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MIKROROZMNA¯ANIE MODRZEWIA EUROPEJSKIEGO
(LARIX DECIDUA MILL.)
METOD¥ 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 µM ABA with 1µM 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. WSTÊP

Olbrzymia efektywnoœæ rozmna¿ania metod¹ somatycznej embriogenezy oraz
mo¿liwoœæ kriokonserwacji tkanek embriogennych to podstawowe zalety tej me-
tody mno¿enia oraz podstawa wykorzystania jej do hodowli i selekcji drzew
leœnych na skalê gospodarcz¹.

Badania nad mo¿liwoœci¹ rozmna¿ania modrzewia in vitro metod¹ soma-
tycznej embriogenezy rozpoczêli w 1985 r. Nagmani i Bonga (1985), którzy
uzyskali kalus embriogenny Larix decidua z megagametofitu z wyizolowanym
zarodkiem zygotycznym (z 1440 eksplantatów 5 wytworzy³o kalus) i wyhodowali
pierwsze siewki haploidalne (tab. 1).

Najwczeœniejsze doniesienia o otrzymaniu diploidalnej tkanki embriogennej u
modrzewia europejskiego pochodz¹ z 1990 r. Wówczas P. von Aderkas ze wspó³-
pracownikami (1990) zainicjowali j¹ na niedojrza³ych zygotycznych zarodkach we
wczesnym etapie rozwoju (przedliœcieniowym, dwa tygodnie po zap³odnieniu).
Uzyskano frekwencjê inicjacji kalusa w 20%. Lelu i inni (1994a) na tym samym
rodzaju eksplantatu Larix decidua otrzymali ró¿ne wartoœci frekwencji inicjacji
tkanki embriogennej, zale¿nie od stadium rozwojowego zarodków – najwy¿sz¹
(19%), gdy eksplantaty znajdowa³y siê w stadium przedliœcieniowym, a najni¿sz¹
(4%), gdy zarodki mia³y wykszta³cone du¿e liœcienie.

Klimaszewska (1989b), stosuj¹c niedojrza³e zygotyczne zarodki w stadium
przedliœcieniowym z nasion mieszañca Larix decidua×L. leptolepis, uzyska³a frek-
wencjê inicjacji tkanki embriogennej w zakresie 6–15%. Podobne wyniki otrzy-
mali Lelu ze wspó³pracownikami (1994b) dla mieszañca modrzewia (Larix×
leptoeuropaea), przy czym inicjacja tkanki embriogennej wyraŸnie zale¿a³a rów-
nie¿ od stadium rozwojowego zarodków. Spoœród zarodków pozyskanych z nasion
zbieranych w maju 38,4–55% wykszta³ci³o tkankê embriogenn¹, natomiast z na-
sion zbieranych pod koniec lipca – 4%. Wyniki te potwierdzaj¹ badania Kim i in.
(1999), którzy podczas inicjacji somatycznej embriogenezy u modrzewia japoñ-
skiego Larix leptolepis z niedojrza³ych zarodków stwierdzili podobn¹ zale¿noœæ
inicjacji tkanki embriogennej od terminu zbioru szyszek, uzyskuj¹c najwy¿sz¹
frekwencjê stymulacji kalusa embriogennego (59–67%) z zarodków w stadium
przedliœcieniowym otrzymanych z nasion pozyskanych w lipcu. Lelu ze wspó³au-
torami (1994a) jedyni zainicjowali kalus embriogenny (5%) u Larix decidua,
stosuj¹c jako eksplantaty dojrza³e zarodki zygotyczne.

Jak wynika z cytowanych wy¿ej prac, badania prowadzone by³y g³ównie na
mieszañcach modrzewia, natomiast ma³o jest prac dotycz¹cych modrzewia eu-
ropejskiego. Ponadto, w badaniach nad rozmna¿aniem modrzewia europejskiego
przez somatyczne zarodki nie uwzglêdniono polskiego materia³u ró¿nego po-
chodzenia, dlatego celem obecnych badañ* by³o zastosowanie i zmodyfikowanie
metody mikrorozmna¿ania drog¹ somatycznej embriogenezy modrzewia, ze szcze-
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gólnym uwzglêdnieniem modrzewia europejskiego (Larix decidua Mill.) rodzi-
mego pochodzenia.

Prace doœwiadczalne obejmowa³y badania nad poszczególnymi etapami so-
matycznej embriogenezy, pocz¹wszy od fazy inicjacji kalusa embriogennego do
uzyskania siewek somatycznych oraz ich adaptacji do wzrostu i rozwoju w wa-
runkach naturalnych.

Mikrorozmna¿anie modrzewia europejskiego metod¹ somatycznej embriogenezy 49

Tabela 1. Badania nad inicjacj¹ somatycznej embriogenezy i regeneracj¹ somatycznych siewek
modrzewia
Table 1. Studies on larch somatic embryogenesis initiation and somatic seedlings regeneration
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Larix

decidua

M nieliczne, kalus haploidalny
singular, haploidal callus

+ Nagmani i Bonga (1985),
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 – Lelu i in. 1994 a
DZ 5 – Lelu i in. 1994 a

Larix decidua×

L. leptolepis

M 2–5 – Von Aderkas i in. (1990)
NZ 2–11 – Von Aderkas i in. (1990)

Larix×

eurolepis

P nie podano, not given + Klimaszewska (1989a)
NZ 6–15 + Klimaszewska (1989b)
NZ 2–9 + Lelu i in. 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

occidentalis

NZ 30 + Thompson i von Aderkas (1992)

Larix×

leptoeuropaea

NZ
L
I

26–62
8
3

+ Lelu i in. 1994 a

NZ 38,4–55 + Lelu i in. 1994 b

Larix laricina NZ 43,7 + Klimaszewska i in. 1997

NZ niedojrza³e zygotyczne zarodki
immature zygotic embryos

DZ dojrza³e zygotyczne zarodki
mature zygotic embryos

L liœcienie somatycznych siewek
cotyledons of somatic seedlings

I ig³y somatycznych siewek
needles of somatic seedlings

M megagametofit (bez zarodka)
megagametophyte (without embryo)

P protoplasty

– nie uzyskano siewki
lack of seedlings

+ regeneracja siewek somatycznych
regeneration of somatic seedlings



2. MATERIA£ I METODY

Materia³em wyjœciowym (eksplantaty pierwotne) do mikrorozmna¿ania mo-
drzewia metod¹ somatycznej embriogenezy by³y dojrza³e i niedojrza³e zygotyczne
zarodki.

Do badañ wykorzystano metodykê opracowan¹ dla mieszañca modrzewia
(Larix × leptoeuropaea), na podstawie prac Lelu i in. (1993, 1994a, b, c), z
w³asnymi modyfikacjami.

W celu uzyskania niedojrza³ych zygotycznych zarodków zebrano szyszki w
nadleœnictwach: Chojnów (10.07.1997), Olsztynek (9.07.1998), £uków – planta-
cyjna uprawa nasienna za³o¿ona w 1988 r. (21.07.1998, 6.07.1999, 29.06.2001)
oraz Kutno (9.08.2002). Z nasion reprezentuj¹cych 7 pochodzeñ wyizolowano 368
dojrza³ych zygotycznych zarodków. W celu inicjacji kalusa embriogennego dru-
giej i trzeciej generacji wykorzystano somatyczne zarodki w stadium globularnym i
liœcieniowym, jako eksplantaty wtórne.

Do badañ zastosowano te¿ kalus embriogenny (cztery linie) otrzymany z
Francji (INRA – Narodowy Instytut Badawczy Rolnictwa, w Orleanie). Wszystkie
linie zainicjowane zosta³y na niedojrza³ych zarodkach zygotycznych: linia nr 69.18
– mieszañca modrzewia europejskiego i japoñskiego (Larix×leptoeuropaea

Dengler), linia C1 – modrzewia europejskiego (zbiór szyszek w 1992 r.), linia H18
– równie¿ modrzewia europejskiego (zbiór szyszek w 1997 r.), oraz linia F80 –
mieszañca Larix leptoeuropaea×L. kaempferi×L. decidua (kontrolowane zapy-
lenie wykonane w 1995 r.).

Szyszki z nasionami z niedojrza³ymi zarodkami, po powierzchniowej ste-
rylizacji w 96% alkoholu i przesuszeniu, przechowywano przez 1–2 tygodnie w
temperaturze +4 °C. Aby wyizolowaæ niedojrza³e zarodki, szyszki ponownie
moczono w 96% alkoholu etylowym przez okres 15 minut, po czym po zdjêciu
³usek, skalpelem oddzielano od nich nasiona wraz ze skrzyde³kami. Nastêpnie pod
binokularem zdejmowano ³upinê nasienn¹ i wyjmowano zarodki z prabielma lub
stosowano megagametofit (prabielmo z niedojrza³ym zarodkiem).

Nasiona z dojrza³ymi zarodkami sterylizowano w 36% roztworze H2O2 uzu-
pe³nionym kropl¹ Tweenu (przez 15 minut), po czym trzykrotnie przep³ukiwano w
wysterylizowanej wodzie destylowanej. Nastêpnie przenoszono je na szalkê Pe-
triego, z niewielk¹ iloœci¹ sterylnej wody destylowanej, zamykano i pozostawiano
przez 12 godzin w temperaturze 4 °C. Po tym czasie wy³uskany, nieuszkodzony
zarodek umieszczano na po¿ywce.

We wszystkich fazach somatycznej embriogenezy stosowano po¿ywkê pod-
stawow¹ MSG, opracowan¹ przez Becwar i in. (1990), któr¹ uzupe³niano hormo-
nami wzrostu odpowiednio do danej fazy mno¿enia modrzewia.

