod wzgédem
zdolnaici do mikrorozmnaania z eksplantatéw emtowych. Pierwotnymi eksplantatami byty
wierzchotki gdéw pobrane z &in rosmgcych w szklarni. Eksplantatyemtowe wyckto ze steryl-
nych ralin wytworzonychin vitro. Wytozono je na pgywke MS uzupetniog réznymi stzeniami
BAP (0,5-4 mgim®). Po trzech tygodniach przetmo eksplantaty nawieze paywki z tymi
samymi szeniami BAP i GA w skzeniu 0,1 mgim® W czasie trzech nagmnych tygodni
wszystkie eksplantaty zregenerowatgdp. Maksymalne formowanie ¢gddéw (rednio 11,36
z eksplantatu) stwierdzono nazyace zawierajcej 1,0 mgimi® BAP i 0,1 mgdm® GA; Wszyst-
kie kombinacje BAP i GAwytwarzaly duo kalusa. Rozwigto sie go najwicej na paywce MS
zawierajcej BAP w stzeniu 1,0 mgim®. Pedy ukorzeniano w pgwce MS uzupetnianej py-
mi skzeniami IBA (0,25-2 mgm®). W czasie 5 tygodni wszystkiexay wytworzyly korzenie.
Najwiccej korzeni (10,04) otrzymano przy 1,0 ‘ohg® IBA. 40 rcslin wysadzono do doniczek
wypetnionych steryln mieszank glebow i poddano procesowi hartowania. Proces aklimafyzac
przezyto 92,5% rglin.

Stowa kluczowe:Stevia rebaudiana, mikrorozmnaanie, eksplantaty gztowe
Skréty: BAP — 6-benzyloamino puryna, 2iP — 2-izopentyloadenGAs — kwas giberelinowy,
IAA — kwas indolilo-3-octowy, IBA — kwas idolilo-3-astowy, KIN — kinetyna, NAA — kwas
naftylo-1-octowy
WSTEP
Sevia rebaudiana jest cenn rosling z rodzinyAsteraceae, wykorzystywagn do ce-

6w spazywczych i leczniczych, pochodzi z péinocnegéd Paragwaju [Soejarto 2002].
Jej najwaniejszy wtasciwoscig jest intensywny stodki smak, ktéry zawelzia specy-
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ficznym glikozydom diterpenowym. Wygiujg one we wszystkich organachiliay, ale
jest ich najwgcej w lisciach. Wyizolowano z nich 8 rodzajow glikozyddw,najwiek-
szych ilégciach wystpuja i majg najwickszy wpltyw na jakéc i poziom stodkéci stewio-
zyd i rebaudiozyd A [Brandle i in. 1998, Kennellp(2, Starratt i in. 2002]. Ludzki
przewod pokarmowy nie trawi stodkich glikozydéw,kansekwencji tego nie podnasz
one s¢zenia cukru we krwi, nie bigrudziatu w procesach energetycznych i nie dostar-
czap kalorii. Poza glikozydami &ina zawiera dzo cennych sktadnikéw pokarmowych
i leczniczych [Kennelly 2002]. Badania wykonane aveierztach wykazatyze stewia

i izolowane z niej glikozydy nie dajszkodliwych efektéw ubocznych [Genus 2003,
Megaji i in. 2005].Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) uznata za bezpigdzienn
dawlke spaycia stodkich glikozydéw na poziomie 2 rkg® masy ciata [Benford

i in. 20086].

W gastronomii i przemije spaywczym sproszkowanestie stewii, standaryzowane
ekstrakty i czyste glikozydyasuzywane do stodzenia i przyprawianigwnosci. Petng
role substytutéw cukru produkowanego z burakdéw i trgcioukrowej [Savita
i in. 2004, Lemus-Mondaca i in. 2012]. Suchécie s od cukru stodsze 20-30
razy, czysty ekstrakt glikozydéw przewgza pod wzgldem poziomu stodkai
sacharog 300 razy [Liu i Li 1995, Cardello i in. 1999]. Wrqcesach przygotowy-
waniazywnosci wazne jest tozze stodkie glikozydy s stabilne chemicznie, nie fer-
mentup i s3 odporne na temperatufl0C°C [Savita i in. 2004, Huxtable 2002].

Dla medycyny wane g nie tylko stodkie glikozydy, ale rownieinne metaboli-
ty wtérne, ktére m.in. nadajstewii wiaciwosci antymikrobowe. Stewia jest do-
brym zZrédtem stodyczy dla ludzi chorych na cukrzyt hipoglikemi oraz przy
wysokim cinieniu krwi, otytagci i przewlektych zakzeniach dradzami [Huxtable
2002, Debnath 2008]. Przemyst farmaceutyczny stostpdkie glikozydy do po-
prawiania smaku gorzkich tabletek i syropoviywa ekstraktéw do produkcji pre-
paratéw do ochronyebdéw przed préchnigg[Matsukubo 2006].

