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Mikrorozmnazanie Salvia sclarea L.
i Salvia splendens Ker.-Gawl.

Micropropagation of Salvia sclarea L. and Salvia splendens Ker.-Gawl.

Szalwia muszkatotowa (Salvia sclarea 1..) i szatwia blyszczaca (Salvia splen-
dens Ker.-Gawl.) to roSliny zielne nalezace do rodzaju Salvia (Lamiaceae),
obejmujgcego okoto 500 gatunk6w. Sa to rosliny lecznicze, stosowane w me-
dycynie oficjalnej i ludowej. Ze wzglgdu na obecno$é m. in. olejku eterycz-
nego, goryczy, diterpenéw, seskwiterpenow i garbnikéw maja dziatanie prze-
ciwzapalne, przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze (Ryu i in., 1997). Zawarte
W korzeniu S. sclarea L. diterpeny (sklareol, manol, 2,3-dehydrosalwipison)
oOraz seskwiterpeny (spatulenol, tlenek kariofylenu) wykazuja silna aktywnos¢
wobec Staphylococcus aureus; ponadto 2,3-dehydrosalwipison jest zwiazkiem
0 dziataniu przeciwgrzybiczym (Ulubelen i in., 1994). Z dotychczasowych ba-
dan fitochemicznych wynika, ze liscie i kwiaty S. splendens Ker.-Gawl. zawie-
raja zwigzki diterpenowe: splenolid A, B, C (Hu i in., 1997), salwiaryng (Sa-
Vonaiin., 1978) i splendidyn¢ (Savona i in., 1979). Zwiazki te nie byly badane
pod wzgledem farmakologicznym.

S. sclarea L. i S. splendens Ker.-Gawl. w Polsce nie wystgpuja. Szalwie
Mmuszkatotowa w stanie naturalnym mozna spotka¢ w krajach Sr6dziemno-
morskich, a szatwia blyszczaca pochodzi z Brazylii.

Aby otrzymaé materiat do badai fitochemicznych, podj¢to prébe
Opracowania warunkéw dla rozmnazania S. sclarea L. 1 S. splendens

.
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Ker.-Gawl., metodg in vitro, z tkanek merystematycznych (wierzchotki p¢-
déw).

MATERIAL I METODA

Materiatem wyjsciowym byly nasiona S. sclarea L. i S. splendens Ker.-Gawl. otrzyman®
z Ogrodu Roslin Leczniczych Akademii Medycznej w Lodzi. Nasiona odkazano w 2% Podf
chlorynie sodu przez 10 minut, a nast¢pnie ptukano je trzykrotnie (po 15 min.) w sterylne]
wodzie i umieszczano na agarowym podtozu (0,7%) Murashige i Skooga (MS) (Murashige
i Skoog, 1962) bez regulatoréw wzrostu (dla S. sclarea L.) lub z dodatkiem kwasu giberelin®-
wego—-GA3 (0,1 mg-dm?) i kinetyny-KIN (0,02 mg-dm) (nasiona S. splendens Ker.-Gawl.)-
Z 5 tygodniowych siewek pobierano wierzchotkowe czesci pedéw (dtugosci 0,5 cm) i przeno-
szono na agarowe (0,7%) poditoze MS.

Dla §. sclarea L. zastosowano podioze MS uzupetnione IAA (kwas indolilo-3-octowy)
w stezeniu 0,1 mg-dm- oraz BAP (6-benzyloaminopuryna) w stezeniu 1 i 2 mg-dm™ lub TDZ
(tidiazuron) w stezeniu 0,2 i 0,5 mg-dm>. Okres hodowli wynosit 5 tygodni. Po tym czasi®
odcinano szczytowe czgsci pedow i umieszczano ponownie na podtozu MS (warunki, jak Wy~
zej). Okreslano wspoétczynnik mnozenia (tj. Srednia liczbe pakow i pedow utworzonych na
1 eksplantacie podczas 5 tygodniowej hodowli). Jako paki okreslano struktury o dhlgoéff
< 0,5 cm, a za pedy przyjeto struktury dlugosci powyzej 0,5 cm. OkreSlano réwniez dtugos®
namnozonych pedéw. Wyniki przedstawiono w tabeli 1. Sa one $rednia z 20 eksplantaté‘”‘
Celem ukorzenienia p¢dy (okoto 2 cm diugosci) przenoszono pojedynczo na agarowe pOCﬂOie
MS bez regulatoréw wzrostu. Po 4 tygodniach okreslono % ukorzenionych pedéw oraz dhu-
gos¢ korzeni.

