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MIKROROZMNAZANIE MODRZEWIA EUROPEJSKIEGO
(LARIX DECIDUA MILL.)
METODA SOMATYCZNEJ EMBRIOGENEZY

MICROPROPAGATION OF EUROPEAN LARCH (LARIX DECIDUA MILL.)
VIA SOMATIC EMBRYOGENESIS

Abstract. The somatic embryogenesis has been used for propagation of Euro-
pean larch (Larix decidua Mill.). Somatic embryogenesis in combination with
cryopreservation is very effective in preserving selected genotypes and mass
(clonal) propagation. In this study, the main problem with larch somatic em-
bryogenesis is to initiate the embryonal tissue. Immature zygotic embryos at
precotyledonary stage with endosperm (megagametophyte) have been used and
embryogenic callus frequency 8.6—-35.7% have been obtained, as well as with
cotyledonary zygotic embryos (8.6%,). Development of mature somatic embryos
at cotyledonary stage was observed after 4 weeks culture of embryogenic callus
on basal medium (MSG) containing 20—-60 uM ABA with 1uM IBA (dependent
on genotype). Three generations of embryogenic callus and plantlets were ob-
tained. Germination and development of plantles indicate possible use of this
method during production of improved plant material in _forestry.

Key words: explant, somatic embryogenesis, zygotic embryo, somatic embryo,
somatic seedling (plantlet).
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1. WSTEP

Olbrzymia efektywnos¢ rozmnazania metoda somatycznej embriogenezy oraz
mozliwo$¢ kriokonserwacji tkanek embriogennych to podstawowe zalety tej me-
tody mnozenia oraz podstawa wykorzystania jej do hodowli i selekcji drzew
lesnych na skalg gospodarcza.

Badania nad mozliwos$cig rozmnazania modrzewia in vitro metoda soma-
tycznej embriogenezy rozpoczeli w 1985 r. Nagmani i Bonga (1985), ktdrzy
uzyskali kalus embriogenny Larix decidua z megagametofitu z wyizolowanym
zarodkiem zygotycznym (z 1440 eksplantatéw 5 wytworzyto kalus) i wyhodowali
pierwsze siewki haploidalne (tab. 1).

Najwczesniejsze doniesienia o otrzymaniu diploidalnej tkanki embriogennej u
modrzewia europejskiego pochodza z 1990 r. Wowczas P. von Aderkas ze wspot-
pracownikami (1990) zainicjowali ja na niedojrzatych zygotycznych zarodkach we
wczesnym etapie rozwoju (przedliscieniowym, dwa tygodnie po zaptodnieniu).
Uzyskano frekwencje inicjacji kalusa w 20%. Lelu i inni (1994a) na tym samym
rodzaju eksplantatu Larix decidua otrzymali rozne wartosci frekwencji inicjacji
tkanki embriogennej, zaleznie od stadium rozwojowego zarodkéw — najwyzsza
(19%), gdy eksplantaty znajdowatly si¢ w stadium przedliScieniowym, a najnizsza
(4%), gdy zarodki miaty wyksztalcone duze liscienie.

Klimaszewska (1989b), stosujac niedojrzate zygotyczne zarodki w stadium
przedliscieniowym z nasion mieszanca Larix deciduaxL. leptolepis, uzyskata frek-
wencje inicjacji tkanki embriogennej w zakresie 6—15%. Podobne wyniki otrzy-
mali Lelu ze wspdtpracownikami (1994b) dla mieszanca modrzewia (Larixx
leptoeuropaea), przy czym inicjacja tkanki embriogennej wyraznie zalezata row-
niez od stadium rozwojowego zarodkow. Sposrdd zarodkdw pozyskanych z nasion
zbieranych w maju 38,4-55% wyksztalcito tkanke embriogenna, natomiast z na-
sion zbieranych pod koniec lipca — 4%. Wyniki te potwierdzaja badania Kim 1 in.
(1999), ktoérzy podczas inicjacji somatycznej embriogenezy u modrzewia japon-
skiego Larix leptolepis z niedojrzatych zarodkéw stwierdzili podobng zaleznosc¢
inicjacji tkanki embriogennej od terminu zbioru szyszek, uzyskujac najwyzsza
frekwencje stymulacji kalusa embriogennego (59—67%) z zarodkéw w stadium
przedliscieniowym otrzymanych z nasion pozyskanych w lipcu. Lelu ze wspoétau-
torami (1994a) jedyni zainicjowali kalus embriogenny (5%) u Larix decidua,
stosujac jako eksplantaty dojrzale zarodki zygotyczne.

Jak wynika z cytowanych wyzej prac, badania prowadzone byly gtownie na
mieszancach modrzewia, natomiast mato jest prac dotyczacych modrzewia eu-
ropejskiego. Ponadto, w badaniach nad rozmnazaniem modrzewia europejskiego
przez somatyczne zarodki nie uwzgledniono polskiego materiatu réznego po-
chodzenia, dlatego celem obecnych badan” bylo zastosowanie i zmodyfikowanie
metody mikrorozmnazania droga somatycznej embriogenezy modrzewia, ze szcze-

"Prace wykonano w ramach tematu BLP-814 finansowanego przez Dyrekcje Generalng Laséw Pafistwowych.
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Tabela 1. Badania nad inicjacja somatycznej embriogenezy i regeneracja somatycznych siewek

modrzewia
Table 1. Studies on larch somatic embryogenesis initiation and somatic seedlings regeneration
E %
S S z 2
= Frekwencja inicjacji 2 @
= kalusa embriogennego « S 5
Gatunek S L =28 e Autorzy/rok
. 2 ' | Frequency of embryogenic | & § 2.2
Species Y 0 o S B = Authors/year
=% callus initiation sz25
N 0 ® S <
T2 oo DEEG
[~ % 3w &
Larix M nieliczne, kalus haploidalny |+ Nagmani i Bonga (1985),
decidua singular, haploidal callus Von Aderkas i Bonga (1988)
M 11 - Von Aderkas i in. (1987)
NZ 20 - Von Aderkas i in. (1990)
NZ |nie podano, not given - Cornu i Geoffrion (1990)
P nie podano, not given - Von Aderkas (1992)
NZ 4-19 - Leluiin. 1994 a
Dz 5 — Leluiin. 1994 a
Larix decidua> M 2-5 - Von Aderkas i in. (1990)
L. leptolepis Nz 2-11 - Von Aderkas i in. (1990)
Larixx P nie podano, not given + Klimaszewska (1989a)
eurolepis NZ 6-15 + Klimaszewska (1989b)
NZ 2-9 + Leluiin. 1994 a
L. leptolepis M 1 - Von Aderkas i in. (1990)
NZ 15 - Von Aderkas i in. (1990)
NZ 59-67 + Kim i in. 1999
Larix NZ 30 + Thompson i von Aderkas (1992)
occidentalis
Larixx NZ 2662 + Leluiin. 1994 a
leptoeuropaea L 8
I 3
NZ 38,4-55 + Leluiin. 1994 b
Larix laricina NZ 43,7 + Klimaszewska i in. 1997

NZ niedojrzale zygotyczne zarodki
immature zygotic embryos

DZ dojrzale zygotyczne zarodki
mature zygotic embryos

L liScienie somatycznych siewek
cotyledons of somatic seedlings

I igly somatycznych siewek

needles of somatic seedlings

megagametofit (bez zarodka)
megagametophyte (without embryo)
protoplasty

nie uzyskano siewki

lack of seedlings

regeneracja siewek somatycznych
regeneration of somatic seedlings

gblnym uwzglednieniem modrzewia europejskiego (Larix decidua Mill.) rodzi-
mego pochodzenia.
Prace doswiadczalne obejmowaty badania nad poszczegdlnymi etapami so-
matycznej embriogenezy, poczawszy od fazy inicjacji kalusa embriogennego do
uzyskania siewek somatycznych oraz ich adaptacji do wzrostu i rozwoju w wa-
runkach naturalnych.
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2. MATERIAL I METODY

Materialem wyjsciowym (eksplantaty pierwotne) do mikrorozmnazania mo-
drzewia metoda somatycznej embriogenezy byly dojrzale i niedojrzate zygotyczne
zarodki.

Do badan wykorzystano metodyke opracowang dla mieszanca modrzewia
(Larix x leptoeuropaea), na podstawie prac Lelu i in. (1993, 1994a, b, ¢), z
wiasnymi modyfikacjami.

W celu uzyskania niedojrzatych zygotycznych zarodkdéw zebrano szyszki w
nadlesnictwach: Chojnéw (10.07.1997), Olsztynek (9.07.1998), Lukéw — planta-
cyjna uprawa nasienna zatozona w 1988 r. (21.07.1998, 6.07.1999, 29.06.2001)
oraz Kutno (9.08.2002). Z nasion reprezentujacych 7 pochodzen wyizolowano 368
dojrzatych zygotycznych zarodkéw. W celu inicjacji kalusa embriogennego dru-
giej i trzeciej generacji wykorzystano somatyczne zarodki w stadium globularnym i
liscieniowym, jako eksplantaty wtdrne.

Do badan zastosowano tez kalus embriogenny (cztery linie) otrzymany z
Francji (INRA — Narodowy Instytut Badawczy Rolnictwa, w Orleanie). Wszystkie
linie zainicjowane zostaty na niedojrzatych zarodkach zygotycznych: linia nr 69.18
— mieszanca modrzewia europejskiego 1 japonskiego (Larixxleptoeuropaea
Dengler), linia C1 — modrzewia europejskiego (zbior szyszek w 1992 r.), linia H18
— rowniez modrzewia europejskiego (zbidr szyszek w 1997 r.), oraz linia F80 —
mieszanca Larix leptoeuropaea*L. kaempferixL. decidua (kontrolowane zapy-
lenie wykonane w 1995 r.).