S. rebaudiana jest raling cieptolubry krétkiego dnia, ale jest uprawiana wzré
nych strefach klimatycznych. W klimacie tropikalnyinsubtropikalnym jest bylig
w klimacie umiarkowanym rding jednoroczyn. Na ska¢ komercyjmy uprawia s¢
juz stewe w wielu krajach (Brazylia, Chiny, Indie, Japonkanada, Korea, Male-
zja, Paragwaj, USA), w innych jest intensywnie pagpwana. Tradycyjnie rozmna-
za Sk jg za pomog nasion i sadzonekgdowych. Przy rozmnaniu generatywnym
duzym problemem jest stabe kietkowanie nasion [Felippe. 1971, Carneiro i in.
1997]. Powsta plantacje z dig zmienndcig wielu waznych cech, midzy innymi
rosliny réznig sie pod wzgétdem szybkéci wzrostu, terminu kwitnienia i ikei
stodkich glikozydéw [Nakamura i Tamura 1985]. Rozaremnie wegetatywne po-
zwala na produkej bardzo wyréwnanych sadzonek, ale jest mato wydajmmze
prowadzé do kumulacji patogenéw [Sakaguchi i Kan 1982].

Z powodu trudnéci z zaktadaniem diych plantacji stewii tradycyjnymi meto-
dami dobyg alternatyvs moze by produkcja sadzonek w kulturach vitro. Mikro-
rozmnaanie umaliwia szybkie mnaenie wybranych rdin. Duzg stabilng¢ gene-
tyczrg zapewniag techniki wykorzystujce eksplantaty zgkami [Bach i Pawtowska
2009]. Badania wykazatyze stew¢ mozna w kulturachin vitro mnazy¢ z wierz-
chotkéw pdow [np. Das i in. 2011, Jagatheeswari i Rangamafltd 2] i eksplanta-
téw weztowych [Rafig i in. 2007, Verma i in. 2011]. W bamiach wykonanych
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wczesniej indukcja organogenezy i regeneracg@dw zachodzity na jednej pgwce,
bez paszowania kultur. Przedianie tego etapu mikrorozmiemia do 5-6 tygodni
prowadzito do tworzenia wkszej liczby gdéw, byly one stabo wyréwnane, ale przewa-
zaly pedy duze, zdolne do szybkiej ryzogenezy [Yang i in. 198fmed i in. 2007]. Przy
skracaniu etapu muaenia gdéw do 3-2 tygodni otrzymywano gaej pedoéw matych i
cienkich, niezdolnych do szybkiej ryzogenezy [Lari. 2012, Rafiq i in. 2007]. Ver-
ma i in. 2011 przen# krétkie, cienkie pdy stewii do paywek elongacyjnych, ktére
zawieraly rGne stzenia GA. Po czterech tygodniach stwierdzili korzystny wplgibe-
reliny na dalszy rozwojquéw.

Gléwnym celem naszych batlhyta ocena populacji stewii pod wzdem zdolnéci
do mikrorozmnaania z eksplantatéw emtowych. Badalimy wplyw r&nych stzen
cytokininy BAP i auksyny IBA na efektywdé mnazenia i ukorzenianiaguéw. Podgli-
smy proke poprawienia wiéciwosci mikropeddw przez pas@wanie kultur z paywek
zawierajcych r&ne stzenia cytokininy na poywki wzbogacone giberelinGAs.

MATERIAL | METODY

W kolejnych etapach mikrorozmiemnia wykorzystywano pywke MS [Murashige
i Skoog 1962], uzupetnianodpowiednimi regulatorami wzrostu, i szklane nagay
o0 pojemndci 0,4 dni. Zawieraly zestalone agaremzpwki (25 ml), po zatéeniu kultu-
ry in vitro zamykano je folj aluminiowg i ustawiano na potkach pokoju wzrostowego z
temperatus 24°C, $wiattem bialym o natzeniu 30—40 pma™ m? i fotoperiodem 12/12.

Z 30 péitrocznych rdin stewii rosmcych w szklarni pobrano eksplantaty wierzchot-
kowe o diugéci okoto 1 cm (fot. 1A). Odkano je przez 7 minut w 0,1% HgChwy-
ptukano w sterylnej wodzie i po osuszeniu na bilui@eszczono pionowo po 4 w po-
jemnikach, w zestalonej agarem (0,8%)zyce MS uzupetnionej IAA w gkeniu
1 mgdm®. W fitotronie w czasie 4 tygodni rozwdly sic z nich sterylne rdiny (fot. 1B).
W ,komorze szczepi€ wycieto z nich eksplantaty ¢ztowe o dtugéci 1-1,5 cm (fot.
1C). Wytazono je do nacazy na powierzchri 4 paywek, ktére rénily si¢ stezeniami
cytokining BAP (0,5-4 mgm?®. Kazda kombinacja daviadczalna skladata i
z 20 powtorze. Indukcja organogenezy trwata 3 tygodnie, potemepiesiono eksplan-
taty naswieze paywki. Oprocz wczéniej stosowanych aten BAP zawieraty one gibe-
reline GAs w skzeniu 0,1 mgim®. Regeneracjagoléw trwata 3 tygodnie, giej dla
30 eksplantatéw z kaej pazywki oznaczono: licz i mag peddw, diugdé sredniego
pedu i mas eksplantatéw z kalusem.

