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Ocena polskich odmian koniczyny
czerwonej pod wzgledem zdolnosci
do somatycznej embriogenezy

Romuald Dolinski
Instytut Genetyki i Hodowli Roslin, Akademia Rolnicza, Lublin

Screening of Polish red clover cultivars for their capability to somatic
embryogenesis

Summary

Ten Polish red clover cultivars were tested in vitro for their capability to
produce callus and somatic embryos. A three-step tissue culture protocol (callus
induction, embryo induction and plant development) based on Gamborg’s B5
basal salts, NAA and 2,4-D as auxins, and kinetin and adenine as cytokinins was
utilized. Explants source were petiole and hypocotyl sections. All clover variet-
ies under study have showed high efficiency of callus production, and low abil-
ity for plant regeneration from the callus. The highest percent of genotypes
which developed embryos was observed on variety Parka (3,6). Single
embryogenic genotypes were selected from nearly all varieties. Hypocotyls
showed the greatest ability for callus regeneration comparing to leaf petioles.

Key words:
red clover, somatic embryogenesis, plant regeneration.

1. Wstep

Koniczyna czerwona {Trifolium pratense L) nalezy do roslin
uprawnych o powolnym postepie hodowlanym. Nadzieje na
przys$pieszenie prac hodowlanych prowadzonych na tej roslinie
pojawity sie po wprowadzeniu do praktyki metod biotechnolo-
gicznych. Pozwalajg one na zwiekszenie zmiennosci genetycznej
przez wytwarzanie mieszancow oddalonych trudnych lub wrecz
niemozliwych do otrzymania metodami tradycyjnymi, celowe
generowanie zmiennosci somaklonalnej, wytwarzanie odmian
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transgenicznych. Umozliwiajg prowadzenie selekcji w kulturach in vitro zamiast na
polu, czy szybkie namnazanie komponentéw odmian mieszaficowych.

Do podstawowych technik wykorzystywanych przy wielu pracach prowadzonych
w laboratoriach kultur in vitro nalezy mikrorozmnazanie przez somatyczng embrio-
geneze. Podreczniki biotechnologii zaliczajg koniczyne czerwong do gatunkéw
trudno rozmnazajacych sie przez somatyczng embriogeneze (1,2). O stusznosci tego
pogladu $wiadczy mata liczba opublikowanych prac, opisujacych udang somatyczng
embriogeneze u tego gatunku. Podobnie Jak u wielu innych rodlin u Trifolium pratense
zdolno$¢ do wytwarzania kalusa i somatycznej embriogenezy Jest uwarunkowana
genetycznie (3-5), dlatego pierwszym etapem prac mozliwych do przeprowadzenia
w kulturach in vitro musi by¢ selekcja (wytworzenie) embriogennych genotypdéw.

Celem przedstawianych badan bylo poréwnanie potskich odmian koniczyny
czerwonej pod wzgledem zdolnosci do somatycznej embriogenezy oraz ewentualna
selekcja embriogennych genotypéw.

