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Abstract

Zytkowiak R. 1995. Induction of somatic embryogenesis in callus cultures of larch (Larix decidua
Mill.). Arbor. Kérnickie 40: 117-123.

The aim of this work was to determine optimal conditions for callus culture and initiation of
somatic embryogenesis in two-year-old callus, and fresh callus derived from Larix decidua seeds
and embryos. The influence of medium composition, light and temperature on the increase of callus
mass and of PEG (Polyethylene Glycol) and casein hydrolisate on somatic embryogenesis were
studied. The highest increase of callus mass was obtained on 1/2 LM culture medium with 5.0 mg/1
2.4-D (2.4-dichlorophenoxy acetic acid), 2.5 mg/1 kinetine and 0.5 mg/1 zeatine in darkness at 24°C.
The addition of 200 mg/1 of PEG and 500 mg/1 of casein hydrolizate to the 1/2 LM culture medium
and the increase of inositol concentration to 1 g/1 and of sacharoze to 30 gft, doubled the number of
embryo initials in cultures derived from embryos.
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WSTEP

Tradycyjne metody hodowli drzew iglastych sg czasochtonne ze wzgledu na
dtugi okres rozwoju generatywnego. Pierwsze kwitnienie u Larix decidua
obserwuje sie w wieku 10-15 lat (Wareing 1959), a pierwszy obfity urodzaj
nasion wystepuje w wieku 25-30 lat (Matthews 1955). Zastosowanie inzynierii
genetycznej i technik kultur in vitro, moze skréci¢ czas niezbedny dla uzyskania
mieszancéw cennych ze wzgledu na drewno oraz odpornych na szkodniki
i choroby. Gtownym ograniczeniem w uzyskaniu tg drogg sadzonek genetycz-
nie zmienionych drzew jest niska zdolno$¢ regeneracji kalusa. Duze mozliwosci
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manipulowania materiatem roslinnym daje somatyczna embriogeneza z tkanki
kalusowej. Jest to proces rozmnazania, w wyniku ktérego komorki zaréwno
diploidalne, jak i haploidalne moga podlega¢ réznicowaniu i tworzy¢ zarodki
- embrioidy, z pominigciem zaptodnienia i wytworzenia zygoty. Opanowanie
metody somatycznej embriogenezy drzew iglastych pozwoli na szybkie ich
rozmnazanie. Aderkas i Bonga (1993) przeprowadzili somatyczng embriogene-
ze z haploidalnego megagametofitu modrzewia. Otwiera to dwie mozliwosci
dla nowoczesnej hodowli modrzewia. Pierwsza, to tworzenie dihaploidow
hodowanych jako jednolity materiat do krzyzowania heterozyjnego, co stanowi
postep w stosunku do tradycyjnej hodowli. Druga, to mozliwo$¢ posiadania
haploidalnego materiatu dla inzynierii genetycznej w celu fuzji haploidalnych
protoplastow lub w celu introdukcji obcego DNA. Fuzja haploidalnych
protoplastow moze by¢ wykorzystana do uzyskania z goéry zaplanowanych
krzyzowek, natomiast wprowadzajgc obce DNA do protoplastéw, np. gen
kodujacy toksyne pochodzgcg z Bacillus sp. mozemy uzyskac rosliny odporne
na uszkodzenia powodowane przez owady.

Zarodki somatyczne sg prostymi strukturami dwubiegunowymi, nie wyka-
zujgcymi waskularnego potgczenia z tkankg macierzysta, w obrebie ktorej
wzrastajg (Zenkteler 1984). Obecnos¢ osi korzen-ped u zarodka somatycznego
umozliwiajego otoczkowanie i wytworzenie tzw. sztucznych nasion. Teoretycz-
nie produkcja sztucznych nasion drzew jest bardzo atrakcyjna, gdyz po-
wstawanie nasion w tradycyjnej hodowli wymaga okoto 10-15 lat, a zadowala-
jace wyniki w uzyskaniu zdrowych nasion modrzewia pojawiajg sie rzadko
(Fowells 1965).