Od eksplantatéw niepoddanych ocenie eidcpedy o diugdci 2—2,5 cm (fot. 1C).
Umieszczano je po 4 w naczyniach zyakami ukorzenigjcymi. Stosowano pgwke
MS ze zmniejszanzawartdcia sacharozy (15-dm°), kombinacje déwiadczalne réni-
ly sie skzeniami auksyny IBA (0,25-1,5 mam®). Po 5 tygodniach dla 30 g
z kazdej paywki oceniono ilé¢ kalusa w skali 5-stopniowej, naglisze kalusy ocenia-
no na 8, a najmniejsze otrzymaty ocgf®. Rasliny wydobywano z nac#y oczyszczano
z pazywek i oznaczano takie cechy, jak masa i didgmdu oraz masa, liczba i dtugo
korzeni.
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Fot. 1. Mikrorozmnaanie stewii: A — eksplantaty wierzchotkowe (piem@), B — sterylna 1&i-
na, C — eksplantatygatowe (wtorne), D — @y i kalus rozwingte na eksplantaciegatowym,
E — rdy przed ukorzenianiem, F — korzenie zregenerowanydin, G — dobrze ukorzenione,
zahartowane sadzonki stewii. Skala =1 cm
Photo. 1. Micropropagation of stevia: A — shootdaiplants (primary), B — sterile plant, C — node
explants (secondary), D — shoots and callus deedlop node explant, E — shoots before rooting,
F — roots of regenerated plants. G — well-rooteddéned stevia cuttings. Scale =1 cm

Ostatnim etapem bafldyta aklimatyzacja. Korzenie 408lm oczyszczono z py-
wek i wyptukano w sterylnej wodzie. Blmy wysadzono do plastikowych doniczek
0,33 dni ze sterylg mieszanin piasku, perlitu i ziemi ogrodniczej (1 : 1 : 3yzpkryto
plastikowymi pojemnikami i przeniesiono do szklarRb tygodniu przykrycia co kilka
godzin uchylano na 15-20 minut, potem (po 4 dobaekowicie je usurio. Wyniki
aklimatyzacji oceniono po 4 tygodniach liczonych wgsadzenia rdin do sterylnego
podiaza.

Kolejne etapy mikrorozmmania stewii dokumentowano fotograficznie. Wyniki ba
dan opracowano statystycznie metoahalizy wariancji dla danych ortogonalnych. Istot-
nos¢ réznic pomedzy srednimi wartdciami ocenianych cech w kombinacjachiwiad-
czalnych szacowano metpgrzedziatléw ufnéci T Tukeya [Oktaba 2000].
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WYNIKI | DYSKUSJA

W naszych badaniach eksplantatyziowe stewii pochodzity z &in wytworzonych
w kulturzein vitro, nie wymagaty odkzania i mogto to mié duzy wpltyw na wyniki
mnazenia gdoéw. Taki sposdb pogiowania stosowano we wdéngejszych badaniach
zmierzajcych do opracowania wydajnej procedury memwa pdow. W ten sposéb
eliminowano ujemny wplyw odkania na przebieg organogenezy. Yang i in. [1984% or
Rafiq i in. [2007] izolowali eksplantaty emtowe stewii ze sterylnych siewek. W bada-
niach innych autoréw materiatl pochodzit z kuliarvitro zaktadanych z fragmentéw
roslin rosmcych w szklarni albo na polu [np. Ahmed i in. 200&rma i in. 2011, Laribi
iin.2012].

Badalsmy wptyw r&znych stzen BAP i niskiego sfzenia GA na indukcg organo-
genezy i regeneragcpedow stewii. Nie poréwnywadmy dziatania rénych stzen cyto-
kininy z pazywka MS bez regulatorow wzrostu. Wielu autorow wadejszych bada
uzywalo takiej paywki jako kontrolnej. Wydajn& mnazenia gdéw stewii byta na niej
gorsza nt na paywkach z hormonami, indukcja organogenezympata s¢, rozwijato
sie mniej pdéw [Yang i in. 1981, Anbazhagan i in. 2010, Vermia. 2011, Rafiq
i in. 2007, Laribi i in. 2012]. Autorzy innych pratie wywali pazywek kontrolnych,
poréwnywali tylko dziatanie cytokinin stosowanyclidzielnie albo w kombinacjach
z auksynami [Ahmed i in. 2007, Debnath 2008, Thayagan i Venkatachalan 2012].