Szyszki z nasionami z niedojrzatymi zarodkami, po powierzchniowe;j ste-
rylizacji w 96% alkoholu i przesuszeniu, przechowywano przez 1-2 tygodnie w
temperaturze +4 °C. Aby wyizolowa¢ niedojrzate zarodki, szyszki ponownie
moczono w 96% alkoholu etylowym przez okres 15 minut, po czym po zdjgciu
tusek, skalpelem oddzielano od nich nasiona wraz ze skrzydetkami. Nastepnie pod
binokularem zdejmowano tuping nasienna i wyjmowano zarodki z prabielma lub
stosowano megagametofit (prabielmo z niedojrzatym zarodkiem).

Nasiona z dojrzalymi zarodkami sterylizowano w 36% roztworze H,O, uzu-
pemionym kropla Tweenu (przez 15 minut), po czym trzykrotnie przeptukiwano w
wysterylizowanej wodzie destylowanej. Nastepnie przenoszono je na szalke Pe-
triego, z niewielka iloscig sterylnej wody destylowanej, zamykano i pozostawiano
przez 12 godzin w temperaturze 4 °C. Po tym czasie wyluskany, nieuszkodzony
zarodek umieszczano na pozywce.

We wszystkich fazach somatycznej embriogenezy stosowano pozywke pod-
stawowg MSG, opracowang przez Becwar i in. (1990), ktdra uzupetniano hormo-
nami wzrostu odpowiednio do danej fazy mnozenia modrzewia.

W fazie inicjacji kalusa embriogennego zastosowano rdwniez pozywki: BM-3
(Gupta i Durzan 1986) oraz MCM (Bornman i Jansson 1981, zmodyfikowang przez
Hristoforoglu i in. 1995). Odczyn wszystkich pozywek utrzymywano na poziomie
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pH 5,8+0,1. Pozywki utwardzano phytagelem (4 g/1) oraz sterylizowano w auto-
klawie przez 20 minut pod ci$nieniem 1 atmosfery w temp. 121 °C.

Roztwory *cis-trans ABA, IBA oraz L-glutaminy sterylnie filtrowano i do-
dawano do autoklawowanej, przestudzonej pozywki.

Do inicjacji kalusa embriogennego pozywke podstawowa uzupetniano: 2 mg/1
2,4-D (kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy), 1 mg/l BAP (6-benzyloaminopuryna)
oraz sacharoza w ilosciach 10-30 g/l. W niektérych wariantach dos§wiadczen do
pozywki podstawowej dodawano dodatkowo kinetyn¢ (2-2,5 mg/l) lub zeatyne
(0,5-1 mg/l).

Dojrzate i niedojrzate zygotyczne zarodki, po wyizolowaniu ich z nasion,
umieszczano na wyzej wymienionych pozywkach. W ten sposdb, po 4-6
tygodniach, z eksplantatu uzyskiwano odrgbna lini¢ kalusa embriogennego (repre-
zentujacego jeden genotyp).

W celu stwierdzenia, czy kalus jest embriogenny, czy tez nie, stosowano
acetokarmin, barwiacy na czerwono jadra komorek strefy embriogennej prazarod-
kéw (Gupta i Durzan 1987). Obecno$é takich komorek §wiadczy o tym, ze tkanka
jest embriogenna, a ich liczba — o stopniu embriogenicznosci.

W fazie inicjacji kalusa embriogennego:

— okreslono frekwencj¢ inicjacji kalusa embriogennego z dojrzatych i nie-
dojrzatych zarodkow zygotycznych (procent zarodkdw, ktore wyksztatcity tkanke
embriogenna),

— okreslono frekwencj¢ inicjacji kalusa embriogennego II i III generacji na
eksplantatach wtornych (dojrzatych somatycznych zarodkach). Jako eksplantaty
wykorzystano somatyczne zarodki uzyskane z linii kalusa pochodzenia Nadl.
Mtynary. Somatyczne zarodki wyksztalcone z macierzystej linii kalusa wyktadano
kolejno na pozywke do inicjacji kalusa embriogennego drugiej generacji, z ktérego
nastgpnie, na pozywce do dojrzewania, wyksztatcaty si¢ zarodki somatyczne, sta-
nowiace eksplantaty do uzyskania kalusa embriogennego i zarodkéw somatycz-
nych trzeciej generacji.

Ilo$¢ kalusa embriogennego na zarodku zygotycznym po 6-8 tygodniach
inkubacji jest niewielka, dlatego umieszczano go na pozywce MSG w celu
namnazania. Pozywke uzupetiano 2 mg/l 2,4-D, 0,5 mg/l BAP oraz sacharoza —
20 g/1. Pasaze na $wieza pozywke 1 podziaty kalusa wykonywano co 2 tygodnie.

Fazy inicjacji i namnazania kalusa embriogennego przebiegaja w ciemnosci, w
temperaturze 25 °C.

Okreslono przyrost $wiezej masy kalusa embriogennego 10 linii (4 francuskie
oraz 6 pochodzenia polskiego). Kalusy z kazdej linii wazono co 2 tygodnie.

Proces dojrzewania somatycznych zarodkéw modrzewia przebiegat w dwoch
fazach:

— faza aktywnego wzrostu kalusa embriogennego (7 dni od ostatniego po-
dziatlu) na pozywce MSG, uzupehionej 1% weglem aktywnym i sacharoza w ilosci
34 g/l,
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— faza dojrzewania fragmentéw kalusa na pozywce uzupetlnionej kwasem
abscysynowym — ABA (20-80 mM z 1mM IBA) oraz sacharozg (68,4 g/l).

Kultury hodowano w $wietle o niskim natezeniu (25-30 mE m™ s™), przy
fotoperiodzie 16 godzin i w temperaturze 25 °C.

Hodowlg kalusa prowadzono na statej pozywce lub na filtrze papierowym
umieszczonym na statej pozywce. W pierwszym przypadku kawalki kalusa wa-
zono przed wylozeniem ich na state pozywki, w drugim przypadku, w fazach
namnazania i dojrzewania, odwazong ilos¢ masy embriogennej (50-100 mg)
uzupehiano pozywka pltynng (5 ml) i wytrzasano. Nastgpnie z zawiesiny masy
embriogennej umieszczonej na filtrze papierowym odciagano pozywke za pomoca
pompy prozniowej (Whatman nr 2), na lejku Biichnera. Kalus embriogenny znaj-
dujacy sie na filtrze papierowym przenoszono na stala pozywke do namnazania lub
dojrzewania (Lelu, informacja ustna).

Po 2-3 tygodniach hodowli kultur na pozywce do dojrzewania wyksztatcaty
si¢ somatyczne zarodki w stadium globularnym, a po 3—4 tygodniach obserwowano
dojrzate zarodki w stadium liscieniowym. Wytworzona liczb¢ zarodkdéw prze-
liczano na 1 gram $wiezej masy kalusa embriogennego.

W tej fazie somatycznej embriogenezy modrzewia zbadano:

— wplyw genotypu na liczbe dojrzatych somatycznych zarodkéw (10 linii
kalusa: 6 genotypdw polskich i 4 francuskie, 10 powtdrzen, hodowla na filtrze). Do
dojrzewania somatycznych zarodkéw zastosowano pozywke podstawowa uzu-
petniong 60 mM ABA z 1 mM IBA. Liczono 4-tygodniowe somatyczne zarodki
ogolem (suma zarodkow w stadium globularnym i liScieniowym) oraz osobno
zarodki liScieniowe,

— wplyw stezenia ABA (20-80 mM) w pozywce do dojrzewania na liczbe
dojrzatych somatycznych zarodkéw w stadium globularnym i liscieniowym. So-
matyczne zarodki liczono po 3 i 6 tygodniach hodowli na pozywce z kwasem
abscysynowym. Doswiadczenia wykonano na kalusie embriogennym, 10 linii mo-
drzewia europejskiego (3 powtdrzenia z kazdego pochodzenia, hodowla na filtrze
papierowym),

— okreslono mozliwos¢ regeneracji somatycznych zarodkow z kalusa I1 1 111
generacji. Kalus drugiej generacji hodowano na filtrze papierowym umieszczonym
na pozywce do dojrzewania uzupetionej 60 mM ABA z 1 mM IBA, a zarodki
trzeciej generacji dojrzewaly na takiej samej pozywce, lecz na kawatkach kalusa
umieszczonych na podtozu statym, agarowym. Obserwacje wykonywano na za-
rodkach 4-tygodniowych.

Do kietkowania wybrano zarodki somatyczne na podstawie ich morfologii (z
wyraznie wyksztalconymi liScieniami, hipokotylem i korzeniem zarodkowym).
Dojrzate, liscieniowe zarodki wytozono na pozywke MSG z 20 g/l sacharozy, bez
hormonéw wzrostu. Po 2—4 tygodniach hodowli na tej pozywce obserwowano
wydtuzenie korzenia, hipokotyla i liscieni, a takze rozwdj pierwszych igiet (ho-
dowla w temp. 25 °C, fotoperiod — 16 h/dobg).
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Okreslono:

—udzial somatycznych zarodkow z liscieniami i z korzeniami po 14 128 dniach
od wylozenia na pozywke do kietkowania (zarodki linii polskich I, IT i Il generacji
1 francuskich),

—wplyw wieku zarodkéw (dtugosci hodowli kultur na pozywce do dojrze-
wania) na ich kietkowanie,

— wplyw stgzenia ABA (20-80 mM) w pozywce do dojrzewania
somatycznych zarodkow na ich kietkowanie i rozwdj jedno i dwumiesigcznych
siewek.

Siewki somatyczne (po konwersji na podtozu agarowym, tj. po miesigcu
hodowli na pozywce do kielkowania, z pierwszymi igtami lub ich zawiazkami i
rozwinietymi korzeniami) przenoszono na podtoza naturalne, ktére stanowity mie-
szanki torfu z piaskiem lub wemikulitem (v:v,1:1). Przez miesiac hodowano je w
fitotronie, w temperaturze 20 °C, przy fotoperiodzie 16 h/dobe¢, wilgotnosci po-
wietrza 80-90% i niskim natezeniu $wiatta (ok. 30 mE m™ s™'). Nastepnie wil-
gotnos¢ powietrza stopniowo obnizano (60-70%), a zwigkszano nat¢zenie §wiatta
(ok. 50 mE m™s™). Stosowano przemiennie opryski roztworami Benlate i Bravo, w
stezeniu 0,1-0,25%, oraz nawozenie ptynng pozywka 50% MS (Murashige i Skoog
1962). Po 2 miesigcach siewki przeniesiono do szklarni, a nastgpnie wysadzono w
szkotce w Sekocinie.

