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The influence of exogenous growth regulators on germination and
conversion in somatic embryos of Norway spruce {Picea abies (L.)
Karst.)

Summary

Modification of the medium composition was a trial to improve germina-
tion and conversion in somatic embryos of Norway spruce. The mature embryos
germinated for 1 week in the medium supplemented with either auxin (IAA, IBA,
NAA - 0.05; 0.25; 0.1 or 0.5 pM) or gibberellin (GA3, GA4+7 _ 25; 50; 125 or
250 mg dm-3). The hormone-free medium used for the next 2 weeks of germina-
tion was enriched or not with activated charcoal (10 mg dm-").

The auxin applied in the medium did not affect embryo germination nor
root and shoot growth. GA3 stimulated root and shoot growth in germinating
somatic embryos, whereas the highest concentration of GA4+7 completely inhib-
ited embryo germination.
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1. Wstep

Somatyczna embriogeneza umozliwia efektywne mikroroz-
mnazanie wyselekcjonowanych genotypow roslin iglastych od-
znaczajgcych sie duzymi walorami dekoracyjnymi, odpornoscig
na niekorzystne warunki srodowiskowe oraz choroby i szkodniki.
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Aby jednak metoda ta mogta by¢ wykorzystywana na skale produkcyjna, konieczne
jest jej udoskonalenie. W embriogenezie somatycznej Swierka pospolitego nalezy
rozwigza¢ m.in. takie problemy, jak: brak synchronizacji wzrostu korzeni i pedéw
podczas kietkowania zarodkéw somatycznych, wchodzenie kietkujacych zarodkow
w stan spoczynku, trudnosci w aklimatyzacji uzyskanych z zarodkéw somatycznych
roslin w warunkach ex vitro, a takze ich ograniczona zdolnos¢ do przezycia i dalsze-
go wzrostu po przesadzeniu do gruntu.

Do kietkowania zarodkdéw somatycznych swierka wykorzystuje sie zwykle po-
zywke nie zawierajgca regulatoréw wzrostu (1). Istniejg nieliczne doniesienia na te-
mat zastosowania egzogennych regulatoréw wzrostu podczas kietkowania zarod-
koéw somatycznych roslin iglastych. U Swierka pospolitego badano wplyw IAA i IBA
na kietkowanie zarodkéw somatycznych (2), zas podczas kietkowania zarodkéw
Swierka kilujacego stosowano IBA i NAA (3).

W przedstawianych doswiadczeniach podjeto probe zwiekszenia efektywnosci
kietkowania i konwersji zarodkéw somatycznych Swierka pospolitego poprzez mo-
dyfikacje sktadu pozywki z wykorzystaniem auksyn i giberelin.

2. Materiaty i metody

Dojrzate zarodki somatyczne genotypu BLG-10 poddano czesciowemu dosusza-
niu w warunkach wysokiej wilgotnosci wzglednej (4), a nastepnie umieszczono na
pozywce do kietkowania (5) o pH 5,7, zestalonej 0,35% Phytagelem. Pozywka stoso-
wana przez pierwszy tydzien wzbogacona byta w auksyne (IAA, IBA, NAA - 0,05;
0,25; 0,1 lub 0,5 pM) lub gibereline (GA3, GA4+7 - 25; 50; 125 lub 250 mg dnr?).
Pozywka kontrolna (K) nie zawierata regulatoréw wzrostu. W kolejnych dwoch tygo-
dniach kielkowania stosowano pozywke bez regulatoréw wzrostu, z dodatkiem lub
bez wegla aktywnego (AC) (10 g-dm'™).

Sktadniki organiczne, mikroelementy i regulatory wzrostu sterylizowano na zim-
no, przy uzyciu filtrow Sterivex (0,22 pm). Roztwér makroelementéw z Phytagelem
sterylizowano przez 20 min w autoklawie w temp. 121°C, pod ci$nieniem 0,1 MPa.

W szalce Petriego zawierajgcej 20 ml pozywki znajdowato sie 30 zarodkéw. W kazdej
kombinacji badano cztery szalki. Po tygodniu 15 zarodkéw z kazdej szalki wylozono na
pozywke nie zawierajgcg regulatorow wzrostu, z dodatkiem wegla aktywnego, a pozo-
state 15 - na pozywke nie zawierajacg AC. Po 2 tygodniach kietkujace zarodki przenoszo-
no na pozywke bez dodatku wegla. Co trzy tygodnie pasazowano je na Swiezg pozywke.

Przez pierwsze dwa tygodnie kietkowanie zarodkéw somatycznych odbywato sie
w ciemnosci, pézniej za$ przy swietle biatym (Philips TLD Warm White 36W/29),
przy dlugosci dnia wynoszacej 18 godzin i gestosci strumienia fotonéw 20 pmol m2 s ’,
w temperaturze 23 = 1°C.

