WSTEP

Miodownik melisowaty (Melittis melissophyllum L., Lamiaceae) jest byling
wystepujaca w poludniowej i centralnej Europie. W Polsce ro$nie on w widnych
lasach liSciastych i mieszanych, gléwnie we wschodniej czeSci naszego kraju.
Populacje tej rosliny sa nieliczne i do$¢ rozproszone, dlatego jest to roslina
objeta calkowita ochrong gatunkowg. CzeScig uzytkowa miodownika jest
kwitngce ziele bogate w zwigzki kumarynowe wykorzystywane glownie
do aromatyzowania alkoholii tytoniu.

Celem niniejszej pracy bylo opracowanie metody szybkiego uzyskiwania
sadzonek miodownika melisowatego z zastosowaniem technik in vitro.

MATERIALY I METODY

Materialem do inicjacji kultury in vitro byly wierzcholki pedoéw pobierane
w maju 2013 roku z matecznych roslin rosnacych w ogrodzie botanicznym
w Korycinach na Podlasiu (fot. 1). Eksplantaty odkazano w 0,2% roztworze
sublimatu przez minute i 4-krotnie plukano w sterylnej wodzie destylowane;.
Nastepnie umieszczano je w probowkach na pozywce MS/B5 z dodatkiem
2iP (2-izopentyloadenina), BA (6-benzyloadenina) lub kinetyny w ilo$ci
0,1 mg-l". Zastosowana pozywka podstawowa MS/B5 zawierala makro-
1 mikroelementy nieorganiczne wedlug pozywki MS (Murashige i Skoog 1962),
a skladniki organiczne wedlug B5 (Gamborg i in. 1965). Dodano do niej 30 g-1"
sacharozy i 7 g-1" agaru. Rozwijajace sie z eksplantatéw rosliny postuzyly
do zalozenia matecznika in vitro na pozywce podstawowej bez regulatorow
wzrostu. Ro$liny z matecznika byly zrédlem materialu do zalozenia
doswiadczenia nad wplywem regulatorow wzrostu na tworzenie sie pedow
bocznych z eksplantatow wierzcholkowych. W badaniach zastosowano
BA w stezeniu: 0,1; 0,51 1,0 mg-1” oraz NAA (kwas 1-naftylooctowy) w stezeniu
0,01mg-1". Kultury prowadzono w temperaturze 25°C i w 16 godzinnym
fotoperiodzie (PPFD=50 umol-m™s”). Dos$wiadczenie zalozono w trzech
powtorzeniach. Kazdy wariant do$wiadczenia reprezentowany byl przez
30 eksplantatow. Liczbe pedoéw bocznych uzyskanych z eksplantatu okreslono
po 4 tygodniach.

Do zalozenia kolejnego dosSwiadczenia dotyczacego efektywnos$ci
ukorzeniania sie mikrosadzonek wykorzystano pedy otrzymane na pozywce
zawierajacej 1,0 BA mgl’. W tym dosSwiadczeniu stosowano pozywke
o zmniejszonym o polowe stezeniu makroelementéw nieorganicznych
(1/2 MS/B5) z dodatkiem 20 g-1" sacharozy. Do ukorzeniania zastosowano
IBA (kwas indolilomastowy) w stezeniach: 0,25; 0,5 i 1,0 mg-1". Kontrole
stanowila pozywka bez dodatku IBA. Otrzymane mikrosadzonki miodownika
zaadaptowano ex vitro. Do adaptacji wykorzystano podloze z odkwaszonego
torfu wysokiego (pH=5,8) z dodatkiem nawozu wieloskladnikowego
MIS4 w ilosSci 1 kg makroelementow 1 135 g mikroelementéw na 1 m3. Torf
zmieszano z piaskiem i perlitem w stosunku 3:1:1. Mikrosadzonki posadzono
w paletkach rozsadowych i umieszczono w pomieszczeniu o temperaturze 25°C,
osSwietlonym $wiatlem fluorescencyjnym. Sadzonki byly przykrywane folig
perforowang i w przeciggu 3 tygodni stopniowo wydluzano czas codziennego
wietrzenia. Po 4 tygodniach adaptacji rosliny wystawiono do szklarni. Liczbe
roslin zaadaptowanych okreslono po 6 tygodniach od wysadzenia.