Zbadano wplyw stezenia ABA w pozywce do dojrzewania somatycznych
zarodkow na wzrost jedno i dwumiesigcznych siewek. Oceng statystyczna
wynikéw wykonano stosujac analiz¢ wariancji (istotno$¢ réznic oceniano testem
Tukeya). W tabelach i na rycinach podano wartos¢ srednig £btad standardowy.

W celu okreslenia stabilnosci genetycznej kultur modrzewia zastosowano
technik¢ markeréw DNA-RAPD (losowo amplifikowane polimorficzne DNA),
wedtug metodyki stosowanej w ZGiFDL w badaniach zmiennosci genetycznej
swierka pospolitego (Nowakowska, informacja ustna). Badania wykonano na ka-
lusie embriogennym I generacji — macierzystym (Nadl. Mtynary, linia nr 2920/8),
kalusie drugiej generacji (5 linii), pgdach jednomiesigcznych siewek somatycznych
drugiej generacji i pedach dwumiesi¢cznych siewek trzeciej generacji. Dla porow-
nania analizowano rézne linie kalusa embriogennego I i Il generacji oraz igly
jednorocznych siewek somatycznych (3 pochodzenia, w tym macierzyste).

Materiat roslinny (ok. 100 mg) rozcierano w cieklym azocie, a nastgpnie
ekstrahowano DNA za pomoca zestawdw do izolacji DNA (QIAGEN). Catkowita
zawarto§¢ DNA okreslono na podstawie migracji elektroforetycznej w 1% zelu
agarozowym z wykorzystaniem markera 100 pb DNA Ladder (MBI Fermentas), a
nastepnie za pomoca skanera, uzywajac programu Gel Doc™ 2000 (BioRad). W
dalszym etapie badan przeprowadzono analiz¢ zmiennosci genetycznej badanego
materiatu na podstawie reakcji fancuchowej polimerazy (PCR), przy zastosowaniu
techniki RAPD na 1,8% zelu agarozowym, stosujac marker100 pb DNA Ladder
Plus (MBI Fermentas). Uwzgledniajac zawartos¢ DNA genomowego, oszacowang
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dla kazdego rodzaju materiatu, przygotowano 15 ml mieszaniny reakcyjnej (QIAGEN
PCR Master Kit) dla kazdej proby (w nawiasie podano stezenia koncowe):

— DNA genomowe (30 ng),

— bufor reakcyjny (x1),

—MgCl, (4 mM),

—roztwér Q (x1),

— dNTPs (200 mM),

— starter firmy OPERON (0,4 mM),

— Taq polimeraza (0,4 U).

Mieszaning umieszczano w termocyklerze Biometra, zaprogramowanym na
40 cykli amplifikacji DNA. Kazdy cykl amplifikacji obejmowat 4 etapy. Pierwszy
etap: temp. 94 °C przez 1 min. 30 sek.; drugi etap: 94 °C przez 1 min.; trzeci: 37 °C,
1 min.; czwarty: 72 °C, 2 min. Konicowy etap reakcji PCR obejmowat: temp. 72 °C
przez 10 min. Powielone fragmenty DNA poddano nastepnie migracji elektrofore-
tycznej 1 analizowano zmiennosc¢ ich profilow migracyjnych za pomoca programu
Gel Doc™ 2000 (BioRad). W pierwszym etapie badan, na wyekstrahowanym
DNA z pedow dwumiesigcznych siewek somatycznych uzyskanych z kalusa em-
briogennego III generacji, zastosowano 18 starterow firmy Operon Technologies
(OPA - 06, 08, 09, 11, 16, OPB-05, 08, 13, OPC-04, OPE-08, 12, 17, OPF-07,
OPG-09, 10, 12, OPJ-01, 08). Do dalszych analiz wybrano dwa startery: OPF-07 i
OPG-09.

3. WYNIKI BADAN I DYSKUSJA

3.1. Inicjacja kalusa embriogennego

W doswiadczeniach przeprowadzonych na dojrzatych zygotycznych zarod-
kach modrzewia europejskiego nie uzyskano tkanki embriogennej. Do
zainicjowania tkanki embriogennej stosowano material ré6znego pochodzenia, w
réznych terminach zbioru, rézne pozywki podstawowe (MSG, BM-3 i MCM),
modyfikacje hormondw uzupehiajacych pozywke MSG oraz rozne st¢zenia sacha-
rozy w pozywce MSG (10 i 30 g/l). Mimo zastosowania tak wielu réznych
czynnikow w do$wiadczeniach, nie udato si¢ uzyska¢ kalusa embriogennego. W
niektorych powtorzeniach obserwowano pojawianie si¢ tkanki embriogennej, ktéra
jednak po paru pasazach brazowiata i zamierata.

Nie uzyskano tkanki embriogennej réwniez z niedojrzalych zygotycznych
zarodkow nasion ze zbioru szyszek w latach 1998 i 1999 w Nadle$nictwie
Olsztynek i w 1998 r. w Nadlesnictwie Lukow (tab. 2). W 2002 r. uzyskano kalus
embriogenny na niedojrzatych zarodkach zygotycznych (Nadl. Kutno). Frekwen-
cja inicjacji kalusa wyniosta 8,6% (tab. 2). Wyizolowane z nasion zarodki znaj-
dowaty si¢ w péznym stadium rozwoju, z wyraznymi licieniami (sierpien).
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Tabela 2. Inicjacja kalusa embriogennego na niedojrzalych zarodkach zygotycznych modrze-
wia europejskiego (Larix decidua Mill.)

Table 2. Embryogenic callus initiation on immature zygotic embryos of European larch (Larix
decidua Mill.)

Pochodzenie eksplantatow L. . o
Explants origin/ Zwiazki uzupelniajace ) Frekwenc;a‘mlqaql
. pozywke podstawowa Liczba kalusa embriogennego
Nadlesm.ctwo, Numer MSG eksplantatow Frequency of embryo-
data zb.lor.u drzewa Supplements No. of explants genic callus initiation
Forest Dlstrlct, Number of MSG basal medium (%)
collection date of tree
Nadl. Olsztynek 2,4-D-2 mg/1
07.1998 BAP-1 mg/l 39 0
sacharoza-10 g/l
Nadl. Lukow 3084 2,4-D-2,5 mg/l
07.1998 kinetyna-2,5 mg/1 27 0+
zeatyna-0,5 mg/l
sacharoza-20 g/l
2,4-D-2 mg/1
BAP-1 mg/l 17 0
sacharoza-30 g/l
2,4-D-2 mg/1
BAP-1 mg/l 10 0
sacharoza-10 g/l
Nadl. Lukow 3081 2,4-D-2 mg/1
07.1998 BAP-1 mg/l 40 0
sacharoza-10 g/l
2,4-D-2 mg/1
BAP-1 mg/l 30 0
sacharoza-30 g/l
Nadl. Lukow 3081 2,4-D-2,5 mg/l
07.1998 kinetyna-2,5 mg/1
30 0
zeatyna-0,5 mg/1
sacharoza-20 g/l
Nadl. Lukow 2864 2,4-D-2 mg/l 23 0+
07.1999 2926 BAP-1 mg/l 22 0
3084 sacharoza-30 g/l 15
Nadl. Kutno 2,4-D-2 mg/l
08.2002 BAP-1 mg/l 23 8,6
zeatyna-1 mg/1

+ obecnosé kalusa  occurrence of callus

W 2001 r. zainicjowano kalus embriogenny na niedojrzalych zygotycznych
zarodkach modrzewia europejskiego (wyktadano megagametofit) pochodzacych z
nasion z plantacyjnej uprawy nasiennej w Nadl. Lukow, w ktorej szyszki zebrano
pod koniec czerwca. Wykorzystano szyszki tylko z 5 drzew, poniewaz wigkszos¢
nasion byto pustych lub robaczywych (tab. 3). Nalezy nadmienic, ze byt to rok o
stabym obradzaniu szyszek modrzewia. Zaleznie od proby 8,6-35,7% zarodkow
wyksztalcilo kalus embriogenny (fot. 1).

W duzym procencie (40%) wyksztalcita si¢ tkanka embriogenna, gdy za-
stosowano jako eksplantaty wtorne dojrzate somatyczne zarodki w stadium liscie-
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niowym, wytworzone z kalusa linii nr 2920/1I/8 (Nadl. Mtynary). W ten sposob
uzyskano II generacje kalusa embriogennego, a z zarodkéw wytworzonych z tego
kalusa zainicjowano tkanke embriogenng u 80% eksplantatéw z zarodkéw globu-
larnych, a u 74,4% eksplantatow z zarodkow liscieniowych (I1I generacja kalusa)
(tab. 4).

Barwienie acetokarminem wykazato w zainicjowanej tkance embriogennej
obecnos¢ prazarodkdw (wczesne stadium rozwojowe somatycznych zarodkow)
(fot. 2).