W fazie inicjacji kalusa embriogennego zastosowano równie¿ po¿ywki: BM-3
(Gupta i Durzan 1986) oraz MCM (Bornman i Jansson 1981, zmodyfikowan¹ przez
Hristoforoglu i in. 1995). Odczyn wszystkich po¿ywek utrzymywano na poziomie
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pH 5,8±0,1. Po¿ywki utwardzano phytagelem (4 g/l) oraz sterylizowano w auto-
klawie przez 20 minut pod ciœnieniem 1 atmosfery w temp. 121 ºC.

Roztwory ±cis-trans ABA, IBA oraz L-glutaminy sterylnie filtrowano i do-
dawano do autoklawowanej, przestudzonej po¿ywki.

Do inicjacji kalusa embriogennego po¿ywkê podstawow¹ uzupe³niano: 2 mg/l
2,4-D (kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy), 1 mg/l BAP (6-benzyloaminopuryna)
oraz sacharoz¹ w iloœciach 10–30 g/l. W niektórych wariantach doœwiadczeñ do
po¿ywki podstawowej dodawano dodatkowo kinetynê (2–2,5 mg/l) lub zeatynê
(0,5–1 mg/l).

Dojrza³e i niedojrza³e zygotyczne zarodki, po wyizolowaniu ich z nasion,
umieszczano na wy¿ej wymienionych po¿ywkach. W ten sposób, po 4–6
tygodniach, z eksplantatu uzyskiwano odrêbn¹ liniê kalusa embriogennego (repre-
zentuj¹cego jeden genotyp).

W celu stwierdzenia, czy kalus jest embriogenny, czy te¿ nie, stosowano
acetokarmin, barwi¹cy na czerwono j¹dra komórek strefy embriogennej prazarod-
ków (Gupta i Durzan 1987). Obecnoœæ takich komórek œwiadczy o tym, ¿e tkanka
jest embriogenna, a ich liczba – o stopniu embriogenicznoœci.

W fazie inicjacji kalusa embriogennego:
– okreœlono frekwencjê inicjacji kalusa embriogennego z dojrza³ych i nie-

dojrza³ych zarodków zygotycznych (procent zarodków, które wykszta³ci³y tkankê
embriogenn¹),

– okreœlono frekwencjê inicjacji kalusa embriogennego II i III generacji na
eksplantatach wtórnych (dojrza³ych somatycznych zarodkach). Jako eksplantaty
wykorzystano somatyczne zarodki uzyskane z linii kalusa pochodzenia Nadl.
M³ynary. Somatyczne zarodki wykszta³cone z macierzystej linii kalusa wyk³adano
kolejno na po¿ywkê do inicjacji kalusa embriogennego drugiej generacji, z którego
nastêpnie, na po¿ywce do dojrzewania, wykszta³ca³y siê zarodki somatyczne, sta-
nowi¹ce eksplantaty do uzyskania kalusa embriogennego i zarodków somatycz-
nych trzeciej generacji.

Iloœæ kalusa embriogennego na zarodku zygotycznym po 6–8 tygodniach
inkubacji jest niewielka, dlatego umieszczano go na po¿ywce MSG w celu
namna¿ania. Po¿ywkê uzupe³niano 2 mg/l 2,4–D, 0,5 mg/l BAP oraz sacharoz¹ –
20 g/l. Pasa¿e na œwie¿¹ po¿ywkê i podzia³y kalusa wykonywano co 2 tygodnie.

Fazy inicjacji i namna¿ania kalusa embriogennego przebiegaj¹ w ciemnoœci, w
temperaturze 25 °C.

Okreœlono przyrost œwie¿ej masy kalusa embriogennego 10 linii (4 francuskie
oraz 6 pochodzenia polskiego). Kalusy z ka¿dej linii wa¿ono co 2 tygodnie.

Proces dojrzewania somatycznych zarodków modrzewia przebiega³ w dwóch
fazach:

– faza aktywnego wzrostu kalusa embriogennego (7 dni od ostatniego po-
dzia³u) na po¿ywce MSG, uzupe³nionej 1% wêglem aktywnym i sacharoz¹ w iloœci
34 g/l,
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– faza dojrzewania fragmentów kalusa na po¿ywce uzupe³nionej kwasem
abscysynowym – ABA (20-80 mM z 1mM IBA) oraz sacharoz¹ (68,4 g/l).

Kultury hodowano w œwietle o niskim natê¿eniu (25–30 mE m-2 s-1), przy
fotoperiodzie 16 godzin i w temperaturze 25 °C.

Hodowlê kalusa prowadzono na sta³ej po¿ywce lub na filtrze papierowym
umieszczonym na sta³ej po¿ywce. W pierwszym przypadku kawa³ki kalusa wa-
¿ono przed wy³o¿eniem ich na sta³e po¿ywki, w drugim przypadku, w fazach
namna¿ania i dojrzewania, odwa¿on¹ iloœæ masy embriogennej (50–100 mg)
uzupe³niano po¿ywk¹ p³ynn¹ (5 ml) i wytrz¹sano. Nastêpnie z zawiesiny masy
embriogennej umieszczonej na filtrze papierowym odci¹gano po¿ywkê za pomoc¹
pompy pró¿niowej (Whatman nr 2), na lejku Büchnera. Kalus embriogenny znaj-
duj¹cy siê na filtrze papierowym przenoszono na sta³¹ po¿ywkê do namna¿ania lub
dojrzewania (Lelu, informacja ustna).

Po 2–3 tygodniach hodowli kultur na po¿ywce do dojrzewania wykszta³ca³y
siê somatyczne zarodki w stadium globularnym, a po 3–4 tygodniach obserwowano
dojrza³e zarodki w stadium liœcieniowym. Wytworzon¹ liczbê zarodków prze-
liczano na 1 gram œwie¿ej masy kalusa embriogennego.

W tej fazie somatycznej embriogenezy modrzewia zbadano:
– wp³yw genotypu na liczbê dojrza³ych somatycznych zarodków (10 linii

kalusa: 6 genotypów polskich i 4 francuskie, 10 powtórzeñ, hodowla na filtrze). Do
dojrzewania somatycznych zarodków zastosowano po¿ywkê podstawow¹ uzu-
pe³nion¹ 60 mM ABA z 1 mM IBA. Liczono 4-tygodniowe somatyczne zarodki
ogó³em (suma zarodków w stadium globularnym i liœcieniowym) oraz osobno
zarodki liœcieniowe,

– wp³yw stê¿enia ABA (20–80 mM) w po¿ywce do dojrzewania na liczbê
dojrza³ych somatycznych zarodków w stadium globularnym i liœcieniowym. So-
matyczne zarodki liczono po 3 i 6 tygodniach hodowli na po¿ywce z kwasem
abscysynowym. Doœwiadczenia wykonano na kalusie embriogennym, 10 linii mo-
drzewia europejskiego (3 powtórzenia z ka¿dego pochodzenia, hodowla na filtrze
papierowym),

– okreœlono mo¿liwoœæ regeneracji somatycznych zarodków z kalusa II i III
generacji. Kalus drugiej generacji hodowano na filtrze papierowym umieszczonym
na po¿ywce do dojrzewania uzupe³nionej 60 mM ABA z 1 mM IBA, a zarodki
trzeciej generacji dojrzewa³y na takiej samej po¿ywce, lecz na kawa³kach kalusa
umieszczonych na pod³o¿u sta³ym, agarowym. Obserwacje wykonywano na za-
rodkach 4-tygodniowych.

Do kie³kowania wybrano zarodki somatyczne na podstawie ich morfologii (z
wyraŸnie wykszta³conymi liœcieniami, hipokotylem i korzeniem zarodkowym).
Dojrza³e, liœcieniowe zarodki wy³o¿ono na po¿ywkê MSG z 20 g/l sacharozy, bez
hormonów wzrostu. Po 2–4 tygodniach hodowli na tej po¿ywce obserwowano
wyd³u¿enie korzenia, hipokotyla i liœcieni, a tak¿e rozwój pierwszych igie³ (ho-
dowla w temp. 25 °C, fotoperiod – 16 h/dobê).
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Okreœlono:
– udzia³ somatycznych zarodków z liœcieniami i z korzeniami po 14 i 28 dniach

od wy³o¿enia na po¿ywkê do kie³kowania (zarodki linii polskich I, II i III generacji
i francuskich),

– wp³yw wieku zarodków (d³ugoœci hodowli kultur na po¿ywce do dojrze-
wania) na ich kie³kowanie,

– wp³yw stê¿enia ABA (20–80 mM) w po¿ywce do dojrzewania
somatycznych zarodków na ich kie³kowanie i rozwój jedno i dwumiesiêcznych
siewek.

Siewki somatyczne (po konwersji na pod³o¿u agarowym, tj. po miesi¹cu
hodowli na po¿ywce do kie³kowania, z pierwszymi ig³ami lub ich zawi¹zkami i
rozwiniêtymi korzeniami) przenoszono na pod³o¿a naturalne, które stanowi³y mie-
szanki torfu z piaskiem lub wemikulitem (v:v,1:1). Przez miesi¹c hodowano je w
fitotronie, w temperaturze 20 °C, przy fotoperiodzie 16 h/dobê, wilgotnoœci po-
wietrza 80–90% i niskim natê¿eniu œwiat³a (ok. 30 mE m-2 s-1). Nastêpnie wil-
gotnoœæ powietrza stopniowo obni¿ano (60–70%), a zwiêkszano natê¿enie œwiat³a
(ok. 50 mE m-2 s-1). Stosowano przemiennie opryski roztworami Benlate i Bravo, w
stê¿eniu 0,1–0,25%, oraz nawo¿enie p³ynn¹ po¿ywk¹ 50% MS (Murashige i Skoog
1962). Po 2 miesi¹cach siewki przeniesiono do szklarni, a nastêpnie wysadzono w
szkó³ce w Sêkocinie.

