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In vitro organogenesis induction in Sida hermaphrodita Rusby

Summary

Sida hermaphrodita Rusby belongs to the Malvaceae family. It is a perennial
plant. Biomass obtained from sida plantations may constitute excellent raw ma-
terial for renewable energy production. Sida hermaphrodita Rusby reproduces
generatively, but its vegetative reproduction is also possible by root-cuttings,
division of the underground part into particular roots, or cuttings obtained
from green above-ground shoots. Sida seeds should be sown not earlier than af-
ter one year of storage, because immediately after harvest the percentage of
germinated seeds is as low as 2%, after twelve months of storage 77.5%, to drop
in successive months. Moreover, due to their hardness, sida seeds require spe-
cial treatment. Therefore, an attempt was made at developing a method for in
vitro micropropagation of sida plants, as an alternative method of seed material
production. Two kinds of explants were used in the experiment, i.e. leaf discs
8 mm in diameter and 3 mm fragments of leaf stalks. The growth regulators
were added to the MS medium in combinations, i.e.: IAA - Kinetin; IAA P
kinetin + BAP; TDZ -I- 2.4-D; 2ip + 2.4-D. The callus formed was crumbled and
transferred to two kinds of medium: MS without growth regulators and MS with
kinetin, NAA, GA3 and 40 g H of sucrose. The most intensive growth of callus
was observed on media containing 2ip and 2,4-D, but the highest number of
roots and developing shoots was obtained on MS medium without fitohor-
mones.
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1. Wprowadzenie

Slazowiec pensylwanski (Sida hermaphrodita Rushby) wystepujacy réwniez pod
nazwg malwa wirginska lub sida, nalezy do rodziny $lazowatych (Malvaceae) i jest
rosling wieloletnia, polikarpiczna, o corocznie zamierajgcych pedach. Dzieki zaktada-
niu pagkow przybyszowych na korzeniach u nasady todygi, roslina odrasta i zwieksza
liczbe todyg. W 3-5 roku wegetacji tworzy przecietnie 12-15 zielonych todyg i kilka-
set lisci. Lodygi sa dobrze ulistnione, o $rednicy od 5 do 30 mm. Pod koniec okresu
wegetacyjnego roslina osigga do 360 cm wysokosci. Podstawowym sposobem uzyt-
kowania sidy jest pozyskiwanie wiékna, ktdre zastepuje jute lub przeznaczone jest
na wyroby powroznicze, tkaniny opatrunkowe, papier. Stosunkowo duza zawarto$é
zwigzkéw biatkowych, tluszczu i witamin w Swiezej masie oraz bardzo wysoka wy-
dajnos¢, dochodzaca do 80-120 t z ha, daje mozliwos¢ uzytkowania tej rosliny na
cele pastewne. Kolejng zaletg tej rosliny jest poréwnywalna z sosng i $wierkiem za-
wartos¢ celulozy, woskdéw i zywic w todygach, co daje mozliwos¢ wykorzystania
sidy w przemysle celulozowo-papierniczym. Opisane cechy pozwalajg na stwierdze-
nie, ze biomasa pozyskiwana z plantacji $lazowca moze by¢ tez doskonatym surow-
cem do produkcji energii odnawialnej. Slazowiec rozmnaza sie generatywnie, ale
mozliwe jest rowniez rozmnazanie wegetatywne przez sadzonki z odcinkéw korze-
ni, przez dzielenie systemu korzeniowego na poszczegélne korzenie lub przez sa-
dzonki zielne otrzymywane z zielonych peddéw nadziemnych. Plantacje moga by¢
zaktadane poprzez wysiew otoczkowanych nasion lub pikowanie sadzonek (1). Na-
siona powinno sie wysiewaé najwczesniej po roku przechowywania, poniewaz odse-
tek skietkowanych nasion bezposrednio po zbiorze wynosi zaledwie 2%, po 12 mie-
sigcach przechowywania 77,5%, a po kolejnych miesigcach ponownie spada (2). Ze
wzgledu na twardos$¢ okrywy, nasiona wymagaja ponadto specjalnych zabiegow
stratyfikacyjnych. Wozrastajgce zainteresowanie uprawg sidy, a jednocze$nie brak
odmian uprawnych i trudno$ci z masowg reprodukcjg, zadecydowaty o koniecznosci
podjecia metody mikrorozmnazania in vitro roslin $lazowca i uzyskiwania tg droga
sadzonek. W literaturze brakuje doniesien na temat kultury in vitro $lazowca pensyl-
wanskiego. Podjete badania stanowig zatem pierwszg probe uzyskania roslin $la-
zowca pensylwanskiego na drodze organogenezy in vitro.