Tabela 3. Inicjacja kalusa embriogennego modrzewia europejskiego na megagametoficie
Table 3. European larch embryogenic callus initiation on megagametophyte

. . Frekwencja inicjacji
Pochodzenie eksplantatéw/ Lo . . . .
R Rodzaj pozywki Liczba wylozo- | kalusa embriogennego
nr drzewa i kwatery S . F femb
Explants origin/tree and plot do inicjacji nych zarodkéw requency of emoryo-
Kind of initiation medium | No. of explants | genic callus initiation
number (%)
Nadl. Mtynary BM-3
2920/11 2,4-D-2 mg/l 34 26,5
BAP-1 mg/l
Nadl. Dobrocin BM-3"
3079/1 2,4-D-2 mg/1 14 35,7
BAP-1 mg/l
Nadl. Dobrocin BM-3
3079/11 2,4-D-2 mg/1 27 11,1
BAP-1 mg/l
Nadl. Dobrocin MSG
3079/111 2,4-D-2 mg/1
BAP-1 mg/l 3 8,6
zeatyna-1 mg/l
Nadl. Dobrocin MSG
3080/111 2,4-D-2 mg/1
BAP-1 mg/l 19 21,0
zeatyna-1 mg/l

* z dodatkiem 1 g/l hydrolizatu kazeiny, 2,4-D — 2 mg/l i BAP — 1 mg/l przez 2 tygodnie (Gupta i
Durzan 1986), nastepnie na pozywce MSG z dodatkiem 2 mg/l 2,4-D, 1 mg/l BAP i 1 mg/l zeatyny
with 1 g/l of hydrolysate casein, 2,4-D — 2 mg/l and BAP — 1 mg/l during 2 weeks (Gupta and
Durzan 1986), later on MSG medium with 2 mg/l 2,4-D, 1 mg/l BAP and 1 mg/I of zeatine

Fot. 1. Inicjacja kalusa embriogennego modrzewia eu-
ropejskiego na megagametoficie (pochodzenie nasion
Nadl. Mlynary)

Photo 1. Embryogenic callus initiation on megagameto-
phyte of European larch (Mlynary origin)
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Tabela 4. Inicjacja kalusa embriogennego drugiej i trzeciej generacji (linia macierzysta po-
chodzenia Nadl. Mlynary, numer 2920/11/8)
Table 4. Embryogenic callus initiation — second and third generation (parent line origin — Mtynary
Forest district, number 2920/11/8)

Rodzaj eksplantatu
(somatyczne zarodki)
Kind of explantat
(somatic embryos)

Liczba eksplantatéw
No. of explants

Frekwencja inicjacji
kalusa embriogennego
Frequency of embryogenic
callus initiation (%)

Liczba linii kalusa
embriogennego
No. of embryogenic
callus lines

II generacja kalusa embriogennego
Second generation of embryogenic callus

ZarodkKi liscieniowe 20 30,0 6
Cotyledonary embryos 20 55,0 11
20 60,0 12
20 25,0 5
20 30,0 6
Ogolem Total 100 40,0 40
III generacja kalusa embriogennego
Third generation of embryogenic callus
ZarodKi liscieniowe 15 66,7 10
Cotyledonary embryos 15 79,9 12
15 93.3 14
15 73,3 11
15 79,3 12
15 53.3 8
Ogolem Total 90 74.4 67
Zarodki globularne 15 79,3 12
Globular embryos 15 66,7 10
15 93,3 14
15 73,3 11
15 73,3 11
15 93,3 14
Ogélem Total 90 80,0 72

Fot. 2. Prazarodki

w kalusie embriogennym
Photo 2. Proembryos

in embryogenic callus !
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3.2. Faza namnazania kalusa embriogennego

Po pasazu kawatkow kalusa na pozywke¢ do namnazania obserwowano in-
tensywny wzrost jego swiezej masy (fot. 3). Widoczne byty réznice w przyroscie
kalusa embriogennego mig¢dzy liniami. Dla poréwnania okreslono przyrost swiezej
masy kalusa embriogennego linii francuskich i polskich (ryc. 1). Pomimo ze
wszystkie kultury hodowano na takiej samej pozywce, przyrost §wiezej masy
kalusa byl r6zny, co wskazuje na wptyw genotypu eksplantatu (wyprowadzonej z
niego linii kalusa embriogennego) na ten proces.

Nie wszystkie linie kalusa zainicjowane w czerwcu 2001 r. kontynuowaty
wzrost. Po 7 miesiacach hodowli na pozywce do namnazania obserwowano przy-
rost $wiezej masy kalusa u 87,5% linii, a po roku tylko u 45,8%. Podobnie za-
chowaly sig linie kalusa II generacji: po 9 miesiacach stwierdzono przyrost swiezej
masy kalusa u 58,8% linii modrzewia, natomiast pozostate zbrazowiaty i zamarly.

3.3. Dojrzewanie somatycznych zarodkow

W tej fazie mikrorozmnazania somatyczne zarodki powigkszaja rozmiary,
roznicuja si¢ 1 gromadza substancje zapasowe. Po 2 tygodniach hodowli na po-
zywce do dojrzewania (pozywka podstawowa uzupeliona 60 mM ABA z 1 mM
IBA) obserwowano zarodki w stadium globularnym, a po 3—4 tygodniach zarodki
liscieniowe (fot. 4).

Liczba wytworzonych somatycznych zarodkow (ogoétem, tj. sumy zarodkéw w
stadium globularnym i liScieniowym oraz osobno liscieniowych) 10 badanych linii
kalusa na pozywce podstawowej wskazuje wyraznie na wpltyw genotypu na ten
proces (ryc. 2a, b). Podobng zmiennos¢ w dojrzewaniu somatycznych zarodkoéw
stwierdzono migdzy liniami modrzewia pochodzenia polskiego i francuskiego.
Najwyzsza zdolno$¢ do embriogenezy wykazywala francuska linia 69.18
(Larixxleptoeuropaea). Po 3 tygodniach hodowli kalusa linii 69.18 na pozywce do
dojrzewania zarodkéw (na filtrze papierowym wytozonym na pozywce) uzyskano
liczne zarodki liscieniowe i globularne. Zaleznie od proby wyksztalcito sie

Fot. 3. Namnazanie kalusa embriogennego Fot. 4. Dojrzale somatyczne zarodki
Photo 3. Multiplication of embryogenic callus Photo 4. Mature somatic embryos
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800-1500 sztuk zarodkow somatycznych (w tym 60-70% zarodkow liscienio-
wych) z jednego grama swiezej masy kalusa. Najwyzsza zdolnos$¢ do regeneracji
somatycznych zarodkow modrzewia europejskiego wykazaty dwie linie pocho-
dzenia Nadl. Mtynary (linia nr 2920/11/6 i 2920/11/8).

Wplyw genotypu uwidocznit si¢ rowniez, gdy uzupetniono pozywke do doj-
rzewania réznymi stezeniami ABA (20-80 mM) i IBA (1mM). Okreslono srednia
liczbe¢ somatycznych zarodkéw zregenerowanych z 10 linii modrzewia europej-
skiego zainicjowanych na niedojrzatych zygotycznych zarodkach w 2001 r. (ryc.
3a, b). Z badanych linii 5 wytworzyto zarodki licieniowe, 1 — pojedyncze glo-
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Rye. 2. Liczba somatycznych zarodkow modrzewia N (na 1 g Swiezej masy kalusa) wyksztal-
conych na pozywce podstawowej uzupelionej 60 nM ABA z 1 pnM IBA w zaleznoSci od geno-
typu eksplantatu: a — somatyczne zarodki ogélem, b — zarodki liScieniowe (Sredniat+blad stan-
dardowy)

Fig. 2. Number of larch somatic embryos N (per 1 g of fresh weight of callus) on the basal medium
with 60 pM ABA z 1 uM IBA depending on explant genotype: a — total number of somatic embryos, b
— cotyledonary somatic embryos (mean+standard error)
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Ryec. 3. Liczba somatycznych zarodkoéw modrzewia europejskiego N (na 1 g Swiezej masy kal-
usa) w zaleznosci od stezenia ABA (1 uM IBA): a — somatyczne zarodki globularne, b — somatyc-
zne zarodki liScieniowe. Linie embriogenne pochodzenia Nadl. Mlynary (Sredniatblad
standardowy)

Fig. 3. Number of European larch somatic embryos N (per 1 g of fresh weight of callus) depending on
concentration of ABA (1 uM IBA): a— globular somatic embryos, b — cotyledonary somatic embryos.
Embryogenic lines origin from Mtynary Forest district (mean+standard error)

bularne, a 4 genotypy w tych warunkach hodowli w ogole nie wyksztatcity za-
rodkow (po 3 tygodniach hodowli na tych pozywkach). Poszczegdlne linie kalusa
charakteryzuja si¢ rozna zdolnoscia do regeneracji zarodkdéw i zareagowaly w
rézny sposéb na zastosowane w pozywce stezenia ABA. Najwigcej zarodkow
ogoétem (949 szt.) i liScieniowych (226 szt.) zregenerowato si¢ z kalusa linii
2920/11/8 na pozywce z 60 mM ABA. Podobnie zareagowata linia 2920/1I/1,
podczas gdy linia 2920/11/3 wytworzyta zarodki liscieniowe tylko na pozywce z 20
mM ABA (47 szt.). Zwigkszenie stgzenia ABA w podtozu do 80 mM nie miato
wyraznego wplywu na liczbg zregenerowanych somatycznych zarodkow u wig-
kszosci badanych linii.



61

Mikrorozmnazanie modrzewia europejskiego metodq somatycznej embriogenezy

Tabela 5. Liczba somatycznych zarodkéw liscieniowych po 3 i 6-tygodniach hodowli na pozyw-
ce uzupelnionej rézna iloscia ABA (pozywka podstawowa MSG; $rednia+blad standardowy)
Table 5. Number of somatic embryos at cotyledonary stage after 3 and 6 weeks on maturation medium
supplemented with different concentration of ABA (basal medium MSG; mean+standard error)

