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Tyrimai atlikti Aleksandro Stulginskio universiteto Agronomijos
fakulteto Biologijos ir augaly biotechnologijos institute ir Jungti-
nio tyrimy centro Agrobiotechnologijos laboratorijoje. Tirtas au-
gimo reguliatoriy poveikis sé¢jamosios kanapés kaliaus indukcijai
izoliuoty hipokotiliy, skil¢ialapiy ir lapy kultarose. Izoliuoti hipo-
kotiliy, skil¢ialapiy ir lapy segmentai auginti Murashige ir Skoog
(MS) maitinamojoje terpéje be augimo reguliatoriy bei papildytoje
skirtingais zeatino (ZT) ir a-naftilacto ragsties (NAR) arba indo-
lilacto ragsties (IAR) deriniais bei skirtingais tidiazurono (TDZ)
ir a-naftilacto ragsties (NAR) arba indolilacto ragsties (IAR) de-
riniais. Genotipy ‘KAN-30" ir ‘KAN-38" didziausias kaliaus susi-
formavimo daznis izoliuoty hipokotiliy kultiroje nustatytas au-
ginant eksplantus maitinamojoje terpéje, papildytoje 2,0 mg 1™
ZT + 1,0 mg 1" IAR, o genotipo ‘KAN-34’ - maitinamojoje terpéje,
papildytoje 1,0 mg I* ZT + 0,5 mg 1! NAR. Izoliuoty skil¢iala-
piy kultaroje lasteliy dedifereciacijos procesg labiausiai stimuliavo
2,0 mg "' ZT + 1,0 mg I' NAR derinys. Optimalus augimo regu-
liatoriy derinys kaliaus indukcijai izoliuoty lapy kultaroje turi buti
parenkamas konkre¢iam genotipui. Izoliuoty lapy kultaroje vidu-
tinis kaliaus susiformavimo daZnis buvo 4,8-5,6 karto didesnis,
palyginti su vidutiniu kaliaus susiformavimo dazniu izoliuoty hi-
pokotiliy kultairoje, bei 2,7-3,1 karto didesnis, palyginti su viduti-
niu kaliaus susiformavimo dazniu izoliuoty skil¢ialapiy kultaroje.

RaktazodZiai: augimo reguliatoriai, Canabis sativa, in vitro, kaliuso-
genezé

JVADAS

naudojimo budy, populiaréja inovatyvis pluostiniy
kanapiy (pluosto ir biomasés) pritaikymo budai

Kanapés (Cannabis sativa L., 2n = 20) - vieni se-
niausiy vienmeciy augaly, tradiciskai auginamy dél
savo ilgo, tvirto pluosto ir sékly. Kanapiy pluostas
naudojamas tekstilés, popieriaus, statybiniy ir izo-
liaciniy medziagy gamyboje. Kanapiy spaliai - su-
medéje ir lignifikavesi stieby Serdies audiniai — nau-
dojami arkliy guoliams, popieriaus masei ir betonui
gaminti (Karus, Vogt, 2004; Elfordy et al., 2008;
Papadopoulou et al., 2015). Greta tradiciniy pa-

(Fike, 2016). Dél didelio celiuliozés kiekio kanapiy
lasteliy sienelése bei gana auksto produktyvumo ka-
napiy biomasé naudojama kaip pramoniné Zaliava
energijos gamybai (Prade et al., 2012; Ragit et al.,
2012), antros kartos bioetanolio gamybai (Gonza-
lez-Garcia et al., 2012; Kuglarz et al., 2016) ir ,za-
liyjy kompozity“ (Khalil et al., 2012; Shahzad, 2012)
bei betono sutvirtinimui (Elfordy et al, 2008).
Manoma, kad nejautriis sunkiesiems metalams
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kanapés genotipai gali bati naudojami fitoreme-
diacijai, siekiant pasalinti sunkiyjy metaly tarsg is
dirvozemio (Linger et al., 2005; Zeng et al., 2013).
Teigiama, kad pasaulinéje rinkoje yra daugiau nei
25 000 produkty, pagaminty i§ kanapiy (Salen-
tijn et al., 2015).