Tworzone w Polsce banki gendw realizowane sg przez zaktadanie upraw in
situ i ex situ oraz dtugoterminowe przechowywanie nasion. Dla drzewostanow
i drzew bedacych w fazie zamierania, gdzie niemozliwy jest zbidr nasion oraz
rozmnazanie wegetatywne przez sadzonkowanie i szczepienie, te formy ratowa-
nia lasébw sg mato skuteczne. Alternatywe stanowi wowczas przechowywanie
sztucznych nasion (otoczkowanych stozkéw wzrostu, merysteméw, somatycz-
nych zarodkéw) w niskich temperaturach - kriokonserwacja. W 1992 roku
przeprowadzono préby zamrozenia w cieklym azocie embriogennych kultur
modrzewia i Swierka, ktére po rozmrozeniu podejmowaty wzrost (Klimaszew-
ska i in. 1992).

MATERIALY | METODY

Badania nad hodowlg kultur kalusa prowadzone byly w Instytucie Den-
drologii PAN w Koérniku. W pierwszym etapie badan uzyto subkultur
powstatych w ramach doswiadczenia zatozonego 20.11.1991 roku przez Dr G.
Kosinskiego, z nasion modrzewia europejskiego, na pozywkach TD i 1/2 TD
(tabela 1). Ocene kalusa dwuletniego przedstawia tabela 2.
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Tabela 1
Skiad pozywek.
Table 1
Medium composition.

Sktadnik/Component (mg/1) TD DT Gamborg Heller 12 LM
NH4NO3 800 340 0 0 800
(NH4)2S04 0 0 134 0 0
NaNQO3 0 0 0 600 0
KNO3 340 2000 2500 0 1000
Ca(NO03)24H20 980 1500 0 0 0
KCI 65 0 0 750 0
KH2PO4 175 200 0 0 150
FeNaEDTA 0 25 25 0 20
Na2EDTA 37 0 0 0 0
MgSO4 370 400 122 122 800
CaCl2 0 0 113 57 20
FeSO4H20 17 0 0 0 0
Inozytol 100 100 100 100 100
Sacharoza 30000 30000 30000 30000 20000

W pierwszym etapie praca polegata na hodowli dwuletniego kalusa na
pozywkach o roznej zawartosci makroelementéw: DT, 1/2 LM oraz Gamborg
i Heller (tabela 1). Do pozywek dodano 2,4-D w stezeniu 5,0 mg/1, kinetyne 2,5
mg/l i zeatyne 0,5 mg/l. Pozywki zestalono Phytagelem w ilosci 2 g/1, a pH
doprowadzono do wartosci 5,8. Po trzech pasazach przeprowadzonych co 28
dni, wszystkie kultury przeszczepiono na pozywke 1/2 LM, dajaca najlepsze
przyrosty masy kalusa. Cze$¢ kultur umieszczono w ciemnosci, a pozostate
w 16-godzinnym o$wietleniu, w dwdch wariantach temperatur, 23-25°C
i 26-28°C.

W drugim etapie do doswiadczen zastosowano dwuletni kalus i nasiona
rodu 18-71 zebrane w lutym 1994 roku. Nasiona przemyto w wodzie
destylowanej z dodatkiem preparatu Tween, przeptukano w 70% alkoholu
etylowym i sterylizowano w 1% roztworze azotanu srebra, w czasie 10 i 15
minut. Dwuletni kalus, cate nasiona, nasiona naciete oraz wypreparowane
zarodki wszczepiono na pozywke 1/2 LM z dodatkiem 2,4-D w stezeniu 5,0
mg/1, kinetyny 2,5 mg/1 i zeatyny 0,5 mg/1 i umieszczono w temperaturze 27°C
w zaciemnieniu. Po wstepnej hodowli uzyskano kalus, ktory byt materiatem
wyjsciowym dla inicjacji somatycznej embriogenezy. Przeprowadzono jg wpro-
wadzajgc modyfikacje, polegajace na rezygnacji z regulatoréw wzrostu i doda-
niu do niektorych kultur hydrolizatu kazeiny 500 mg/1, PEG 200 mg/1, oraz na
zwiekszeniu stezenia inozytolu do 1 g/l i sacharozy do 30 g/1. Po zaobser-
wowaniu zmian charakterystycznych dla embriogennej tkanki (Rohr i wsp.
1989) dalsza hodowla przebiegata w 16-godzinnym fotoperiodzie, w tem-
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peraturze 24°C. Ocene wielkosci i stopnia brunatnienia kalusa przeprowadza-
no w skali od 0 do 3 (0-brak przyrostu masy kalusowej, brak przebarwien
kultury, 3-catkowite wypetnienie powierzchni probowki masg kalusowa, cat-
kowite zbrunatnienie kultury).