Zbadano wp³yw stê¿enia ABA w po¿ywce do dojrzewania somatycznych
zarodków na wzrost jedno i dwumiesiêcznych siewek. Ocenê statystyczn¹
wyników wykonano stosuj¹c analizê wariancji (istotnoœæ ró¿nic oceniano testem
Tukeya). W tabelach i na rycinach podano wartoœæ œredni¹ ±b³¹d standardowy.

W celu okreœlenia stabilnoœci genetycznej kultur modrzewia zastosowano
technikê markerów DNA–RAPD (losowo amplifikowane polimorficzne DNA),
wed³ug metodyki stosowanej w ZGiFDL w badaniach zmiennoœci genetycznej
œwierka pospolitego (Nowakowska, informacja ustna). Badania wykonano na ka-
lusie embriogennym I generacji – macierzystym (Nadl. M³ynary, linia nr 2920/8),
kalusie drugiej generacji (5 linii), pêdach jednomiesiêcznych siewek somatycznych
drugiej generacji i pêdach dwumiesiêcznych siewek trzeciej generacji. Dla porów-
nania analizowano ró¿ne linie kalusa embriogennego I i II generacji oraz ig³y
jednorocznych siewek somatycznych (3 pochodzenia, w tym macierzyste).

Materia³ roœlinny (ok. 100 mg) rozcierano w ciek³ym azocie, a nastêpnie
ekstrahowano DNA za pomoc¹ zestawów do izolacji DNA (QIAGEN). Ca³kowit¹
zawartoœæ DNA okreœlono na podstawie migracji elektroforetycznej w 1% ¿elu
agarozowym z wykorzystaniem markera 100 pb DNA Ladder (MBI Fermentas), a
nastêpnie za pomoc¹ skanera, u¿ywaj¹c programu Gel DocTM 2000 (BioRad). W
dalszym etapie badañ przeprowadzono analizê zmiennoœci genetycznej badanego
materia³u na podstawie reakcji ³añcuchowej polimerazy (PCR), przy zastosowaniu
techniki RAPD na 1,8% ¿elu agarozowym, stosuj¹c marker100 pb DNA Ladder
Plus (MBI Fermentas). Uwzglêdniaj¹c zawartoœæ DNA genomowego, oszacowan¹
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dla ka¿dego rodzaju materia³u, przygotowano 15 ml mieszaniny reakcyjnej (QIAGEN
PCR Master Kit) dla ka¿dej próby (w nawiasie podano stê¿enia koñcowe):

– DNA genomowe (30 ng),
– bufor reakcyjny (×1),
– MgCl2 (4 mM),
– roztwór Q (×1),
– dNTPs (200 mM),
– starter firmy OPERON (0,4 mM),
– Taq polimeraza (0,4 U).
Mieszaninê umieszczano w termocyklerze Biometra, zaprogramowanym na

40 cykli amplifikacji DNA. Ka¿dy cykl amplifikacji obejmowa³ 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. Koñcowy etap reakcji PCR obejmowa³: temp. 72 °C
przez 10 min. Powielone fragmenty DNA poddano nastêpnie migracji elektrofore-
tycznej i analizowano zmiennoœæ ich profilów migracyjnych za pomoc¹ programu
Gel DocTM 2000 (BioRad). W pierwszym etapie badañ, na wyekstrahowanym
DNA z pêdów dwumiesiêcznych siewek somatycznych uzyskanych z kalusa em-
briogennego III generacji, zastosowano 18 starterów 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 BADAÑ I DYSKUSJA

3.1. Inicjacja kalusa embriogennego

W doœwiadczeniach przeprowadzonych na dojrza³ych zygotycznych zarod-
kach modrzewia europejskiego nie uzyskano tkanki embriogennej. Do
zainicjowania tkanki embriogennej stosowano materia³ ró¿nego pochodzenia, w
ró¿nych terminach zbioru, ró¿ne po¿ywki podstawowe (MSG, BM-3 i MCM),
modyfikacje hormonów uzupe³niaj¹cych po¿ywkê MSG oraz ró¿ne stê¿enia sacha-
rozy w po¿ywce MSG (10 i 30 g/l). Mimo zastosowania tak wielu ró¿nych
czynników w doœwiadczeniach, nie uda³o siê uzyskaæ kalusa embriogennego. W
niektórych powtórzeniach obserwowano pojawianie siê tkanki embriogennej, która
jednak po paru pasa¿ach br¹zowia³a i zamiera³a.

Nie uzyskano tkanki embriogennej równie¿ z niedojrza³ych zygotycznych
zarodków nasion ze zbioru szyszek w latach 1998 i 1999 w Nadleœnictwie
Olsztynek i w 1998 r. w Nadleœnictwie £uków (tab. 2). W 2002 r. uzyskano kalus
embriogenny na niedojrza³ych zarodkach zygotycznych (Nadl. Kutno). Frekwen-
cja inicjacji kalusa wynios³a 8,6% (tab. 2). Wyizolowane z nasion zarodki znaj-
dowa³y siê w póŸnym stadium rozwoju, z wyraŸnymi liœcieniami (sierpieñ).
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W 2001 r. zainicjowano kalus embriogenny na niedojrza³ych zygotycznych
zarodkach modrzewia europejskiego (wyk³adano megagametofit) pochodz¹cych z
nasion z plantacyjnej uprawy nasiennej w Nadl. £uków, w której szyszki zebrano
pod koniec czerwca. Wykorzystano szyszki tylko z 5 drzew, poniewa¿ wiêkszoœæ
nasion by³o pustych lub robaczywych (tab. 3). Nale¿y nadmieniæ, ¿e by³ to rok o
s³abym obradzaniu szyszek modrzewia. Zale¿nie od próby 8,6–35,7% zarodków
wykszta³ci³o kalus embriogenny (fot. 1).

W du¿ym procencie (40%) wykszta³ci³a siê tkanka embriogenna, gdy za-
stosowano jako eksplantaty wtórne dojrza³e somatyczne zarodki w stadium liœcie-
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Tabela 2. Inicjacja kalusa embriogennego na niedojrza³ych zarodkach zygotycznych modrze-
wia europejskiego (Larix decidua Mill.)
Table 2. Embryogenic callus initiation on immature zygotic embryos of European larch (Larix

decidua Mill.)

Pochodzenie eksplantatów
Explants origin/ Zwi¹zki uzupe³niaj¹ce

po¿ywkê podstawow¹
MSG

Supplements
of MSG basal medium

Liczba
eksplantatów
No. of explants

Frekwencja inicjacji
kalusa embriogennego
Frequency of embryo-
genic callus initiation

(%)

Nadleœnictwo,
data zbioru

Forest District,
collection date

Numer
drzewa
Number
of tree

Nadl. Olsztynek
07.1998

2,4-D-2 mg/l
BAP-1 mg/l
sacharoza-10 g/l

39 0

Nadl. £uków
07.1998

3084 2,4-D-2,5 mg/l
kinetyna-2,5 mg/l
zeatyna-0,5 mg/l
sacharoza-20 g/l

27 0 +

2,4-D-2 mg/l
BAP-1 mg/l
sacharoza-30 g/l

17 0

2,4-D-2 mg/l
BAP-1 mg/l
sacharoza-10 g/l

10 0

Nadl. £uków
07.1998

3081 2,4-D-2 mg/l
BAP-1 mg/l
sacharoza-10 g/l

40 0

2,4-D-2 mg/l
BAP-1 mg/l
sacharoza-30 g/l

30 0

Nadl. £uków
07.1998

3081 2,4-D-2,5 mg/l
kinetyna-2,5 mg/l
zeatyna-0,5 mg/l
sacharoza-20 g/l

30 0

Nadl. £uków
07.1999

2864 2,4-D-2 mg/l 23 0+

2926 BAP-1 mg/l 22 0

3084 sacharoza-30 g/l 15

Nadl. Kutno
08.2002

2,4-D-2 mg/l
BAP-1 mg/l
zeatyna-1 mg/l

23 8,6

+ obecnoœæ kalusa occurrence of callus



niowym, wytworzone z kalusa linii nr 2920/II/8 (Nadl. M³ynary). W ten sposób
uzyskano II generacjê kalusa embriogennego, a z zarodków wytworzonych z tego
kalusa zainicjowano tkankê embriogenn¹ u 80% eksplantatów z zarodków globu-
larnych, a u 74,4% eksplantatów z zarodków liœcieniowych (III generacja kalusa)
(tab. 4).