Nuo 2001 m. Europos Sajungoje leidziama auginti
tik tas kanapiy veisles, kuriose delta-9-tetrahidro-
kanabinolio (THC) koncentracija nevirsija 0,2 %.
Jvairiy $aliy mokslininkai vykdo pluostiniy kana-
piy selekcines programas, kuriy pagrindinis tiks-
las - palaikant nevirsijancia leistinos normos THC
koncentracijg padidinti augaly derlinguma, aukstos
kokybés pluosto iSeiga, atsparumg ligoms ir ken-
kéjams (Salentijn et al., 2015). Taip pat vykdoma
selekcija kuriant veisles konkretiems galutinio pa-
naudojimo tikslams. Gaminant funkcinj maistg
svarbiausi selekcijos siekiai — sékly derlius, maistiné
sudétis ir verté. Kuriant aliejui skirtas veisles di-
dziausias démesys skiriamas dideliam sékly derliui
bei sociyjy rugsciy kiekiui ir sudéciai. Popieriaus
gamybai gali bati naudojamas ir plaudinis pluostas,
ir medinga Serdis, taciau i$ plausinio pluosto paga-
minamas geresnés kokybés popierius. Dél $ios prie-
zasties popieriaus gamybai skirty veisliy selekcinis
darbas labiausiai orientuotas j plausinio pluosto
produkcijos didinimg (Ranalli, 2004). Augaly se-
lekcijoje vis placiau taikomi biotechnologiniai me-
todai, kurie leidzia tikslingai keisti augaly genoma
ir kurti augalus, turincius pageidaujamy savybiy.
Pluostiniy augaly, i$ jy ir kanapiy, selekcijoje yra
aktualu biotechnologiniais metodais sukurti geneti-
ne jvairove bei atrinkti linijas, pasizymincias dides-
niu produktyvumu, atsparumu biotiniams ir abio-
tiniams veiksniams. Galimybés panaudoti lgstelines
technologijas daugeliui objekty lieka neiSnaudotos
dél fundamentiniy Ziniy stokos indukuojant atskiry
augaly rasiy somatiniy lasteliy dediferenciacijos ir
antrinés diferenciacijos procesus. Mokslinéje litera-
taroje stinga duomeny apie veiksnius, lemiancius
kanapés kaliusogeneze in vitro.

Tyrimy tikslas — nustatyti augimo reguliatoriy,
genotipo ir eksplanto tipo poveikj sé¢jamosios kana-
pés (Canabis sativus L.) somatiniy lasteliy dedifere-
ciacijos procesui.

METODAI IR SALYGOS

Tyrimai atlikti Aleksandro Stulginskio universi-
teto Agronomijos fakulteto Biologijos ir augaly

biotechnologijos institute bei JTC Agrobiotech-
nologijos laboratorijoje 2017-2018 metais. Seé-
jamosios kanapés selekciniy numeriy ‘KAN-30;,
‘KAN-34" ir ‘/KAN-38" séklos nuplautos tekanciu
vandeniu, 5 min. sterilizuotos 70 % etanolio van-
deniniame tirpale, 10 min. 10 % natrio hipochlo-
rito vandeniniame tirpale ir tris kartus perplau-
tos steriliu distiliuotu vandeniu. Sterilios séklos
daigintos Murashige ir Skoog (MS) (Murashige,
Skoog, 1962) maitinamojoje terpéje be augimo
reguliatoriy, papildytoje 10,0 g 1! sacharozés ir
8,0 g I'! agaro. Terpés pH lygus 5,5. Séklos dai-
gintos esant 25/18 °C (dieng / naktj) tempera-
tarai, 16/8 val. (dieng / naktj) fotoperiodui ir
50 pmol m™ s™! ap$viestumui. Hipokotiliai ir skil-
Cialapiai buvo izoliuoti kanapés augalams esant
08-09 augimo tarpsnyje (Mishchenko et al,
2017), lapai - 11-12 augimo tarpsnyje. Izoliuoti
hipokotiliy, skil¢ialapiy ir lapy eksplantai perkelti
ant MS maitinamosios terpés be augimo regulia-
toriy bei papildytos skirtingais (1,0-2,0 mg 1)
zeatino (ZT) ir (0,5-0,1 mg 1"") a-naftilacto rags-
ties (NAR) arba indolilacto ragsties (IAR) deri-
niais bei skirtingais (1,0-2,0 mg 1"!) tidiazurono
(TDZ) ir (0,05-0,1 mg I'') a-naftilacto ragsties
(NAR) arba indolil acto ragsties (IAR) deriniais.
Maitinamoji terpé papildyta 30 g 1°! sacharozés ir
8 g 17! Difco Bacto agaru. Terpés pH - 5,7 £ 0,1.
Sterili kultira auginta kontroliuojamomis saly-
gomis: $viesos intensyvumas — 50 pmol m™ s/,
fotoperiodas — 16/8 val. (dieng / naktj), aplinkos
temperatira 22 = 2 °C.