OMOWIENIE WYNIKOW

Dwuletni kalus

Ocena rozwoju kalusa na poszczeg6lnych pozywkach wykazata, ze op-
tymalny zestaw sktadnikow pokarmowych dla kultur modrzewia zawiera
pozywka 1/2 LM z dodatkiem hormonow 2,4-D, kinetyny i zeatyny (tabela 2).
W czasie kolejnych pasazy przeprowadzonych na tej pozywce zaobserwowano
niewielki spadek wzrostu kalusa od 0,2-0,5, w skali 0-3, ktory mogt byé
spowodowany ustaleniem poziomu syntezy endogennych hormonéw. Hodowle
na pozywkach Gamborg, Heller i DT nie daty zadowalajgcych wynikow.
Rdznice jakosciowe w charakterze tkanki kalusowej dotyczyly zabarwienia
i struktury. Kalus hodowany na pozywce 1/2 LM byt jasnozielony o luznej
jednorodnej strukturze tkanki i bez martwego centrum, natomiast pozostate
kultury byty zielonobrunatne o strukturze zbitej, wyraznie zr6znicowanej na
cze$¢ martwa i Swiezg tkanke.

Tabela 2
Ocena dwuletniego kalusa w zaleznosci od skiadu pozywki, temperatury i o$wietlenia.
Table 2
Size and pigmentation of two-year-old callus depending on medium composition, temperature and
light.
Pozywka Oswietlenie . Hormony  Wielk. kalusa Brunatnienie
Medium Light (lux) Temp.(°C) PGR Callus size* Browning*
TD 2500 22 A 18 1.0
12 TD 2500 22 A 15 11
DT 0 24 B 15 13
Gamborg 0 24 B 0.0 3.0
Heller 0 24 B 0.0 3.0
12 LM 0 24 B 3.0 0.0
1/2 LM 0 27 B 2.0 15
1/2 LM 2500 24 B 25 15
1/2 LM 2500 27 B 18 1.9

A - NAA 0.8 mg/l, BAP 0.5 mg/l.
B - 2.4-D 5 mg/1, kinetyna 2.5 mg/1, zcatyna 0.5 mg/1.
PGR - plant growth regulators.
* skala 0-3.
scale 0-3.
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Korzystng innowacjg w sktadzie pozywki 1/2 LM, bylo dwudziestokrotne
obnizenie stezenia wapnia i dwukrotne podwyzszenie stezenia magnezu i pota-
su, w poréwnaniu do dotychczas stosowanych stezen w pozywkach TD i 1/2
TD. Zapewnia to lepsze uwodnienie i szybszy wzrost tkanki kalusowej, nalezy
tylko Scidle przestrzega¢ terminu kolejnych pasazy, by nie zabrakto w pozywce
wapnia.

Przed rozpoczeciem tych badan, stosowany zestaw hormonow zawierat
wiecej auksyn niz cytokinin (1.6:1), nowy ukfad z zastosowaniem 2,4-D
(auksyna o silnym dziataniu) zwiekszat przewage auksyn wobec cytokinin
(1.8:1). Przy wysokim stosunku auksyn do cytokinin komorki sg duze
i przylegaja do siebie waskimi partiami blaszki srodkowej (Zenkteler 1984). Na
podstawie wielkosci i stopnia brunatnienia kalusa zaleca sie¢ w hodowli
temperature 24°C i zaciemnienie (tabela 2). Potwierdzajg to réwniez wyniki
uzyskane przez Cornu (1990) i Lelu i wsp. (1993).

