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Abstract. The aim of this study was an attempt to determine the influence of PGRs — auxins,
cytokinins and gibberelic acid — on the propagation and callus tissue of sweet basil (Ocimum
basilicum L.). The best result at the propagation stage were obtained on MS medium
supplemented with 1.0 mg - dm™ BAP with 0.1 mg - dm™ GA;. The basilicum plants propagated
under these conditions developed high main shoots and large number of shoots in comparison
to control. The leaves with the best callus weight were regenerated on MS medium supplemented
with 1.0 mg - dm™ 2,4-D and 0.5 mg - dm™ BAP.
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WSTEP

Bazylia pospolita (Ocimum basilicum L.) nalezy do rodziny Lamiaceae liczacej blisko 150
gatunkow roslin. Jest ceniona ze wzgledu na zawartosc¢ olejkow eterycznych, pozyskiwanych
z lisci i kwiatéw, ktére wykazujg dziatanie antybiotyczne i antyoksydacyjne (Sahoo i in. 1997,
Kintzios i in. 2003). Gatunek ten rozmnazany jest gtdwnie przez nasiona. Jednakze niska
zdolnos¢ kietkowania nasion powaznie ogranicza uprawe bazylii na wiekszg skale. Stad tez,
kultury in vitro stanowig alternatywng metode pozwalajagcg uzyska¢ duzg liczbe
wyréwnanego genotypowo i fenotypowo materiatu. Ponadto, za pomocg kultur tkankowych
mozna réwniez otrzymywac posrednio metabolity wtdérne bez koniecznosci regeneracji catej
rosliny. Celem niniejszej pracy byto okreslenie wptywu roslinnych regulatoréw wzrostu na
namnazanie pedéw i tworzenie tkanki kalusowej bazylii pospolitej (O. basilicum L.).
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MATERIAL | METODY

Materiat badawczy stanowity nasiona bazylii pospolitej (Ocimum basilicum L.). Przed
wylozeniem nasion na pozywke, przeprowadzono ich wstepng dezynfekcje poprzez
moczenie w 70% roztworze alkoholu, a nastepnie przez 10 min w 7% roztworze NaOCI. Tak
przygotowane nasiona trzykrotnie ptukano sterylng wodqg i wyktadano do kolbek Erlenmayerek.
Do kazdej kolbki wlewano po 20 ml pozywki MS. Zastosowane pozywki zawieraty ponadto
8,0g-dm=agarui30g - dm™ sacharozy. pH 5,7 ustalono przed autoklawowaniem w temperaturze
121°C (0,1 MPa). Kietkowanie nasion i wzrost roslin donorowych trwat trzy tygodnie.

Z otrzymanych roslin donorowych pobierano 1-2 cm fragmenty peddéw zawierajace
komoérki merystemow wierzchotkowych i bocznych. Nastepnie eksplantaty wyktadano na
pozywki MS, uzupetnione regulatorami wzrostu w 6 kombinacjach: 6-benzylaminopuryng
(BAP) w stezeniu 1,0 mg - dm™ i kwasem giberelinowym (GA;) w stezeniach 0,1, 0,2, 0,4, 0,6
i 0,8 mg - dm™. Jako kontrole zastosowano podtoze MS bez dodatku regulatoréw wzrostu.
Na kazdg pozywke wyktadano po 100 eksplantatow (5 eksplantatow w jednym powtdrzeniu).

W celu zainicjowania tkanki kalusowej pobierano fragmenty liéci o wielkosci 1cm? i wyktadano na
pozywke MS uzupetniong regulatorami wzrostu w 6 kombinacjach: kwasem dichlorofenoksyoctowym
(2,4-D) w stezeniach 0,51 1,0 mg - dm=i BAP w stezeniach 0,5, 1,0i 2,0 mg - dm=. Na
kazdym etapie badan kultury umieszczano w fitotronie na okres 4 tygodni, w temperaturze
25°C i wilgotno$ci wzglednej 70-80%. Stosowano 16 godzinny dzien, a natezenie sSwiatta
wynosito 40 ymol - m™2-s7".