Barwienie acetokarminem wykaza³o w zainicjowanej tkance embriogennej
obecnoœæ prazarodków (wczesne stadium rozwojowe somatycznych zarodków)
(fot. 2).
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Tabela 3. Inicjacja kalusa embriogennego modrzewia europejskiego na megagametoficie
Table 3. European larch embryogenic callus initiation on megagametophyte

Pochodzenie eksplantatów/
nr drzewa i kwatery

Explants origin/tree and plot
number

Rodzaj po¿ywki
do inicjacji

Kind of initiation medium

Liczba wy³o¿o-
nych zarodków
No. of explants

Frekwencja inicjacji
kalusa embriogennego
Frequency of embryo-
genic callus initiation

(%)

Nadl. M³ynary
2920/II

BM-3
2,4-D-2 mg/l
BAP-1 mg/l

34 26,5

Nadl. Dobrocin
3079/I

BM-3*

2,4-D-2 mg/l
BAP-1 mg/l

14 35,7

Nadl. Dobrocin
3079/II

BM-3
2,4-D-2 mg/l
BAP-1 mg/l

27 11,1

Nadl. Dobrocin
3079/III

MSG
2,4-D-2 mg/l
BAP-1 mg/l
zeatyna-1 mg/l

35 8,6

Nadl. Dobrocin
3080/III

MSG
2,4-D-2 mg/l
BAP-1 mg/l
zeatyna-1 mg/l

19 21,0

* 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), nastêpnie na po¿ywce 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/l of zeatine

Fot. 1. Inicjacja kalusa embriogennego modrzewia eu-
ropejskiego na megagametoficie (pochodzenie nasion
Nadl. M³ynary)
Photo 1. Embryogenic callus initiation on megagameto-
phyte of European larch (M³ynary origin)
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Tabela 4. Inicjacja kalusa embriogennego drugiej i trzeciej generacji (linia macierzysta po-
chodzenia Nadl. M³ynary, numer 2920/II/8)
Table 4. Embryogenic callus initiation – second and third generation (parent line origin – M³ynary
Forest district, number 2920/II/8)

Rodzaj eksplantatu
(somatyczne zarodki)

Kind of explantat
(somatic embryos)

Liczba eksplantatów
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

Zarodki liœcieniowe
Cotyledonary embryos

20 30,0 6
20 55,0 11
20 60,0 12
20 25,0 5
20 30,0 6

Ogó³em Total 100 40,0 40
III generacja kalusa embriogennego
Third generation of embryogenic callus

Zarodki liœcieniowe
Cotyledonary embryos

15 66,7 10
15 79,9 12
15 93,3 14
15 73,3 11
15 79,3 12
15 53,3 8

Ogó³em Total 90 74,4 67
Zarodki globularne
Globular embryos

15 79,3 12
15 66,7 10
15 93,3 14
15 73,3 11
15 73,3 11
15 93,3 14

Ogó³em Total 90 80,0 72

Fot. 2. Prazarodki
w kalusie embriogennym

Photo 2. Proembryos
in embryogenic callus



3.2. Faza namna¿ania kalusa embriogennego

Po pasa¿u kawa³ków kalusa na po¿ywkê do namna¿ania obserwowano in-
tensywny wzrost jego œwie¿ej masy (fot. 3). Widoczne by³y ró¿nice w przyroœcie
kalusa embriogennego miêdzy liniami. Dla porównania okreœlono przyrost œwie¿ej
masy kalusa embriogennego linii francuskich i polskich (ryc. 1). Pomimo ¿e
wszystkie kultury hodowano na takiej samej po¿ywce, przyrost œwie¿ej masy
kalusa by³ ró¿ny, co wskazuje na wp³yw genotypu eksplantatu (wyprowadzonej z
niego linii kalusa embriogennego) na ten proces.

Nie wszystkie linie kalusa zainicjowane w czerwcu 2001 r. kontynuowa³y
wzrost. Po 7 miesi¹cach hodowli na po¿ywce do namna¿ania obserwowano przy-
rost œwie¿ej masy kalusa u 87,5% linii, a po roku tylko u 45,8%. Podobnie za-
chowa³y siê linie kalusa II generacji: po 9 miesi¹cach stwierdzono przyrost œwie¿ej
masy kalusa u 58,8% linii modrzewia, natomiast pozosta³e zbr¹zowia³y i zamar³y.

3.3. Dojrzewanie somatycznych zarodków

W tej fazie mikrorozmna¿ania somatyczne zarodki powiêkszaj¹ rozmiary,
ró¿nicuj¹ siê i gromadz¹ substancje zapasowe. Po 2 tygodniach hodowli na po-
¿ywce do dojrzewania (po¿ywka podstawowa uzupe³niona 60 mM ABA z 1 mM
IBA) obserwowano zarodki w stadium globularnym, a po 3–4 tygodniach zarodki
liœcieniowe (fot. 4).

Liczba wytworzonych somatycznych zarodków (ogó³em, tj. sumy zarodków w
stadium globularnym i liœcieniowym oraz osobno liœcieniowych) 10 badanych linii
kalusa na po¿ywce podstawowej wskazuje wyraŸnie na wp³yw genotypu na ten
proces (ryc. 2a, b). Podobn¹ zmiennoœæ w dojrzewaniu somatycznych zarodków
stwierdzono miêdzy liniami modrzewia pochodzenia polskiego i francuskiego.
Najwy¿sz¹ zdolnoœæ do embriogenezy wykazywa³a francuska linia 69.18
(Larix×leptoeuropaea). Po 3 tygodniach hodowli kalusa linii 69.18 na po¿ywce do
dojrzewania zarodków (na filtrze papierowym wy³o¿onym na po¿ywce) uzyskano
liczne zarodki liœcieniowe i globularne. Zale¿nie od próby wykszta³ci³o siê
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Fot. 3. Namna¿anie kalusa embriogennego
Photo 3. Multiplication of embryogenic callus

Fot. 4. Dojrza³e somatyczne zarodki
Photo 4. Mature somatic embryos



800–1500 sztuk zarodków somatycznych (w tym 60–70% zarodków liœcienio-
wych) z jednego grama œwie¿ej masy kalusa. Najwy¿sz¹ zdolnoœæ do regeneracji
somatycznych zarodków modrzewia europejskiego wykaza³y dwie linie pocho-
dzenia Nadl. M³ynary (linia nr 2920/II/6 i 2920/II/8).

Wp³yw genotypu uwidoczni³ siê równie¿, gdy uzupe³niono po¿ywkê do doj-
rzewania ró¿nymi stê¿eniami ABA (20–80 mM) i IBA (1mM). Okreœlono œredni¹
liczbê somatycznych zarodków zregenerowanych z 10 linii modrzewia europej-
skiego zainicjowanych na niedojrza³ych zygotycznych zarodkach w 2001 r. (ryc.
3a, b). Z badanych linii 5 wytworzy³o zarodki liœcieniowe, 1 – pojedyncze glo-
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Ryc. 1. Przyrost œwie¿ej
masy kalusa embriogenne-
go ró¿nych linii modrzewia
pochodzenia francuskiego
(C1, F80, H18C, 69.18)
i polskich; œrednia±b³¹d
standardowy
Fig. 1. Fresh weight incre-
ment of embryogenic callus
of different larch lines
of French origin (C1,F80,
H18C, 69.18) and Polish
ones (mean ± standard error)
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Ryc. 2. Liczba somatycznych zarodków modrzewia N (na 1 g œwie¿ej masy kalusa) wykszta³-
conych na po¿ywce podstawowej uzupe³nionej 60 µM ABA z 1 µM IBA w zale¿noœci od geno-
typu eksplantatu: a – somatyczne zarodki ogó³em, b – zarodki liœcieniowe (œrednia±b³¹d stan-
dardowy)
Fig. 2. Number of larch somatic embryos N (per 1 g of fresh weight of callus) on the basal medium
with 60 µM ABA z 1 µM IBA depending on explant genotype: a – total number of somatic embryos, b
– cotyledonary somatic embryos (mean±standard error)



bularne, a 4 genotypy w tych warunkach hodowli w ogóle nie wykszta³ci³y za-
rodków (po 3 tygodniach hodowli na tych po¿ywkach). Poszczególne linie kalusa
charakteryzuj¹ siê ró¿n¹ zdolnoœci¹ do regeneracji zarodków i zareagowa³y w
ró¿ny sposób na zastosowane w po¿ywce stê¿enia ABA. Najwiêcej zarodków
ogó³em (949 szt.) i liœcieniowych (226 szt.) zregenerowa³o siê z kalusa linii
2920/II/8 na po¿ywce z 60 mM ABA. Podobnie zareagowa³a linia 2920/II/1,
podczas gdy linia 2920/II/3 wytworzy³a zarodki liœcieniowe tylko na po¿ywce z 20
mM ABA (47 szt.). Zwiêkszenie stê¿enia ABA w pod³o¿u do 80 mM nie mia³o
wyraŸnego wp³ywu na liczbê zregenerowanych somatycznych zarodków u wiê-
kszoœci badanych linii.
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Ryc. 3. Liczba somatycznych zarodków modrzewia europejskiego N (na 1 g œwie¿ej masy kal-
usa) w zale¿noœci od stê¿enia ABA (1 �M IBA): a – somatyczne zarodki globularne, b – somatyc-
zne zarodki liœcieniowe. Linie embriogenne pochodzenia Nadl. M³ynary (œrednia±b³¹d
standardowy)
Fig. 3. Number of European larch somatic embryos N (per 1 g of fresh weight of callus) depending on
concentration of ABA (1 µM IBA): a – globular somatic embryos, b – cotyledonary somatic embryos.
Embryogenic lines origin from M³ynary Forest district (mean±standard error)



Z wieloczynnikowej analizy wariancji wynika, ¿e stê¿enie ABA nie wp³ywa
w sposób statystycznie istotny (p<0,05) na liczbê wytworzonych somatycznych
zarodków (globularnych i liœcieniowych), po 3-tygodniowym okresie hodowli
kultur na po¿ywce uzupe³nionej ró¿nymi stê¿eniami kwasu abscysynowego. Na-
tomiast istotny statystycznie (p<0,05) okaza³ siê wp³yw linii kalusa (genotypu) na
ich liczbê. Po 6-tygodniowym kontakcie kultur z pod³o¿em z ABA, u wiêkszoœci
badanych linii kalusa 100% somatycznych zarodków rozwinê³o siê w zarodki
liœcieniowe (tab. 5). Po tym okresie dwie z badanych linii, u których nie ob-
serwowano zarodków po 3-tygodniach hodowli na po¿ywce do dojrzewania, wy-
tworzy³o zarodki w stadium liœcieniowym (linie pochodzenia Nadl. Dobrocin, nr
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Tabela 5. Liczba somatycznych zarodków liœcieniowych po 3 i 6-tygodniach hodowli na po¿yw-
ce uzupe³nionej ró¿n¹ iloœci¹ ABA (po¿ywka podstawowa MSG; œrednia±b³¹d 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)