Na wszystkich pgywkach indukcyjnych poecitki rozwoju pdéw obserwowadimy
po 7-8 dniach. Autorzy wkszcci wczeniej opublikowanych prac nie podajadnych
informaciji o szybkéci indukcji organogenezy na eksplantatagiziawych stewii [Yang
i in. 1981, Anbazhagan i in. 2010, JagatheeswRaniganathan 2012, Laribi i in. 2012,
Thiyagarajan i Venkatachalam 2012]. W badaniach nagb [2008] na wkszaci
z 8 paywek z r&nymi stzeniami cytokinin BAP i KIN stosowanych oddzielnie
i w 6 kombinacjach BAP z IAA poatki rozwoju rddéw obserwowano przed uptywem
2 tygodni. W eksperymencie opisanym przez Vernma j2011] szybkét indukcji orga-
nogenezy gdowej zaleata od proporcji porgdzy cytokinip BAP i auksym NAA.
Rozwoj gdow rozpoczynat sinajszybciej {rednio po 5,7 dnia) na ppwce MS zawie-
rajacej 2 mgdm? BAP i 0,5 mgdm?NAA, a najwolniej (po 14,8 dnia) na ppwce bez
hormondw.

W naszych badaniach po 3 tygodniach indukcji organezy pdowej paszowano
eksplantaty na pgwki wzbogacone giberelin W tym czasie nie liczonoedéw i nie
oceniano rozmiaréw kalusow, gdypyly one jeszcze bardzo male (>2-3 mm). @cen
efektow mnaenia pdéw wykonano po nagbnych 3 tygodniach. Wszystkieqly rozwi-
jaty sie z mkéw, nie stwierdzono powstawaniaddw przybyszowych. Yang i in. [1981]
obserwowali rozwdj takichguléw w kalusie stewii, ktéry powstat na eksplanthtag-
ztowych. Po 50 dniach kultun vitro pedy przybyszowe wygpowaly na wszystkich
pozywkach z BAP, ich ilé¢ rosta wraz ze wzrostemegen cytokininy (od 1 do
10 mg.dnT). Pedy przybyszowe nie rozwijaly siprzy niskich stzeniach 2iP i KIN,
pojawity sk natomiast w matych ikziach przy najwyszym s¢zeniu tych cytokinin.

Na morfologiczig budove pedéw wptyreta korzystnie giberelina, dodana w niskim
stezeniu do paywek regeneracyjnych. Wytworzylyesstosunkowo grube todygi i dobrze
rozwinigte liscie (fot. 1 D i E). Korzystny wplyw niskich gten GA; na regeneragj
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pedow stewii obserwowano wcgdej w badaniach wykonanych przez Verma
iin. [2011].

W czasie 6 tygodni quly rozwirety sie na wszystkich eksplantatacheziowych.
Stwierdzono istotny wptyw wzrostuegen cytokininy w paywkach indukcyjnych i re-
generacyjnych na efektywfib mnazenia gddéw. Najwece] pdéw ($rednio 10,47
i 11,36) powstato na eksplantatach umieszczanychaaawvkach z najniszymi stze-
niami cytokininy (0,5 i 1 mgm®). Srednia liczba pdéw na eksplantacie malata wraz ze
wzrostem sgzen BAP i przy najwyszym s¢zeniu hormonu byto ich tylko 4,71. Podobne
zaleznosci obserwowano dléaredniej masy wszystkichedéw na eksplantaciesredniej
dtugdici pedu (tab. 1)Srednia masagquu byta natomiast najmniejsza (37,7 mg) na po-
zywce z najniszym s¢zeniem BAP, rosta wraz ze wzrostemezshi cytokininy.
We wszystkich kombinacjach fleiadczalnych obserwowano #uzmiennd¢ fenoty-
powy, dotyczyta ona wszystkich ocenianych cech. Nawméisplantatach indukcja orga-
nogenezy opiniata s¢, miato to duy wplyw na ostatecznliczbe i rozmiary pdow.

W czasie oceny efektéw mizenia na wszystkich eksplantatach obekldw wigckszych
wystepowaly mate, stabiej rozwigte (fot. 1D).