Srednia liczba somatycznych Srednia liczba somatycznych
zarodkow ogéltem/ zarodkow liScieniowych/
Pochodzenie/ Stezenie g Swiezej masy kalusa ] g Swiezej masy kalusa
nr linii kalusa ABA (mM) | Mean total number of somatic | Mean number of cotyledonary
Origin/ ABA concen- embryos/ somatic embryos/
No. of callus line tration (mM) g of fresh weight of callus g of fresh weight of callus
po 3 tygodniach po 6 tygodniach
after 3 weeks after 6 weeks
Nadl. 2920/11/1 20 238,65 62,77 497,57 + 89,45
Mtynary 40 553,85+ 73,94 695,79 + 108,85
60 521,85 +158,69 546,12 + 185,38
80 408,58 + 49,71 853,56 £ 119,39
2920/11/3 20 159,94 + 34,67 83,60 £ 22,11
40 31,64 + 18,99 6,32 +6,32
60 27,26 + 5,45 32,71+ 10,9
80 49,07 + 16,35 68,06 + 19,07
2920/11/6 20 280,14 + 115,62 290,76 102,11
40 420,36 £ 110,44 292,55+ 108,58
60 164,89 + 37,23 297,87 £21,28
80 346,36 £ 19,78 307,29 = 77.65
2920/11/8 20 988,51 + 193,94 969,03 + 165,58
40 711,97 £96,03 718,55 + 78,55
60 1175,38 + 269,00 1172,42 + 141,25
80 722,14 +£ 197,88 595,32 £92,18
2920/11/9 20 65,04 £44,78 27,10 33,19 inf.
40 307,76 £ 131,32 90,45 £ 27,95 inf.
60 398,37 £ 61,38 246,61 +25,85
80 252,03 +£8,13 165,31 + 68,72
Nadl. 3079/1/2 20 0 264,73 £ 74,25
Dobrocin 40 0 332,98 £ 72,5
60 0 367,58 + 66,61
80 0 283,38 £200,38
3079/U/8 20 0 39,28 + 27,77
40 0 62,5+20,83
60 0 41,66 + 8,02
80 0 18,52 12,25

Z wieloczynnikowej analizy wariancji wynika, ze stgzenie ABA nie wplywa
W sposéb statystycznie istotny (p<0,05) na liczbe wytworzonych somatycznych
zarodkow (globularnych i liscieniowych), po 3-tygodniowym okresie hodowli
kultur na pozywce uzupetnionej roznymi stgzeniami kwasu abscysynowego. Na-
tomiast istotny statystycznie (p<0,05) okazat si¢ wptyw linii kalusa (genotypu) na
ich liczbg. Po 6-tygodniowym kontakcie kultur z podtozem z ABA, u wigkszosci
badanych linii kalusa 100% somatycznych zarodkow rozwingto si¢ w zarodki
liScieniowe (tab. 5). Po tym okresie dwie z badanych linii, u ktérych nie ob-
serwowano zarodkow po 3-tygodniach hodowli na pozywce do dojrzewania, wy-
tworzyto zarodki w stadium liscieniowym (linie pochodzenia Nadl. Dobrocin, nr
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Tabela 6. Liczba somatycznych zarodkéw linii macierzystej (pochodzenia Nadl. Mlynary) oraz
zarodkow z kalusa I1 i I1I generacji na pozywce podstawowej (MSG) uzupelnionej 60 mM ABA
z 1 mM IBA (Sredniatblad standardowy)

Table 6. Number of somatic embryos of parent line (origin — Mtynary Forest district), and ofembryos
from 2™ and 3™ generation of callus on basal medium MSG supplemented with 60 mM ABA and 1
mM IBA (meantstandard error)

Liczba somatycznych zarodkow Liczba somatycznych zarodkow
Nr linii kalusa ogélem/gram é\"viez'ej masy liécieniowych/grar‘n Swiezej masy
No. of callus Ii kalusa embriogennego kalusa embriogennego
0. ot calfus € | 1131 number of somatic embryos/g Number of cotyledonary somatic embry-
of fresh weight of embryogenic callus | os/g of fresh weight of embryogenic callus

linia macierzysta 949,10 + 226,28 226,28 + 73,35
parent line
II generacja 290,34 + 38,46 59,51 +10,98
2" generation
III generacja 278,05+9,0 118,46 £ 13,50
3" generation

3079/1/2 i 3079/1/8). Przedtuzona hodowla kultur z trzech do szesciu tygodni
spowodowata wzrost liczby zarodkéw liscieniowych, u niektorych linii nawet
przewyzszajac liczbe zarodkow ogoédtem obserwowanych po trzech tygodniach.
Spowodowane byto to rozwojem somatycznych zarodkow w stadium globularnym
wewnatrz masy kalusa, w poczatkowym okresie hodowli niewidocznych na jego
powierzchni. Jak wykazaly pdzniejsze doswiadczenia, zarodki 6-tygodniowe cha-
rakteryzuja si¢ nizsza zdolnoscia kietkowania. Istotny statystycznie okazat si¢ — jak
poprzednio — wptyw genotypu na dojrzewanie somatycznych zarodkow.

Wyniki badan nad dojrzewaniem somatycznych zarodkow w przeprowadzo-
nych doswiadczeniach nie byty jednoznaczne. Mozna jednak stwierdzi¢, ze w celu
uzyskania najlepszej efektywnosci dojrzewania somatycznych zarodkéw modrze-
wia europejskiego wskazane jest uzupetienie pozywki podstawowej o ABA w
stezeniu 20—-60 mM 1 IBA, w stezeniu 1 mM.

Na duza wydajno$¢ mnozenia modrzewia europejskiego metoda somatycznej
embriogenezy wskazuje mozliwos¢ uzyskania dojrzatych somatycznych zarodkow
rowniez z kalusa I1 i I1I generacji (tab. 6).

3.4. Kielkowanie i adaptacja somatycznych siewek modrzewia do wzrostu
w warunkach naturalnych

Somatyczne zarodki modrzewia charakteryzuja si¢ wysoka zdolnoscig kietko-
wania, ktora w sposob widoczny zalezna jest od pochodzenia zarodkéw (tab. 71 8,
fot. 5).

Nie obserwowano wyraznego wptywu stezenia ABA w podlozu do doj-
rzewania somatycznych zarodkéw na ich kietkowanie (tab. 7). Jedynie zarodki
wyksztalcone z kalusa linii 2920/11/8 kielkowaty lepiej, gdy kultury hodowano na
podtozu z40 mM ABA (zdolno$¢ kietkowania 76,7%). Zaznaczyt si¢ wplyw wieku
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Tabela 7. Kielkowanie somatycznych zarodkéw modrzewia linii z Nadl. Mlynary w zaleznos$ci
od stezenia ABA (z 1 mM IBA) w pozywce do dojrzewania (Sredniatblad standardowy)

Table 7. Germination of somatic embryos of larch lines from Mlynary Forest district depending on
concentration of ABA (with 1 mM IBA) on the maturation medium (mean+standard error)

L Stezenie ABA (mM) Liczba somatycznych zarodkow | % zarodkéw
Numer linii h . . . . . PN
w pozywce do dojrzewania na pozywce do kielkowania z korzeniami
kalusa . . N
No. of callus line ABA concentration Somatic embryos number % of embryos
’ (mM) in maturation medium on germination medium with roots
2920/11/8 20 60 50,0 £ 6,7
40 60 76,7+33
60 90 48,9+ 6,8
80 60 40,0 +£ 6,7
2920/11/1 20 104 71,6 £4,3
40 75 67,8+ 1,1
60 90 63,3+£8,8
80 70 72,1 £4,6

Tabela 8. Kielkowanie somatycznych zarodkow uzyskanych z réznych linii kalusa embriogen-
nego pochodzacych z Francji na pozywce do dojrzewania z 60 mM ABA (1 mM IBA)

Table 8. Germination of somatic embryos from different embryogenic callus lines from France on the
maturation medium with 60 mM ABA (1 mM IBA)

L Liczba s?matyczny.ch zarodl.(ow Zarodki z korzeniami
Nr linii kalusa na pozywce do kietkowania .
. . Embryos with roots

No. of callus line Somatic embryos number Y
on germination medium ’

H18C 30 30,0

F80 30 13,3

Cl 300 11,3

69.18 93 73,0

Fot. 5. Kielkowanie somatycznych zarodkéw
Photo 5. Germination of somatic embryos
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Tabela 9. Wplyw wieku somatycznych zarodkéw modrzewia europejskiego na ich kielkowanie
po 14 i 28 dniach (pochodzenie Nadl. Mlynary; Sredniatblad standardowy)
Table 9. Influence of European larch somatic embryos age on theirs germination after 14 and 28 days
(origin of Mtynary Forest district; mean+standard error)

Wiek soma- Kielkowanie po 14 dniach Kielkowanie po 28 dniach
tycznych za- - Germination after 14 days Germination after 28 days
rodkéw Nr linii
(tygodnie) kalusa % zarodkéw % zarodkéw % zarodkéw % zarodkéw
Somatic No. of z liScieniami z Kkorzeniami z liScieniami z korzeniami
embr callus line | 9% of embryos % of embryos % of embryos % of embryos
yos age ) . . .
(weeks) with cotyledons with roots with cotyledons with roots
2920/11/1 98,30 = 1,67 70,0 +£2,29 98,33 +£ 1,67 88,33 £4,40
4 2920/11/3 86,67 + 8,82 56,67 £ 6,67 93,33 +£ 6,67 66,67 = 16,67
2920/11/6 | 94,44 +2.94 26,67+ 11,71 | 94,44+294 4222 + 11,66
Srednio | o3 15, 343 SILIT+12,81 | 9537+ 1,51 65,74 + 13,32
Mean
2920/11/1 96,67 + 3,33 66,67 + 6,67 96,67 + 3,33 76,67 + 6,67
5 2920/11/3 90,0+ 0 50,0£0 85,0 +£5,0 65,0+5,0
2920/11/6 | 98,33 + 1,67 13,33 +7,27 96,67 + 1,67 33,33+ 13,33
Srednio | o5, 554 4333+15,7 92,78 + 3,89 58,33+ 12,95
Mean
2920/11/ 1 82,17 £4,43 42,20+ 5,88 97,77 £2,23 48,87 + 8,87
6 2920/11/3 20,0 £10,0 45,0 £35,0 65,0 £35,0 50,0 = 40,0
2920/1/6 | 80,0 + 6,94 46,65 7,71 78,88 + 7,78 4777+ 7,73
Srf\;[’:;g 60,72+20,37 | 44,62+ 1,30 80,55+ 9,50 48,88 + 0,64

Tabela 10. Wplyw wieku somatycznych zarodkéw Larixxleptoeuropaea na ich kielkowanie
(linia 69.18; Sredniatblad standardowy)
Table 10. Influence of Larix x leptoeuropaea somatic embryos age on their germination (parent line

no. 69.18; meantstandard error)