2. Materia! i metodyka

Doswiadczenie obejmowato dwa czynniki: kombinacje regulatoréw wzrostu (po-
zywka) i rodzaj eksplantatu. Materiatem roslinnym byt Kklon Sida hermaphrodita
Rushy otrzymany w wyniku kultury in vitro wierzchotka wzrostu jednej roéliny. Eks-
plantaty pobierano ze sterylnych ro$lin i byty nimi krazki lisciowe o $rednicy 5 mm
oraz fragmenty ogonkéw lisciowych o diugosci 2 mm. Zastosowano sze$¢ kombina-
cji regulatoréw wzrostu (tab. 1) dodawanych do pozywki MS (3) zawierajacej ponad-
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to 20 g " sacharozy, zestalonej agarem (8 g 1) i o pH 5,6-5,9. Pozywke autoklawo-
wano w 121°C przez 20 minut. Na kazdg kombinacje regulatoréw wzrostu wyktada-
no po 2-3 krazki lisciowe oraz 5-13 fragmentow ogonkdw lisciowych, w trzech po-
wtdrzeniach.

Tabela 1

Rodzaj i koncentracja regulatoréw wzrostu (w mg | #) stosowanych w indukowaniu organogenezy u Sida
hermapbrodita Rusby

Pozwka IM TDZ 24-1) 2ip Kinetyna BAP
I 05 - - - 10,0 -
Il 0,5 - - - 10,0 0,1
1 0,5 - - - 5,0 30
Y - 05 0,02 - - -
v - - 0,8 0,6 - -
Vi - - 08 0,4 - -

Kulture prowadzono w temperaturze 23 + 1°C przez trzy tygodnie w ciemnosci
i tydzien na Swietle, w cyklu dobowym 16 h $wiatta i 8 h ciemnosci. Po czterech ty-
godniach oceniono intensywnos$¢ przyrostu tkanki kalusowej w skali 1-5(1 - kalus
bardzo slaby, 5 - kalus bardzo obfity). Kalus po oddzieleniu od pierwotnego eks-
plantatu przeniesiono na dwa rodzaje pozywki: Rl i R2 na bazie pozywki MS.
Pozywka R1 zawierata 40 g ¥ sacharozy oraz nastepujace regulatory wzrostu: Kine-
tyna - 0,5 mg £, NAA - 05 mg 1', GA3 - 0,5 mg 1'. Pozywka R2 zawierata
30 g 1" sacharozy i nie zawierata regulatorow wzrostu. Obie zestalono agarem w ilo-
$ci 8 g I'M autoklawowano w 121°C przez 20 minut.

Kulture kalusa prowadzono przez kolejnych 5 tygodni na Swietle (16 h Swiatta
i 8 h ciemnosci) w temperaturze 23 + 1°C.

3. Wyniki i dyskusja

Wsrdd licznych prac dotyczgcych organogenezy in vitro u réznych gatunkéw ros-
lin dwuliSciennych, nie majak dotad, prac dotyczacych indukcji tego procesu u Sida
hermapbrodita Rusby. U innych gatunkéw do indukcji organogenezy uzywano réz-
nych kombinacji auksyn i cytokinin (4-6) badZ tylko cytokinin (7-10). Wigkszos$¢ ba-
daczy stosuje pozywke stymulujaca rozwoj kalusa, a nastepnie druga, do indukcji
organogenezy. Pozywki indukcyjne zawierajg najczesciej cytokininy, takie jak BAP,
2ip, kinetyna, zeatyna czy TDZ (5). Reakcja komorek eksplantatu na zastosowane
czynniki wzrostowe (auksyny i cytokininy) i w rezultacie na intensywnos$¢ powsta-
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wania tkanki kalusowej jest na ogot bardzo zréznicowana. W sposob zréznicowany
reagowaty rowniez komorki eksplantatow sidy. W tabeli 2 zestawiono wyniki obser-
wacji po 4 tygodniach kultury na pozywkach indukcyjnych. Zaréwno z krazkéw lis-
ciowych jak i fragmentow ogonkdéw lisciowych otrzymano kalus, rézniacy sie inten-
sywnoscig wzrostu, barwa i struktura. Sposrdd eksplantatéw bardziej efektywne
okazaly sie krazki lisciowe, z ktorych tkanka kalusowa rozwijata sie intensywniej niz
z ogonkow lisciowych. Bardzo intensywne przyrosty kalusa zaobserwowano na
pozywce zawierajacej TDZ i 2,4-D (IV). Kalus ten byt jednak bardzo kruchy i inten-
sywnie zielony (fot. 1). Z pozostatych kombinacji najintensywniejsze przyrosty kalu-
sa stwierdzono na pozywce V i VI (obie zawierajace 2,4-D i 2ip). Miat on barwe z6ita
lub jasnozéhy i strukture gladka (fot. 2). Po przetozeniu na pozywke Rl obserwowa-
no rozwoj korzeni z kalusa pochodzacego z wszystkich kombinacji pozywek induk-
cyjnych (fot. 4), z wyjatkiem pozywki zawierajgcej TDZ-I-2,4-D. W stosunkowo licz-
nych pracach opisywano pozytywny wplyw TDZ na indukcje organogenezy u roz-
nych roslin (5,7,10-12). Wydajno$¢ tego procesu byta rozna w zaleznosci od gatunku
rosliny i rodzaju eksplantatu. jednak w przypadku sidy, po przeniesieniu zaré6wno
na pozywke RI, jak i R2, kalus intensywnie namnazat sie, a przy tym stawat sie bar-
dziej kruchy z obfitym biatym nalotem i nie regenerowat.