Otrzymane wyniki opracowano statystycznie za pomocg programu
Statgraphics Plus 4.1. stosujac jednoczynnikowg analiza wariancji. Porownanie
Srednich przeprowadzono przy pomocy testu Tukey'a przy poziomie istotnosci
a=0,05.
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Fot.1 Kwitngce rosliny mateczne miodownika melisowatego (Melittis melissophyllum L.) — zrédto eksplantatow do zatozenia kultury in vitro

WYNIKI

Na etapie inicjacji kultury nie zaobserwowano roéznic dotyczacych wplywu
roznych cytokinin na rozwoj eksplantatéow pobieranych z roslin matecznych
miodownika. Efektywno$¢ odkazania byla wysoka i wynosila okolo 70%.
Na kolejnym etapie badan stwierdzono, ze liczba uzyskanych pedéw bocznych
zalezala od zastosowanego stezenia BA, natomiast nie wplynal na nig dodatek
NAA (wyk.1). Miodownik melisowaty wykazal sie w warunkach wykonywanych
badan do$¢ niskim wspoélezynnikiem rozmnazania, ktéry wynosil
od 2,0 na pozywce z dodatkiem 0,1 mg-1" BA do 3,0 na 1,0 mg-1" BA (fot. 2).
Kolejnym etapem bylo ukorzenianie uzyskanych pedow na pozywce /2 MS/B5
z dodatkiem IBA. Stwierdzono, ze na pozywce Kkontrolnej ukorzenilo
sie 87,1% mikrosadzonek (wyk.2). Pozywka z dodatkiem auksyny nie tylko nie
wplynela korzystnie na ukorzenianie, ale spowodowala zmniejszenie zdolnosci
pedow do regeneracji korzeni (fot. 3 i 4). Najmniej pedow ukorzenilo
sie na pozywce z dodatkiem 0,25 mg-1" IBA, na ktorej otrzymano jedynie
56,70% ukorzenionych mikrosadzonek.

Ostatnim etapem badan byla adaptacja uzyskanych mikrosadzonek
do warunkow ex vitro. Po 6 tygodniach adaptacji stwierdzono, ze ro$liny
miodownika dobrze dostosowaly sie do warunkow szklarniowych. Niezaleznie
od zawartoSci IBA w zastosowanej do ukorzeniania pozywce okolo
90% roslin pomyslnie przetrwalo ten etap rozwoju (tab.1, fot. 5).
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Wykres 1. Liczba pedow bocznych uzyskana z eksplantatu
w zaleznosci od stezenia BA i NAA w pozywce

Wykres 2. Procent ukorzenionych mikrosadzonek w zaleznosci
od stezenia IBA w pozywce
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Tabela 1. Procentowy udziat mikrosadzonek zaadaptowanych
do warunkéw ex vitro po 6 tygodniach od wysadzenia)

Zawarto$¢ IBA w pozywce (mg-l™)  Roéliny zaadaptowane ( %)
0 90,70 (a)
1 88,20 (a)

Fot.2 Pedy wytworzone z eksplantatéw wierzchotkowych
po 4 tygodniach od wylozenia na pozywke MS/B5 z 1,0 mg-I" BA

Fot.3 Ukorzenione mikrosadzonki po 8 tygodniach od wytozenia
na pozywke 1/2 MS/B5 bez regulatoréw wzrostu

Fot.4 Ukorzenione mikrosadzonki po 8 tygodniach od wytozenia Fot. 5 Mikrosadzonki zaadaptowane ex vitro (po 6 tygodniach
na pozywke 1/2 MS/B5 z dodatkiem 1,0 mg-I" IBA od wysadzenia)

UMOWANIE

podjete w tej pracy sa pierwsza proba rozmnozenia

ownika melisowatego w kulturach in vitro w oparciu

o wegetatywne eksplantaty inicjalne pobierane z kilkuletnich roslin.

Wykazano, ze uzyta w badaniach cytokinina (BA) w zastosowanym

zakresie stezen pozwala na uzyskanie pedéw bocznych miodownika,

jednak wspolczynnik rozmnazania nie jest wysoki. Mikrosadzonki

miodownika dos§¢ dobrze ukorzeniajg sie na pozywce bez dodatku

auksyn i pomyS$lnie przechodza etap adaptacji do warunkow ex vitro.

Konieczne sg dalsze badania nad optymalizacja metody
mikrorozmnazania tego gatunku.



