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embriogennej Swierka serbskiego
w warunkach cieklego azotu
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Induction, proliferation and maintenance of embryogenic tissues of
Serbian spruce in liquid nitrogen

Summary

Picea oinorika (Panci¢.) Purk. is an endemic species, threatened with extinc-
tion in the wild. Besides, it is a valuable species for nursery production. Hence it
is necessary to protect its genetic resources ex situ. Somatic embryogenesis is a
very beneficial micropropagation method because of potentially high regenera-
tion rate and possibilities to maintain embryogenic tissue and somatic embryos
in liquid nitrogen (LN). That is why the aim of this study was to induce
embryogenic tissue culture of Picea omorika (Panci¢.) Purk.
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1. Wstep

Swierk serbski (Picea omorika Pancié¢. Purk.) to endemiczny
i reliktowy gatunek Swierka, 0 ograniczonym zasiegu wystepo-
wania, obejmujacym tereny Serbii i Bosni (1). Cechg wyr6znia-
jaca go sposrod innych gatunkéw Swierka jest kolumnowy po-
kréj korony, szczegOlnie widoczny u dorostych osobnikdéw.
W Polsce uprawia si¢ go obecnie w formie nasadzer w parkach
lub przydomowych ogrdédkach, gtdwnie ze wzgledu na niepo-
wtarzalne walory dekoracyjne i odpornos¢ na mrozy, susze oraz
zanieczyszczenia powietrza (1).
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Somatyczng embriogeneze $wierka serbskiego uzyskano po raz pierwszy na po-
czatku lat dziewiecCdziesigtych XX w. (2,3) w Serbii. W Polsce badania nad soma-
tycznag embriogenezg Picea omorika podjeto w Instytucie Dendrologii PAN w Kdrniku
uzyskujac pozytywne wyniki mikrorozmnazania dla tego gatunku S$wierka (4,5),
Obecnie prowadzone sg badania nad kriokonserwacjg wyselekcjonowanych, najbar-
dziej produktywnych linii embriogennych Picea omorika, bowiem jak dotgd nie ma
doniesien dotyczacych mozliwosci przechowywania jego tkanek embriogennych lub
somatycznych zarodkow w temperaturze cieklego azotu.

Celem podjetych badan bylo zaindukowanie i namnozenie tkanki embriogennej
Picea omorika (materiatu przeznaczonego do zamrozenia w cieklym azocie) oraz
okreslenie zdolnosci regeneracyjnych tkanki po zabiegu kriokonserwaciji.

2. Materiat i metodyka

2.1. Indukcja i namnazanie kultur embriogennych

Tkanki embriogenne Picea omorika zaindukowano z dojrzatych zygotycznych za-
rodkéw, pobranych z nasion, zebranych z drzew rosnacych na terenie Arboretum
Kornickiego. Kulture inicjalng prowadzono w fitotronie, w ciemnosci i temp.
24+1°C, na dwdch pozywkach: BM (6) i LM (7), w ktdrej obnizono o potowe steze-
nie skfadnikow (/2 LM). Dla obu pozywek testowano nastepujace warianty stezen re-
gulatoréw wzrostu: a) 2,4-D (9 fiM) + BA (4,5 pM); b) NAA (9 pM) -- BA (4,5 pM);
¢) Pikloram (9 pM) - BA (4,5 pM). Pozywki uzupetniono sacharoza, w stezeniu 10 g/l
oraz L-glutaming (po autoklawowaniu), w stezeniu 450 mg/l. Odczyn pozywek usta-
lono na poziomie 5,8.

Po o$miu tygodniach od wylozenia eksplantatéw na testowane pozywki okreslo-
no procent dojrzatych zygotycznych zarodkow, z ktérych uzyskano tkanke embrio-
genng (czestotliwos¢ wytwarzania TR).

Namnazanie tkanek embriogennych prowadzono na pozywce 72 LM, stosujac wy-
mienione warianty stezeh regulatoréw wzrostu. Pomiaru masy TE, rosnacej na po-
zywce z okre$lonym sktadem regulatorow wzrostu, dokonano w dwudziestym dru-
gim dniu prowadzenia kultury.

2.2. Kriokonserwacja

Kriokonserwacje tkanki embriogennej Picea omorika prowadzono w kolejnych
etapach:

a. Prekultura TE, polegajaca na traktowaniu pozywka /2 LM, uzupetniong o sa-
charoze w stezeniu 0,25; 0,5; 0,75 i | M. Czas traktowania tkanki poszczeg6lnymi
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Stezeniami sacharozy wynosit odpowiednio: 1,1,2 i 3 dni, w sumie 7 dni. Wariant
kontrolny stanowita tkanka embriogenna, ktéra nie podlegata prekulturze na po-
zywce z dodatkiem sacharozy w wysokich stezeniach. Prekulture prowadzono
w ciemnosci w temp. 22+1°C.

b. Zabieg podsuszania tkanki nad zelem krzemionkowym w temp. 25+ 1°C trwat
2 godziny. Zawarto$¢ wody w TE, po podsuszeniu, a przed zamrozeniem w ciektym
azocie, wynosita 20%.