Otrzymane wyniki opracowano statystycznie okreslajac sSrednig dla rosliny: dtugosci
pedow i korzeni, liczbe lisci i pedow oraz mase kalusa. Istotnos¢ réznic okreslono przy
pomocy analizy wariancji i testu Tukeya, przy poziomie istotnosci a = 0,05. Przynaleznos¢ do
grup jednorodnych okreslono w tabelach kolejnymi literami alfabetu.

WYNIKI | DYSKUSJA

Przeprowadzone badania wykazaty, ze dodatek do pozywki zastosowanych w doswiadczeniu
roslinnych regulatorow wzrostu wptywat pozytywnie na morfo- i kalogeneze bazylii
(O. basilicum L.). Na rozwdj czesci nadziemnych rosliny istotny wptyw miat dodatek do podtoza
MS gibereliny GA; w stezeniu 0,1 mg - dm™ oraz 0,8 mg - dm™ w potaczeniu z 1,0 mg - dm™
BAP (tab. 1).

Rosliny bazylii otrzymane na tych pozywkach charakteryzowaty sie srednio najdtuzszymi
w poréwnaniu do kontroli pedami (odpowiednio: 2,25 i 2,18 cm). W przypadku liczby pedow
i dlugo$ci korzeni najlepsza okazata sie pozywka MS uzupetniona 1,0 mg - dm™ BAP
w potaczeniu z 0,8 mg - dm™ GA;. Rosliny z tej kombinacji miaty $rednio o 30% wiecej
peddéw (1,63) i 0 65% dtuzsze korzenie (6,80 cm), niz kontrola (tab. 1). Podobne stezenia
gibereliny w potaczeniu z 1,0 mg - dm™ KIN zastosowali do namnazania tymianku (Thymus
vulgaris) Ozudogru i in. (2011). Przy czym najwyzszy procent zregenerowanych roslin
(96,7%) uzyskano po dodaniu do pozywki MS kwasu giberelinowego w stezeniu 0,3 mg - dm™.
Istotny wptyw BAP na rozwdj czesci nadziemnych roslin rozmnazanych w kulturach in vitro,
zaobserwowali réwniez Saha i in. (2010) u Ocimum kilimandscharicum Guerke.



Tabela 1. Wplyw regulatoréw wzrostu na wybrane cechy morfologiczne pedéw zregenerowanych w kulturach eksplantatéw pedowych bazylii (O. basilicum L.)
Table 1. Effect of growth regulators on selected morphological traits of shoots regenerated in shoots explant cultures of basil (O. basilicum L.)

Pozywka MS Wysokos¢ roslin (cm) Liczba peddéw/eksplantat Liczba lisci Dtugos¢ korzeni (cm)
MS medium Plant height (cm) Shoot number/eksplant Leaves number Root lenght (cm)

1,0 mg - dm™ BAP +

0.1 mg - dm™GAs 225 2 20 ° 1288 ° o0 )
02 nr:"lgg--ddn:r;%ipg ' 0,56 ab 088 b 9,63 b 5,08 a
Kontrota 1,47 ab 125 a 10,88 a 4,11 a

NIRo,05 1,11 0,86 4,37 2,87
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W tym przypadku dodatek do pozywki BAP w stezeniu 1,0 mg - dm™ wyraznie wpltywat na
dtugosc i liczbe peddw bazylii w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Rowniez badania Arora
i Bhojwani (1989) nad byling Saussurea lappa potwierdzajg znaczacy wptyw zastosowania
kombinacji BAP i GA; na wytwarzanie pedow u tej grupy roslin. Zdaniem wielu autoréw
(Sahoo i in. 1997, Begum i in. 2002, Siddique i Anis 2007, 2008) dodatek do pozywki MS
cytokininy BAP dodatnio wptywa na dtugosc i liczbe pedow bazylii.

Namnozone rosliny bazylii O. basilicum postuzyty jako eksplantaty wyjsciowe do zatozenia
kultur kalusowych. Po trzech tygodniach prowadzenia kultury stwierdzono, ze na pozywce
MS uzupetnionej 2,4-D w stezeniu 1,0 mg - dm™ w kombinacji z BAP w stezeniu 0,5 mg - dm™
masa kalusa byla najwyzsza (487,65 g) (tab. 2). Kalus otrzymany na tej pozywce
charakteryzowat sie szybkim wzrostem, zwartg strukturg oraz zielonym zabarwieniem (rys. 1d).