Wiek somatycznych zarodkow Liczba somatycznych zarodkéw . .
. . . . Kielkowanie
(tygodnie) na pozywce do kielkowania L
. . Germination
Somatic embryos age Number of somatic embryos (%)
(weeks) on germination medium °
4 93 73,02 +3,7
5 54 46,97 + 4,74
7 325 15,14 +£3,91
8 52 22,83 +£1,48

somatycznych zarodkow (dtugos¢ hodowli kultur na podtozu z ABA) na ich
zdolnos¢ kietkowania. Najwyzszy wskaznik kietkowania (% zarodkow z
korzeniami) po 14 i 28 dniach hodowli na podtozu do kietkowania miaty zarodki 4-
tygodniowe (odpowiednio 51,11 i 65,74%, tab. 9). Taka sama zaleznos¢
stwierdzono dla linii francuskiej (tab.10).
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Tabela 11. Kielkowanie somatycznych zarodkéw modrzewia europejskiego II i III generacji
kalusa embriogennego (linia macierzysta pochodzenia Mlynary, nr 2920/11/8; $redniatblad

standardowy)

Table 11. Germination of the European larch somatic embryos of 2™ and 3™ generation of embryo-
genic calluses (parent line origin — Mlynary Forest district, no. 2920/11/8; mean+tstandard error)

Numer linii/

Kielkowanie

po 14 dniach

Kielkowanie po 28 dniach

generacja somI;wt;cl;?lych Germination after 14 days Germination after 28 days
kalusa zarodKkéw % zarodkow z | % zarodkéw | % zarodkéw % zarodkow
) No. of Somatic em- liscieniami z korzeniami z liscieniami z korzeniami
llne/cal_lus brvos number % of embryos | % of embryos | % of embryos | % of embryos
generation Yy with cotyledons with roots with cotyledons with roots
1 15 80,0 66,7 80,0 66,7
2 15 73,3 46,7 73,3 66,7
3 I 15 100,0 73,3 100,0 73,3
4 15 100,0 93,3 100,0 92,5
5 15 53,3 86,7 53,3 53,3
6 58 89,3 59,6 93,7 70,5
Srednmio | g) 6173 71,0 £7.8 833+75 70,5 + 5,3
Mean
1 170 100,0 81,8 100,0 87,3
3 15 60,0 20,0 80,0 46,7
5 il 25 72,0 40,0 100,0 44,0
6 30 83,3 46,7 83,3 60,0
7 60 88,3 20,0 91,7 40,0
Srednio | ¢ 71638 41,7+113 91,0 £4,2 55,6 + 8,6
Mean

Tabela 12. Wplyw stezenia ABA (1 mM IBA) w pozywce do dojrzewania na wielko$¢ dwumie-
sigcznych somatycznych siewek modrzewia europejskiego (pochodzenie Nadl. Mlynary; $red-
niatblad standardowy)
Table 12. Influence of ABA concentration (1 mM IBA) in maturation medium on size two-month-old
somatic seedlings of European larch (origin — Mlynary Forest district; mean+standard error)

Nr linii kalusa | Liczba siewek Stezenie ABA(mM) Dlugosé Dlugosé
embriogennego | somatycznych | w pozywce do dojrzewania korzenia pedu
No. of embryo- | No. of somatic | ABA (mM) concentration Root length Shoot length
genic callus line seedlings in maturation medium (cm) (cm)
20 1,04 £ 0,24 0,56 + 0,08
40 0,93 + 0,06 0,60 + 0,04
2920101 106 60 0,82+ 0,06 0,66 £ 0,03
80 1,03 + 0,07 0,66 + 0,02
20 1,05+0,19 0,63 +£0,05
2920/11/7 24 60 1,00 +£0,21 0,67 £0,05
80 1,02+0,16 0,56 + 0,02
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. Fot. 6. Dwumiesi¢czna siewka
somatyczna

Photo 6. Two-month-old somatic
seedling

w K d”

Wysoka wartos¢ kietkowania miaty réwniez somatyczne zarodki wytworzone
na kalusie II generacji, po 14 i 28 dniach 71,0 i 70,5%, 1 Il generacji — odpowiednio
41,71 55,6% zarodkéw z korzeniami (tab. 11), przewyzszajaca warto$¢ kietkowa-
nia linii macierzystej (pochodzenie Nadl. Mtynary, linia nr 2920/11/8) (tab. 7). Do
dojrzewania zarodkdéw zastosowano pozywke uzupetniong 60 mM ABA z 1 mM
IBA).

Dwumiesigczne somatyczne siewki, z prawidtlowo uksztaltowanym korze-
niem i zawigzkami pierwszych igiet lub wyraznymi igtami (fot. 6) wysadzono w
mieszaninie torfu z piaskiem lub wermikulitem (v:v, 1:1), (tab. 12). Analiza sta-
tystyczna wynikow potwierdza brak istotnego statystycznie wptywu stgzenia kwa-
su abscysynowego w pozywce do dojrzewania somatycznych zarodkow na dhugosé
korzenia i pedu dwumiesigcznych siewek.

Somatyczne siewki modrzewia po wysadzeniu ze sterylnego podtoza do wa-
runkow naturalnych przez okres 1-2 miesigcy hodowano w fitotronie w warunkach
wysokiej wilgotnosci powietrza (80-90%), nastepnie stopniowo obnizano wil-
gotnos¢ powietrza (60—70%) i przenoszono do szklarni. Przezywalnos$¢ siewek
somatycznych wskazuje na wysoka zdolno$¢ adaptacji do warunkow naturalnych

Fot. 7. Dwuletnie sadzonki modrze- Fot. 8. Dwuletnie sadzonki mieszancow Larixxleptoeuro-
wia europejskiego paea

Photo 7. Two-year-old somatic see- Photo 8. Two-year-old plantlets of Larix xleptoeuropaea
dlings of European larch
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modrzewia zardwno europejskiego (przezywalnos¢ 30—50%), jak i mieszancow uzy-
skanych z Francji (linia 69.18 — przezywalnos¢ siewek zaleznie od proby 50-80%).
Siewki te charakteryzuja si¢ takze dobrym wzrostem po przesadzeniu ich do
podioza (fot. 7, 8). Zwickszenie przezywalnosci byloby mozliwe poprzez hodowle
siewek w szklarni z automatycznym zamglawianiem. W 1999 r. 165 somatycznych
siewek zregenerowanych z kalusa linii 69.18 (Larix*leptoeuropaea Dengler)
wysadzono w szkotce w Sgkocinie. Wszystkie siewki przezimowaty i wiosna
wykazywaly prawidlowy rozwoéj. Wiosna 2002 r. wysadzono w szkdtce w Segko-
cinie 90 siewek somatycznych modrzewia europejskiego (pochodzenia Nadl.
Mtynary), ktére po trzech sezonach wegetacyjnych takze charakteryzowaly sig¢
prawidlowym rozwojem i wzrostem pedu.

3.5. Stabilno$¢ genetyczna kultur modrzewia europejskiego

Z analizy zmiennosci genetycznej, wykonywanej technika RAPD, wynika, ze
badane kultury modrzewia sa stabilne genetycznie. Na podstawie migracji elektro-
foretycznej genomowego DNA wyekstrahowanego z pedéw dwumiesigcznych
siewek somatycznych otrzymanych z kalusa III generacji, oszacowano zawartosc¢
DNA, ktéra wahata si¢ od 75 do 242 ng/ul, w pedach jednomiesigcznych siewek I1
generacji 70-120 ng/ul, w kalusie I generacji 28-53 ng/ul, a Il generacji 52-90
ng/ul. Analiza 18 starterow w reakcji PCR (DNA z pedow dwumiesiecznych
siewek somatycznych z kalusa III generacji) wykazala najwigksza ilos¢ frag-
mentéw DNA dla starteréw: OPF-07 i OPG-09. Rycina 4 przyktadowo przedstawia
analiz¢ RAPD tego materiatu (starter OPF-07). Migracj¢ elektroforetyczng DNA
(starter OPG-09) z pedow jednomiesi¢cznych siewek z kalusa II generacji (profile

Ryc. 4. RAPD (OPF-07) pedéw dwumiesi¢cznych somatycznych siewek modrzewia z kalusa em-
briogennego III generacji

Fig. 4. RAPD (OPF-07) of two-month-old larch somatic seedlings from 3™ generation of embryogenic
callus
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Ryec. 5. RAPD (OPG-09) pedow jednomiesiecznych siewek z kalusa II generacji (profile migra-
cyjne nr 2—6), somatyczne zarodki z kalusa II generacji —7, od 8-10 igly jednorocznych siewek
z trzech linii, 11-15 rézne linie kalusa I generacji i profile 16-20 reprezentuja rézne kalusy II
generacji

Fig. 5. RAPD (OPG-09) of one-month-old shoots of seedlings from 2™ generation callus (migration
profiles No. 2-6), somatic embryos from 2™ generation of callus —7, 8-10 needles one-year-old
seedlings from 3 lines, 11-15 different lines of 1% generation callus, 16-20 different callus of 2™
generation

migracyjne 2-6), somatycznych zarodkéw z kalusa II generacji (7), igiet
jednorocznych siewek z trzech linii (8—10), réznych linii kalusa I generacji (11-15)
i r6znych kalusow II generacji (16-20) pokazano na rycinie 5. Komputerowa
analiza wielkosci powielonych fragmentéw DNA nie wykazata r6znic w profilach
migracyjnych badanego materiatu.

4. PODSUMOWANIE

Faza inicjacji kalusa embriogennego

Uzyskano stosunkowo wysoka frekwencje¢ inicjacji kalusa embriogennego
modrzewia europejskiego przy zastosowaniu jako eksplantatu megagametofitu.

Na ten pozytywny wynik ztozylo si¢ wiele czynnikow: przede wszystkim
odpowiednie stadium rozwojowe zarodkow (stadium przedliscieniowe), na co miat
wplyw termin zbioru (koniec czerwca) i warunki pogodowe (upalna wiosna).
Korzystne okazato si¢ rowniez wylozenie eksplantatéw (megagametofit) na 2
tygodnie na pozywke podstawowa BM-3, stosowang w celu uzyskania soma-
tycznej embriogenezy sSwierka pospolitego (Gupta i Durzan 1986, wzbogacong o
hydrolizat kazeiny w ilosci 1 g/l), a takze dalsza hodowla kalusa na pozywce MSG
uzupetnionej 2,4-D (2 mg/l) z BAP (1 mg/l) i dodatkowo zeatyna (1 mg/l). Nalezy
zaznaczy¢, ze wykonano tylko jeden zbidr szyszek w czerwcu 2001 r., w roku
nieurodzaju nasion modrzewia.