Po trzech tygodniach kietkowania oceniono zdolnos¢ kietkowania zarodkéw so-
matycznych (za kielkujgce uznawano zarodki o korzeniu dlugosci > 2 mm i zielo-
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nych liscieniach). Dokonywano tez pomiaréw korzeni i peddéw siewek po 6 tygo-
dniach kietkowania.

Analize statystyczng wynikoéw przeprowadzono za pomocg programu MANOVA
z pakietu Statistica z wykorzystaniem 3-czynnikowej analizy wariancji. W przypadku
stwierdzenia istotnych r6znic miedzy Srednimi, przeprowadzano test Duncana. Oce-
ny réznic pomiedzy srednimi dokonano przy poziomie istotnosci wynoszacym 5%.

3. Wyniki i dyskusja

Auksyny sg zwigzkami indukujgcymi powstawanie korzeni przybyszowych na pe-
dach, dlatego tez sg czesto stosowane podczas ukorzeniania mikrosadzonek (6,7).

W kulturach embriogenicznych swierka obserwowano korzystny wplyw dojrze-
wania zarodkéw somatycznych w obecnosci IBA na ich pdézniejsze kietkowanie
i wzrost korzeni (8,9). Zastosowanie w pozywce do kietkowania 0,25 pM IBA
dziatato stymutujgco na kietkowanie zarodkéw somatycznych Swierka pospolitego
(2), a 0,5 pM NAA w potgczeniu z floroglucinolem i argining stymulowalo kietkowa-
nie i dalszy wzrost korzeni zarodkéw somatycznych sSwierka kilujacego (3).

Poniewaz wysokie stezenie auksyny utrzymujgce sie przez dluzszy czas w po-
zywce moze hamowac dalszy wzrost zainicjowanych korzeni, w prezentowanym do-
Swiadczeniu zarodki somatyczne poddano przez tydzien dziataniu niskich stezen
IAA, IBA i NAA (0,05-0,5 pM).

Nie stwierdzono istotnego wplywu stezenia (P = 0,64) ani rodzaju zastosowanej
auksyny (P = 0,49) na zdolno$¢ kietkowania zarodkéw somatycznych (rys. ! a). Ba-
dane kombinacje auksyn nie mialy tez istotnego wplywu na oceniany po 6 tygo-
dniach wzrost korzeni (P = 0,64) i pedéw (P = 0,42) kietkujgcych zarodkéw soma-
tycznych (rys. 1 b, c). W odréznieniu od wynikow badan Slaby’ego i Havla (2), w tym
doswiadczeniu 0,25 pM IBA nie wykazato stymulujacego wpltywu na kietkowanie za-
rodkéw.

Wyprowadzone z zarodkéw somatycznych mtode rosliny iglaste wytwarzajg cze-
sto paki spoczynkowe, badz jeszcze in vitro, badz po przeniesieniu do podtoza mi-
neralnego. Aby rosliny mogty rozpocza¢ wzrost i szybko osiagnely rozmiary pozwa-
lajgce na przesadzenie ich do gruntu, konieczne jest przelamanie ich spoczynku
10).

Gibereliny sg zwigzkami stymulujacymi kietkowanie nasion, mogacymi tez zaste-
powac zabieg stratyfikacji u niektérych gatunkéw (6). Zastosowana w pozywce gibe-
relina stymulowata kietkowanie dojrzatych zarodkéw somatycznych marchwi (11),
a takze dojrzewanie i konwersje zarodkdéw somatycznych goryczek (12).

W doswiadczeniu podjeto probe wykorzystania giberelin do przerwania spo-
czynku dojrzatych zarodkéw somatycznych swierka pospolitego i uzyskanych z nich
miodych roslin. Zaobserwowano silny wptyw rodzaju gibereliny na zdolnos¢ kietko-
wania zarodkéw somatycznych badanego genotypu (P = 0,0086). Dla GA3 wyniosta
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Rys. 1. Wptyw egzogennych auksyn na kietkowanie (a) oraz dalszy wzrost korzeni (b) i pedéw (c) za-
rodkéw somatycznych genotypu BLG-IO $wierka pospolitego na pozywce z dodatkiem (-- AC) lub bez
wegla aktywnego (- AC).

ona $rednio 73,12% (grupa jednorodna - b), za$ dla GA4+7 _ 55,98% (grupa jedno-
rodna - a). W poréwnaniu z kontrolg GA3 nie wykazat jednak stymulujgcego
wplywu na kietkowanie zarodkéw. Zadna z badanych kombinacji stezen giberelin

i rodzaju pozywki nie stymulowata kietkowania zarodkéw somatycznych (P = 0,87).
Zastosowanie w pozywce 250 mg dm'r GA4+7 catkowicie zahamowalo kietkowanie
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Rys. 2. Wplyw egzogennych giberelin na kietkowanie (a) oraz dalszy wzrost korzeni (b) i pedow
(c) zarodkéw somatycznych genotypu BLG-10 $wierka pospolitego na pozywce z dodatkiem (-- AC) lub
bez wegla aktywnego (- AC).

zarodkéw badanego genotypu, zaréwno po umieszczeniu ich na pozywce z dodat-
kiem, jak i bez wegla aktywnego (rys. 2 a).