Somatyczna embriogeneza

Duza ilo$¢ zakazen (93-100%) wystepujgca przy szczepieniu catych nasion
i nasion nacietych, niezaleznie od czasu trwania sterylizacji w roztworze
AgNO3, tj. 10 czy 15 minut, wyeliminowata ten materiat z doSwiadczen. Przy
szczepieniu izolowanych zarodkéw dla 10 i 15 minut sterylizacji uzyskano
odpowiednio 50 i 65% niezakazonych kultur. Wyniki te byly zadowalajgce
i pozwolity na kontynuowanie badan. Kalus embriogenny wyhodowano przy
szczepieniu zarodkow (tabela 3). Dwukrotnie wieksza ilo$¢ embriogennego
kalusa na zmodyfikowanej pozywce 1/2 LM, byta prawdopodobnie wynikiem
dodania PEG i hydrolizatu kazeiny, oraz zwigkszenia ilosci inozytolu. Z da-
nych przedstawionych przez Cornu (1990) oraz Lelu i wsp. (1993) wynika, ze
PEG zmienia site osmotyczng i napiecie powierzchniowe i dlatego obserwuje

Tabela 3
Skutecznos¢ inicjacji somatycznej embriogenezy w kulturach kalusowych modrzewia.
Table 3
Efficiency of somatic embryogenesis in larch callus culture.
Materiat Pozywka Kalus embriogenny
Material Medium Embryogenic callus, %
Dwuletni kalus 12 LM 0
Two-year-old callus
12 LM+ 0
Kalus z zarodkoéw 12 LM 10
Callus from zygotic
embryos 12 LM+ 20

1/2 LM+ - 1/2 LM+ PEG 200 mg/1 + hydrolizat kazeiny 500 mg/l + inozytol 1000 mg/I + sacharoza 30 g/1.
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sie intensywniejszy wzrost tkanki embriogennej. Dziesieciokrotny wzrost
stezenia inozytolu, ktéry modyfikuje $ciany komorkowe, réwniez przyczynit sie
do wzrostu kultur embriogennych. Hydrolizat kazeiny wprowadzono jako
zrodto organicznego azotu. Uzyskany w doswiadczeniach embriogenny kalus,
nadaje sie do dalszego pasazowania i prawdopodobnie w dalszej hodowli
istnieje mozliwos$¢ izolacji somatycznych zarodkéw, by w efekcie koncowym
uzyska¢ cate rosliny zdolne do wzrostu w warunkach naturalnych.

W tym doswiadczeniu somatyczng embriogeneze zainicjowano w doj-
rzatych zygotycznych zarodkach. W osrodku INRA w Orleanie, somatyczne
embrioidy uzyskano z niedojrzatych i dojrzatych zygotycznych zarodkéw, oraz
z liscieni i igiet roslin powstatych z embriogennego kalusa (Lelu i in. 1994).
Wyniki badan Ruanda (1992) dowodza, ze skuteczno$¢ inicjacji somatycznej
embriogenezy z liscieni Picea abies jest znacznie wyzsza, gdy indukowana jest
w roélinach powstatych z somatycznych embrioidéw, niz w zygotycznych
roslinach. Thompson i wsp. (1992) somatyczng embriogeneze Larix occidentalis
wspomagali kwasem abscyzynowym przez 1-2 tygodni, wydaje sie wiec celowe
stosowanie tego regulatora wzrostu w hodowli dojrzewajacych embrioiddw.

STRESZCZENIE

Celem pracy byto ustalenie optymalnych warunkéw dla wzrostu kultur
kalusowych oraz zainicjowanie somatycznej embriogenezy w dwuletnim kalu-
sie, nasionach i zarodkach modrzewia europejskiego (Larix decidua Mill.).
Badano zalezno$¢ miedzy sktadem pozywek, warunkami Swietlnymi i tem-
peraturg a przyrostem masy kalusowej, oraz wptyw PEG (glikol polietylenowy)
i hydrolizatu kazeiny na inicjacje somatycznej embriogenezy. Najlepsze przyro-
sty kalusa uzyskano na pozywce 1/2 LM z dodatkiem 5.0 mg/1 2,4-D, 2.5 mg/1
kinetyny i1 0.5 mg/1 zeatyny w zaciemnieniu w temperaturze 24°C. Dodanie do
pozywki 1/2 LM 200 mg/l PEG, i 500 mg/l hydrolizatu kazeiny oraz
podwyzszenie stezenia inozytolu do 1 gf, i sacharozy do 30 g/l zwiekszato
dwukrotnie liczbe embriogennych kultur, zainicjowanych w zarodkach.

Podziekowanie. Dzigkuje Pani dr Krystynie Bojarczuk z Instytutu Dendrologii
PAN w Korniku oraz Panu dr Wojciechowi Lassocinskiemu z Katedry
Biochemii AR w Poznaniu za pomoc przy realizowaniu tej pracy.
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