Tabela 2. Indukcja tkanki kalusowej w obecnosci 2,4-D i BAP w kulturach eksplantatéw lisciowych bazylii
(O. basilicum L.)

Table 2. Induction of callus tissue in the presence of 2,4-D and BAP in cultures of basil (O. basilicum L.)
leaf explants

Regulatory wzrostu Masa kalusa (g)
Growth regulators Callus weight (g)
0,5mg-dm°24-D+0,5 mg-dm>BAP 74,18 d
0,5mg-dm~>24-D + 1,0 mg - dm°BAP 174,85 bc
0,5mg - dm>2,4-D +2,0 mg-dm°BAP 145,48 cd
1,0mg-dm > 24-D +0,5 mg-dm °BAP 487,65 a
1,0mg-dm > 2,4-D+ 1,0 mg-dm °BAP 258,03 b
1,0mg-dm°2,4-D+2,0 mg-dm °BAP 58,99 d

NIR 86,93

Rys. 1. Kalus wytworzony na pozywce MS dodatkiem a — 0,5 mg - dm™ 2,4-D + 0,5 mg - dm™ BAP;
b-0,5mg-dm™ 2,4-D + 1,0 mg - dm™> BAP; ¢ — 0,5 mg - dm™ 2,4-D + 2,0 mg - dm™ BAP;
d-1,0mg -dm>24-D+0,5mg-dm>BAP; e — 1,0 mg - dm™ 2,4-D + 1,0 mg - dm™ BAP;
f—1,0 mg - dm™ 2,4-D + 2,0 mg - dm™ BAP

Fig. 1. Callus induced on MS medium supplemented with: a — 0.5 mg - dm™24-D + 0.5 mg - dm”~
BAP; b —0.5mg - dm™>24-D + 1.0 mg - dm™ BAP; c —mg - dm > 2,4-D + 2.0 mg - dm > BAP;
d-1.0mg-dm>®24-D +0.5mg-dm>BAP; e — 1.0 mg - dm™ 2,4-D + 1.0 mg - dm™ BAP;
f—1.0mg-dm™2,4-D + 2.0 mg - dm™ BAP
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Natomiast po zwiekszeniu stezenia BAP w podtozu przyrost masy tkanki kalusowej byt
najnizszy (58,99 g). Wyniki otrzymane w badaniach wtasnych sg zgodne z wynikami
otrzymanymi przez Singh i Sehgal (1999) oraz Gopi i Ponmurugan (2006), ktérzy
zastosowali podobng kombinacje regulatoréw wzrostu w kulturach kalusa Ocimum basilicum
L. Yasmin i in. (2001) réowniez stwierdzili, ze zastosowanie w pozywce kombinacji 2,4-D
i BAP pozwala uzyska¢ zwarty i zielony kalus, wykorzystywany nastepnie do indukowania
somatycznej embriogenezy Triticum aestivum L. Na podstawie otrzymanych wynikow
stwierdzono, ze procent zainicjowanego kalusa byt wyzszy na pozywkach MS uzupetnionych
2,4-D i BAP w stosunku 1 : 2. Natomiast Dode i in. (2003) najszybszy i najwiekszy przyrost
masy tkanki kalusowej O. basilicum uzyskali stosujac wyzsze stezenia BAP w pozywce MS
(2,0 mg - dm™ BAP + 0,02 mg - dm™ NAA).

WNIOSKI

1. Do namnazania roslin bazylii (O. basilicum L.) najlepsza jest pozywka MS uzupetniona
cytokining BAP w stezeniu 1,0 mg - dm™ w kombinacji z kwasem giberelinowym (GA;)
w stezeniu 0,1 mg - dm™.

2. Dodatek do pozywki MS auksyny 2,4-D w stezeniu 1.0 mg - dm™ w potaczeniu z cytokining
BAP w stezeniu 0,5 mg - dm™ pozwolit uzyskaé najlepiej wyksztatcong tkanke kalusowa.
Przyrost masy tkanki kalusowej bazylii na tej pozywce byt najwyzszy.
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