W przypadku S. splendens Ker.-Gawl. pobrane z siewek wierzchotki pedow (0,5 cm dhu-
gosci) umieszczano na agarowym podiozu MS z dodatkiem IAA (0,1 mg-dm™) i B
(1 mg-dm). W tych warunkach kultury prowadzono przez dwa, 5 tygodniowe pasaze. w ‘fa'
stepnych pasazach dla namnazania pedéw stosowano podioze Linsmayera i Skooga (LS) (11"
smayer i Skoog, 1965) uzupetione IAA w stezeniu 0,1 mg-dm. Jako cytokininy uzyto BAP,
TDZ lub KIN, w stezeniach 0,5-2 mg-dm (tab. 2). Zbadano wplyw tych cytokinin na namn”
zanie pakow i pedow oraz na dtugos¢ uzyskanych pedow. Doswiadczenie powtarzano 4-krol-

- nie, przy czym kazda seria zawierata 7-10 eksplantatw. Po 5 tygodniach, pedy (dtugosci 2 cm)

przenoszono na agarowe podioze LS bez regulatorow wzrostu, w celu ukorzenienia.

Hodowle S. sclarea L. i S. splendens Ker.-Gawl. prowadzono w fitotronie w temperatUl’fe
26+2°C, przy wilgotnosci 80-90% i stalym oswietleniu lampami fluorescencyjnymi o natezeni!
2500 lux.

Ukorzenione pgdy przenoszono do doniczek zawierajacych wysterylizowang mieszaning
piasku, torfu i ziemi ogrodowej (3:3:4). Doniczki umieszczano w fitotronie w temperaturze
26%2°C, przy ciaglym o$wietleniu lampami fluorescencyjnymi.
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WYNIKI

Namnazanie i wzrost pedow. Dla proliferacji pedéw S. sclarea L. najlep-
sze okazatlo si¢ podloze MS wzbogacone IAA w st¢zeniu 0,1 mg-dm? oraz
BAP w stgzeniu 1 mg-dm>. W tych warunkach okoto 80% eksplantatow roz-
krzewialo si¢ i wytwarzato p¢dy boczne (tab. 1). Po 5 tygodniach z 1 wierz-
chotka pedu otrzymano $rednio prawie 4 pedy. Zwigkszenie stezenia BAP
(do 2 mg-dm?) nie wplywalo na % eksplantatéw zdolnych do wytwarzania
pedéw bocznych, obnizalo natomiast nieznacznie wspéiczynnik mnozenia,
ktéry w tych warunkach wynosit 3. Podobne wartosci wspétczynnikéw mnoze-
nia uzyskano po zastosowaniu TDZ w stezeniu 0,5 mg-dm=. W obecnosci tej
cytokininy 83% eksplantatéw réznicowato Srednio 3,4 pedy z 1 pedu wyjScio-
wego. Nowe pedy tworzyly si¢ rowniez na kalusie u podstawy pedu wyjsScio-
wego. W ten sposob otrzymano dodatkowo 2-3 pedy przybyszowe na 70-80%
eksplantatow. Podloze MS zawierajace BAP lub TDZ bylo odpowiednie réw-
niez dla wzrostu pedow. Srednia ich dtugos$¢ wahata si¢ od 1 cm (w obecnosci
2 mg-dm™ BAP) do prawie 2 cm (TDZ 0,2 mg*dm™ lub 0,5 mg-dm?) (tab. 1).
Jednak TDZ w obu zastosowanych st¢zeniach powodowal czesto zjawisko
szklistoci (pgdy mialy zdeformowane, duze, grube, kruche liscie).

Biorac pod uwage, zaréwno, liczb¢ namnozonych pedéw, jak i ich morfo-
logi¢ mozna stwierdzié, ze lepsze dla namnazania pedoéw S. sclarea L. sa pod-
toza zawierajace jako cytokining BAP.

Tab. 1. Wplyw BAP i TDZ na namnazanie i wzrost pedow S. sclarea L.
Pozywka MS z IAA w st¢zeniu 0,1 mg-dm=. Okres wzrostu: 5 tygodni
Effect of BAP and TDZ on shoot proliferation and shoot development of S. sclarea L.
MS medium supplemented with IAA (0.1 mg-dm=). Time of culture: 5 weeks

Cytokinina Liczba % eksplantatéw réznicujacych Wspdlczynnik  Srednia dhugosé

(mg-dm=) eksplantatow paki i pedy boczne mnozenia* pedu (cm)
Cytokinin  Number of % of explants developing ~ Multiplication Average length
(mg-dm=)  explants buds and shoots rate of shoots (cm)
BAP 1,0 20 80,0 3,6 1.3

BAP 2,0 20 79,0 3,0 1,0
dDz. 02 20 81,5 2,1 1,9
4DZ,-0.5 20 83,2 34 1,8

* wspétczynnik mnozenia (Srednia liczba pakow i pedow zregenerowanych na jednym eks-
plantacie podczas 5 tygodniowej hodowli)
multiplication rate (average number of buds and shoots per explant after 5 weeks of culture)