Pochodzenie/
nr linii kalusa

Origin/
No. of callus line

Stê¿enie
ABA (mM)

ABA concen-
tration (mM)

Œrednia liczba somatycznych
zarodków ogó³em/

g œwie¿ej masy kalusa
Mean total number of somatic

embryos/
g of fresh weight of callus

Œrednia liczba somatycznych
zarodków liœcieniowych/

g œwie¿ej masy kalusa
Mean number of cotyledonary

somatic embryos/
g of fresh weight of callus

po 3 tygodniach
after 3 weeks

po 6 tygodniach
after 6 weeks

Nadl.
M³ynary

2920/II/1 20 238,65 ± 62,77 497,57 ± 89,45
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/II/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/II/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 ± 1 9,78 307,29 ± 77.65

2920/II/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/II/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.
Dobrocin

3079/I/2 20 0 264,73 ± 74,25
40 0 332,98 ± 72,5
60 0 367,58 ± 66,61
80 0 283,38 ± 200,38

3079/I/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



3079/I/2 i 3079/I/8). Przed³u¿ona hodowla kultur z trzech do szeœciu tygodni
spowodowa³a wzrost liczby zarodków liœcieniowych, u niektórych linii nawet
przewy¿szaj¹c liczbê zarodków ogó³em obserwowanych po trzech tygodniach.
Spowodowane by³o to rozwojem somatycznych zarodków w stadium globularnym
wewn¹trz masy kalusa, w pocz¹tkowym okresie hodowli niewidocznych na jego
powierzchni. Jak wykaza³y póŸniejsze doœwiadczenia, zarodki 6-tygodniowe cha-
rakteryzuj¹ siê ni¿sz¹ zdolnoœci¹ kie³kowania. Istotny statystycznie okaza³ siê – jak
poprzednio – wp³yw genotypu na dojrzewanie somatycznych zarodków.

Wyniki badañ nad dojrzewaniem somatycznych zarodków w przeprowadzo-
nych doœwiadczeniach nie by³y jednoznaczne. Mo¿na jednak stwierdziæ, ¿e w celu
uzyskania najlepszej efektywnoœci dojrzewania somatycznych zarodków modrze-
wia europejskiego wskazane jest uzupe³nienie po¿ywki podstawowej o ABA w
stê¿eniu 20–60 mM i IBA, w stê¿eniu 1 mM.

Na du¿¹ wydajnoœæ mno¿enia modrzewia europejskiego metod¹ somatycznej
embriogenezy wskazuje mo¿liwoœæ uzyskania dojrza³ych somatycznych zarodków
równie¿ z kalusa II i III generacji (tab. 6).

3.4. Kie³kowanie i adaptacja somatycznych siewek modrzewia do wzrostu
w warunkach naturalnych

Somatyczne zarodki modrzewia charakteryzuj¹ siê wysok¹ zdolnoœci¹ kie³ko-
wania, która w sposób widoczny zale¿na jest od pochodzenia zarodków (tab. 7 i 8,
fot. 5).

Nie obserwowano wyraŸnego wp³ywu stê¿enia ABA w pod³o¿u do doj-
rzewania somatycznych zarodków na ich kie³kowanie (tab. 7). Jedynie zarodki
wykszta³cone z kalusa linii 2920/II/8 kie³kowa³y lepiej, gdy kultury hodowano na
pod³o¿u z 40 mM ABA (zdolnoœæ kie³kowania 76,7%). Zaznaczy³ siê wp³yw wieku
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Tabela 6. Liczba somatycznych zarodków linii macierzystej (pochodzenia Nadl. M³ynary) oraz
zarodków z kalusa II i III generacji na po¿ywce podstawowej (MSG) uzupe³nionej 60 mM ABA
z 1 mM IBA (œrednia±b³¹d standardowy)
Table 6. Number of somatic embryos of parent line (origin – M³ynary Forest district), and ofembryos
from 2nd and 3rd generation of callus on basal medium MSG supplemented with 60 mM ABA and 1
mM IBA (mean±standard error)

Nr linii kalusa
No. of callus line

Liczba somatycznych zarodków
ogó³em/gram œwie¿ej masy

kalusa embriogennego
Total number of somatic embryos/g

of fresh weight of embryogenic callus

Liczba somatycznych zarodków
liœcieniowych/gram œwie¿ej masy

kalusa embriogennego
Number of cotyledonary somatic embry-

os/g of fresh weight of embryogenic callus

linia macierzysta
parent line

949,10 ± 226,28 226,28 ± 73,35

II generacja
2nd generation

290,34 ± 38,46 59,51 ± 10,98

III generacja
3rd generation

278,05 ± 9,0 118,46 ± 13,50
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Tabela 7. Kie³kowanie somatycznych zarodków modrzewia linii z Nadl. M³ynary w zale¿noœci
od stê¿enia ABA (z 1 mM IBA) w po¿ywce do dojrzewania (œrednia±b³¹d standardowy)
Table 7. Germination of somatic embryos of larch lines from M³ynary Forest district depending on
concentration of ABA (with 1 mM IBA) on the maturation medium (mean±standard error)

Numer linii
kalusa

No. of callus line

Stê¿enie ABA (mM)
w po¿ywce do dojrzewania

ABA concentration
(mM) in maturation medium

Liczba somatycznych zarodków
na po¿ywce do kie³kowania

Somatic embryos number
on germination medium

% zarodków
z korzeniami

% of embryos
with roots

2920/II/8 20 60 50,0 ± 6,7

40 60 76,7 ± 3,3

60 90 48,9 ± 6,8

80 60 40,0 ± 6,7

2920/II/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. Kie³kowanie somatycznych zarodków uzyskanych z ró¿nych linii kalusa embriogen-
nego pochodz¹cych z Francji na po¿ywce 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)

Nr linii kalusa
No. of callus line

Liczba somatycznych zarodków
na po¿ywce do kie³kowania

Somatic embryos number
on germination medium

Zarodki z korzeniami
Embryos with roots

%

H18C 30 30,0

F80 30 13,3

C1 300 11,3

69.18 93 73,0

Fot. 5. Kie³kowanie somatycznych zarodków
Photo 5. Germination of somatic embryos



somatycznych zarodków (d³ugoœæ hodowli kultur na pod³o¿u z ABA) na ich
zdolnoœæ kie³kowania. Najwy¿szy wskaŸnik kie³kowania (% zarodków z
korzeniami) po 14 i 28 dniach hodowli na pod³o¿u do kie³kowania mia³y zarodki 4-
tygodniowe (odpowiednio 51,11 i 65,74%, tab. 9). Tak¹ sam¹ zale¿noœæ
stwierdzono dla linii francuskiej (tab.10).
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Tabela 9. Wp³yw wieku somatycznych zarodków modrzewia europejskiego na ich kie³kowanie
po 14 i 28 dniach (pochodzenie Nadl. M³ynary; œrednia±b³¹d standardowy)
Table 9. Influence of European larch somatic embryos age on theirs germination after 14 and 28 days
(origin of M³ynary Forest district; mean±standard error)

Wiek soma-
tycznych za-

rodków
(tygodnie)

Somatic
embryos age

(weeks)

Nr linii
kalusa
No. of

callus line

Kie³kowanie po 14 dniach
Germination after 14 days

Kie³kowanie po 28 dniach
Germination after 28 days

% zarodków
z liœcieniami

% of embryos
with cotyledons

% zarodków
z korzeniami
% of embryos

with roots

% zarodków
z liœcieniami
% of embryos

with cotyledons

% zarodków
z korzeniami
% of embryos

with roots

4

2920/II/1 98,30 ± 1,67 70,0 ± 2,29 98,33 ± 1,67 88,33 ± 4,40

2920/II/3 86,67 ± 8,82 56,67 ± 6,67 93,33 ± 6,67 66,67 ± 16,67

2920/II/6 94,44 ± 2,94 26,67 ± 11,71 94,44 ± 2,94 42,22 ± 11,66

Œrednio
Mean

93,15 ± 3,43 51,11 ± 12,81 95,37 ± 1,51 65,74 ± 13,32

5

2920/II/1 96,67 ± 3,33 66,67 ± 6,67 96,67 ± 3,33 76,67 ± 6,67

2920/II/3 90,0 ± 0 50,0 ± 0 85,0 ±5,0 65,0 ± 5,0

2920/II/6 98,33 ± 1,67 13,33 ± 7,27 96,67 ± 1,67 33,33 ± 13,33

Œrednio
Mean

95,0 ± 2,54 43,33 ± 15,7 92,78 ± 3,89 58,33 ± 12,95

6

2920/II/ 1 82,17 ± 4,43 42,20 ± 5,88 97,77 ± 2,23 48,87 ± 8,87

2920/II/3 20,0 ± 10,0 45,0 ± 35,0 65,0 ± 35,0 50,0 ± 40,0

2920/II/6 80,0 ± 6,94 46,65 ± 7,71 78,88 ± 7,78 47,77 ± 7,73

Œrednio
Mean

60,72 ± 20,37 44,62 ± 1,30 80,55 ± 9,50 48,88 ± 0,64

Tabela 10. Wp³yw wieku somatycznych zarodków Larix×leptoeuropaea na ich kie³kowanie
(linia 69.18; œrednia±b³¹d standardowy)
Table 10. Influence of Larix × leptoeuropaea somatic embryos age on their germination (parent line
no. 69.18; mean±standard error)

Wiek somatycznych zarodków
(tygodnie)

Somatic embryos age
(weeks)