Rowniez inicjacja kalusa embriogennego na niedojrzatych zygotycznych za-
rodkach w poznym stadium rozwojowym byta zadowalajaca. Jednak wada za-
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stosowania niedojrzatych zygotycznych zarodkow jako zrédla eksplantatow sg
trudnosci ich pozyskiwania w odpowiednim stadium rozwojowym (ze wzgledu na
krotki okres rozwoju zarodkow), zaleznym od warunkdéw pogodowych w danym
sezonie wegetacyjnym. Ponadto kosztowny jest wielokrotny zbidr szyszek. Z tego
wzgledu podjgto proby nad zastosowaniem do inicjacji tkanki embriogennej doj-
rzatych zarodkdw zygotycznych, co daje mozliwos$¢ wykorzystania jako materiatu
wyjsciowego do rozmnazania rowniez nasion przechowywanych w chtodniach.
Lelu ze wspotautorami (1994a) jako jedyni uzyskali kalus embriogenny (5%) u
Larix decidua, stosujac jako eksplantaty dojrzate zarodki zygotyczne. W swych
badaniach zastosowali oni nasiona z Nadle$nictwa Suchedniow, obrgb Blizyn, ze
zbioru w 1987 r. W niniejszych badaniach, pomimo wielu préb, nie udato sig¢
uzyska¢ tkanki embriogennej z zarodkow z nasion tego samego pochodzenia i
zbioru. Na inicjacj¢ kalusa embriogennego maja wptyw, poza pochodzeniem na-
sion, warunki ich dojrzewania i przechowywania, a takze termin ich zbioru.

Podstawowa trudnoscia w somatycznej embriogenezie modrzewia europejskie-
go jest faza inicjacji kalusa embriogennego na dojrzatych zygotycznych zarodkach.

Wedhig Chatupki (informacja ustna) nieskutecznos¢ inicjacji kalusa z doj-
rzatych zarodkow generatywnych u tego gatunku wynika z wystgpowania roznego
rodzaju zaburzen w procesie rozmnazania generatywnego, a szczegolnie na roz-
nych etapach rozwoju zarodka, czego efektem koncowym jest niezwykle niski
procent wytwarzanych pelnych nasion. Zaburzenia wystepujace w koncowej fazie
dojrzewania zarodka moga by¢ przyczyna braku jego zdolnosci do inicjacji tkanki
embriogennej. Uzyskanie takiej tkanki z niedojrzatych zarodkéw modrzewia po-
zwala przypuszczac, iz w procesie formowania zarodkow zygotycznych jedynie w
niektorych fazach mozliwa jest inicjacja tkanki embriogenne;.

Faza inicjacji kalusa embriogennego wymaga dalszych badan, w ktorych
nalezy réwniez uwzgledni¢ inne zZrédta eksplantatow (igly, paki z siewek so-
matycznych i zygotycznych, a takze ze starych drzew).

Namnazanie kalusa embriogennego

W fazie namnazania kalusa embriogennego stwierdzono intensywny przyrost
swiezej masy kalusow trzech generacji. Obserwowano zamieranie czesci linii w
trakcie namnaznia kalusa. Thompson i von Aderkas (1992) podaja, ze 21-93%
niedojrzatych zarodkow Larix occidentalis wyksztakcito kalus embriogenny, a
tylko 3% kontynuowalo wzrost w postaci stabilnych linii embriogennych.

Dojrzewanie somatycznych zarodkow

W tej fazie kultury wyktadano kalus embriogenny na pozywke bez hormonow
wzrostu, uzupetlniong weglem aktywnym, na 1 tydzien (Becwariin. 1987). Wegiel
aktywny absorbuje auksyny, cytokininy, fenole i substancje toksyczne. Nastgpnie
dodawano do podtoza egzogennego +cis trans ABA, ktéry stymuluje proces
prawidlowego dojrzewania somatycznych zarodkow.

Dane z literatury wykazuja, ze uzupehlienie pozywki podstawowej o kwas
abscysynowy (ABA) jest niezbgdne dla dojrzewania somatycznych zarodkow
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modrzewia, podobnie jak wielu gatunkow drzew iglastych (von Arnold i Hakman
1988; Misra 1994; Vagner i in. 1998; Filonova 2000a, b). Kwas abscysynowy
odgrywa istotna rolg podczas rozwoju zygotycznych i somatycznych zarodkow.
Hormon ten ma wplyw na gromadzenie i syntez¢ substancji zapasowych oraz
hamuje przedwczesne ich kietkowanie jeszcze na kalusie oraz wptywa na poz-
niejsze ich kielkowanie (Roberts i in. 1990). Kwas abscysynowy hamuje proces
namnazania tkanki embriogennej i wzrost wigkszosci linii kalusa. Tak dlugo, jak
auksyny i cytokininy sa obecne w podtozu, réznicowanie somatycznych zarodkow
jest zahamowane (Filonova i in. 2000a, b).

Dojrzewanie somatycznych zarodkow Larix leptoeuropaea wyraznie zalezato
od obecnosci egzogennego ABA w podiozu, a zawartos¢ ABA w zarodkach
skorelowana byla ze stgzeniem tego zwigzku w podtozu do dojrzewania (Lelu i
Label 1994). Na podlozu bez kwasu abscysynowego somatyczne zarodki wy-
kazywaty nienormalny rozwdj (bez hipokotyla i wyodrebnionych liscieni). Uzu-
petienie podtoza o ABA spowodowalo natomiast rozwdj zarodkow o morfologii
identycznej lub podobnej jak u zarodkoéw zygotycznych. Po pasazu kultur na
pozywke uzupelniong o kwas abscysynowy zarodki natychmiast absorbowaly ten
hormon, natomiast wyroste na pozywce bez ABA wykazywaly jego brak lub
znikoma ilo$¢. Podobne wnioski wynikaja rowniez z doswiadczen Lelu ze wspot-
pracownikami (1994b). ABA w podtozu powoduje synchroniczny i prawidtowy
rozwoj somatycznych zarodkéw Larixxleptoeuropaea, a ich morfologia jest zbli-
zona do zarodkow zygotycznych. Badania Gutmann i wspétautoréw (1996) wy-
konane na kalusie tej samej linii potwierdzily, ze do prawidlowego rozwoju
zarodkow dochodzi tylko wowczas, gdy przez 4 tygodnie kalus jest wytozony na
pozywke uzupetlniona 60 mM ABA. Bez kwasu abscysynowego zarodki sa nie-
prawidlowo rozwinigte. Tylko u zarodkow wytworzonych na podtozu z ABA
stwierdzono obecnos¢ biatek zapasowych. Z badan Label i Lelu (2000) wynika, ze
ABA jest natychmiast pobierany przez tkanke po jej wytozeniu na podtoze. Stwier-
dzono brak syntezy endogennego ABA podczas dojrzewania somatycznych zarod-
kow Larixxleptoeuropaea. Podczas hodowli kultur na pozywce z ABA
nastgpowata akumulacja tego zwigzku w zarodkach. Von Aderkas i in. (2001)
badajac poziom regulatorow wzrostu podczas dojrzewania somatycznych zarod-
kéw mieszanca Larix kaempferixL. decidua, stwierdzili, ze kultury hodowane na
podtozu uzupetnionym 60 uM ABA wytworzyly somatyczne zarodki o znacznie
wyzszej zawarto$ci kwasu abscysynowego niz zarodki zygotyczne. Cytowane
badania prowadzone byly na mieszancach modrzewia i ograniczaly si¢ do jednej
linii kalusa. W przypadku kalusa linii 69.18 (Larix leptoeuropaea) najwigksza
liczbg¢ wyksztalconych somatycznych zarodkow (z jednego grama $wiezej masy
kalusa) uzyskano réwniez na podtozu uzupelnionym ABA, w stezeniu 60 mM z 1
mM IBA, podczas hodowli kultur na tym podtozu przez 3—4 tygodni. Byta to linia
wyjatkowa, o wysokiej zdolno$ci do regeneracji somatycznych zarodkéw. Liczne
zarodki wytworzone z tej linii kalusa charakteryzowaly si¢ wysoka zdolnoscia
kietkowania i adaptacji somatycznych siewek do warunkéw naturalnych. Z zai-
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nicjowanych linii polskich Larix decidua podobne wlasciwosci miaty dwie linie:
2920/11/8 (z ktdrej uzyskano dwie generacje kalusa) i linia 2920/11/1 (pochodzenie
Nadl. Mtynary). Przedtuzenie okresu hodowli kultur modrzewia europejskiego (z 3
do 6 tygodni) na pozywce do dojrzewania spowodowato znaczne zwigkszenie
liczby somatycznych zarodkéw w stadium liscieniowym, co jednak wptywato
negatywnie na ich kietkowanie.

Stwierdzono wyrazny wpltyw genotypu eksplantatu na proces dojrzewania
somatycznych zarodkéw. O wptywie genotypu eksplantatu na proces somatyczne;j
embriogenezy donosity juz wezesniejsze badania (Becwariin. 1987, Becwar 1993,
Cheliak i Klimaszewska 1991). Miedzy innymi obszerne badania nad wplywem
genotypu linii kalusa na wszystkie etapy somatycznej embriogenezy S$wierka
biatego (Picea glauca) zbadali Park i in. (1993, 1994, 1998). Z badan tych autoréw
wynika, ze genotyp ma najwigkszy wplyw na inicjacj¢ tkanki embriogennej, a
mniejszy na pozostale fazy somatycznej embriogenezy.