Tabela 2

Wyniki kultury in vitro eksplantatéw Sida hermaphrodita Rusby w zaleznosci od rodzaju i koncentracji
regulatoréw wzrostu

. Pozywka*
Eksplantat Obserwacje
| it 1]l % v Vi
liczba eksplantatow 4 7 10 9 9 9
ogbtem
liczba eksplantatow 4 7 10 9 9 9
kraiki liciowe - \A1USeM
intensywnos¢ 2 ! 2 5 3 5
przyrostu kalusa**
barwa i struktura kremowy kremowy  jasnozielony  zielony 20ty jasnozotty
kalusa kruchy kruchy kruchy kruchy gtadki gtadki
liczba eksplantatow 14 25 23 22 36 32
ogbtem
liczba eksplantatow 8 10 13 17 31 30
z kalusem
ogonki lisciowe  intensywnosé 2 1 1 3 | 2
przyrostu kalusa**
barwa i struktura jasnozielony  zielony  zielonobru-  zielony biaty biaty
kalusa natny
kruchy kruchy kruchy kruchy gtadki ghadki

* rodzaj i koncentracje regulatorow wzrostu podano w tabeli 1.
** w skali 1-5.
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Fot. 1. Kalus Sida hermaphrodita rozwijajacy sie na pozywce IV (TDZ + 2,4-D).

Fot. 2. Kalus Sida hermaphrodita rozwijajacy sie na pozywce VI (2,4-D -f 2ip).

Fot. 3. Embriogeniczny kalus Sida hermaphrodita uzyskany na pozywce VI po przeniesieniu na
pozywke R1.

Fot. 4. Ryzogeneza na pozywce Rl po przeniesieniu kalusa Sida hermaphrodita z pozywki VI.

Fot. 5. Pedy Sida hermaphrodita rozwijajace sie na pozywce R2 po przeniesieniu z pozywki VI.

Fot. 6. Rodliny Sida hermaphrodita w stoiku po przeniesieniu z pozywki R2.
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Kalus z pozywek V i VI regenerowat liczne korzenie. Obserwowano réwniez
struktury zarodkopodobne (fot. 3). Korzenie regenerujgce z kalusa pochodzacego
z pozywki ! i Il byly mniej liczne, ale wyraznie dluzsze. Zastosowana przez nas
pozywka R1 zawierata cytokining, auksyne i gibereling oraz miata zwiekszona za-
warto$¢ sacharozy. Sklad ten powodowat konwersje powstajacych z kalusa struktur
embrioidalnych (fot. 3). Na pozywce Rl nie stwierdzono jednak regeneracji pedow.

Przeniesienie kalusa na pozywke R2 (MS bez regulatorow wzrostu) zgodnie
z oczekiwaniami stymulowato zaindukowang na pierwszej pozywce morfogeneze.
Swiadczy o tym duza liczba regenerujacych korzeni i nielicznych pedéw (fot. 5 i 6)
z kalusa pochodzacego z pozywki V i VI, a takze mniej intensywna ryzogeneza kalu-
sa powstatego na pozywkach 1, Il i 111

Kalus z fragmentow ogonkoéw lisciowych rozwijat sie mniej intensywniej niz
z krazkow lisciowych. W poréwnaniu z kalusem z krazkow lisciowych, z wyjatkiem
pozywki IV, charakteryzowat sie inng barwg (pozywki 1111 zielony i V-VI bialy), nato-
miast pod wzgtedem struktury byt taki sam jak kalus z kragzkow lisciowych. Po prze-
niesieniu na pozywki Rl i R2 rzadziej obserwowano na nim organogeneze.
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