Medyczne Zagtebie Nauki 2026
Regeneracja Cannabis sativa L. w

kulturach in vitro

lga Kordeusz!, Julia Wilk!, Zuzanna Dudek?, Klaudia Gilowska!, Wiktoria Pacuta', Radostaw Pudetko!, Anna Szczotka! dr n. med. Sabina Gatka?

1Studenckie Koto Naukowe przy Zaktadzie Biotechnologii i Inzynierii Genetycznej,
°Zakfad Biotechnologii i InZynierii Genetycznej, Wydziat Nauk Farmaceutycznych w Sosnowcu,
Slqski Uniwersytet Medyczny w Katowicach, ul. JednosSci 8, 41-200 Sosnowiec
Opiekun Pracy: dr n. med. Sabina Gatka

Konopie siewne (Cannabis sativa) sg bogatym surowcem roSlinnym o duzym znaczeniu farmaceutycznym i przemystowym, dlatego opracowanie efektywnych metod
regeneracji tych roSlin w kulturach in vitro ma istotne znaczenie w badaniach biotechnologicznych. Kluczowg role w procesie organogenezy odgrywajg m.in. reqgulatory
wzrostu roSlin, ktore kontrolujg podziaty komorkowe oraz roZnicowanie tkanek [1].

Celem niniejszego badania byta ocena wptywu cytokininy (tidiazuronu, TDZ) i auksyny (kwasu 2,4 dichlorofenoksyoctowego, 2,4D) na inicjacje morfogenezy peddw,
korzeni i kalusa z eksplantatow liSciowych i pedowych konopi.

MATERIALY | METODY

Materiatem badanym byly nasiona oraz eksplantaty liSciowe i pedowe Konopi siewnych, odmiany Biatobrzeska.

Na wstepnym etapie doSwiadczenia nasiona konopi poddano sterylizacji w etanolu oraz podchlorynie sodu, a nastepnie wysiano je na pozywke % MS i
hodowano w fotoperiodzie 16/8h w warunkach in vitro. Po uptywie kilku tygodni z siewek pozyskano fragmenty lisci i pedéw o rozmiarach okoto 0,5 cm i
umieszczono je po 5 sztuk na pozywkach zawierajgcych TDZ (0,25-10uM) (Ryc. 1) i 2,4D (0,25-3uM) (Ryc.2) oraz kontrolnych bez hormondw (Ryc. 1,2). Inkubacje
utrzymano w fotoperiodzie 16/8h oraz w temperaturze 25 stopni C. Po 34 dniach hodowli wykonano ocene liczby eksplantatéw, na ktérych wyrosty organy
przybyszowe oraz zwazono Swiezg mase powstatego kalusa.

Tidiazuron (TDZ;  N-fenylo-N"-1,2,3-tidiazol-5-ylomocznik)  to
syntetyczny regulator wzrostu roSlin z grupy difenylomocznikow.
Wykazuje aktywnoSC cytokininopodobng, mimo Zze nie posiada
pierScienia purynowego typowego dla klasycznych cytokinin. W
kulturach in vitro stosowany jest gtdwnie do indukcji organogenezy
pedow oraz embriogenezy somatycznej. Jego dziatanie zalezy m.in.
od stezenia regulatora oraz warunkow Srodowiska [2,3].

WYNIKI TDZ

Kalusogeneza: wszystkie eksplantaty (zarowno liSciowe, jak i
pedowe) wytworzyty kalus przy obecnoSci TDZ, a najwiekszy przyrost
Swiezej masy (1,086 g/eksplantat) uzyskano na liSciach wytoZzonych
gorng strong blaszki liSciowej do gory - LG przy 1 uM TDZ.

Organogeneza pedow: najwyZzszg efektywnoSC odnotowano przy
0,25 uM TDZ (40% eksplantatow pedowych - P), natomiast przy
steZeniach 22 uM nie obserwowano wzrostu pedow.
Ryzogeneza: nie stwierdzono indukcji korzeni.

Ryc.1 Organogeneza Cannabis sativa po 34 dniach hodowli in vitro na
pozywkach MS z TDZ oraz kontrolnej bez hormonu

Kwas 2,4 dichlorofenoksyoctowy (2,4D) jest to syntetyczna auksyna, ktora
w hodowli in vitro stymuluje podziaty komodrkowe, proliferacje
niezroZnicowanych komorek, prowadzgc do powstania kalusa oraz
niezbedna jest do inicjacji i rozwoju zarodkow somatycznych [4].

WYNIKI 2,4D

Kalusogeneza: zaobserwowano wytworzenie kalusa przy zastosowanych
wszystkich stezeniach 2,4D, na wszystkich eksplantatach (zarowno

liSciowych, jak i pedowych), a najwiekszy jego przyrost (0,4124 g/

eksplantat) odnotowano na liSciach wyfozonych gorng strong blaszki
liSciowej do gory -LG na pozywce z 2,5 uM 2,4D.

Organogeneza pedow: nie zaobserwowano wzrostu pedow przy
Zadnym stezeniu.

Ryzogeneza: Wzrost korzeni zaobserwowano jedynie na poZywce

kontrolnej bez hormonow u 100% LG oraz u 60% na liSciach wyfoZzonych

dolng strong blaszki liSciowej do gory - LD i na eksplantatach pedowych.

Ryc.2 Organogeneza Cannabis sativa po 34 dniach hodowli in vitro na pozywkach
MS z 2,4D oraz kontrolnej bez hormonu

WNIOSKI: Podsumowujgc uzyskane wyniki wykazano, Ze zastosowane oba regulatory wzrostu w istotny sposob wptywaty na kierunek morfogenezy Cannabis sativa w
kulturach in vitro.

TDZ silniej indukowat wzrost kalusa oraz regeneracje pedow niz 2,4-D, ktdry stymulowat tylko kalusogeneze.
Uzyskane wyniki potwierdzajg, ze odpowiedni dobdr regulatorow wzrostu umoZzliwia kontrolowanie przebiegu procesow regeneracyjnych w kulturach tkankowych
konopi.siewnych przez co moZzliwe jest uzyskanie surowca konopnego z kultur in vitro.
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