Visuose eksperimentuose naudota visiska ren-
domizacija. Auginta po 50 kiekvieno varianto
eksplanty, tyrimas atliktas keturiais pakartoji-
mais. Kas keturias savaites eksplantai perkelti
j Sviezig tos pacios sudéties maitinamajg terpe.
Kaliaus susiformavimo daznis vertintas po dviejy
subkultivavimy.

Tyrimo duomeny statistiné analizé atlikta nau-
dojantis kompiuterinémis programomis i§ pro-
gramy paketo SELEKCIJA (Tarakanovas, Rau-
donius, 2003). Vidurkiai ir standartiné paklaida
apskaiciuoti STAT_ENG programa.

REZULTATAI IR JU APTARIMAS
Izoliuoty eksplanty lasteliy dediferenciacija in vit-

ro prasidéjo praéjus 18-21 dienai po izoliavimo.
Tirty genotipy izoliuoti eksplantai maitinamojoje
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terpéje be augimo reguliatoriy kaliy formavo nuo
2,4 iki 8,4 % dazniu (duomenys nepateikiami).

Kaliaus susiformavimo daznis izoliuoty hipo-
kotiliy kultaroje kito nuo 10,3 iki 26,2 %, pri-
klausomai nuo genotipo ir augimo reguliatoriy
derinio sgveikos (1 lentelé).

Auksinas IAR derinyje su citokininu ZT skati-
no genotipo ‘KAN-30" kaliusogenezg, taciau slo-
pino genotipo ‘KAN-34" lgsteliy dediferenciacija
bei neturéjo esminés jtakos genotipo ‘KAN-38’
kaliaus formavimosi dazniui, palyginti su auk-
sinu NAR derinyje ir citokininu ZT. Tuo tarpu
derinyje su citokininu TDZ didesnj teigiama po-
veikj somatiniy lgsteliy dediferenciacijai daugeliu
atvejy turéjo auksinas NAR nei auksinas IAR.
Nepriklausomai nuo auksino tipo, citokininas ZT
efektyviau skatino kaliusogeneze, palyginti su ci-
tokininu TDZ. Genotipy ‘KAN-30’ ir ‘KAN-38’
didziausias kaliaus susiformavimo daznis (atitin-
kamai 26,2 ir 24,8 %) izoliuoty hipokotiliy kulta-
roje nustatytas auginant eksplantus maitinamojo-
je terpéje, papildytoje 2,0 mg I'' ZT + 1,0 mg 1!
IAR, o genotipo ‘KAN-34" (25,4 %) — maitinamo-
joje terpéje, papildytoje 1,0 mg 1! ZT + 0,5 mg 1'!
NAR. Genotipy ‘KAN-34" ir ‘KAN-38" vidutinis
kaliaus susiformavimo daznis izoliuoty hipokoti-
liy kultaroje (atitinkamai 19,05 ir 18,55 %) buvo
statistiSkai patikimai didesnis, palyginti su geno-
tipo ‘KAN-30" vidutiniu kaliaus susiformavimo

dazniu (16,18 %). IS astuoniy tirty augimo re-
guliatoriy deriniy statistiskai patikimai didziau-
sias kaliaus susiformavimo daznis nustatytas
del 2,0 mg I'" ZT + 1,0 mg "' IAR (24,57 %) ir
2,0 mg "' ZT + 1,0 mg I"! NAR (22,87 %) povei-
kio. Tarp $iy dviejy varianty skirtumai neesmi-
niai ir statistiskai nepatikimi.

Tirty genotipy izoliuoti skil¢ialapiy eksplantai
kaliy formavo nuo 21,7 iki 44,3 % dazniu (2 len-
telé). Skirtingai nei izoliuoty hipokotiliy kultaro-
je, skil¢ialapiy somatiniy lasteliy dedifereciacijos
procesas intensyviau vyko maitinamojoje terpéje,
papildytoje auksinu NAR, nei auksinu IAR, ne-
priklausomai nuo citokinino tipo.