Tabela 1. Indukcja organogenezy i regeneragjyw z eksplantatéw gztowych
Table 1. Organogenesis induction and shoots reggoeifrom node explants

Cytokinina/ Cytokinin . )
Cecha (BAP mgdm’®) Srednia | NIRg s
Feature Mean LSDg 05
0,5 1,0 2,0 4,0

Liczba mdoéw T | 1047 11,36 7,07 4,71 8,40 1,12
Shoots number \Vj 25 23 24 28 25 -
Masa pdow x 406 507 306 202 355 112
Shoots weight v | 55 48 46 58 52
(mg) _
Masa pdu x 37,7 43,5 44,0 45,5 42,7 2,34
Shoot weight v | 38 38 45 56 44
(mg) _
Dlugos¢ pedu x 1,94 1,99 1,70 1,44 1,77 0,09
Shoot lenght
(cm) \Y 22 21 23 28 24 —
Masa kalusa x 737 854 737 587 729 106
Callus weight V| 34 36 29 26 31
(mg) _

X —érednia / mean; V — wspotczynnik zmiernb(%)/ variability coefficient (%)

W badaniach wykonanych r&evia rebaudiana wczeniej wydajngé mnazenia -
doéw oceniano gidwnie na podstawie takich cech,gedcentowy udziat eksplantatéw
Z pedami isrednia liczba pdéw na eksplantacie. Nie oznaczano magiow, w niektd-
rych pracach podano icliedni diugas¢. Efekty mnaenia gdéw zaleaty gtéwnie od
hormonalnego sktadu pgwek i czasu trwania tego etapu mikrorozoarda. Z literatury
wynika, ze na procentowy udziat eksplantatéwed@mi ma day wptyw diugas¢ etapu
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mnazenia gdéw. Dwe skracanie indukcji organogenezy i regeneragjiop/ prowadzi
do tego,ze coraz wjcej eksplantatéw nie indukujeesi nie tworzy gdéw. Mazna to
wykaza, postugujc sk pracami, w ktérych stosowanozyevki kontrolne. W badaniach
Yang i in. [1981] ten etap mikrorozmiamnia trwat 7 tygodni, ¢gdy rozwirgty sie na
wszystkich eksplantatach. Nazywce MS bez hormonéw z jednego eksplantatu otrzy-
manosrednio 2,1 pdu. Rafiq i in. [2007] skrdcili czas indukcji i regeracji pdéw do 3
tygodni. Na paywce kontrolnej 72% eksplantatéw wytworzyledy, srednia liczba
pedow na eksplantacie byta mniejsza (1,62). W ekspengie opisanym przez Laribi
i in. [ 2012] etap mnzenia gdoéw trwat tylko 2 tygodnie. Na ggwce kontrolnej tylko
49,5% eksplantatéw rozwgto pedy, srednia liczba pdéw na eksplantacie zmalata do
0,68.

W badaniach poréwnagych dziatanie rénych cytokinin stosowanych samodzielnie
(bez dodawania innych hormonoéw) efekty dziataniaPBByly istotnie lepsze od otrzy-
mywanych przy stosowaniu tych samychkzefi KIN. Optymalne dziatanie wykazaty
rézne stzenia BAP. W badaniach Yang i in. [1981] najeg¢j peddw (srednio 13,8)
rozwircly eksplantaty wzlowe na paywce MS uzupetnionej przez 10 mgi® BAP.
W badaniach Ahmed i in. [2007] optymalnym dziatamiérednio 5,8 pdu) wykazata
si¢ pazywka zawierajca 1,5 mgim* BAP. Anbazhagan i in. [2010] otrzymali napoej
pedow (rednio 8,2) na eksplantatach wigmych na poywke MS z BAP w sfzeniu
2 mgdm?®. W badaniach Thiyagarajan i Venkatachalam [20]®}malnym s¢zeniem
BAP okazat si poziom 1 mgim?®, przy ktérymsérednia liczba pdéw na eksplantacie
wyniosta 15,7.

Z bada niektérych autoréw wynikase jeszcze lepsze efekty niemia @dow stewii
mozna otrzymad przy wykorzystywaniu poywek zawierajcych BAP w kombinacjach
z niskimi stzeniami KIN oraz na niektdrych pgwkach uzupetnianych BAP i auksyna-
mi. W badaniach Ahmed i in. [2007] lepiej odzywki z optymalnym stzeniem BAP
dziatata paywka MS uzupetniona przez 1 rdgi® BAP i 0,5 mgdm® KIN, na ktérej
srednia liczba pdéw na eksplantacie byta ¢lisza (8,75). Verma i in. [2011] otrzymali
najlepsze wyniki mnzenia pdow stewii na pgywce MS wzbogaconej o cytokininy
BAP i KIN stosowane w steniu 0,5 mglm?®, srednia liczba pdéw na eksplantacie
wyniosta 17,5. A z kolei w badaniach Anbazhagam.i [2010] lepiej od poywki
z optymalnym stzeniem BAP dziatata pgywka zawierajca 1 mgim® BAP i 0,5 mg
mgdm* IAA.