2. Materiat i metodyka badan

Przedmiotem badan byto 10 polskich odmian koniczyny czerwonej, 8 diploidal-
nych (Bryza, Dajana, Krynia, Nike, Parada, Parka, Raba i Rozeta) i 2 tetraploidalne
(Bona i Jubilatka). W badaniach wykorzystano metodyke opracowang przez Quesen-
berry i Smith (5). Nasiona odkazano przez 10 minut za pomocg 0,2" roztworu HgClI2
z dodatkiem Kilku kropli ptynu do zmigkczania tkanin, ptukano w sterylnej wodzie
(3x10 min), a nastepnie wysiewano do stoikdéw 0,5 | na zestalona agarem (0,8%)
pozywke podstawowg B5 (6). Po trzech tygodniach ze sterylnych ro$lin odcinano
fragmenty hipokotyla i ogonkoéw lisciowych o dtugosci 2-3 mm, ktore wyktadano do
szalek Petriego na pozywke indukcyjng. W kazdej szalce umieszczano po 5 eksplan-
tatéw z hipokotyli i ogonkéw lisciowych pochodzacych z jednej rosliny. Zamkniete
parafilmem szalki uktadano na potkach pokoju hodowlanego (temp. 25°C, Swiatto
biate, fotoperiod 16/8). Eksplantaty kazdej odmiany wytozono na 3 x 45 szalkach.
Kalus indukowano za pomocg pozywki B5 uzupetnionej przez dodanie: 100 mg/l
mioinozytolu, 2,25 mg/l 2,4-D, 2 mg/l NAA i 2,12 mg/l kinetyny. Po 4 tygodniach in-
kubacji oceniono rozmiary kaluséw w skali 9-stopnioweJ, opracowanej na podsta-
wie badan wstepnych. Ocene wykonano osobno dla kaluséw z hipokotyli i ogonkéw
lisciowych na 3 x 30 genotypach kazdej odmiany. Po ocenie wszystkie kalusy prze-
ktadano na pozywke przeznaczong do indukcji embriogenezy. Byla to pozywka B5
wzbogacona przez dodanie: 100 mg/l mioinozytolu, 2 mg/l NAA, 2 mg/l adeniny
i zwiekszonej zawartosci tiaminy (20 mg/l). Po 14 i 28 dniach hodowli przeanalizo-
wano wszystkie kalusy w 25-krotnym powiekszeniu binokularu, policzono zarodki
somatyczne w stadium torpedy i starsze. Na koniec tego etapu powtdrzono ocene
kaluséw, opisano zmiany w ich zabarwieniu i policzono kalusy, na ktorych zaczely
rozwija¢ sie korzenie. Wszystkie kalusy przetozono na pozywke B5 zawierajgcg
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100 mg/l mioinozytolu, 20 mg/1 tiaminy oraz 0,2 mg/l NAA w celu wywotania rozwo-
ju peddéw. Po 28 dniach oceniono znowu rozmiary kaluséw, opisano ich zabarwienie
i policzono kalusy z korzeniami. Rozwijajace sie pedy i zaawansowane w rozwoju
zarodki somatyczne przeniesiono na pozywke B5 bez hormondéw w celu przys$pie-
szenia rozwoju korzeni. Ukorzenione rosliny wysadzono do doniczek z ziemig ogrod-
niczg i poddano hartowaniu. Wyniki obserwacji opracowano statystycznie. Na pod-
stawie Srednich ocen wielkosci kaluséw poszczeg6lnych roélin obliczono wspétczyn-
niki zmienno$ci wewnatrzodmianowej. Istotno$¢ réznic pomiedzy rozmiarami kalu-
sow obliczono metodg podziatow ufnosci Tukeya.

3. Wyniki i dyskusja

W badanych odmianach koniczyny czerwonej wykazano duza zdolno$é do induk-
cji kalusa. W zadnej z nich nie znaleziono genotypdw nie wytwarzajacych tej tkanki.
Stwierdzono duzg zmienno$¢ wewnatrzodmianowsg. Rozwoj kalusa rozpoczynat sie
najczesciej po dwdéch tygodniach indukcji, ale czes¢ genotypow indukowata sie poz-
niej. U niektorych genotypow cze$¢ eksplantatow zmieniata zabarwienie na ciem-
nobrgzowe i zamierata nie wytwarzajgc kalusa. Procentowy udziat tych eksplanta-
téw zalezat od odmiany i rodzaju eksplantatu (tab. 1). U wszystkich odmian zamie-
raty czesciej eksplantaty z ogonkéw lisciowych (0,83-4,83%) niz z hipokotyli
(0,33-3,50%). Po 28 dniach indukcji stwierdzono istotne r6znice miedzyodmianowe
pod wzgledem $rednich rozmiaréw kaluséw. U wszystkich odmian kalusy otrzyma-
ne z odcinkéw hipokotyli byly istotnie wieksze od kaluséw z ogonkdw lisciowych.
Rdéznice te zanikly pod koniec etapu indukcji embriogenezy. Wspotczynniki zmien-
nosci wewnatrzodmianowej byly po pierwszym etapie badan wieksze dla kaluséw
z ogonkow lisciowych (23,3-29,9%) niz dla kaluséw z hipokotyli (12,7-19,4%). Potem
utrzymywaly sie na zblizonym poziomie (tab. 1).