Didziausias tirty genotipy kaliaus susifor-
mavimo daznis nustatytas auginant izoliuotus
skil¢ialapiy eksplantus maitinamojoje terpéje,
papildytoje 1,0 mg 1! ZT + 0,5 mg 1! NAR de-
riniu. Analogiskai izoliuoty hipokotiliy kultarai,
genotipy ‘KAN-34" ir ‘KAN-38" vidutinis ka-
liaus susiformavimo daznis (atitinkamai 34,58
ir 33,44 %) izoliuoty skil¢ialapiy kultaroje buvo
statistiSkai patikimai didesnis, palyginti su geno-
tipo ‘KAN-30" vidutiniu kaliaus susiformavimo
dazniu (29,75 %). I§ tirty augimo reguliatoriy
deriniy lgsteliy dediferenciacijos procesg labiau-
siai stimuliavo augimo reguliatoriy 2,0 mg I
ZT + 1,0 mg I'' NAR derinys. Siame varian-
te kaliy formavo vidutiniskai 42,20 % izoliuoty

1 lentelé. Augimo reguliatoriy poveikis kanapés kaliaus susiformavimo dazniui (%) izoliuoty hipokotiliy
kultaroje (tarp varianty vidurkiy, pazyméty ne ta pacia raide (maZzosiomis raidémis - augimo reguliatoriy
derinys, didZiosiomis - genotipas), skirtumai yra esminiai (P < 0,05))

Table 1. Effect of growth regulators on hemp callus formation frequency (%) from hypocotyl explants (means
not sharing a common letter (lower case letters mean a combination of growth regulators, capital letters show

a genotype) are significantly different (P < 0.05))

. . . . Genotipas . .
Augimo reguliatoriy derinys mg 1! G Vidurkis
. enotype
A combination of growth regulators, mg I! Mean
‘KAN-30’ ‘KAN-34’ ‘KAN-38’

1,0 ZT + 0,5 IAR 14,6¢cdB 21,8bA 18,3bAB 18,23b

1,0 ZT + 0,5 NAR 13,9dC 25,4aA 20,7bB 20,00ab

2,0ZT + 1,0 IAR 26,2aA 22,7abB 24,8aAB 24,57a

2,0 ZT + 1,0 NAR 21,4bB 24,3aA 22,9abAB 22,87a

1,0 TDZ + 0,5 IAR 10,3dB 12,6dAB 15,7cA 12,87d

1,0 TDZ + 0,5 NAR 14,5¢dB 16,2cB 19,1bA 16,60bc

2,0 TDZ + 1,0 IAR 12,4dB 15,5cA 14,3cA 14,07¢

2,0 TDZ + 1,0 NAR 16,1cA 13,9dB 12,6¢cB 14,20c
Vidurkis / Mean 16,18B 19,05A 18,55A 17,93
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2 lentelé. Augimo reguliatoriy poveikis kanapés kaliaus susiformavimo dazniui (%) izoliuoty skil¢ialapiy
kultaroje (tarp varianty vidurkiy, pazyméty ne ta pacia raide (mazosiomis raidémis - augimo reguliatoriy
derinys, didZiosiomis - genotipas), skirtumai yra esminiai (P < 0,05))

Table 2. Effect of growth regulators on hemp callus formation frequency (%) from cotyledon explants (means
not sharing a common letter (lower case letters mean a combination of growth regulators, capital letters show

a genotype) are significantly different (P < 0.05))

Augimo reguliatoriy derinys mg 1! ((i;enotipas Vidurkis
A combination of growth regulators, mg I'! : enotype Mean
KAN-30’ ‘KAN-34 ‘KAN-38’
1,0 ZT + 0,5IAR 26,3cA 27,8cA 28,9bcA 27,67¢
1,0 ZT + 0,5 NAR 33,1bAB 35,4bcA 32,5bB 33,67b
2,0ZT + 1,0 IAR 26,8cB 31,6cA 29,4bcA 29,27bc
2,0ZT + 1,0 NAR 41,4aAB 44,3aA 40,9aB 42,20a
1,0 TDZ + 0,5 IAR 21,7dB 28,6cA 30,4bcA 26,90c
1,0 TDZ + 0,5 NAR 34,5bAB 36,2bcA 31,7bB 34,13b
2,0 TDZ + 1,0 IAR 26,9¢C 33,6¢B 34,5bB 33,63b
2,0 TDZ + 1,0 NAR 27,3cC 39,1bA 39,2aA 33,23b
Vidurkis / Mean 29,75B 34,58A 33,44A 32,59

skil¢ialapiy eksplanty, taciau, palyginti su kitais de-
riniais, skirtumai esminiai ir statistiskai patikimi.

Tirty kanapés genotipy izoliuoti lapy eks-
plantai kaliy formavo nuo 83,8 iki 96,3 % dazniu
(3 lentelé).