Nie mozna w sposob jednoznaczny ustali¢ optymalnego st¢zenia ABA dla
wszystkich badanych linii modrzewia europejskiego rodzimego pochodzenia. Nie-
mniej stosowane ste¢zenia ABA (20—60 mM z 1 mM IBA) dla wigkszosci badanych
linii pozwolity na uzyskanie duzej liczby somatycznych zarodkéw w stadium
liScieniowym z jednego grama swiezej masy kalusa embriogennego (z kalusa linii
macierzystych jak i I1 1 Il generacji).

Kietkowanie somatycznych zarodkow i adaptacja siewek do wzrostu i rozwoju
w warunkach naturalnych

Nie stwierdzono wyraznego wptywu ste¢zenia ABA w podtozu do dojrzewania
na kietkowanie somatycznych zarodkéw i poézniejszy rozwoj zarodkow w siewki.
Podobne wyniki uzyskali wczesniej dla Larixxleptoeuropaea Label i Lelu (1994).
Nie stwierdzono rowniez korelacji migdzy stezeniem ABA w pozywce do doj-
rzewania somatycznych zarodkow a ich zdolnoscia kietkowania. Wystapit jednak
wplyw tego zwiazku na rozwdj czesci nadziemnej siewek. W przeprowadzonych
doswiadczeniach obserwowano wptyw wieku somatycznych zarodkéw na ich
kietkowanie, zarowno linii polskich jak i francuskich. Lelu i in. (1994c) réwniez
stwierdzili wptyw okresu hodowli tkanki embriogennej na pozywce do dojrze-
wania na kietkowanie somatycznych zarodkdéw Larixxleptoeuropacea.

Adaptacja siewek somatycznych modrzewia europejskiego i linii z Francji
przebiegala stosunkowo tatwo. Siewki somatyczne modrzewia zaréwno euro-
pejskiego, rodzimych pochodzen, jak i mieszancow uzyskanych z kalusa z Francji
(szczegolnie z linii nr 69.18) charakteryzuja si¢ wysoka zdolnoscia do adaptacji do
warunkow naturalnych i dobrym wzrostem juz w pierwszym sezonie wegetacji.

Mato jest dotychczas badan nad somatyczng embriogeneza Larix decidua.
Badania takie dotycza mieszancow modrzewia europejskiego, ograniczajac si¢ na
0go6t do jednej linii. Najczesciej badang jest linia numer 69.18 (zainicjowana na
niedojrzatym zygotycznym zarodku Larixxleptoeuropaea Dengler w 1993 r. w
INRA, w Orleanie), na ktérej prowadzone sa badania we Francji i Kanadzie.
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Stabilnos¢ genetyczna kultur modrzewia europejskiego

Analizy RAPD jedno- i dwumiesigcznych siewek somatycznych modrzewia
europejskiego Il generacji i Il generacji oraz kalusa embriogennego (I i II ge-
neracji) wskazywaty na brak zmiennosci, okreslonej jako somaklonalna (Larkin i
Swocroft 1981), badanego materiatu.

Zmiennos¢ ta mogg powodowac rézne czynniki, np: dlugoterminowa hodowla
kultur, duza czestotliwos¢ pasazy, a zwlaszcza zastosowanie wysokich stgzen
auksyny 2,4-D. Auksyna jest jednak niezbedna do inicjacji i namnaznia kultur
kalusa wigckszosci gatunkéw drzew iglastych, w tym i modrzewia. Weryfikacja
statosci genetycznej roslin zregenerowanych metoda somatycznej embriogenezy
jest szczegdlnie wazna, ze wzgledu na dlugowiecznos¢ drzew oraz produkcje
materiatu sadzeniowego na skal¢ gospodarcza. Okreslenie tej zmiennosci jest
réwniez istotne, gdy eksplantaty pochodza ze starszego materiatu. Badania nad
obecnoscig lub brakiem zmiennosci somaklonalnej moga by¢ prowadzone w rézny
sposéb: na poziomie morfologicznym, cytologicznym, biochemicznym (izoen-
zymy, terpeny, antygeny) i molekularnym (markery DNA — RAPD i RFLP).

Stosujac metod¢ analizy izoenzymatycznej Eastman i in. (1991) otrzymali
takie same zymogramy dla linii matecznej kalusa, subklonéw i somatycznych
zarodkow liscieniowych uzyskanych w somatycznej embriogenezie rodzimego
swierka (Picea glauca engelmannii). Stwierdzono, Zze zastosowany system roz-
mnazania jest wlasciwy 1 moze by¢ stosowany w celu klonalnego rozmnazania
rodzimego $wierka. Podobnie Sutkowska i Szczygiet (1995) oraz Szczygiet i
Sutkowska (1996), stosujac analizy izoenzymatyczne wybranych linii kalusa em-
briogennego $wierka pospolitego z réznych rodzimych proweniencji, kolejnych
generacji kalusa (I, II, III) oraz kalusa embriogennego i zregenerowanych z niego
somatycznych zarodkdéw oraz jednomiesiecznych siewek, nie obserwowaty zmian
w zymogramach badanych kultur, co sugeruje na stabilno$¢ genetyczna badanego
materiatu. Fourre i in. (1997) stwierdzili brak somaklonalnej zmiennosci, stosujac
technike RAPD (zbadano liczne proby i zastosowano wiele starteréw) u 4 linii
embriogennych §wierka pospolitego namnazanych przez 4 lata. Ostatnie badania
Harvengt i in. (2001) potwierdzaja genetyczna stabilno$¢ na poziomie mole-
kularnym mig¢dzy somatycznymi zarodkami uzyskanymi ze starszych eksplantatow
(3-letnie igly siewek somatycznych) a zregenerowanymi siewkami i sadzonka
mateczna. Wyniki te uzyskano na podstawie analiz 6 jadrowych markerow mi-
krosatelitarnych.

Zastosowana technika mnozenia modrzewia poprzez somatyczng embriogeneze
nie wywotuje zatem zmiennosci somaklonalne;.

Ze wzgledu na problem niewystarczajacej ilosci nasion koniecznych do od-
nowien populacji modrzewia w Polsce, badania nad jego somatyczna embrio-
genezg sa istotne w celu uzyskania odpowiedniej liczby materiatu sadzeniowego z
wczesniej wyselekcjonowanych — ze wzgledu na cechy przydatne dla lesnictwa —
genotypoéw (Chatupka, informacja ustna).



Mikrorozmnazanie modrzewia europejskiego metodq somatycznej embriogenezy 73

5. WNIOSKI

1. Zastosowanie jako eksplantatu megagametofitu oraz uzupetienie pozywki
podstawowej (MSG) o 2,4-D (2 mg/1), BAP (1 mg/l) i zeatyng¢ (1 mg/l) umozliwito
uzyskanie wysokiej frekwencji inicjacji kalusa embriogennego (35,7%) modrze-
wia europejskiego.

2. Najwyzszg efektywno$¢ dojrzewania somatycznych zarodkdéw uzyskano,
gdy kultury hodowano przez 4 tygodnie na pozywce podstawowej (MSG) uzu-
petionej ABA, w ilosci 20-60 mM i 1 mM IBA (zaleznie od genotypu), na swietle
o niskim natezeniu (25-30 mE m™s™).

3. Genotyp eksplantatu ma wyrazny wplyw na proces inicjacji tkanki em-
briogennej i dojrzewanie somatycznych zarodkow.

4. Na duza wydajno$¢ somatycznej embriogenezy modrzewia europejskiego
wskazuje mozliwos¢ uzyskania kilku generacji kalusa embriogennego, duzej licz-
by somatycznych zarodkéw, a z nich siewek.

5. Analiza zmiennosci genetycznej, przy zastosowaniu techniki RAPD, wy-
kazata brak zmiennosci somaklonalnej migdzy kalusem embriogennym, siewkami
somatycznymi i trzema generacjami badanych kultur modrzewia europejskiego.

6. Wysoka efektywno$¢ somatycznej embriogenezy modrzewia oraz wysoka
zdolno$¢ adaptacji somatycznych siewek do warunkéw naturalnych wskazuja na
mozliwos¢ wykorzystania tej metody mnozenia na szersza skalg.

Serdecznie dziekuje Pani doc. dr hab. Krystynie Bojarczuk
za pomoc w przygotowaniu niniejszej pracy oraz
Pani Jolancie Bieniek za zaangazowanie w pracach laboratoryjnych.

Praca zostata ztozona 20.05.2005 r. i przyjeta przez Komitet Redakcyjny 20.06.2005 r.

MICROPROPAGATION OF EUROPEAN LARCH (LARIX DECIDUA MILL.)
VIA SOMATIC EMBRYOGENESIS

Summary

The aim of this study was to apply modified method of somatic embryogenesis for
multiplication of European larch (Larix decidua Mill.) Polish origin. Mature and immature
zygotic embryos with endosperm (megagametophyte) were used for embryogenic tissue (callus)
initiation. Embryonal tissue with mature zygotic embryos has not been obtained. Best results of
callus induction were on the MSG basal medium supplemented with 2.4-D (2 mg/1), BAP (1
mg/l) and zeatin (1 mg/l). Megametophyte (with the embryos at precotyledonary stage) as an
explant showed a 35.7% frequency of embryogenic callus formation. Maturation of somatic
embryos was achieved on MSG medium containing ABA within the range 20-60 pM with 1pM
IBA. After 3—4 weeks, cotyledonary somatic embryos on the maturation medium developed (on
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average 226 per 1 g fresh weight of callus). Three generations of embryogenic tissue were
obtained. The somatic embryos that developed from the embryogenic tissue were germinated
and developed into plantlets. Germination of somatic embryos was performed on the MSG
medium without the use of growth hormones and the germination rate for L. decidua was 48.9%
for parent line, 70% for the second generation somatic embryos and 73% for L. xleptoeuropaea
Dengler. The embryogenic tissue initiation as well as somatic embryos maturation depended on
the genotype of the explant. After 2 months, the plantlets with roots and primary needles were
transferred onto the mixture of peat and sand or vermiculite (viv, 1:1) and placed in the
greenhouse and then in the nursery in Sgkocin. After fall acclimation, somatic seedlings had
similar growth and development over 3 growing seasons as zygotic seedlings. These results
suggest the possibility for future use of this method as a good way for plant material production.

(transl. K. M.)
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