Tabela 1

Srednie rozmiary kalusow (skala 1-9) po kolejnych etapach do$wiadczenia oraz procentowy udziat eksplan-
tatéw nie wytwarzajacych kalusa

Srednia wielko$¢ kaluséw Udziat eksplantatow
. . N po etapie indukcji N nie wytwarzajacych
Odmiana po etapie indukcji kalusa embriogenezy po regeneracji pedéw kalusa (%)
H 0 H 0 H 0 H 0
l 2 3 4 5 6 7 8 9
Bona * 415 310 687 6,84 7,96 8,05 083 2,00
v( 137 23,0 10,5 117 9,7 10,9
Bryza X 411 3,09 6,91 6,97 1,77 8,26 133 283
W 16,0 251 10,3 10,0 6,4 73
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| 2 3 a 5 6 7 8 9

Dajana 4,16 2,79 7,02 711 7,79 8,28 2,00 2,83
Vi 12,7 28,4 79 97 10,1 9,0

Jubilatka 4,27 3,62 6,96 6,85 8,00 8,31 3,50 417
13,7 24,0 9,9 92 95 105

knnia * 4,05 2,85 7,12 6,90 8,03 8,24 300 483
18,3 24,6 104 11 8,0 9,0

Nike x 4,03 310 6,99 6,90 8,26 8,31 0,66 117
U 16,4 28,6 8,8 11,8 71 8,8

Parada 4,12 3,01 7,06 711 7,96 8,45 150 250
M 15,8 27,0 73 8,7 9,7 8,2

parka  * 4,20 3,31 711 7,17 7,83 8,28 133 167
T 135 25,6 8,6 8,0 11,2 81

3,61

Raba x 4,13 7,00 7,00 7,96 8,20 033 083
w 14,0 21,9 8,8 95 11,3 105

Rozeta 407 299 7.09 7.06 801 7,96 183 381
194 29,9 8,7 113 8,2 9,5

Srednia ogélna 4,13 3,15 7,01 6,99 7,96 8,23 1,63 2,76

NIR przy 0,23 0,28 ns ns ns 0,23 - -
p =005 0,26 ns 0,28

H - kalusy z odcinkéw hipokotyli, O - Kkalusy z ogonkéw lisciowych, x - $rednia dla odmian, W - wspétczynnik
zmienno$ci wewngtrzodmianowej (%)

Ro6znice w zdolnosci odmian i pojedynczych roslin koniczyny czerwonej do wy-
twarzania kalusa byly obserwowane w wielu badaniach. Wyniki sg trudne do poréw-
nania w zwiazku z wykorzystywaniem réznych odmian i réznej metodyki badan.
Broda (3) stwierdzit stabg zdolno$¢ koniczyny czerwonej do wytwarzania kalusa.
W jego badaniach dwie populacje tetraploidalne nie wytwarzaty kalusa z hipokotyli,
a w dziewieciu populacjach diploidalnych udziat roslin wytwarzajgcych kalus byt ni-
ski {0-3%). Philips i Collins (7) wykazali, ze podatno$¢ na indukcje kalusa i szybko$¢
rozwoju tej tkanki zalezg od stosowanej metodyki badan. W ich badaniach zdolnosé
pieciu odmian koniczyny do tworzenia kalusa byla staba w doswiadczeniu wstep-
nym, wzrosta znacznie po uzyciu najlepszej ze 125 kombinacji pozywek. Keyes i in.
(4) wykazali, ze u koniczyny czerwonej mozna szybko poprawi¢ zdolno$¢ do wytwa-
rzania kalusa. W ich badaniach masa kalusa oceniana po 35 dniach wzrostu byla
cechg wysoko odziedziczalng (54-69%), uwarunkowang addytywnym dziataniem ge-
néw.