Liczba somatycznych zarodków
na po¿ywce do kie³kowania
Number of somatic embryos

on germination medium

Kie³kowanie
Germination

(%)

4 93 73,02 ± 3,7

5 54 46,97 ± 4,74

7 325 15,14 ± 3,91

8 52 22,83 ± 1,48
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Tabela 11. Kie³kowanie somatycznych zarodków modrzewia europejskiego II i III generacji
kalusa embriogennego (linia macierzysta pochodzenia M³ynary, nr 2920/II/8; œrednia±b³¹d
standardowy)
Table 11. Germination of the European larch somatic embryos of 2nd and 3rd generation of embryo-
genic calluses (parent line origin – M³ynary Forest district, no. 2920/II/8; mean±standard error)

Numer linii/
generacja

kalusa
No. of

line/callus
generation

Liczba
somatycznych

zarodków
Somatic em-

bryos number

Kie³kowanie po 14 dniach
Germination after 14 days

Kie³kowanie po 28 dniach
Germination after 28 days

% zarodków z
liœcieniami

% of embryos
with cotyledons

% zarodków
z korzeniami
% of embryos

with roots

% zarodków
z liœcieniami

% of embryos
with cotyledons

% zarodków
z korzeniami

% of embryos
with roots

1

II

15 80,0 66,7 80,0 66,7
2 15 73,3 46,7 73,3 66,7
3 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

Œrednio
Mean

82,6 ± 7,3 71,0 ± 7,8 83,3 ± 7,5 70,5 ± 5,3

1

III

170 100,0 81,8 100,0 87,3
3 15 60,0 20,0 80,0 46,7
5 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

Œrednio
Mean

80,7 ± 6,8 41,7 ± 11,3 91,0 ± 4,2 55,6 ± 8,6

Tabela 12. Wp³yw stê¿enia ABA (1 mM IBA) w po¿ywce do dojrzewania na wielkoœæ dwumie-
siêcznych somatycznych siewek modrzewia europejskiego (pochodzenie Nadl. M³ynary; œred-
nia±b³¹d standardowy)
Table 12. Influence of ABA concentration (1 mM IBA) in maturation medium on size two-month-old
somatic seedlings of European larch (origin – M³ynary Forest district; mean±standard error)

Nr linii kalusa
embriogennego
No. of embryo-
genic callus line

Liczba siewek
somatycznych
No. of somatic

seedlings

Stê¿enie ABA(mM)
w po¿ywce do dojrzewania
ABA (mM) concentration

in maturation medium

D³ugoœæ
korzenia

Root length
(cm)

D³ugoœæ
pêdu

Shoot length
(cm)

2920/II/1 106

20 1,04 ± 0,24 0,56 ± 0,08

40 0,93 ± 0,06 0,60 ± 0,04

60 0,82 ± 0,06 0,66 ± 0,03

80 1,03 ± 0,07 0,66 ± 0,02

2920/II/7 24

20 1,05 ± 0,19 0,63 ± 0,05

60 1,00 ± 0,21 0,67 ± 0,05

80 1,02 ± 0,16 0,56 ± 0,02



Wysok¹ wartoœæ kie³kowania mia³y równie¿ somatyczne zarodki wytworzone
na kalusie II generacji, po 14 i 28 dniach 71,0 i 70,5%, i III generacji – odpowiednio
41,7 i 55,6% zarodków z korzeniami (tab. 11), przewy¿szaj¹c¹ wartoœæ kie³kowa-
nia linii macierzystej (pochodzenie Nadl. M³ynary, linia nr 2920/II/8) (tab. 7). Do
dojrzewania zarodków zastosowano po¿ywkê uzupe³nion¹ 60 mM ABA z 1 mM
IBA).

Dwumiesiêczne somatyczne siewki, z prawid³owo ukszta³towanym korze-
niem i zawi¹zkami pierwszych igie³ lub wyraŸnymi ig³ami (fot. 6) wysadzono w
mieszaninie torfu z piaskiem lub wermikulitem (v:v, 1:1), (tab. 12). Analiza sta-
tystyczna wyników potwierdza brak istotnego statystycznie wp³ywu stê¿enia kwa-
su abscysynowego w po¿ywce do dojrzewania somatycznych zarodków na d³ugoœæ
korzenia i pêdu dwumiesiêcznych siewek.

Somatyczne siewki modrzewia po wysadzeniu ze sterylnego pod³o¿a do wa-
runków naturalnych przez okres 1–2 miesiêcy hodowano w fitotronie w warunkach
wysokiej wilgotnoœci powietrza (80–90%), nastêpnie stopniowo obni¿ano wil-
gotnoœæ powietrza (60–70%) i przenoszono do szklarni. Prze¿ywalnoœæ siewek
somatycznych wskazuje na wysok¹ zdolnoœæ adaptacji do warunków naturalnych
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Fot. 7. Dwuletnie sadzonki modrze-
wia europejskiego
Photo 7. Two-year-old somatic see-
dlings of European larch

Fot. 8. Dwuletnie sadzonki mieszañców Larix×leptoeuro-

paea

Photo 8. Two-year-old plantlets of Larix×leptoeuropaea

Fot. 6. Dwumiesiêczna siewka
somatyczna
Photo 6. Two-month-old somatic
seedling



modrzewia zarówno europejskiego (prze¿ywalnoœæ 30–50%), jak i mieszañców uzy-
skanych z Francji (linia 69.18 – prze¿ywalnoœæ siewek zale¿nie od próby 50–80%).
Siewki te charakteryzuj¹ siê tak¿e dobrym wzrostem po przesadzeniu ich do
pod³o¿a (fot. 7, 8). Zwiêkszenie prze¿ywalnoœci by³oby mo¿liwe poprzez hodowlê
siewek w szklarni z automatycznym zamg³awianiem. W 1999 r. 165 somatycznych
siewek zregenerowanych z kalusa linii 69.18 (Larix×leptoeuropaea Dengler)
wysadzono w szkó³ce w Sêkocinie. Wszystkie siewki przezimowa³y i wiosn¹
wykazywa³y prawid³owy rozwój. Wiosn¹ 2002 r. wysadzono w szkó³ce w Sêko-
cinie 90 siewek somatycznych modrzewia europejskiego (pochodzenia Nadl.
M³ynary), które po trzech sezonach wegetacyjnych tak¿e charakteryzowa³y siê
prawid³owym rozwojem i wzrostem pêdu.

3.5. Stabilnoœæ genetyczna kultur modrzewia europejskiego

Z analizy zmiennoœci genetycznej, wykonywanej technik¹ RAPD, wynika, ¿e
badane kultury modrzewia s¹ stabilne genetycznie. Na podstawie migracji elektro-
foretycznej genomowego DNA wyekstrahowanego z pêdów dwumiesiêcznych
siewek somatycznych otrzymanych z kalusa III generacji, oszacowano zawartoœæ
DNA, która waha³a siê od 75 do 242 ng/µl, w pêdach jednomiesiêcznych siewek II
generacji 70–120 ng/µl, w kalusie I generacji 28–53 ng/µl, a II generacji 52–90
ng/µl. Analiza 18 starterów w reakcji PCR (DNA z pêdów dwumiesiêcznych
siewek somatycznych z kalusa III generacji) wykaza³a najwiêksz¹ iloœæ frag-
mentów DNA dla starterów: OPF-07 i OPG-09. Rycina 4 przyk³adowo przedstawia
analizê RAPD tego materia³u (starter OPF-07). Migracjê elektroforetyczn¹ DNA
(starter OPG-09) z pêdów jednomiesiêcznych siewek z kalusa II generacji (profile
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Ryc. 4. RAPD (OPF-07) pêdów dwumiesiêcznych somatycznych siewek modrzewia z kalusa em-
briogennego III generacji
Fig. 4. RAPD (OPF-07) of two-month-old larch somatic seedlings from 3rd generation of embryogenic
callus



migracyjne 2–6), somatycznych zarodków z kalusa II generacji (7), igie³
jednorocznych siewek z trzech linii (8–10), ró¿nych linii kalusa I generacji (11–15)
i ró¿nych kalusów II generacji (16–20) pokazano na rycinie 5. Komputerowa
analiza wielkoœci powielonych fragmentów DNA nie wykaza³a ró¿nic w profilach
migracyjnych badanego materia³u.

4. PODSUMOWANIE

Faza inicjacji kalusa embriogennego

Uzyskano stosunkowo wysok¹ frekwencjê inicjacji kalusa embriogennego
modrzewia europejskiego przy zastosowaniu jako eksplantatu megagametofitu.

Na ten pozytywny wynik z³o¿y³o siê wiele czynników: przede wszystkim
odpowiednie stadium rozwojowe zarodków (stadium przedliœcieniowe), na co mia³
wp³yw termin zbioru (koniec czerwca) i warunki pogodowe (upalna wiosna).
Korzystne okaza³o siê równie¿ wy³o¿enie eksplantatów (megagametofit) na 2
tygodnie na po¿ywkê podstawow¹ BM-3, stosowan¹ w celu uzyskania soma-
tycznej embriogenezy œwierka pospolitego (Gupta i Durzan 1986, wzbogacon¹ o
hydrolizat kazeiny w iloœci 1 g/l), a tak¿e dalsza hodowla kalusa na po¿ywce MSG
uzupe³nionej 2,4-D (2 mg/l) z BAP (1 mg/l) i dodatkowo zeatyn¹ (1 mg/l). Nale¿y
zaznaczyæ, ¿e wykonano tylko jeden zbiór szyszek w czerwcu 2001 r., w roku
nieurodzaju nasion modrzewia.