¢. Zamrozenie i rozmrozenie tkanki z cieklego azotu odbywato sie dwoma spo-
sobami, co zilustrowano na rysunku 1.

d. Uwodnienie rozmrozonej TE (po schiodzeniu nad lodem) w poyzwce 12 LM,
z dodatkiem sacharozy, w stezeniu 1; 0,75; 0,5 i 0,25 M, poprzez traktowanie tkanki
poszczegblnymi stezeniami cukru po 1,5 h. Zabieg ten prowadzono w temp. 25+ 1°C.

K-LN K+LN

TE

Zamrozenie (24 h)

Szybkie rozmrozenie (42°C, 2 min)

Roztwér sacharozy

H,0
(1,2 M)

Schtodzenie nad lodem (2 min)

7 V(T

Rys. 1. Schemat zamrazania i rozmrazania tkanki embriogennej $wierka serbskiego z ciektego azotu
dwoma sposobami: ! K-LN - wariant mrozenia tkanki bez dodatku ciektego azotu do krioprobowki; 1!
K-t-LN - wariant mrozenia tkanki z dodatkiem ciektego azotu do krioprobéwki; K - krioprobéwka, LN
- ciekly azot, TE - tkanka embriogenna.
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e. Kultura odzyskanej TE na pozywce 72 LM, zawierajacej regulatory wzrostu: Pi-
kloram (9 pM) i BA (4,5 pM) oraz sacharoze (10 g/l) i L-glutaming (450 mg/l).

W trakcie prowadzenia kultury oceniono zywotnos$¢ i zdolnos¢ do ponownego
wzrostu tkanki embriogennej Picea omorika w 7. 14. i 21. dniu po rozmrozeniu
z cieklego azotu.

2.3. Analiza statystyczna

Analize statystyczng danych dla indukcji tkanki embriogennej prowadzono na
podstawie testu X", natomiast dla namnazania i kriokonserwacji tkanki, stosujac
jednoczynnikowsa analize wariancji na bazie testu Tukeya, przy poziomie istotnosci
a = 0,05.

3. Wyniki

3.1. Indukcja i namnazanie kultur embriogennych

Indukcje tkanki embriogennej Picea omorika z dojrzatych zygotycznych zarod-
koéw uzyskano w zakresie 0-23,8"0, w zaleznosci od rodzaju pozywki i regulatorow
wzrostu (tab. 1). Czestotliwos¢ wytwarzania TE przez eksplantaty byla wyzsza dla
pozywki 4 LM, w stosunku do pozywki BM, niezaleznie od zastosowanych regula-
torow wzrostu. Najlepszy wynik indukcji TE zanotowano dla tej pozywki, z dodat-
kiem Pikloramu (9 pM) i BA (4,5 pM). Otrzymany wynik nie byt jednak statystycznie
istotny.

Tabela 1

Indukcja tkanki embriogennej i dojrzatych zygotycznych zarodkéw Picea omorika na pozywce BM i Vi LM,
uzupetnionej o rézne auksyny (9 [.iM) i BA (4,5 riM)

Eksplantaty z tkankg cmbriogenng (%)

Regulatory wzrostu Pozywka
BM 2 LM
2,4-1) -r BA 2,5 21,3
NAA -1- BA 0 22,5
Piklorani -I-BA 13 23,8
Warto$¢ poziomu ) 0,24686 0,93080
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Tempo namnazania tkanki embriogennej Picea omorika, byto istotnie zalezne od
kombinacji regulatoréw wzrostu zastosowanych w pozywce 2 LM. Najkorzystniej-
szy wzrost tkanki obserwowano w trakcie prowadzenia kultury na pozywce z dodat-
kiem Pikloramu, w stezeniu 9 pM i BA, w stezeniu 4,5 pM (tab. 2).

Tabela 2

Wptyw rodzaju zastosowanej auksyny (9 (aM) i BA (4,5 (jM) w pozywce /z LM na wzrost masy tkanki em-
briogennej Picea omorika ($rednia + odchylenie standardowe)

Regulatory wzrostu Masa tkanki embriogennej (g)
24-D -1I- BA 0,11 a = 0,06
NAA -f BA 0,14 ab + 0,03
Pikloram +BA 0,17 b + 0,03
Warto$¢ poziomu 0,017683

3.2. Rriokonserwacja

Liczba fragmentéw tkanki zdolnych do zycia, po rozmrozeniu z ciektego azotu,
stopniowo wzrastata w trakcie trzech tygodni prowadzenia kultury embriogennej
(rys. 2). W 21. dniu po rozmrozeniu zywotno$¢ tkanki dla wariantu K-LN, wynosita
ok. 92%, natomiast dla wariantu K-t-LN ok. 67% (rys. 2). W przypadku wariantu
K-I-LN, w materiale zamrazanym w krioprobowce uzupetnionej ciektym azotem, po-