Nustatyta, kad efektyviausias augimo regulia-
toriy derinys kanapés lapy lasteliy dediferenciaci-
jos indukcijai didzigja dalimi lemiamas genotipo.

Genotipo ‘KAN-30’ didziausias (96,2 %) kaliaus
susiformavimo daznis nustatytas auginant izo-
liuotus lapy eksplantus maitinamojoje terpéje,
papildytoje 2,0 mg I'* ZT + 1,0 mg "' IAR deri-
niu, o genotipo ‘KAN-34" izoliuoty lapy lasteliy
dediferenciacijos procesas tokiu pat dazniu vyko
maitinamojoje terpéje, papildytoje 2,0 mg I
TDZ + 1,0 mg "' IAR deriniu. Genotipo ‘KAN-38’

3 lentelé. Augimo reguliatoriy poveikis kanapés kaliaus susiformavimo dazniui (%) izolinoty lapy kultiiroje
(tarp varianty vidurkiy, pazyméty ne ta pacia raide (maZosiomis raidémis - augimo reguliatoriy derinys, di-
dZiosiomis - genotipas), skirtumai yra esminiai (P < 0,05))

Table 3. Effect of growth regulators on hemp callus formation frequency (%) from leaf explants (means not shar-
ing a common letter (lower case letters mean a combination of growth regulators, capital letters show a genotype)

are significantly different (P < 0.05))

. . . . Genotipas . .
Augimo reguliatoriy derinys mg 1-! G Vidurkis
L. » enotype
A combination of growth regulators, mg | Mean
‘KAN-30’ ‘KAN-34’ ‘KAN-38’

1,0 ZT + 0,5IAR 94,1abAB 90,5bB 96,3aA 93,63a

1,0 ZT + 0,5 NAR 89,9bcA 93,7abA 91,8abA 91,80ab

2,0 ZT + 1,0 IAR 96,2aA 85,6cC 92,7abB 91,50ab

2,0 ZT + 1,0 NAR 95,3aA 91,4abB 92,4abAB 93,03a

1,0 TDZ + 0,5 IAR 83,8¢B 93,7abA 95,92A 91,13ab

1,0 TDZ + 0,5 NAR 85,5cB 92,3abA 87,1bAB 88,30b

2,0 TDZ + 1,0 IAR 91,4bB 96,2aA 95,3aA 94,30a

2,0 TDZ + 1,0 NAR 93,7abA 94,7aA 91,6abA 93,33a
Vidurkis / Mean 91,24A 92,26A 92,89A 92,13
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didziausias (96,3 %) kaliaus susiformavimo daz-
nis nustatytas auginant izoliuotus lapy eksplan-
tus maitinamojoje terpéje, papildytoje 1,0 mg 1!
ZT + 0,5 mg I'' IAR deriniu. Skirtingai nei izo-
liuoty hipokotiliy ir izoliuoty skil¢ialapiy kul-
tirose, esminio skirtumo tarp genotipy viduti-
niam kaliaus susiformavimo dazniui nenustatyta.
Ivertinus augimo reguliatoriy deriniy poveikj
paaiskéjo, kad statistiSkai maziausias vidutinis
kaliaus susiformavimo daznis (88,30 %) buvo
maitinamojoje terpéje, papildytoje 2,0 mg I
ZT + 1,0 mg "' IAR deriniu. Skirtumai tarp kity
tirty deriniy neesminiai ir statistiskai nepatikimi.

A. Slusarkiewicz-Jarzina su bendraautoriais
(2005) nustaté, kad izoliuoti kanapés lapy eks-
plantai kaliy formavo didesniu dazniu, palyginti
su skilc¢ialapiy ir tarpubambliy eksplantais. Tuo
tarpu K. Wielgus su bendraautoriais (2008) pa-
skelbé, kad eksplanty tipas neturéjo esminés jta-
kos kanapés kaliusogenezei izoliuoty skil¢ialapiy,
stiebo segmenty ir Sakny segmenty kultirose.
Misy tyrimais nustatyta, kad tirty genotipy vi-
dutinis kaliaus susiformavimo daznis izoliuoty
lapy kultiroje buvo atitinkamai 5,6; 4,8 ir 5,0
karto didesnis, palyginti su vidutiniu kaliaus su-
siformavimo dazniu izoliuoty hipokotiliy kulta-
roje, bei 3,1; 2,7 ir 2,8 karto didesnis, palyginti su
vidutiniu kaliaus susiformavimo dazniu izoliuoty
skil¢ialapiy kultaroje.

