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W ostatnich latach zaobserwowano dynamiczny wzrost zapotrzebowania na preparaty z Konopi siewnych (Cannabis sativa L.), Co pociaga za sobg intensyfikacje badan
nad produkcja 1 izolacja ich bioaktywnych sktadnikow. Rosnace zainteresowanie ta rosling wynika z jej szerokiego zastosowania m.in. w przemysle farmaceutycznym,
kosmetycznym 1 spozywczym. Jednoczes$nie rosnie potrzeba opracowania skutecznych metod zwickszenia ilosci oraz poprawy jakosci biomasy roslinnej, miedzy Innymi poprzez
prowadzenie organogenezy konopi w kulturach in vitro [1,2,3].

W odpowiedzi na te potrzeby przeprowadzono doswiadczenie majace na celu oceng wptywu rodzaju eksplantatu (1is¢, todyga), orientacji wytozenia blaszki lisciowej (gérna
strong blaszki lisciowej do gory- LG lub gorna strong blaszki lisciowej do dotu- LD) oraz regulatorow wzrostu takich jak: kwasu naftylooctowego (NAA), 6-benzyloaminopuryny
(BAP) oraz kinetyny na proces organogenezy u Cannabis sativa odmiany Biatobrzeska.

W pierwszym etapie eksperymentu wykonano sterylizacje nasion, z zastosowaniem etanolu 1 podchlorynu sodu (inkubacja przez 2 minuty), ktére nastgpnie wysiano na
pozywke 2 MS. Po kilku tygodniach uzyskano kilkunastocentymetrowe siewki, z ktérych pobrano najwyzsze pedy oraz liscie. Okoto 0,5x0,5cm eksplantaty lisciowe (5szt. LG -
gorny rzad 1 5szt. LD - $srodkowy rzad) oraz pedowe (5 szt. - dolny rzad) (Ryc. 1,2) wytozono na pozywki MS zawierajace NAA, BAP (0,1 lub 1mg/l) (Ryc. 1) lub kinetyne
(0,125-4uM) (Ryc. 2) oraz na pozywke kontrolng bez hormonéw (Ryc. 1,2). Hodowle prowadzono w temperaturze 25 stopni C. w fotoperiodzie 16h/8h. Po 32 lub 37 dniach
hodowli oceniono liczbe eksplantatéw, na ktorych wyrosty organy przybyszowe oraz swieza mase powstatego kalusa (Ryc.1,2).

NAA jest syntetycznym analogiem auksyn, ktore odpowiadaja gtownie za elongacje Kinetyna (N-6-furfuryladenina) byta pierwsza odkryta cytokinina, jako produkt
komorek, podzialy komorkowe oraz inicjacj¢ korzeni. Stosowanie NAA sprzyja degradacji DNA, ktéry promowat podzial komorek u roslin. Ten naturalny hormon
zatem tworzeniu kalusa I ukorzenieniu eksplantatow, a w niektorych przypadkach wzrostu u roslin nasila tempo podziatdw komoérkowych, indukuje redyferencjacje
rowniez wydluzeniu pedow. Z kolei BAP nalezy do grupy cytokinin, hormonow kalusa w paki przybyszowe, spowalnia starzenie sie roslin. Kinetyna u ludzi petni role
stymulujacych tworzenie pgdow, réznicowania tkanek oraz rozwoj pakow bocznych. obronna, np. w walce ze stresem oksydacyjnym i procesami starzenia sie [2,3].

W wyzszych stezeniach BAP moze ogranicza¢ wydluzanie pedow, przez co rosliny
stajg si¢ coraz nizsze | bardziej zwarte [1].
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Ryc. 1. Organogeneza Cannabis sativa po 32 dniach hodowli in vitro na Ryc. 2. Organogeneza Cannabis sativa po 37 dniach hodowli in vitro na
pozywkach MS z NAA | BAP oraz na pozywce kontrolnej pozywkach MS z kinetyng oraz na pozywce kontrolnej

* Najintensywniejszy wzrost pedéw przybyszowych zaobserwowano na 60%
cksplantatow pedowych wylozonych na pozywce MS z 1mg/l NAA+0,1mg/l
BAP.

Najintensywniejszy wzrost pedow przybyszowych zaobserwowano na 80%
cksplantatow pedowych wylozonych na pozywce MS z 4uM Kinetyny.

* Najczestsza ryzogeneze uzyskano z ekplantatéw lisciowych (100%), niezaleznie - Najczgstsza ryzogenez¢ zaobserwowano na ekplantatach pedowych (40%) 1

od ich orientacji wyltozenia, na pozywce MS z 1mg/l NAA oraz na wszystkich lisciowych LG (40%) na pozywce MS z 0,125uM Kinetyny.
eksplantatach lisciowych, jak 1 pgdowych, na pozywce MS z 0,1mg/l NAA

Kaulogeneza wystapita na wszystkich eksplantatach inkubowanych na
pozywce MS z 3uM kinetyny ale jej najintensywniejszy wzrost (0,145g z 1
eksplantatu) uzyskano na LG na pozywce MS z 0,125uM tej cytokininy.

Kaulogeneza wystgpita prawie we wszystkich przypadkach, a najwicksze
przyrosty, tj. srednio 0,79 z 1 eksplantatu pedowego 1| 0,389 z 1 eksplantatu
lisciowego LG uzyskano na pozywce zawierajacej 0,1mg/l NAA+1mg/l BAP

Podsumowujac uzyskane wyniki wykazano, ze rodzaj I stezenie zastosowanych regulatoréw wzrostu, typ eksplantatu oraz orientacja wytozenia blaszki lisciowej w istotny sposob
determinuja kierunek organogenezy Cannabis sativa. Auksyna (NAA) sprzyjata indukcji wzrostu korzeni 1 kalusa, natomiast cytokininowe hormony (BAP 1 Kinetyna)
stymulowatly rozwo6j peddéw. Ostatecznie mozna stwierdzi¢, ze drogg organogenezy w sterylnych kulturach in vitro mozna uzyska¢ liczne 1 wolne od patogenow organy
przybyszowe I tkanke kalusowa, ktore moga by¢ zrodtem surowca konopnego do produkcji substancji farmaceutycznych, kosmetycznych, czy spozywczych.
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