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Mniej rygorystyczne wymagania prawne dotyczace uprawy I wykorzystania substancji izolowanych z konopi siewnych (Cannabis sativa) spowodowaly duze
zapotrzebowanie na preparaty konopne, a co za tym idzie nastapil bardzo intensywny wzrost areatu upraw, liczby produkowanych lekow, produktéw spozywczych,
kosmetycznych, odziezowych, a takze budowlanych z tych roslin.

W odpowiedzi na to rosnace zainteresowanie czlonkowie naszego Studenckiego Kota Naukowego przy Zaktadzie Biotechnologii i Inzynierii Genetycznej SUM
zainicjowalil 1 prowadzili hodowle In vitro konopi siewnych (odmiana Biatobrzeska), przy zastosowaniu réznych hormondéw wzrostu, jako alternatywne zrédto
pozyskiwania biomasy roslinnej | zwiazkow konopnych (giéwnie kannabinoidow). Hodowla roslin w warunkach in vitro zapewnia kontrolowany 1 sterylny wzrost
roslin, zaréwno W skali laboratoryjnej, jak 1 na poziomie przemystowym, a zastosowanie fitohormonéw umozliwia intensyfikacje przyrostu biomasy I metabolitow
wtornych.

W poczatkowym etapie hodowli konopi w warunkach In vitro przeprowadzono sterylizacje nasion z zastosowaniem podchlorynu sodu w réznych jego stezeniach |
czasach inkubacji (Tab. I). Wysterylizowane nasiona wysiano na pozywke %> MS w szczelnie zamknietych pojemnikach (Ryc. 1) i1 przez 37 dni hodowle prowadzono w
fotoperiodzie, co kilka dni obserwujac sterylnos¢ I site kietkowania nasion (Tab. I, Ryc. 1).

Tab.l. Wpltyw sterylizacji na sterylnos¢ 1 site kietkowania nasion Cannabis sativa

Stezenie Czas
podchlorynu sodu | Inkubacji
[%0] [min]

Sterylnos¢ | Kietkowanie | Sterylnos¢ | Kietkowanie | Sterylnos¢ | Kietkowanie
[%] [%]

0

17 33 50

17 33 33

0 = 33 Ryc.1. Cannabis sativa: 1- sterylizacja 2% podchloryn sodu, 10minut,
67 50 67 ) 67 ) 2-sterylizacja 0,5% podchloryn sodu, 10 minut,

3- Infekcja nasion niesterylizowanych

Na podstawie powyzsze] wynikOw stwierdzono, ze

 Sterylizacja jest niezbednym etapem inicjacji hodowli In vitro, poniewaz ponad potowa nasion nie poddanych sterylizacji ulegta infekcji.
* Niezaleznie od st¢zenia podchlorynu sodu 1 czasu inkubacji, wszystkie nasiona poddane sterylizacji nie ulegty infekcji.

» Z drugiej strony sterylizacja obniza sil¢ 1 wydtuza czas kietkowania nasion konopi.

* Najszybciej 1 najliczniej] wykietkowaty nasiona sterylizowane w 0,5% roztworze podchlorynu sodu zarowno w czasie 1 1 10 minut.

Na pozyskanych w powyzszy sposob sterylnych lisciach 1 pedach konopi zainicjowano wzrost kalusa (inokulum z
hodowli na pozywce statej, Tab. Il), z ktorego w kolejnym etapie zatozono hodowle zawiesinowe w pozywkach MS
wzbogaconych o fitohormony: tidiazuron (TDZ) (Ryc. 2) 1 kinetyne (KIN). Tidiazuron to syntetyczny hormon roslinny, ktory
jest szeroko wykorzystywany do indukcji organogenezy pedow, wzrostu kalusa u wielu gatunkéw roslin oraz w procesach
regeneracji 1 embriogenezy somatycznej [1]. Kinetyna jest fitohormonem odpowiadajacym za stymulacje podziatu komoérek
U roslin, co promuje wzrost | rozw0j roslin. Ma dziatanie antyoksydacyjne, spowalniajac starzenie si¢ roslin [2].

Hodowle zawiesinowe kalusa prowadzono w warunkach wytrzasania, W pozywkach z 1uM TDZ oraz 0,25uM KIN
zarowno W fotoperiodzie, jak 1 w ciemnosci (Ryc. 2). Po 3 tygodniach hodowli wykonano pomiary (Swieza masa komorek,
sredni wspotczynnik przyrostu biomasy- Gi, rozmiar agregatow komérkowych) I prowadzono dalszy ciag hodowli (inokulum
Z hodowli zawiesinowej, Tab. Il) w takich samych warunkach jak poprzednie (Ryc. 3, Tab. I1).

Ryc.2. Hodowla zawiesinowa
Cannabis sativa +1uM TDZ

Tab.ll. Wplyw kinetyny I tidiazuronu na przyrost biomasy 1 rozmiar agregatow komorkowych
w 21 dniowej hodowli zawiesinowej Cannabis sativa

Sredni wspolczynnik przyrostu biomasy Gi [%6] Sredni
Warunki hodowli rozmiar

Hormon [uM]

[fotoperiod/ciemnos¢] Inokulum z hodowl; Inokulum 7 hodowli ag1[°egat]ow
mm
stalej zawiesinowe]

Fotoperiod 92,6 65,6 3,68
Ciemno$¢ 118,0 161,3 3,92
Fotoperiod 1585,1 721,5 2,76
Ciemno$¢ 1140,0 329,0 4,20

Kinetyna (0,25)

Tidiazuron (1)

Na podstawie powyzszych wynikoOw mozna sformutowac nast¢pujgce wnioski:

* Najwyzszy sredni przyrost biomasy uzyskano w hodowli prowadzonej w fotoperiodzie w pozywce
zawierajace] TDZ o stezeniu 1uM.

* Najnizszy sredni przyrost biomasy uzyskano w hodowli prowadzonej w ciemnoscit w pozywce z 0,25 uM

KIN.
Ryc.3. Agregaty komorkowe z hodowli zawiesinowe;j * Najbardziej optymalny rozmiar agregatow otrzymano w hodowli MS+1uM TDZ prowadzonej w
Cannabis sativa: 1- KIN fotoperiod, 2- KIN ciemnos¢, fotoperiodzie.
3- TDZ fotoperiod, 4- TDZ ciemnos¢

Podsumowujac przeprowadzone badania, na zastosowane procedury sterylizacji, a takze rozne warunki hodowli (fotoperiod, ciemnos¢, fitohormony), konopie
,,odpowiedzialy” w bardzo satysfakcjonujacy nas sposob. W warunkach in vitro pozyskano sterylny materiat roslinny (siewki 1 kalus), z ktérego w kolejnym
etapie hodowli zawiesinowej uzyskano znaczacy przyrost biomasy (nawet o 1585% w pozywce z 1 uM tidiazuronem), o matych rozmiarach agregatow (2,76
mm), co jest niezwykle korzystne w bioreaktorowych hodowlach komoérek roslinnych.

Uzyskany materiat biologiczny moze by¢ wykorzystany do badan nad wptywem licznych (jeszcze wielu nie w pelni przebadanych) metabolitow tej rosliny na
wzrost m.in. chorobotwoérczych mikroorganizmow, czy ludzkich nowotworowych linii komérkowych.
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