Równie¿ inicjacja kalusa embriogennego na niedojrza³ych zygotycznych za-
rodkach w póŸnym stadium rozwojowym by³a zadowalaj¹ca. Jednak wad¹ za-
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Ryc. 5. RAPD (OPG-09) pêdów jednomiesiêcznych siewek z kalusa II generacji (profile migra-
cyjne nr 2–6), somatyczne zarodki z kalusa II generacji –7, od 8–10 ig³y jednorocznych siewek
z trzech linii, 11–15 ró¿ne linie kalusa I generacji i profile 16–20 reprezentuj¹ ró¿ne kalusy II
generacji
Fig. 5. RAPD (OPG-09) of one-month-old shoots of seedlings from 2nd generation callus (migration
profiles No. 2–6), somatic embryos from 2nd generation of callus –7, 8–10 needles one-year-old
seedlings from 3 lines, 11–15 different lines of 1st generation callus, 16–20 different callus of 2nd

generation



stosowania niedojrza³ych zygotycznych zarodków jako Ÿród³a eksplantatów s¹
trudnoœci ich pozyskiwania w odpowiednim stadium rozwojowym (ze wzglêdu na
krótki okres rozwoju zarodków), zale¿nym od warunków pogodowych w danym
sezonie wegetacyjnym. Ponadto kosztowny jest wielokrotny zbiór szyszek. Z tego
wzglêdu podjêto próby nad zastosowaniem do inicjacji tkanki embriogennej doj-
rza³ych zarodków zygotycznych, co daje mo¿liwoœæ wykorzystania jako materia³u
wyjœciowego do rozmna¿ania równie¿ nasion przechowywanych w ch³odniach.
Lelu ze wspó³autorami (1994a) jako jedyni uzyskali kalus embriogenny (5%) u
Larix decidua, stosuj¹c jako eksplantaty dojrza³e zarodki zygotyczne. W swych
badaniach zastosowali oni nasiona z Nadleœnictwa Suchedniów, obrêb Bli¿yn, ze
zbioru w 1987 r. W niniejszych badaniach, pomimo wielu prób, nie uda³o siê
uzyskaæ tkanki embriogennej z zarodków z nasion tego samego pochodzenia i
zbioru. Na inicjacjê kalusa embriogennego maj¹ wp³yw, poza pochodzeniem na-
sion, warunki ich dojrzewania i przechowywania, a tak¿e termin ich zbioru.

Podstawow¹ trudnoœci¹ w somatycznej embriogenezie modrzewia europejskie-
go jest faza inicjacji kalusa embriogennego na dojrza³ych zygotycznych zarodkach.

Wed³ug Cha³upki (informacja ustna) nieskutecznoœæ inicjacji kalusa z doj-
rza³ych zarodków generatywnych u tego gatunku wynika z wystêpowania ró¿nego
rodzaju zaburzeñ w procesie rozmna¿ania generatywnego, a szczególnie na ró¿-
nych etapach rozwoju zarodka, czego efektem koñcowym jest niezwykle niski
procent wytwarzanych pe³nych nasion. Zaburzenia wystêpuj¹ce w koñcowej fazie
dojrzewania zarodka mog¹ byæ przyczyn¹ braku jego zdolnoœci do inicjacji tkanki
embriogennej. Uzyskanie takiej tkanki z niedojrza³ych zarodków modrzewia po-
zwala przypuszczaæ, i¿ w procesie formowania zarodków zygotycznych jedynie w
niektórych fazach mo¿liwa jest inicjacja tkanki embriogennej.

Faza inicjacji kalusa embriogennego wymaga dalszych badañ, w których
nale¿y równie¿ uwzglêdniæ inne Ÿród³a eksplantatów (ig³y, p¹ki z siewek so-
matycznych i zygotycznych, a tak¿e ze starych drzew).

Namna¿anie kalusa embriogennego

W fazie namna¿ania kalusa embriogennego stwierdzono intensywny przyrost
œwie¿ej masy kalusów trzech generacji. Obserwowano zamieranie czêœci linii w
trakcie namna¿nia kalusa. Thompson i von Aderkas (1992) podaj¹, ¿e 21–93%
niedojrza³ych zarodków Larix occidentalis wykszta³ci³o kalus embriogenny, a
tylko 3% kontynuowa³o wzrost w postaci stabilnych linii embriogennych.

Dojrzewanie somatycznych zarodków

W tej fazie kultury wyk³adano kalus embriogenny na po¿ywkê bez hormonów
wzrostu, uzupe³nion¹ wêglem aktywnym, na 1 tydzieñ (Becwar i in. 1987). Wêgiel
aktywny absorbuje auksyny, cytokininy, fenole i substancje toksyczne. Nastêpnie
dodawano do pod³o¿a egzogennego ±cis trans ABA, który stymuluje proces
prawid³owego dojrzewania somatycznych zarodków.

Dane z literatury wykazuj¹, ¿e uzupe³nienie po¿ywki podstawowej o kwas
abscysynowy (ABA) jest niezbêdne dla dojrzewania somatycznych zarodków
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modrzewia, podobnie jak wielu gatunków drzew iglastych (von Arnold i Hakman
1988; Misra 1994; Vagner i in. 1998; Filonova 2000a, b). Kwas abscysynowy
odgrywa istotn¹ rolê podczas rozwoju zygotycznych i somatycznych zarodków.
Hormon ten ma wp³yw na gromadzenie i syntezê substancji zapasowych oraz
hamuje przedwczesne ich kie³kowanie jeszcze na kalusie oraz wp³ywa na póŸ-
niejsze ich kie³kowanie (Roberts i in. 1990). Kwas abscysynowy hamuje proces
namna¿ania tkanki embriogennej i wzrost wiêkszoœci linii kalusa. Tak d³ugo, jak
auksyny i cytokininy s¹ obecne w pod³o¿u, ró¿nicowanie somatycznych zarodków
jest zahamowane (Filonova i in. 2000a, b).

Dojrzewanie somatycznych zarodków Larix leptoeuropaea wyraŸnie zale¿a³o
od obecnoœci egzogennego ABA w pod³o¿u, a zawartoœæ ABA w zarodkach
skorelowana by³a ze stê¿eniem tego zwi¹zku w pod³o¿u do dojrzewania (Lelu i
Label 1994). Na pod³o¿u bez kwasu abscysynowego somatyczne zarodki wy-
kazywa³y nienormalny rozwój (bez hipokotyla i wyodrêbnionych liœcieni). Uzu-
pe³nienie pod³o¿a o ABA spowodowa³o natomiast rozwój zarodków o morfologii
identycznej lub podobnej jak u zarodków zygotycznych. Po pasa¿u kultur na
po¿ywkê uzupe³nion¹ o kwas abscysynowy zarodki natychmiast absorbowa³y ten
hormon, natomiast wyros³e na po¿ywce bez ABA wykazywa³y jego brak lub
znikom¹ iloœæ. Podobne wnioski wynikaj¹ równie¿ z doœwiadczeñ Lelu ze wspó³-
pracownikami (1994b). ABA w pod³o¿u powoduje synchroniczny i prawid³owy
rozwój somatycznych zarodków Larix×leptoeuropaea, a ich morfologia jest zbli-
¿ona do zarodków zygotycznych. Badania Gutmann i wspó³autorów (1996) wy-
konane na kalusie tej samej linii potwierdzi³y, ¿e do prawid³owego rozwoju
zarodków dochodzi tylko wówczas, gdy przez 4 tygodnie kalus jest wy³o¿ony na
po¿ywkê uzupe³nion¹ 60 mM ABA. Bez kwasu abscysynowego zarodki s¹ nie-
prawid³owo rozwiniête. Tylko u zarodków wytworzonych na pod³o¿u z ABA
stwierdzono obecnoœæ bia³ek zapasowych. Z badañ Label i Lelu (2000) wynika, ¿e
ABA jest natychmiast pobierany przez tkankê po jej wy³o¿eniu na pod³o¿e. Stwier-
dzono brak syntezy endogennego ABA podczas dojrzewania somatycznych zarod-
ków Larix×leptoeuropaea. Podczas hodowli kultur na po¿ywce z ABA
nastêpowa³a akumulacja tego zwi¹zku w zarodkach. Von Aderkas i in. (2001)
badaj¹c poziom regulatorów wzrostu podczas dojrzewania somatycznych zarod-
ków mieszañca Larix kaempferi×L. decidua, stwierdzili, ¿e kultury hodowane na
pod³o¿u uzupe³nionym 60 �M ABA wytworzy³y somatyczne zarodki o znacznie
wy¿szej zawartoœci kwasu abscysynowego ni¿ zarodki zygotyczne. Cytowane
badania prowadzone by³y na mieszañcach modrzewia i ogranicza³y siê do jednej
linii kalusa. W przypadku kalusa linii 69.18 (Larix leptoeuropaea) najwiêksz¹
liczbê wykszta³conych somatycznych zarodków (z jednego grama œwie¿ej masy
kalusa) uzyskano równie¿ na pod³o¿u uzupe³nionym ABA, w stê¿eniu 60 mM z 1
mM IBA, podczas hodowli kultur na tym pod³o¿u przez 3–4 tygodni. By³a to linia
wyj¹tkowa, o wysokiej zdolnoœci do regeneracji somatycznych zarodków. Liczne
zarodki wytworzone z tej linii kalusa charakteryzowa³y siê wysok¹ zdolnoœci¹
kie³kowania i adaptacji somatycznych siewek do warunków naturalnych. Z zai-
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nicjowanych linii polskich Larix decidua podobne w³aœciwoœci mia³y dwie linie:
2920/II/8 (z której uzyskano dwie generacje kalusa) i linia 2920/II/1 (pochodzenie
Nadl. M³ynary). Przed³u¿enie okresu hodowli kultur modrzewia europejskiego (z 3
do 6 tygodni) na po¿ywce do dojrzewania spowodowa³o znaczne zwiêkszenie
liczby somatycznych zarodków w stadium liœcieniowym, co jednak wp³ywa³o
negatywnie na ich kie³kowanie.