Mokslinéje literattroje pateikiami priestaringi
duomenys apie genotipo poveikj kanapés somati-
niy lasteliy dediferenciacijai. Vieni mokslininkai
nustaté esminius skirtumus tarp kanapés veisliy
pagal kaliaus susiformavimo daznj (Slusarkie-
wicz-Jarzina et al., 2005; Lata et al., 2010), kiti
teigia, kad genotipas neturéjo esminés jtakos ka-
liaus indukcijai kanapés somatiniy audiniy kulta-
roje (Wielgus et al., 2008). Misy tyrimais nusta-
tyti esminiai skirtumai tarp tirty genotipy pagal
vidutinj kaliaus susiformavimo daznj izoliuoty
hipokotiliy ir skil¢ialapiy kulttrose, taciau izo-
liuoty lapy kulttroje Sie skirtumai nepasireiskia.

C. Chaohua su bendraautoriais (2016) nu-
staté, kad kanapés izoliuoty skilc¢ialapiy Iasteliy
dediferenciacijos procesas intensyviausiai vyko
maitinamojoje terpéje, papildytoje TDZ ir NAR
deriniu, o masy tirty genotipy kaliaus susifor-
mavimo daznj izoliuoty skil¢ialapiy kultiroje la-
biau stimuliavo 2,0 mg 1! ZT + 1,0 mg "' NAR
derinys.

ISVADOS

1. Genotipy ‘KAN-30" ir ‘'KAN-38’ didziausias ka-
liaus susiformavimo daznis izoliuoty hipokotiliy
kultiiroje nustatytas auginant eksplantus maitina-
mojoje terpéje, papildytoje 2,0 mg 1™ ZT + 1,0 mg
I"' TAR, o genotipo ‘KAN-34" - maitinamojoje ter-
péje, papildytoje 1,0 mg 1" ZT + 0,5 mg "' NAR.

2. Izoliuoty skilcialapiy kultaroje lasteliy de-
difereciacijos procesg labiausiai stimuliavo augi-
mo reguliatoriy 2,0 mg 1! ZT + 1,0 mg I"' NAR
derinys.

3. Optimalus augimo reguliatoriy derinys ka-
napés kaliaus indukcijai izoliuoty lapy kultaroje
turi bati parenkamas konkre¢iam genotipui.

4. Izoliuoty lapy kultaroje vidutinis kaliaus
susiformavimo daznis buvo 4,8-5,6 karto dides-
nis, palyginti su vidutiniu kaliaus susiformavimo
dazniu izoliuoty hipokotiliy kulttroje, bei 2,7-
3,1 karto didesnis, palyginti su vidutiniu kaliaus
susiformavimo dazniu izoliuoty skil¢ialapiy kul-
taroje.

Gauta 2018 11 15
Priimta 2018 12 12
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Ernestas Maumevicius, Natalija Burbulis,
Ausra Blinstrubiené, Irina Laiko, Ramuné Masiené

FACTORS AFFECTING HEMP (CANABIS
SATIVA L.) CALLUS GENESIS IN SOMATIC
TISSUE CULTURE

Summary

Research was carried out at the Institute of Biology and
Plant Biotechnology of Aleksandras Stulginskis University
and at the Laboratory of Agrobiotechnology of the Joint Re-
search Centre. The effect of growth regulators on the callus
induction from hypocotyl, cotyledon and leaf explants was
evaluated. The isolated explants were cultivated in the MS
medium without growth regulators and supplemented with
different zeatine (ZT) and a-naftilacetic acid (NAA) or in-
doleacetic acid (IAA) combinations and thidiazuron (TDZ)
and a-naftilacetic acid (NAA) or indoleacetic acid (IAA)
combinations. The highest callus formation frequency from
hypocotyl explants was obtained in the medium supple-
mented with 2.0 mg 1* ZT + 1.0 mg I"! TAA (‘KAN-30’and
‘KAN-38’) and - 1.0 mg 1! ZT + 0.5 mg I"' NAR (‘KAN-34’).
The combination of 2.0 mg 1! ZT with 1.0 mg I"! NAA was
most appropriate for the callus induction from cotyledon
explants. The optimal combination of growth regulators
for callus induction from leaf explants should be selected
for a specific genotype. The mean rate of callus formation
frequency from leaf explants was 4.8-5.6 times higher in
comparison with the mean frequency form hypocotyl ex-
plants and 2.7-3.1 times higher as compared to the mean
frequency from cotyledon explants.

Keywords: Canabis sativa, callus formation, growth
regulators, in vitro



