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Micropropagation of Salvia officinalis L. by shoot tips
Summary

In this study, optimum conditions for the micropropagation of Salvia
officinalis by shoot tips were determined. Shoot tips from five-week-old shoots
grown in in vitro culture were used as explants. The explants were incubated on
MS agar medium supplemented with 0.57 pmol/l IAA and various concentra-
tions of cytokinins (BAP, zeatin, TDZ or kinetin). The best results were obtained
when BAP at the concentration of 2 pmol/1 was used as cytokinin. Under these
conditions after 5 weeks more than 90% shoot tips formed axillary buds or
shoots and almost 3 shoots per one explant were obtained. An average length
of shoots was 2.5 cm. For root induction the most suitable was . MS agar me-
dium without growth regulators.
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1. Wstep

Szalwia lekarska {Salvia officinalis L), bylina pochodzaca z ob-
szaru Morza Srédziemnego, tak jak wiele innych gatunkéw ro-
dzaju Salvia (Lamiaceae), ma szerokie zastosowanie w medycynie
oficjalnej i ludowej. Jako roslina lecznicza i przyprawowa byta
uprawiana juz w starozytnej Grecji. Wyciag z lisci szatwii lekar-
skiej wykazuje dziatanie przeciwzapalne, przeciwpotne, zéicio-
pedne, hipoglikemizujgce (1-4). Hamuje wzrost wielu szczepow
drobnoustrojéw chorobotwérczych; dotyczy to przede wszyst-
kim bakterii gramdodatnich (5,6), grzybéw (7) i wiruséw (8).
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Redukuje nadmierng fermentacje jelitowa (9), laktacje (10), zmniejsza przekrwienie
bton Sluzowych i skory, dziata rozkurczajgco (11). Ekstrakt z lisci szatwii wykazuje
takze sitng aktywnos$¢ antyoksydacyjng (12,13). Istniejg dowody na przeciwnowo-
tworowe i przeciwmutagenne dziatanie metablitdw wtdérnych wystepujacych w tym
gatunku (14,15).

Szalwia lekarska jest zamieszczona w Farmakopei Polskiej V, a takze farmakope-
ach wielu innych krajow europejskich: Austrii, Niemiec, Czech, Holandii, Portugalii,
Rumunii, Rosji, Szwajcarii, Jugostawii, Wegier (16). Liscie tej rosliny majg zastoso-
wanie nie tylko w medycynie, ale takze w kosmetologii i w przemysle spozywczym.
Z badan fitochemicznych i biologicznych wynika, ze za dziatanie farmakologiczne
surowca odpowiedzialne sg gtdwnie: olejek eteryczny, di- i triterpeny, flawonoidy,
fenolokwasy (di- i oligomery kwasu kawowego), garbniki (1).

Celem naszej pracy bylo opracowanie metody mikrorozmnazania szaiwii lekar-
skiej. Zastosowano technike mikropropagacji oparta na kulturach merystemow
wierzchotkowych. Doswiadczenia obejmowaty okreslenie wptywu réznych cytokinin
(6-benzyloaminopuryny, zeatyny, kinetyny i tidiazuronu) na namnazanie pedow
oraz auksyn (kwasu indolilo-3-octowego, kwasu indolilo-3-mastowego, kwasu nafty-
lo-lI-octowego) na ukorzenianie pedéw S. officinalis. Dotychczas opublikowano dwa
doniesienia na temat mikrorozmnazania tego gatunku (17,18). Eksplantatami w tych
doswiadczeniach byly fragmenty pedéw obejmujgce pojedynczy wezet z aseptycz-
nie wyhodowanych 6-tygodniowych siewek (17) lub pgki szczytowe i boczne pobra-
ne z roslin rosngcych w gruncie (18). W pracy eksplantatami wyjsciowymi byty
wierzchotki pedéw uzyskane z 3-tygodniowych otrzymanych in vitro siewek.

Otrzymane kultury peddéw oraz zregenerowane in vitro rosliny bedg wykorzysty-
wane dla pozyskiwania zwigzkéw o dziataniu antyoksydacyjnym: diterpenéw (kar-
nozolu, kwasu karnozolowego) oraz kwasu rozmarynowego (depsydu kwasu kawo-
wego i kwasu a-hydroksydihydrokawowego).

2. Materia! i metody

Materialem wyjSciowym byly nasiona Salvia officinalis L. otrzymane z Ogrodu
Roslin Leczniczych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Nasiona odkazano przez
15 minut w roztworze ACE (preparat handlowy) rozcieficzonym woda destylowang
1:4 viv. Nastepnie ptukano je trzykrotnie sterylng woda (po 15 minut) i umieszczano
na agarowym (0,7%) podiozu Murashige i Skooga (MS) (19) z kinetyng (0,1 pmol/1)
i kwasem giberelinowym (2,9 |iimol/l).