W naszych badaniach wszystkie eksplantaggtowe tworzyly kalus. Na rozwoj tej
tkanki miat istotny wptyw hormonalny sktad pavek. W czasie oceny efektow mien
nia pedéw najwieksz sredng masg (854 mg) mialy kalusy na pgwce zawierajcej
1 mgdm®BAP i 0,1 mgdm® GA;, istotnie stabszy rozwoj kalusa stwierdzono praj n
nizszym i najwyszym s¢zeniu cytokininy (tab. 1).

Z literatury wynika,ze intensywny rozwoj kalusa ma negatywny wptyw nalayy
nos¢ mnazenia pdéw na drodze bezp@dniej organogenezy. Kalus konkurujeezlami
o skladniki pokarmowe, magsie z niego rozwija pedy przybyszowe, co zwksza cz-
stotliwos¢ zmienndci somaklonalnej [Larkin i Scowcroft 1981yVe wszystkich bada-
niach wykonanych wcZeiej na stewii kalus nie rozwijatsha paywce MS bez regula-
toréw wzrostu, pojawiat sinatomiast na niektérych ppwkach z cytokininami i z kom-
binacjami cytokinin i auksyn. W badaniach Yang .i [£981] kalus rozwijat si inten-
sywnie na eksplantatach¢mlowych umieszczonych na pavkach z BAP, jego il&



20 R. DOLINSKI, E. JABLONSKA

rosta wraz ze wzrostemegen cytokininy. Mate ildgci tej tkanki powstaty przy wysokich
stezeniach KIN i 2iP. Réwnig Rafiq i in. [2007] obserwowali intensywny wzrostlisa
na paywkach zawierajcych BAP, mniejsze ikzi tej tkanki pojawialy s na paywkach
zawierajicych KIN i przy stosowaniu cytokinin razem z aukgsyAA. Thiyagarajan
i Venkatachalam [2012] nie obserwowali rozwoju lsaluna paywkach z rénymi stze-
niami BAP i IAA, pojawit st on natomiast na pgwkach zawierajcych BAP w kombi-
nacjach z IBA i NAA.

Etap ukorzenianiagadow trwat 5 tygodni, w tym czasie wszystkiedy wytworzyty
korzenie. Na wszystkich pgwkach pocatki ryzogenezy obserwowano zupo
4-5 dniach, ale stwierdzono @uzmiennd¢. Na wielu gdach rozwoj korzeni opiiat
sie, na niektérych pierwsze korzenie pojawity siopiero po 3 tygodniach. Rozwojowi
korzeni towarzyszyt kalus, ale nie stwierdzono pawsinia korzeni na drodze fed-
niej organogenezy. Kalusy miatyzuy struktue i czesto rozpadaly siw czasie oczysz-
czania korzeni z pgwek, dlatego ich rozmiary oceniano ndlimach znajdujcych se
w naczyniach (fot. 1D)Srednie oceny kaluséw byty niskie, wahaty sd 1,93 do 2,32
i nie r@nity si¢ istotnie. Obliczenia statystyczne nie wykazaly tstotnych rénic
w $redniej masie rdin (305-355 mg) orazgredniej masie ¢du (126-184 mg) i korzeni
(100-132 mg). Bylo to zwrkane z wysfpowaniem dizej zmienndci fenotypowej
(tab. 2). Obliczenia wykonane deednich otrzymanych dla masystia i masy korzeni
wykazaty,ze udziat korzeni w masie §iin wzrastat wraz ze wzrostenesen IBA. Sred-
nia dtuga¢ pedu byta istotnie wiksza u rélin rozwijajacych st przy najwyszym sgze-
niu IBA niz u rcélin z innych paywek. Rdy raslin otrzymanych na pgywkach z najni-
szymi stzeniami auksyny miaty wcej weztéw niz pedy z paywek z wyzszymi stze-
niami IBA. Najwigcej korzeni §rednio 10,04) mialy rdiny z pazywki zawierajcej
1,0 mgdm?® IBA, na innych paywkach powstato ich mniej. Korzeniestim zregenero-
wanych przy niskich steniach IBA byly dilisze od korzeni rozwijagych sé przy
wyzszych stzeniach auksyny (tab. 2).