B s
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Namnazanie pgdéw S. splendens Ker.-Gawl. probowano prowadzi¢ na
dwoch podtozach MS i LS. Jednak proliferacj¢ pgdéw uzyskano jedynie na
pozywce LS. Z trzech zastosowanych cytokinin (BAP, TDZ i KIN) najbar-
dziej efektywna dla rozkrzewiania pedéw okazata sic BAP. Po zastosowanit
tej cytokininy w st¢zeniach 0,5-1,5 mg-dm™ wspélczynnik mnozenia wynosit
ok. 4, a $rednia dtugo$é uzyskanych pedéw 2-2,5 cm (tab. 2). Zwigkszenie
stezenia BAP do 2 mg-dm? obnizato nieznacznie % eksplantatéw tworzacych
paki i pedy oraz dhugosé uzyskanych pedéw. Pedy S. splendens Ker.-Gawl:
hodowane w obecnoéci TDZ wykazywaly rowniez, podobnie jak w przypadku
S. sclarea L., zjawisko szklistosci. Cytokinina ta obnizata rowniez wspotczyn-
nik mnozenia (tab. 2). Do§wiadczenia przeprowadzone z kinetyna wykazaly,
ze cytokinina ta powoduje gtéwnie elongacje pedu wyjsciowego z jednoczesnd
jego ryzogeneza. Po 5 tygodniach diugo$é pedu przekraczata nawet 4 cm (tab. 2)-

Ukorzenianie i aklimatyzacja roslin. Uzyskane pedy S. sclarea L. i S-
splendens Ker.-Gawl. mozna wykorzysta¢ do dalszego namnazania lub uko-
rzenia¢ na agarowych podtozach bez regulatoréw wzrostu. Dla S. sclarea L-
do ukorzeniania wykorzystano podioze MS. W tych warunkach po 4 tygo-

Tab. 2. Wplyw cytokinin na namnazanie i wzrost pedow S. splendens Ker.-Gawl.
Pozywka LS z IAA w stezeniu 0,1 mg-dm™. Okres wzrostu: 5 tygodni
Effect of cytokinins on shoot proliferation and shoot development of S. splendens
Ker.-Gawl.. LS medium supplemented with IAA (0.1 mg-dm-). Time of culture: 5 weeks

Cytokinina Liczba % eksplantatow WspGlezynnik  Srednia dugo$¢
(mg-dm=) eksplantatow tworzacych mnozenia pedu (cm)
paki i pedy boczne

Cytokinin Number % of explants developing ~ Multiplication ~ Average length
(mg-dm=)  of explants buds and shoots rate of shoots (cm)
BAP 0,5 28 91,5 43 2,5

BAP 1,0 28 91,0 4,0 2,0

BAP.. 1,5 33 93,0 42 2,6

BAP 2,0 36 86,5 3,8 1,8

TDZE 0.5 29 72,4 2,2 1,6

TDZ 1,0 26 77,0 3,1 17
TDZSES 28 88,5 s 1,7
TDZ20 32 68,8 2,0 1,4

KIN 0,5 29 31,0 1,6 43

KIN 1,0 33 54,5 1,6 S

KIN 1,5 29 65,5 2,1 3,0

KIN 2,0 31 72,4 1,8 2,5

: B
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dniach ukorzenito si¢ okoto 90% pedéw. Srednia dtugosé korzeni wynosita
okoto 4 cm. Dla ukorzeniania pgdéw S. splendens Ker.-Gawl. zastosowano
pozywke LS. Na tym podtozu w ciagu 4 tygodni 72% pedoéw wytwarzato ko-
rzenie dtugosci okoto 3,5 cm. Ukorzenione pedy przenoszono do doniczek.
Uzyskane metoda in vitro roSliny dobrze si¢ aklimatyzowaly. W przypadku
S. splendens Ker.-Gawl. (rolina jednoroczna) ro§liny doprowadzono do kwit-
nienia; po 6 tygodniach przebywania w glebie zakwitto 80% roslin.

DYSKUSJA

W dostgpnym pi$miennictwie brak informacji dotyczacych mikrorozm-
nazania S. sclarea L. 1 S. splendens Ker.-Gawl.. Rozmnazanie technika in vitro
przeprowadzono dotychczas dla trzech gatunkéw Salvia (S. miltiorrhiza Bun-
ge, S. officinalis L. 1 S. canariensis L.) (Morimoto i in., 1994; Olszowska i Fur-
manowa, 1990; Mederos i Luis, 1997).