Wierzchotkowe czesci pedoéw (diugosci okoto 0,5 cm) z 3-tygodniowych siewek
przenoszono na agarowe (0,7%) podtoze MS uzupetnione 0,57 pmot/t kwasu indoli-
lo-3-octowego (IAA) i 2 pmol/1 6-benzyloaminopuryny (BAP). Po pieciu tygodniach
hodowli odcinano szczytowe czesci pedow i przenoszono je na Swieze podioze
0 tym samym sktadzie. Hodowla pedéw byta tak prowadzona przez 3 kolejne 5-ty-
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godniowe pasaze w celu uzyskania odpowiedniej do rozpoczecia badan liczbe eks-
plantatéw. W pasazu czwartym wierzchotki pedéw przeniesiono na podtoza MS za-
wierajgce 0,57 pmol/l IAA ijedng z czterech cytokinin: BAP, TDZ (tidiazuron), zeaty-
ne lub kinetyne w stezeniach: 1, 2, 4, 8, 16 pmol/1. Po 5 tygodniach okreslano pro-
cent eksplantatéw réznicujacych paki lub pedy boczne, Srednig liczbe pakdéw i pe-
déw bocznych utworzonych na jednym eksplantacie (wspo6tczynnik mnozenia) oraz
dtugo$¢ namnozonych pedéw i ich morfologie. Jako paki okreslano struktury
0 dlugosci <0,5 cm, a jako pedy - struktury o diugosci >0,5 cm. Doswiadczenie
powtarzano trzykrotnie, a kazda seria obejmowata 10-20 eksplantatow. Wyniki sa
Srednig = btad standardowy. Wyniki analizowano za pomocg programu komputero-
wego STATISTICA. Istotng statystycznie réznice pomiedzy Srednimi okreslano za
pomoca testu U Manna-Whitneya (p < 0,05)

W celu ukorzenienia pedy przenoszono na agarowe podtoze MS bez regulato-
réw wzrostu, podtoze MS zawierajace IAA (kwas indolilo-3-octowy), IBA (kwas indo-
lito-3-mastowy) lub NAA (kwas naftylo-1-octowy) oraz podtoze MS bez regulatoréw
z obnizong do potowy zawarto$cig makro- i mikroelementéw (<2 MS). Auksyny uzy-
to w stezeniu 0,57 pmol/1. Po 4 tygodniach okre$lano procent ukorzenionych pedéw
oraz liczbe i dlugos$¢ wytworzonych korzeni. Doswiadczenia powtarzano dwukrot-
nie. Kazda seria obejmowata 15-20 eksplantatéw. Wyniki sg srednig + biad standar-
dowy.

Wszystkie hodowle byly prowadzone w fitotronie w temperaturze 26+2°C, przy
wilgotnosci 80-90% i ciggtym os$wietleniu lampami fluorescencyjnymi o natezeniu
40 pmolnr”™ s”. Ukorzenione pedy przenoszono do doniczek zawierajgcych wyste-
rylizowang mieszanine piasku, torfu i ziemi ogrodniczej (3:3:4 viviv). Doniczki umiesz-
czano w pokoju wzrostowym w temp. 26+2°C, przy naturalnym oswietleniu.