W literaturze nie znaleziono informacji na tematsgnacslin stewii wytwarzanych
w kulturachin vitro i proporcji w jej podziale ponadzy pedami i korzeniami. Wydaj-
nos¢ ryzogenezy oceniano na podstawie procentu ukayagoh pdow oraz liczby
i dtugosci korzeni. Zwracano teuwag na rozwéj kalusa. kywano paywek zestala-
nych agarem (0,7-0,8%), ¢sto porownywano dziatanie ppvek bez hormonéw z po-
zywkami uzupetnianymi auksynami. Niektorzy autorzywali tylko pazywek z auksy-
nami. Wydajné¢ ukorzeniania gdow zaleata gtdwnie od stosowanych regulatorow
wzrostu. W badaniach Yang i in. [1981] etap ukoraeia pddéw trwat 2 tygodnie.
W pozywce MS bez hormonoéw korzenie wytworzyto 69%l@w, srednia liczba korzeni
na raglinie byta mata (1,2). Powki z niskimi stzeniami NAA daly efekty zbfione do
kontroli, przy wyszych sgzeniach auksyny korzenie powstaty na wszystkigdagh
i byto ich wiecej (5,4 i 8,0). Kalus nie rozwihsie w pazywce kontrolnej i przy najai
szym stzeniu NAA (0,01 mgim®), na pozostatych pgwkach ilai¢ kalusa rosta wraz
ze stzeniami NAA. W badaniach Ahmed i in. [2007] w czaSigygodni korzenie nie
powstaty w paywce MS bez hormonéw. Bpwki zawierapce |IAA dzialaly lepiej od
pozywek z NAA i IBA. Wszystkie auksyny dziataly najliep w najnizszym s¢zeniu,
wraz ze wzrostem gten hormonow coraz mniejgoldw tworzylo korzenie, malata ze
ich liczba. Na pgywce z optymalnym steniem IAA (0,1 mgim?®) ukorzenito si
97,7% pdow, korzenie miahfredni dlugas¢ 2,12 cm i bylo ich najwicej (12,1). Przy
tych samych stzeniach NAA i IBA udziat pdow z korzeniami byt mniejszy, rozwio
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Tabela. Wptyw rénych stzen IBA na formowanie korzeni i wzrosegow
Table 2. Effect of different concentrations of IBA mot formation and shoot growth

Auksyna/ Auxin , .
Cecha (IBA mgdm?®) Srednia | NIRg s
Feature Mean LSDg 05
0,25 0,5 1,0 1,5

llos¢ kalusa i 1,86 2,32 1,79 1,93 1,97 ni/ ng
Callus gantity
(1-5)* \% 38 39 35 37 37 -
Masa rgliny x 326 347 355 305 333 ni/ ns
Plant weight v | 37 39 35 30 35
(mg) ]
Masa gdu x 226 221 224 184 214 ni/ ns
Shoot weight v | 37 42 38 29 37
(mg) ]
Masa korzeni x 100 126 132 121 120 ni/ ns
Roots weight v | 49 45 33 42 42
(mg) _
Udziat korzeni
Roots share i 30,7 36,3 37,2 39,7 36,0 -
(%)
Dhugos¢ pedu x 5,41 5,20 5,16 4,19 4,99 0,60
Shoot lenght
(cm) \% 27 24 25 30 27 -
Liczba weztow x| 4,60 4,46 4,0 3,36 4,11 0,37
Nodes number \Y 18 17 15 19 18 —
Liczba korzeni x 7,79 7,86 10,04 7,14 8,21 1,60
Roots number \Y 51 35 30 30 37 —
Dtugas¢ korzenia x 1,45 1,41 9,2 7,2 1,13 0,15
Root lenght
(cm) \% 30 16 19 27 23 -

* w skali, gdzie: £ — bardzo staby rozwdj kalusd, 5 bardzo intensywny rozwdj kalusa/ in scale, where
1°— very feeble callusing,’5- very intense callusing;

ni/ ns — ré@nica nieistotna/ difference not significai;— srednia/ mean; V — wspétczynnik zmien-
naosci (%)/ variability coefficient (%)

siec mniej korzeni, ale byly ditsze. Kalus rozwijat sina wszystkich poywkach zawie-
rajacych NAA, jego ilé¢ rosta wraz ze wzrostemesgen auksyny. Na pogywkach z IBA
kalusa bylo mniej, a przy stosowaniu IAA rozwlirsic tylko przy najwyszym s¢zeniu
hormonu. Anbazhagan i in. [2010kywali do ukorzeniania guéw stewii pétsizonej
pozywki Ng bez hormonéw i z tdymi sezeniami 3 auksyn. Nie obserwowano wéwczas
formowania korzeni w pgywce kontrolnej. Wszystkie auksyny najlepiej dziata ste-
zeniu 1 mgdm®, nizsze i wysze stzenia daly gorsze efekty. W czasie 5 tygodni w po-
zywce z optymalnym steniem IAA ukorzenito s 93% dow, srednia liczba korzeni
byta najwtksza (11,8), miaty ongredni dtugas¢ 4,8 cm. Przy tym samymegeniu IBA
ukorzenito st 86% pdow, powstato mniej korzeni (10,4) i byly one ka#sgrednio
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4,0 cm). W badaniach Laribi i in. [2012] w czasi¢ygodni w paywce kontrolnej uko-
rzenito s¢ 58,46% pddéw, rozwireto sic mato korzeni {rednio 2,86) i miaty one mat
sredng diugas¢ (0,84 cm). Paywki z NAA daly lepsze efekty od pgwek z IBA.
W pozywce z NAA w stzeniu 0,5 mgim® ukorzenito si 97% pdéw, srednia liczba
korzeni na rélinie wyniosta 8,9, drednia dtugé¢ 1,7 cm.

