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Regeneracja pedow z segmentow hypokotylowych
Inianki siewnej Camelina sativa L.

w kulturach in vitro

Shoots regeneration from hypocotyl explants of Camelina sativa L.
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Eksplantaty hypokotylowe pobierano z siewek
Camelina sativa L. odmiany jarej — Borowska,
ktdre rosty w kulturach in vitro. Fragmenty hypo-
kotylowe umieszczano na pozywce Murashige
i Skoog (1962), modyfikowanej réznymi kombi-
nacjami BAP, NAA, 2,4-D i kinetyny. Naj-
wyzsza efektywnosé tworzenia tkanki kalusowej
uzyskano na pozywce MS z dodatkiem 1 mg/I
2,4-D. Regeneracja peddw przebiegata najlepiej
na pozywce MS, zawierajacej 2 mg/l NAA,
3 mg/l BAP oraz 2mg/| kinetyny.

in the in vitro culture

Camelina sativa, eksplantaty hypokotylowe, regeneracja pedow
Camelina sativa, hypocotyl explants, shoots regeneration

Hypocotyl explants were taken from seedlings
of Camelina sativa L. summer cultivar —
Borowska, germinated in vitro. Hypocotyl
fragments were incubated on Murashige and
Skoog (1962) medium modified by different
combination of BAP, NAA, 2,4-D and Kinetin.
The best callus formation was observed on MS
medium supplemented with 1mg/l 2,4-D. The
most efficient shoots regeneration took place on
MS medium with 2 mg/l NAA, 3 mg/l BAP and
2 mg/l Kinetin.

Wstep

Lnianka siewna (Camelina sativa L.) jest jedna z najstarszych roslin upraw-

nych, nalezaca do rodziny Cruciferae. Obecnie stracita ona na znaczeniu jako
roslina oleista w Europie. Jednakze, ze wzgledu na wysoka wartos¢ jej sktadnikow
i cech rolniczych, moze by¢ postrzegana jako gatunek alternatywny.

Lnianka jest rosling mato wymagajaca. Dobrze znosi przymrozki wiosenne.
Sposréd roslin oleistych z rodziny krzyzowych jest najmniej wrazliwa na okresowe
niedobory wody w glebie. Posiada odpornos¢ na grzyby z rodzaju Alternaria
(Tewari i in. 1988). Olej Inianki ze wzgledu na specyficzny skitad kwaséw ttusz-
czowych nalezy do grupy olejow szybkoschnacych, co eliminuje jego przez-
naczenie na cele konsumpcyjne. Moze by¢ on wykorzystywany m.in. w przemysle
lakierniczym. Zasiewy Inianki moga stanowi¢ zabezpieczenie ugorowanych grun-
toéw przed czynnikami erozyjnymi (Putnam i in. 1993).



632 Jolanta Zandecka-Dziubak ...

Ze wzgledu na swoje wilasciwosci biologiczne i uzytkowe Camelina sativa L.
wydaje sie by¢ najlepsza z duzej grupy alternatywnych roslin oleistych. Obecne
metody hodowli roslin umozliwiaja introdukcje korzystnych cech Inianki do
gatunkéw uprawnych roslin oleistych z rodziny Cruciferae. Prowadzone sa
m.in. badania nad krzyzowaniem miedzygatunkowym z wykorzystaniem izolacji
i fuzji protoplastow (Narasimhulu i in. 1994), czy tez wykorzystaniem mutagenezy
w celu zmodyfikowania skfadu kwasow ttuszczowych (Buchsenschutznothdurft
i in. 1998). W obu przypadkach pojawia sie¢ konieczno$¢ zastosowania kultur
in vitro w dalszych etapach hodowli.

Celem prowadzonych badan byto opracowanie optymalnych warunkéw hodowli
eksplantatéw hypokotylowych w kulturze in vitro oraz okreslenie czynnikéw
majacych wptyw na proces regeneracji pedow z kalusujacych fragmentow
hypokotyli Inianki siewne;j.

Material i metody

Eksplantaty hypokotylowe otrzymywano z siewek Inianki, ktére rosty
w kulturze in vitro. Nasiona sterylizowano 6-procentowym podchlorynem sodu
przez 15 min., nastgpnie ptukano 3-krotnie woda sterylna. Sterylne nasiona
wykladano na ptytki Petriego, zawierajace pozywke MS podstawowa i inkubowano
w pokoju hodowlanym w temperaturze 24°C, w ciemnosci.

Fragmenty hypokotylowe ditugosci 5 mm pobierano z 10-dniowych etiolo-
wanych siewek i umieszczano na pozywce MS uzupetnionej 1 mg/l 2,4-D. Na
ptytce umieszczano 5 eksplantatdw. Kombinacja obejmowata 10 ptytek w trzech
powtdrzeniach. Kulture hypokotyli inkubowano w pokoju hodowlanym w tempe-
raturze 24°C i 16-godzinnym oswietleniu. Hodowlg prowadzono przez 3 tygodnie.

Po uptywie tego okresu okreslono zdolnosci segmentéw hypokotylowych do
tworzenia kalusa. Efektywnos¢ tworzenia tkanki kalusowej stanowita liczba
eksplantatow tworzacych kalus do catkowitej liczby wytozonych eksplantatow.
Segmenty tworzace kalus przektadano nastepnie na pozywki regenerujace pedy.

W doswiadczeniach zastosowano pozywke MS uzupetniona réznymi kombi-
nacjami BAP, NAA, 2,4-D i kinetyny. Sktad pozywek przedstawiono w tabeli 1.