3. Wyniki i dyskusja

z przeprowadzonych obserwacji wynika, ze procent eksplantatow (wierz-
chotkéw peddw) wytwarzajacych pedy oraz liczba peddéw uzyskanych z jednego eks-
plantatLi zaleza od rodzaju i stezenia cytokininy. Najlepszym podiozem do namna-
zania pedow S. officinalis okazato sie podioze MS uzupetnione IAA w stezeniu
0,57 pmol/1 oraz BAP w stezeniu 2 pmol/1. W tych warunkach po pieciotygodniowym
okresie wzrostu prawie 93% eksplantatéw wytworzyto paki lub pedy boczne (tab. 1),
a z jednego wierzchotka otrzymano srednio prawie 3 pedy boczne o $redniej diugosci
2,5 cm (z 3-4 weztami). BAP okazat sie takze najlepszg cytokining przy namnazaniu
pedow innych gatunkéw szatwii, tj. S. canariensis L (20), S. sciarea (21,22) oraz
S. splendens (22). Uzyskany w naszej pracy wspoétczynnik mnozenia byt znacznie wyz-
szy w poréwnaniu ze wspoitczynnikiem uzyskanym przez Olszowska i Furmanowg
dla mikrorozmnazania szalwii lekarskiej (18). Autorki stosujgc pozywke Nitscha
i Nitscha z IAA: 0,1 lub I mg/l (0,57 lub 5,7 pmol/1) i kinetyng: 0-1,2 mg/l (0-5,5 pmol/1)
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po 5 tygodniach hodowli uzyskaly z | wezta pojedynczy ped diugosci | cm z 3-4
weztami. Nasze wyniki sg zblizone do rezultatéw uzyskanych przez Santos-Gomes
i wsp. (17,23), ktorzy z fragmentu pedu Salvio officinalis obejmujgcego pojedynczy
wezet uzyskali ponad 3 nowe pedy na podiozu MS zawierajgcym 0,05 mg/l
(0,23 pmol/l) 2,4-D (kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy) i 1,5 mg/l (6,5 pmol/1) BAP.
Z naszych doswiadczen wynika jednak, ze zwiekszenie stezenia BAP (juz do 4 pmol/1)
obnizalo zaréwno procent eksplantatéw dajacych odpowiedz jak i wsp6tczynnik
mnozenia oraz hamowato wydtuzanie peddéw (r6znica istotna statystycznie przy
p < 0,05). Zaobserwowano rOwniez, ze wzrost stezenia BAP zwiekszyt intensyw-
nos¢ tworzenia sie tkanki kalusowej u podstawy eksplantatu, chociaz kalus w tym
miejscu powstawat takze w obecnosci innych kombinacji regulatoréw wzrostu. Pre-
ece i wsp. (24) utrzymuja, ze wytwarzanie kalusa u podstawy eksplantatow wystepu-
je szczegllnie czesto w obecnosci auksyn u gatunkow z silng dominacja wierz-
chotkowa. Mark i Simpson (25) sugeruja, ze proces ten moze mie¢ zwigzek z akumu-
lacjg w tym miejscu auksyn, ktére silnie stymulujg proliferacje komoérek, zwlaszcza
w obecnosci wysokich stezen cytokinin. Stwierdzono, ze kalus S. officinalis powstaty
na podiozach z wyzszymi stezeniami BAP wykazywat zdolnos¢ do organogenezy
i tworzenia pakéw przybyszowych; przy stezeniu BAP 16 pmol/1 ponad 40% eksplan-
tatéw tworzyto kalus regenerujgcy paki przybyszowe w ticzbie ponad 3 na kalus,
jednak otrzymane paki w wiekszosci (ponad 95%) byly bardzo drobne, szkliste i nie
mozna ich byto wykorzysta¢ do dalszego namnazania ani ukorzeniania. W dalszych
badaniach zamierzamy dla elongacji uzyskanych pakéw przybyszowych wprowa-
dza¢ do podtoza kwas giberelinowy (GA3), ktéry zgodnie z badaniami Olszowskiej
i Furmanowej (18) powodowat zwiekszenie dtugosci peddw S. officinalis, kiedy zo-
statl uzyty w stezeniu 0,005 mg/l (0,014 pmol/1).

Inne cytokininy (kinetyna, zeatyna, TDZ) okazaly sie mniej efektywne dla namna-
zania pedéw bocznych S. officinalis (tab. 1). W obecnosci kinetyny uzytej w optymal-
nym stezeniu 16 pmol/l 75% eksplantatow tworzyto paki lub pedy boczne, a ich
Srednia liczba na eksplantat wynosita 1,7. Jeszcze nizszy wspoitczynnik proliferacii
uzyskano w przypadku zastosowania zeatyny. W tych warunkach maksymalnie 23%
eksplantatow rozwijato 1-2 pedéw bocznych. Pedy osiagaly diugos¢ do 2,5 cm
i miaty Srednio 3, 4 wezly.
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Tabela 1

Ytplyw cytokinin na namnazanie i wzrost pedéw S. officinalis L

- ) Eksp}antat)'. Srednia liczba . . » Pedy (paki

Cytokinina Liczba tworzace paki ) ) Srednia dtugos¢ )
(Jamot/t) eksplantatéw tub pedy boczne pakow lub pedow pedéw (cm) boczne szkliste
%) bocznych (%)