Po 4 tygodniach indukcji wszystkie kalusy miaty kolor jasnobrgzowy (bezowy),
byty mocno uwodnione i miaty zwartg strukture. Zmiany w ich zabarwieniu i budo-
wie morfologicznej rozpoczety sie po przeniesieniu na pozywke przeznaczong do
indukcji embriogenezy (stosunek cytokininy do auksyny 1:1) i trwaty do konca ba-
dan. Na koniec drugiego etapu badan wszystkie staty sie mniej uwodnione, zmienity
strukture na ziarnista. Cze$¢ kaluséw zmienita zabarwienie, niektére zaczety two-
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rzyé korzenie, na niektorych znaleziono gtadkie kuliste struktury (prazarodki).
Zmiany zabarwienia zalezaty od odmian i genotypow (tab. 2), nie obserwowano roz-
nic zwigzanych z rodzajem eksptantatow. U wszystkich odmian koniczyny cze$¢ ka-
luséw zmienita zabarwienie na ciemniejsze (11,7-25,9%), na niektérych pojawit sie
biaty nalot (7,5-14,4%). Zmiany te dotyczyty tylko czesci roslin. Pézniej w czasie re-
generacji pedow wzrést udziat kaluséw o ciemnym zabarwieniu, a zmalata liczba ka-
luséw z biatym nalotem (tab. 2). Na niektérych kalusach pojawity sie duze zielone
segmenty (1,5-5,2%). U wszystkich odmian czes$¢ kalusow wytwarzata korzenie, pro-
ces ten rozpoczat sie na etapie indukcji embriogenezy i trwat na pozywce przezna-
czonej do regeneracji pedow. Korzenie powstawaly czesciej na kalusach otrzyma-
nych z ogonkow lisciowych niz na kalusach z hipokotyli. Pod koniec etapu regenera-
cji pedow na wiekszosci ciemno zabarwionych kaluséw obserwowano objawy za-
mierania w postaci ciemnobragzowych lub czarnych plam (skupisk martwych ko-
morek).

Tabela 2

Zmiany niektorych whasciwosci kaluséw na etapach indukcji embriogenezy i regeneracji pedéw

Ciemniejsze Bialy.nalot . Zislone segmenty Korzenie na kalusie Korzenie na kglusie

Odmiana brazowe na powierzchni z hipokotyli z ogonkéw liciowych
K®% G%) K® G® K@® G6®% K@® G6® K@®) G ®%)
Bona 1 14,7 28,2 10,2 32,7 - - 0,4 6,6 8,7 26,2
2 53,3 88,2 15 73 32 20,5 18 16,5 22,4 63,2
Bryza 1 13,8 31,8 144 24,3 - - 2,6 12,1 9,8 27,6
2 54,8 87,1 52 161 55 193 55 355 284 74,2
Dajana 1 20,7 35,9 15,2 175 - - 18 12,3 10,1 278
2 427 67,8 2,8 10,3 59 24,9 75 454 27,0 69,5
jubilatka 1 182 4329l 264 - - 09 82 63 228
2 39,1 81,8 2,1 91 10,4 45,4 2,5 18,2 20,9 68,2
Kynia | 11,7 333 114 38,1 - - 14 47 74 214
2 35,9 714 25,5 23,8 10,7 47,6 74 333 17,9 59,5
Nike ! 19,0 24,4 13,3 337 - - 2,3 10,1 85 256
2 36,8 55,1 38 145 12,9 38,3 94 42,0 241 70,0
Parada | 207 352 133 40,7 - - 28 13,6 83 24.8
2 43,9 77,3 30 15,9 37 28,2 6,5 31,6 22,5 55,4
Parka 1 21,0 43,6 11,2 35,0 - - 45 75 81 245
2 47,6 75,7 4,6 14,8 13,9 34,1 72 36,3 20,6 63,6
Raba 1 161 32,9 75 20,9 - - 15 84 48 10,7
2 39,0 55,6 36 139 12,7 31,8 9,3 36,6 17,5 46,7
Rozeta 1 259 40,9 9,5 318 - - 1,6 11,4 8,6 25,0
2 63,3 85,7 43 95 6,7 28,6 10,0 47,6 30,5 76,2