Wplyw badanych giberelin na wzrost korzeni i pedéw zarodkéw réznit sie istot-
nie (P < 0,005). Srednia dlugo$¢ korzeni zarodkéw kietkujgcych w obecnosci GA3
wyniosta 13,43 mm (b), za$ kietkujacych na pozywce z GA4+7 - 7,76 mm (a). Sred-
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llia dtugos¢ peddéw u zarodkow kietkujgcych w obecnosci GA3 wyniosta 16,54 mm
(b), za$ u kielkujgcych na pozywce z GA4+7 - 10,85 mm (a).

Po 6 tygodniach wzrostu najdluzsze korzenie wytworzyly zarodki kietkujgce
w obecnosci 50 mg dm* GA3 na pozywce z weglem aktywnym (27,04 mm) (rys. 2 b).
W poréwnaniu z kontrolg (13,44 mm) ta kombinacja wykazywata silnie stymulujacy
wplyw na wzrost korzeni kietkujgcych zarodkéw (NIR = 4,31). Najdluzsze pedy wy-
tworzyty rosliny pochodzace z kombinacji 125 mg dnr® GA3 (18,6 mm) oraz 250 mg
dm' GA3 i pozywki z dodatkiem wegla (18,5 mm) (rys. 2 ¢). Wyniki te nie roznity sie
jednak istotnie (P = 0,688) od uzyskanych dla kombinacji kontrolnej (18,67 mm).

Uzyskanych wynikéw nie mozna zweryfikowac, poniewaz brakuje, jak dotad, in-
formacji o wykorzystaniu giberelin na etapie kietkowania i konwersji zarodkéw so-
matycznych roslin iglastych. Zwiazki te byly wykorzystywane podczas dojrzewania
zarodkow Pseudotsuga menziesii (13) i Picea abies (14).

Wegiel aktywny stosowany jest jako dodatek do pozywek, adsorbujacy toksycz-
ne metabolity, a takze egzo- i endogenne regulatory wzrostu (15,16). Zastosowany
w pozywce z ABA wplywa korzystnie na dojrzewanie zarodkdéw somatycznych roslin
iglastych (17). Zaobserwowano tez, ze umieszczenie dojrzatych zarodkéw soma-
tycznych Picea pungens na pozywce z dodatkiem wegla powodowato dwukrotne
zwiekszenie ich zdolnosci kietkowania i konwersji w poréwnaniu z kontrolg (3).

W doswiadczeniu nad wptywem egzogennych auksyn na efektywnosc¢ kietkowa-
nia zarodkéw somatycznych zaobserwowano stymulujgce dziatanie wegla aktywne-
go na kietkowanie zarodkéw (P < 0,0024), a takze pézZniejszy wzrost ich korzeni
(P < 0,00001) i pedéw (P = 0,043) (rys. 1). Zdolnos¢ kietkowania zarodkéw na
pozywce z dodatkiem wegla wyniosta $rednio 78,79% (b), za$ na pozywce bez wegla
- 68,09% (a). Srednia dtugos¢ korzeni roslin wyprowadzonych z zarodkow kietku-
jacych na pozywce z dodatkiem wegla wyniosta 23,47 mm (b), zas na pozywce bez
AC - 16,36 mm (a). W obecnosci wegla aktywnego rosliny tworzyty tez dluzsze
pedy (15,44 mm) (b) niz na pozywce bez jego dodatku (13,92 mm) (a).

Podobng tendencje zaobserwowano w przypadku zastosowania giberelin (rys. 2)
- korzenie powstajgce w obecnosci wegla aktywnego byly dluzsze (13,28 mm)
(b) niz wyrastajace na pozywce bez dodatku AC (7,91 mm) (a). Srednia dlugos¢ pe-
doéw u zarodkow kietkujgcych w obecnosci wegla aktywnego wyniosta 14,91 mm (b),
za$ u kielkujgcych na pozywce bez AC - 12,48 mm (a).

Wprowadzony do pozywki wegiel aktywny adsorbuje auksyny i cytokininy, nie
usuwa z niej natomiast giberelin (18). Mozna przypuszczac, ze korzystny wptyw we-
gla obserwowany w doswiadczeniach z zastosowaniem egzogennych auksyn, wyni-
kat wtasnie z adsorbowania nadmiaru tych regulatoréw wzrostu z pozywki, co nie
miato miejsca w przypadku zastosowania giberelin.

Podsumowujgc mozna stwierdzi¢, ze w przeprowadzonych doswiadczeniach zaob-
serwowano korzystny wptyw 50 mg dm"* GA3 na wzrost korzeni kielkujgcych zarod-
koéw somatycznych badanego genotypu Swierka pospolitego. Obecnos¢ wegla aktyw-
nego w pozywce do kietkowania zarodkow stymulowata wzrost ich korzeni i pedow.
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