W naszych badaniach aklimatyzagrzezyto 92,5% rdlin. W czasie 4 tygodni spo-
$roéd 40 ralin poddanych hartowaniu zamarty tylko 3, pozost@ddrze zniosty obna-
nie wilgotnaci powietrza, zmienne temperatury i zmianyenahiaswiatta.

W badaniach innych autoréw wyniki aklimatyzacji ezalty gtéwnie od sktadu mie-
szanek glebowych i szybkm hartowania. Najlepsze efekty data dwuetapowatesia
hartowania zastosowana w badaniach Verma i in.JR(Raliny przeniesiono z pay-
wek do szklanych nacsyze sterylnym agrotorfem zwibnym rozciéczory (25%) po-
zywka MS bez zwazkdw organicznych. Naczynia zakryto plastikowymip&ami
i wstawiono do pokoju wzrostowego. Przez 3 tygodeidukowano wilgotng powie-
trza przez uchylanie kapsli. Potem przesadzoglingodo doniczek z mieszanjrpiasku,
gleby i wermikulitu (2 : 1 : 1) i przez 6 tygodnizymano w szklarni. Aklimatyzagj
przezyto 94,8% rdlin. Thiyagarajan i Venkatachalam [2012] wysadzitzyszczone
z pazywek rasliny do doniczek ze sterydnmieszanin gleby i piasku (1 : 2), przykryli je
plastikowymi pojemnikami i przez 2 tygodnie trzyinalfitotronie, potem usugi przy-
krycia i na 3 tygodnie przeriig doniczki do szklarni. W tym daviadczeniu hartowanie
przezyto 65,8% rdglin.

WNIOSKI

1. Badany materiat stewii charakteryzowat dizza zdolnGcia do organogenezy z
eksplantatow wztowych.

2. W czasie 6 tygodni wszystkie eksplantaty wytwtyrzoedy. Najwiecej pddw
(11,36) powstato na pgwce MS uzupetnionej o 1 nign®BAP i 0,1 mgdm>GA;

3. Stwierdzono korzystny wplyw niskiegaegtnia gibereliny na morfologiczarbu-
dowe pedow. Mialy one dobrze rozwigtie liscie i stosunkowo grube todygRozwojowi
pedow towarzyszyt kalus, ale nie stwierdzonanealniej organogenezy.

4. Redy ukorzenialy s fatwo, w czasie 5 tygodni wszystkie wytworzytysliny.
Kombinacje déwiadczalne nie rinity si¢ istotnie pod wzgldemsredniej masy rdin.
Nie stwierdzono terdznic dla masy pdéw i masy korzeni.

5. Stzenia IBA mialy istotny wplyw na morfologicanbudowe roslin. Rasliny
otrzymane przy najwszym stzeniu auksyny (1,5 mgm®) wyréznity sie najmniejsz
liczba i najmniejsa dlugaicig korzeni. Rdy tych ralin byly najkrétsze i miaty najmniej
wezitow.

6. Wazna wiasciwosciag mtodych ralin stewii byla zdolné¢ do szybkiej aklimatyza-
cji, czterotygodniowy proces hartowania prge 92,5% sadzonek.
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Summary. The main aim of the study was to assess the dgpafcBevia rebaudiana population

for micropropagation through node explants. Primexglants were shoots apex collected from
plants growing in glasshouse. Node explants wecgsed from sterile plants developadvitro.
They were placed on MS medium supplemented wiflerdiit BAP concentrations (0.5—4 ‘ohg®).
After 3 weeks, explants were transferred onto tashf medium with the same BAP concentrations
and 0.1 mgim® GA; Within another 3 weeks each node explants regestestoots. The maxi-
mum shoots formation (11.36 shoots per explant) ahserved on the medium containing
1.0 mgdm® BAP and 0.1 mdm?®GA; Each of the BAP and Gf&ombinations produced much
callus. The maximum callus proliferation was fouwrrdMS medium containing 1.0 ndgn® BAP.

In vitro regenerated shoots were rootedS medium supplemented with various concentratio
of IBA (0.25-1.5 mgim). Within 5 weeks each shot produced roots. Theimmam root number
(10.04) was obtained at 1.0 migi® IBA. Forty seedlings were moved into the pots filleidh
sterile soil mixture and subjected to the hardempiragess. 92.5% of the plants survived acclimati-
zation.

Key words: Sevia rebaudiana, micropropagation, node explants