Uzyskane przez nas wyniki wskazuja, ze S. sclarea L. i S. splendens Ker.-
Gawl. mozna namnazaé z wierzchotkow pedoéw. Liczba uzyskanych pedow
zalezata od rodzaju pozywki i od dodanej do podioza cytokininy. Dla . scla-
rea L. najlepsze wyniki uzyskano stosujac podioze MS. Pozywka ta byla odpo-
wiednia réwniez dla namnazania p¢déw nicktorych innych gatunkéw Salvia:
S. canariensis L. (Mederos i Luis, 1997) i S. miltiorrhiza Bunge (Morimoto
iin., 1994). W przypadku S. canariensis L., aby osiaggna¢ wysoki wsp6lczynnik
mnozenia, w pozywce MS obnizano zawartos¢ NH,NO, do 825 mg-dm~ (Mede-
ros i Luis, 1997). Dla S. splendens Ker.-Gawl. podloze MS okazalo si¢ nieod-
powiednie. Wigkszo$¢ wierzchotkéw pedéw umieszczonych na tej pozywee
ciemniato i obumierato, dlatego w tym przypadku namnazanie pedéw pro-
wadzono na podtozu LS. Pozywke uzupetniano IAA (0,1 mg-dm™) i cyto-
kining.

Najwyzsze wspOlczynniki mnozenia 3,6 (dla S. sclarea L.) i 4,3 (dla
S. splendens Ker.-Gawl.) osiagni¢to w obecnosci BAP. Uzyskane pedy nie byly
zmienione morfologicznie, mialy dhugo$é okoto 2 cm i normalnie wyksztalco-
ne liscie. Jednak uzyskane przez nas wartosci wspétezynnikéw mnozenia byly
znacznie nizsze od tych otrzymanych dla S. canariensis L., ktéra byta rowniez
hodowana w obecnosci BAP (0,02 mg-dm™). W tym przypadku wspétczynnik
mnozenia wynosit 25 (Mederos i Luis, 1997).

Inne przebadane przez nas cytokininy okazaly si¢ mniej efektywne dla
mikrorozmnazania. TDZ powodowalo niekorzystne zmiany w morfologii pe-
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déw obu badanych gatunkéw szatwi. Otrzymane w tych warunkach pedy cha-
rakteryzowaly si¢ szklisto$cia, mialy zdeformowane liscie, co dyskwalifikowa-
to je jako materiat do dalszego namnazania. Natomiast kinetyna powodowata
zazwyczaj elongacj¢ pedu wyjsciowego. Z badan innych autoréw wynika, ze
cytokinina ta byla réwniez niekorzystna dla proliferacji pgdéw S. officinalis L.
(Olszowska i Furmanowa, 1990) i S. canariensis L. (Mederos i Luis, 1997).
Z drugiej strony, dobre wyniki uzyskano przy zastosowaniu KIN dla namna-
zania S. miltiorrhiza Bunge (wspoétczynnik mnozenia wynosit 8,8) (Morimoto
iin., 1994).

Jak wykazaly nasze badania pedy S. sclarea L. i S. splendens Ker.-Gawl.
byly zdolne do ukorzeniania na podtozach bez regulatoréw wzrostu.

Opisana procedura umozliwia uzyskanie roslin S. sclarea L. i S. splendens
Ker.-Gawl. z tkanek merystematycznych, co pozwala na uniknigcie zmien-
noSci somaklonalnej, ktora czgsto wystgpuje przy regeneracji roslin z kalusa.

WNIOSKI

1. Dla namnazania pgdéw S. sclarea L. odpowiednig pozywka jest pozyw-
ka MS; natomiast proliferacj¢ pedoéw S. splendens Ker.-Gawl. uzyskano sto-
sujac podtoze LS. Oba podioza uzupetniano IAA w stezeniu 0,1 mg-dm™.

2. Liczba uzyskanych pedéw zalezata od rodzaju cytokininy w podiozu.
Najlepsze wspotczynniki mnozenia (3,6 dla S. sclarea L. 14,3 dla S. splendens
Ker.-Gawl.) uzyskano w obecnosci BAP (0,5-2 mg-dm?).

3. Uzyskane pedy wykazywaly zdolnosé do ukorzeniania na podfozach
bez regulator6w wzrostu, a otrzymane roSliny tatwo aklimatyzowaly si¢ po
przeniesieniu do gleby.
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SUMMARY

In vitro propagation of S. sclarea L. and S. splendens Ker.-Gawl. from shoot tips was
developed. Maximum number of . sclarea L. shoots per explant (3.6) was achieved on Murashige
and Skoog agar medium supplemented with IAA (0.1 mg-dm) and BAP (1 mg-dm™). For
shoot proliferation of S. splendens Ker.-Gawl., the most suitable was Linsmayer and Skoog
agar medium containing IAA (0.1 mg-dm=) and BAP (0.5-1.5 mg-dm™). In this case, the
multiplication rate after 5 weeks in culture was 4. Shoots of S. sclarea L. and S. splendens Ker .-
Gawl. rooted at a frequency of 90% and 72%, respectively, when they were cultivated for
4 weeks on hormone-free MS or LS agar medium.