Stwierdzono wyraŸny wp³yw genotypu eksplantatu na proces dojrzewania
somatycznych zarodków. O wp³ywie genotypu eksplantatu na proces somatycznej
embriogenezy donosi³y ju¿ wczeœniejsze badania (Becwar i in. 1987, Becwar 1993,
Cheliak i Klimaszewska 1991). Miêdzy innymi obszerne badania nad wp³ywem
genotypu linii kalusa na wszystkie etapy somatycznej embriogenezy œwierka
bia³ego (Picea glauca) zbadali Park i in. (1993, 1994, 1998). Z badañ tych autorów
wynika, ¿e genotyp ma najwiêkszy wp³yw na inicjacjê tkanki embriogennej, a
mniejszy na pozosta³e fazy somatycznej embriogenezy.

Nie mo¿na w sposób jednoznaczny ustaliæ optymalnego stê¿enia ABA dla
wszystkich badanych linii modrzewia europejskiego rodzimego pochodzenia. Nie-
mniej stosowane stê¿enia ABA (20–60 mM z 1 mM IBA) dla wiêkszoœci badanych
linii pozwoli³y na uzyskanie du¿ej liczby somatycznych zarodków w stadium
liœcieniowym z jednego grama œwie¿ej masy kalusa embriogennego (z kalusa linii
macierzystych jak i II i III generacji).

Kie³kowanie somatycznych zarodków i adaptacja siewek do wzrostu i rozwoju

w warunkach naturalnych

Nie stwierdzono wyraŸnego wp³ywu stê¿enia ABA w pod³o¿u do dojrzewania
na kie³kowanie somatycznych zarodków i póŸniejszy rozwój zarodków w siewki.
Podobne wyniki uzyskali wczeœniej dla Larix×leptoeuropaea Label i Lelu (1994).
Nie stwierdzono równie¿ korelacji miêdzy stê¿eniem ABA w po¿ywce do doj-
rzewania somatycznych zarodków a ich zdolnoœci¹ kie³kowania. Wyst¹pi³ jednak
wp³yw tego zwi¹zku na rozwój czêœci nadziemnej siewek. W przeprowadzonych
doœwiadczeniach obserwowano wp³yw wieku somatycznych zarodków na ich
kie³kowanie, zarówno linii polskich jak i francuskich. Lelu i in. (1994c) równie¿
stwierdzili wp³yw okresu hodowli tkanki embriogennej na po¿ywce do dojrze-
wania na kie³kowanie somatycznych zarodków Larix×leptoeuropaea.

Adaptacja siewek somatycznych modrzewia europejskiego i linii z Francji
przebiega³a stosunkowo ³atwo. Siewki somatyczne modrzewia zarówno euro-
pejskiego, rodzimych pochodzeñ, jak i mieszañców uzyskanych z kalusa z Francji
(szczególnie z linii nr 69.18) charakteryzuj¹ siê wysok¹ zdolnoœci¹ do adaptacji do
warunków naturalnych i dobrym wzrostem ju¿ w pierwszym sezonie wegetacji.

Ma³o jest dotychczas badañ nad somatyczn¹ embriogenez¹ Larix decidua.
Badania takie dotycz¹ mieszañców modrzewia europejskiego, ograniczaj¹c siê na
ogó³ do jednej linii. Najczêœciej badan¹ jest linia numer 69.18 (zainicjowana na
niedojrza³ym zygotycznym zarodku Larix×leptoeuropaea Dengler w 1993 r. w
INRA, w Orleanie), na której prowadzone s¹ badania we Francji i Kanadzie.
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Stabilnoœæ genetyczna kultur modrzewia europejskiego

Analizy RAPD jedno- i dwumiesiêcznych siewek somatycznych modrzewia
europejskiego II generacji i III generacji oraz kalusa embriogennego (I i II ge-
neracji) wskazywa³y na brak zmiennoœci, okreœlonej jako somaklonalna (Larkin i
Swocroft 1981), badanego materia³u.

Zmiennoœæ t¹ mog¹ powodowaæ ró¿ne czynniki, np: d³ugoterminowa hodowla
kultur, du¿a czêstotliwoœæ pasa¿y, a zw³aszcza zastosowanie wysokich stê¿eñ
auksyny 2,4-D. Auksyna jest jednak niezbêdna do inicjacji i namna¿nia kultur
kalusa wiêkszoœci gatunków drzew iglastych, w tym i modrzewia. Weryfikacja
sta³oœci genetycznej roœlin zregenerowanych metod¹ somatycznej embriogenezy
jest szczególnie wa¿na, ze wzglêdu na d³ugowiecznoœæ drzew oraz produkcjê
materia³u sadzeniowego na skalê gospodarcz¹. Okreœlenie tej zmiennoœci jest
równie¿ istotne, gdy eksplantaty pochodz¹ ze starszego materia³u. Badania nad
obecnoœci¹ lub brakiem zmiennoœci somaklonalnej mog¹ byæ prowadzone w ró¿ny
sposób: na poziomie morfologicznym, cytologicznym, biochemicznym (izoen-
zymy, terpeny, antygeny) i molekularnym (markery DNA – RAPD i RFLP).

Stosuj¹c metodê analizy izoenzymatycznej Eastman i in. (1991) otrzymali
takie same zymogramy dla linii matecznej kalusa, subklonów i somatycznych
zarodków liœcieniowych uzyskanych w somatycznej embriogenezie rodzimego
œwierka (Picea glauca engelmannii). Stwierdzono, ¿e zastosowany system roz-
mna¿ania jest w³aœciwy i mo¿e byæ stosowany w celu klonalnego rozmna¿ania
rodzimego œwierka. Podobnie Su³kowska i Szczygie³ (1995) oraz Szczygie³ i
Su³kowska (1996), stosuj¹c analizy izoenzymatyczne wybranych linii kalusa em-
briogennego œwierka pospolitego z ró¿nych rodzimych proweniencji, kolejnych
generacji kalusa (I, II, III) oraz kalusa embriogennego i zregenerowanych z niego
somatycznych zarodków oraz jednomiesiêcznych siewek, nie obserwowa³y zmian
w zymogramach badanych kultur, co sugeruje na stabilnoœæ genetyczn¹ badanego
materia³u. Fourre i in. (1997) stwierdzili brak somaklonalnej zmiennoœci, stosuj¹c
technikê RAPD (zbadano liczne próby i zastosowano wiele starterów) u 4 linii
embriogennych œwierka pospolitego namna¿anych przez 4 lata. Ostatnie badania
Harvengt i in. (2001) potwierdzaj¹ genetyczn¹ stabilnoœæ na poziomie mole-
kularnym miêdzy somatycznymi zarodkami uzyskanymi ze starszych eksplantatów
(3-letnie ig³y siewek somatycznych) a zregenerowanymi siewkami i sadzonk¹
mateczn¹. Wyniki te uzyskano na podstawie analiz 6 j¹drowych markerów mi-
krosatelitarnych.

Zastosowana technika mno¿enia modrzewia poprzez somatyczn¹ embriogenezê
nie wywo³uje zatem zmiennoœci somaklonalnej.

Ze wzglêdu na problem niewystarczaj¹cej iloœci nasion koniecznych do od-
nowieñ populacji modrzewia w Polsce, badania nad jego somatyczn¹ embrio-
genez¹ s¹ istotne w celu uzyskania odpowiedniej liczby materia³u sadzeniowego z
wczeœniej wyselekcjonowanych – ze wzglêdu na cechy przydatne dla leœnictwa –
genotypów (Cha³upka, informacja ustna).
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5. WNIOSKI

1. Zastosowanie jako eksplantatu megagametofitu oraz uzupe³nienie po¿ywki
podstawowej (MSG) o 2,4-D (2 mg/l), BAP (1 mg/l) i zeatynê (1 mg/l) umo¿liwi³o
uzyskanie wysokiej frekwencji inicjacji kalusa embriogennego (35,7%) modrze-
wia europejskiego.

2. Najwy¿sz¹ efektywnoœæ dojrzewania somatycznych zarodków uzyskano,
gdy kultury hodowano przez 4 tygodnie na po¿ywce podstawowej (MSG) uzu-
pe³nionej ABA, w iloœci 20–60 mM i 1 mM IBA (zale¿nie od genotypu), na œwietle
o niskim natê¿eniu (25–30 mE m-2s-1).

3. Genotyp eksplantatu ma wyraŸny wp³yw na proces inicjacji tkanki em-
briogennej i dojrzewanie somatycznych zarodków.

4. Na du¿¹ wydajnoœæ somatycznej embriogenezy modrzewia europejskiego
wskazuje mo¿liwoœæ uzyskania kilku generacji kalusa embriogennego, du¿ej licz-
by somatycznych zarodków, a z nich siewek.

5. Analiza zmiennoœci genetycznej, przy zastosowaniu techniki RAPD, wy-
kaza³a brak zmiennoœci somaklonalnej miêdzy kalusem embriogennym, siewkami
somatycznymi i trzema generacjami badanych kultur modrzewia europejskiego.

6. Wysoka efektywnoœæ somatycznej embriogenezy modrzewia oraz wysoka
zdolnoœæ adaptacji somatycznych siewek do warunków naturalnych wskazuj¹ na
mo¿liwoœæ wykorzystania tej metody mno¿enia na szersz¹ skalê.
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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/l), 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 µM with 1µM
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.×leptoeuropaea

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 (v:v, 1:1) and placed in the
greenhouse and then in the nursery in Sêkocin. 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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