BAP

1 a7 68,09 1,9 = 0,026*s* 1,3 = 0,013™ 10

2 55 92,73 2,9 = 0,035" 25 += 0,017* 0

4 54 74,07 2,0 = 0,033* 1,3 = 0,013* 6,02

8 34 73,53 3,0 = 0,066>" 11 += 0,027 42,67

16 35 60 2,3 = 0,068i>" 0,8 + 0,008* 46,94
kinetvna

1 35 20 13 = 0,07 1,8 = 0,029** 0

2 34 35,29 11 + 0,024<f 1,7 + 0,031 0

4 35 45,71 14 = 0,039" 2,5 = 0,038*> 4,55

8 35 45,71 1,7 £ 0,055%* 2,1 = 0,027¢ 0

16 35 74,29 1,7 = 0,028"f 2,2 += 0,033* 2,27
zeatvna

1 35 11,43 1,0 = 0,0 15 + 0,025* 0

2 35 0 0 1,3 = 0,019** 0

4 35 11,43 1,0 = 0,0 1,8 += 0,035* 0

8 34 17,65 1,2 + 0,068**f8 2,3 £ 0,04* 0

16 35 22,86 1,3 + 0,058**f8 2,2 *= 0,036** 0
TDZ

1 34 26,47 1,3 + 0,056**1* 1,9 + 0,046** 25

2 34 38,24 25 = 0,11™ 2,0 = 0,058** 33,33

4 34 26,47 2,1 + 0,087* 0,8 = 0,016* 10,53

08 34 32,35 2,0 = 0,099 11 + 0,029* 50

16 34 29,41 1,4 + 0,05"g 0,8 = 0,012" 21,43

Pedy hodowano na agarowym podtozu MS zawierajgcym IM (0,57 |amol/l). Okres wzrostu wynosit 5 tygodni.
* Srednie oznaczone ta sama literg (w obrebie poszczegéinych kotumn) nie réznig sie istotnie wg testu U Maiina-Whitneya,

przy 5% poziomie istotnosci.

Niekorzystna okazata sie obecno$¢ TDZ w podiozu do namnazania S. officinalis
(tab. 1). Ta pochodna mocznika jest najczesciej stosowana w mikropropagacji drzew
lisciastych (26), chociaz niektérzy badacze polecajg TDZ takze do namnazania roslin
zielnych (27). W naszym doswiadczeniu dodatek tej cytokininy powodowat w du-
zym stopniu (53-83%) powstawanie u podstawy eksplantatu kalusa, ktéry miat zdol-
no$¢ do regeneracji pakéw przybyszowych (z jednego kalusa otrzymywano 6-11
pakow przybyszowych). Zregenerowane paki wykazywaly duze zmiany w morfologii
(szklistos¢, zrastanie), co dyskwalifikowalo je jako materiat do dalszego namna-
zania.
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Uzyskane pedy boczne dalej namnazano lub przeznaczano do ukorzeniania. Dla
ukorzeniania S. officinalis stosowano podioze MS zawierajgce auksyny (IAA, NAA,
IBA) i pozbawione regulatoréw wzrostu. Korzenie zaczynaty sie tworzy¢ gtéwnie
w drugim tygodniu hodowli. Stwierdzono, ze auksyna stymuluje tworzenie korzeni
(tab. 2). Na podtozu MS zawierajgcym IAA lub NAA podczas 4-tygodniowej hodowli
ukorzeniato sie dwukrotnie wiecej peddw niz na podtozu bez regulatoréw wzrostu.
Auksyny obnizaly jednak liczbe wytwarzanych korzeni (tab. 2). Ponadto dodatek IBA
opo6zniat proces indukcji korzeni. Na poditozu z tg auksyng prawie potowa pedéw
tworzyta korzenie dopiero w czwartym tygodniu hodowli. Najlepsze dla ukorzenia-
nia okazato sie podioze MS ze zmniejszong do potowy zawartoscig makro- i mikro-
elementoéw (/2 MS). W tych warunkach po czterech tygodniach ukorzenito sie okoto
74% peddéw. Z jednego pedu powstato Srednio 3,7 korzeni, a ich $rednia dlugosé wy-
nosita 23,1 mm. Z danych literaturowych wynika, ze podioze MS z obnizong zawar-
toscig makro- i mikroelementéw byto z powodzeniem wykorzystywane dla ukorze-
niania pedéw innych przedstawicieli rodziny Lamiaceae np. Coleus forskohlii (28),
Lavandula vera (29) czy L latifolia (30).

Tabela 2

Ukorzenianie zregenerowanych in vitro pedéw 5. officinalis L.
) ) ) Pedy tworzace Srednia liczba Srednia diugo$¢
Podloze  Regulatory wzrostu Liczba pedéw korzenie (%) korzeni na ped korzeni (mm)
MS - 32 28,13 4,2 = 0,38 21,8 = 1,42
MS IAA* 33 54,55 32 = 0,14 17,7 = 0,62
MS N.U* 35 57,14 22 * 011 146 = 0,25
MS IBA* 32 43,75 26 = 011 21,7 = 0,97
12mMs - 42 73,81 3,7 = 0,07 231 += 0,38

* - stezenie auksyny 0,57 )amol/l. Okres hodowli 4 tygodnie.

Ukorzenione rosliny przenoszono do doniczek z ziemig (zob. rozdz. 2). RoSliny
bardzo dobrze sie aklimatyzowaly. Po dziesieciu tygodniach wzrostu wspoétczynnik
przezywalnosci wynosit ponad 95%.

Praca finansowana przez UM w todzi w ramach dziatalnosci statutowej nr 503-312-1.
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