Na ptytce Petriego umieszczono po 5 eksplantatow, kazda kombinacja
obejmowata 5 ptytek. Po 8 tygodniach hodowli okreslono zdolnosci eksplantatow
do tworzenia pedow, liczono eksplantaty regenerujace pedy z tkanki kalusowej
i liczbe ped6w przypadajaca na jeden eksplantat.

Efektywnos¢ regeneracji na badanych pozywkach stanowita liczba zregene-
rowanych peddw w stosunku do liczby wytozonych eksplantatow (wyrazona w %)
oraz $rednia liczba pedow przypadajaca na eksplantat (rys. 1).
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Tabela 1
Sktad pozywek zastosowanych do badania zdolnosci regeneracyjnych eksplantatow
hypokotylowych Camelina sativa L. w kulturach in vitro — Composition of media used
for testing the regeneration ability of hypocotyl explants of Camelina sativa L. in the
in vitro culture

Oznaczenie pozywki Sktad pozywki
Symbol of medium Composition of medium

MSO MS bez hormonéw wzrostu

MsS1 MS + 0,1 mg/l BAP

MS2 MS + 0,3 mg/l BAP

MS3 MS + 3,0 mg/l BAP

Ms4 MS + 0,1 mg/l NAA

MS5 MS + 0,3 mg/l NAA

MS6 MS + 0,1 mg/l 2,4-D

MS7 MS + 0,3 mg/l 2,4-D

MS8 MS + 3,0 mg/l 2,4-D

MS9 MS + 1,0 mg/l NAA + 2,0 mg/l BAP + 1,0 mg/l kinetyny
MS10 MS + 2,0 mg/l NAA + 3,0 mg/l BAP + 2,0 mg/I kinetyny

®
1=}

Efektywnos¢ regeneracji [%]
Effectiveness of regeneration

Rodzaj pozywki
Medium MS9 MS10

[ srednia liczba peddw przypadajaca na jeden eksplantat i efektywnos¢ regeneracji pedow

Rys. 1. Regeneracja pedow z segmentéw hypokotylowych Camelina sativa L. na pozywce MS
z r6zna zawartoscia hormonow — Shoots regeneration on hypocotyl explants of Camelina
sativa L. on MS media supplemented with different doses of hormons
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Zregenerowane pedy w dalszym etapie badan ukorzeniano na pozywkach
ukorzeniajacych. Zastosowano pozywke MS + 4 mg/l 2,4-D oraz '/,MS (potowa
makroelementow) + 10 g sacharozy/I.

Wyniki

Tworzenie tkanki kalusowej z fragmentéw hypokotyli

Na pozywce MS uzupetnionej 1 mg/l 2,4-D wytozone eksplantaty tworzyty
kalus juz w 5-8 dniu od zatozenia kultury. W miare uptywu czasu hodowli tkanka
kalusowa powigkszata sie. Na niektorych segmentach hypokotylowych zaobserwo-
wano tworzace sig centra merystematyczne.

Efektywnos¢ tworzenia tkanki kalusowej przez eksplantaty hypokotylowe
Camelina sativa L. byta bardzo wysoka i wynosita 94,6%.

Regeneracja pedow

e  Pozywka MSO (kontrola). Kalusujace fragmenty hypokotyli umieszczone na
pozywce MS nie zawierajacej hormonéw wzrostu tworzyly nieliczne pedy.
Efektywnosé regeneracji wynosita 12%. Srednia liczba pedéw przypadajaca
na jeden eksplantat — 3,6.

e Pozywka MS + BAP. Eksplantaty tworzyty pedy na wszystkich pozywkach
zawierajacych BAP. Najwyzszy procent eksplantatdw regenerujacych pedy
(60%) zaobserwowano na pozywce MS3 (MS + 3,0 mg/l BAP). Srednia
liczba peddw (na tej pozywce) na jeden eksplantat — 5,1.

e Pozywka MS + NAA. Regeneracja pedow z segmentéw hypokotylowych
przebiegata najefektywniej na pozywce MS5 (MS + 0,3 mg/l NAA), 44% eks-
plantatow tworzyto pedy. Srednia liczba pedéw przypadajaca na eksplantat na
tej pozywce byta najwyzsza z wszystkich testowanych pozywek i wynosita 7,6.

e Pozywka MS +2,4-D. Eksplantaty hypokotylowe regenerowaty pedy tylko na
pozywce MS6 (MS + 0,1 mg/l 2,4-D), efektywnos¢ regeneracji wynosita
32%. Srednia liczba pedéw przypadajaca na eksplantat — 3,2.

e Pozywka MS + NAA + BAP + kinetyna. Z testowanych dwdch pozywek
lepsza okazata sie MS10 (MS + 2,0 mg/l NAA + 3,0 mg/l BAP + 2,0 mg/l
kinetyny, 72% eksplantatow wytwarzato pedy. Srednia liczba pedéw (na tej
pozywece) na jeden eksplantat — 7,3.
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Whioski

1. Efektywnos¢ tworzenia tkanki kalusowej z fragmentdéw hypokotyli na pozywce
MS z dodatkiem 1 mg/l 2,4-D byta wysoka i wynosita 94,6%.

2. Regeneracja pedéw z kalusujacych czesci hypokotyli Camelina sativa L.
przebiegata najwydajniej na pozywce MS10 (MS + 2,0 mg/l NAA + 3,0 mg/I
BAP + 2,0 mg/l kinetyny). Efektywnos¢ regeneracji wynosita 72%.

3. Srednia liczba pedéw przypadajaca na jeden eksplantat byla najwyzsza na
pozywce MS5 (MS + 0,3 mg/l NAA) i wynosita 7,6; podobnie wysoka (7,3)
srednia liczbe peddw otrzymano na pozywce MS10.
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