K - kalusy, G - genotypy, 1 - po etapie indukcji embriogenezy, 2 - po etapie regeneracji pedow
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U wszystkich roslin zabarwienie, uwodnienie i struktura kaluséw zalezg od ge-
notypéw i warunkéw doswiadczalnych, a gtéwnie skfadu pozywek i oswietlenia
(1,2). W badaniach wykonanych przez Keyes i in. (4) zielone zabarwienie kalusa i wy-
twarzanie korzeni byly u koniczyny czerwonej cechami wysokoodziedziczalnymi
uwarunkowanymi addytywnym dziataniem genéw. Obecno$¢ biatego nalotu na kalu-
sie okazata sie cecha niskoodziedziczalng, uwarunkowang genami dominujgcymi.

Badane odmiany koniczyny czerwonej charakteryzowaty sie matg zdotnoscia do
somatycznej embriogenezy (tab. 3). Najwiekszg czestotliwoscig embriogennych ge-
notypow wykazata sie odmiana Parka (3,6%), ktdrej nieznacznie ustepowaty takie
odmiany jak: Krynia (3,4%) i Nike (3,3%). Nie udato sie znalez¢ zadnego embriogen-
nego genotypu w odmianie Bryza. Wyselekcjonowane genotypy roznity sie pod
wzgledem efektywnosci somatycznej embriogenezy i zdolnosci do regeneracji pe-
déw i roslin. Udziat embriogennych kaluséw wahat sie od 10 do 60%. U wiekszosci
roslin pierwsze zielone zarodki w stadium torpedy obserwowano pod koniec induk-
cji embriogenezy. Wczesniej na wielu kalusach obserwowano kuliste struktury, ale
wigkszo$€ z nich zarastata kalusem lub przeksztatcata sie w centra merystematycz-
ne z ktorych wyrastaty korzenie. Genotypy roznity sie pod wzgledem liczby wytwo-
rzonych zarodkéw (5-51). W szerokich granicach wahala si¢ intensywno$¢ soma-
tycznej embriogenezy mierzona liczbg zarodkéw wytworzonych przez | embrio-
genny kalus (6,0-14,7) i liczbg zarodkéw przypadajaca na ! eksplantat (0,5-5,1). Na
pozywke ukorzeniajacg przenoszono pedy i zaawansowane w rozwoju zarodki wraz
z otaczajacym je kalusem. Szybko ukorzenity sie pedy (niektére wytwarzaty korze-
nie juz na pozywce regeneracyjnej). Starsze zarodki (w stadium torpedy i liscienio-
wym) rozwijaty sie na tej pozywce w pedy, a potem w rosliny, niektdre zarodki za-
mieraly, ale pojawiaty sie tez nowe. W catym do$wiadczeniu okoto 79% zarodkéw
(liczonych na koniec etapu regeneracji pedéw) przeksztatcito sie w pedy i okoto 91%
pedéw wytworzyto korzenie.

Tabela i

Somatyczna embriogeneza, regeneracja i ukorzenianie pedéw koniczyny

Charakterystyka embriogennych genotypow

Liczba SZ w stadium Intensywnos¢
Liczba Egn;g::- Udbzm torpedy i starszych embriogenezy Liczba Liczba
Odmiana  badanych embrio- na etapie Sz sz zregenero-  otrzyma-
i genotypy  gennych " P na koniec  z jednego .
roslin %) Kalusgy  indukcji C ZJRONEY0  oinego  wanych nych
embrio.  "edeneracii embrio- oks- pedow rodlin
(%) peddw  gennego
genezy Kalusa plantatu
| 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Bona 112 0,9 10 6 14 14,0 14 11 11

Bryza 96 - - - - - - - -
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| 2 5 4 5 6 7 8 9 10
Dajana 107 28 40 12 31 78 31 27 27
20 9 12 6,0 12 12 12

20 - 16 8,0 16 9 4

Jubilatka 124 08 10 4 10 10,0 1,0 7 7
Knnia 118 34 30 14 23 7,7 23 2 2
30 9 1 37 11 10 10

20 4 17 85 11 12 12

10 - 9 9,0 09 4 4

Nike 121 33 30 17 28 93 28 2 18
30 8 il 7,0 21 20 20

30 6 24 8,0 24 15 15

10 ! 5 50 05 2 !

Parada 98 2,0 40 6 33 8,3 33 32 26
10 - 6 6,0 06 6 6

Parka 111 36 20 7 24 12,0 24 yal 2
20 4 29 145 29 23 20

10 ! 9 9,0 09 6 6

10 - 11 11,0 11 1 7

Raba 115 0,9 30 9 13 43 13 14 1
Rozeta 92 22 60 24 51 8,5 51 32 30
20 5 12 6,0 12 7 7

SZ - somatyczne zarodki

Niskg zdolno$¢ koniczyny czerwonej do somatycznej embriogenezy i regeneracji
roslin z kalusa obserwowano w wielu badaniach (3-5,8,9). Bhojwani i in. (8) otrzyma-
li kalusy koniczyny czerwonej, nie obserwowali jednak somatycznej embriogenezy.
Broda (3) obserwowat u tej rodliny niskg zdolno$¢ do regeneracji roslin z kalusa
(u form diploidalnych procent roslin regenerujacych z kalusa wynosi! 0,56, a tetra-
ploidalnych 1,0). Zdolno$¢ do somatycznej embriogenezy uwarunkowana jest u ko-
niczyny czerwonej dziataniem gendw gtéwnych i kumulatywnych (3-5). W badaniach
Quesenberry i Smith (5) czestotliwos¢ genotypdw wytwarzajgcych somatyczne za-
rodki i regenerujgcych roéliny wynosita w populacji koniczyny czerwonej 4%, a po
pieciu cyklach selekcji wzrosta do 12%. Odziedziczalno$¢ - w waskim znaczeniu -
wahala sie w granicach 40-50%. Wysokie wspotczynniki odziedziczatnosci (0,25-54%)
otrzymali rowniez Keyes i in. (4). Broda (3) obserwowat zjawisko epistazy. W jego
badaniach o regeneracji rostin z kalusa decydowaty geny hipostatyczne.

4. Podsumowanie

W przeprowadzonych badaniach potwierdzono spotykany w literaturze poglad
0 matej zdolnosci Trifolium pratense do somatycznej embriogenezy i regeneracji ros-

BIOTECHNOLOGIA 2 (65) 123-130 2004 129



Romuald Dolinski

lin z somatycznych zarodkdw. Naturalny potencjat embriogenny 10 polskich popula-
cyjnych odmian koniczyny czerwonej byt og6lnie niski. Czestotliwo$¢ embriogen-
nych genotypow byfa we wszystkich odmianach mata (0-3,6%). Wyselekcjonowane
genotypy charakteryzowaly sie malg efektywnoscig somatycznej embriogenezy mie-
rzong procentowym udziatem embriogennych kaluséw (10-60%) i $rednig liczbg so-
matycznych zarodkdw przypadajaca na | eksplantat (0,5-5,1). Poza tym duzo zarod-
koéw zamierato nie przeksztatcajac sie w pedy (okoto 21%), niektore pedy zamieraty
nie wytwarzajac korzeni (okoto 9%). Z badan innych autoréw (5,4) wynika, ze czesto-
tliwos¢ embriogennych genotypow mozna w populacjach koniczyny czerwonej
szybko zwiekszy¢ przez powtarzajaca sie selekcje. Szybkiego postepu genetyczne-
go mozna réwniez oczekiwac przy selekcji zmierzajacej do zwiekszenia intensyw-
nosci somatycznej embriogenezy i regeneracji roslin z somatycznych zarodkdw.
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