120
100

80
O Kontrola

ommeS (O

60 O K-LN

m K+LN

" H
14

Liczba dni kultury

Rys. 2. Zywotnos$é (%) tkanki embriogennej w trakcie 21-dniowej kultury po rozmrozeniu z cieklego
azotu. Kontrola - tkanka nie mrozona, K-LN-1 i K-fLN jak na rys. 1.
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Rys. 3. Wzrost (g $wiezej masy) tkanki embriogennej Picea omorika, rozmrozonej z ciektego azotu
w trakcie 21-dniowej kultury na pozywce namnazajacej v» LM. Kontrola - tkanka nie mrozona, K-LN-1
i K-I-LN jak na rys. 2.

jawiaty sie czesto infekcje grzybowe i bakteryjne, co miato wptyw na ujawnienie sie
réznic w zywotnosci tkanki pomiedzy poréwnywanymi metodami mrozenia.

Podjecie wzrostu przez TE zaobserwowano miedzy 7. a 14. dniem po rozmroze-
niu (rys. 3). Wzrost masy TE byt nizszy w przypadku wariantu K-ELN, w stosunku do
wariantu K-LN, co podobnie jak w przypadku jej zywotnosci wynikato z utraty czesci
rozmrozonego materiatu na skutek zaistniatych infekcji.

4. Dyskusja

indukcje tkanki embriogennej drzew gatunkoéw iglastych otrzymywano z niedoj-
rzatych i dojrzatych zygotycznych zarodkéw, pobieranych z nasion (8,9). Wydajniej-
szym rodzajem eksplantatow, czesciej wytwarzajagcym tkanke embriogenng, sg za-
rodki niedojrzate. Wedtug Parka i wsp. (10), czestotliwos¢ indukcji tkanki embrio-
gennej Picea glauco byfa ponad dwukrotnie wyzsza dla niedojrzatych zygotycznych
zarodkow (46,8%), w poréwnaniu z zarodkami dojrzatymi (20,8%). jednakze pozyska-
nie zarodkéw w odpowiednim etapie rozwoju jest utrudnione, poniewaz sg one do-
stepne tylko w scisle okreslonym czasie liczonym od momentu zaptodnienia. Do-
godniejszym Zrodiem eksplantatow sg dojrzate zarodki zygotyczne, ktdére mozna
pozyskiwaé z nasion przechowywanych w chiodni przez diuzszy czas.

W przeprowadzonych badaniach otrzymalismy tkanke embriogenng Picea omorika
z dojrzatych zarodkéw, wyizolowanych z nasion, przechowywanych po zbiorze
w temp. 4°C. TE wytworzyto 23,8% eksplantatéw, wytozonych na pozywke do induk-
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cji tkanki. Uzyskana warto$¢ jest poréwnywalna z badaniami Parka i wsp. (10) dla
tego rodzaju eksplantatéw, stosowanych do zaindukowania tkanki embriogennej
Swierka biatego.

O sukcesie w pobudzeniu eksplantatéw do indukcji tkanki embriogennej decy-
duje dobor pozywki oraz rodzaj zastosowanych regulatorow wzrostu. Kolevska-Ple-
tikapi¢ i wsp. (11) wykazali, ze czestotliwo$¢ wytwarzania tkanki embriogennej
Picea omorika z dojrzatych zygotycznych zarodkéw byta Scisle zwigzana z rodzajem
zastosowanej pozywki inicjalnej. Podobne wyniki uzyskano dla Picea omorika w tych
badaniach, stosujagc pozywke 2 LM na ktorej dojrzate zygotyczne zarodki wytwa-
rzaly tkanke embriogenng czesciej (21,3-23,8%) niz na pozywce BM (0-2,5%).

Do zaindukowania tkanki embriogennej $wierkéw, wymagana jest obecno$¢
w pozywce zaréwno auksyny, jak i cytokininy (12). W przypadku jodet do zapo-
czatkowania tego procesu wystarczy tylko cytokinina (13). Najczesciej stosowanymi
auksynami przy indukcji somatycznej embriogenezy sa: 2,4-D i NAA (8,14), rzadziej
Pikloram (10), natomiast najpowszechniej stosowang cytokining jest BA (15,16).
W prowadzonych badaniach uzyskalisSmy indukcje tkanki embriogennej Picea omorika,
przy zastosowaniu wszystkich wymienionych auksyn oraz cytokininy (BA). Czestotli-
wos¢ indukeji tkanki embriogennej byla poréwnywalna we wszystkich testowanych
kombinacjach regulatoréw wzrostu, chociaz najlepszy wynik uzyskano, przy zasto-
sowaniu do pozywki 72 LM Pikloramu, w stezeniu 9 pM oraz BA, w stezeniu 4,5 pM.

Namnazanie, podobnie jak indukcja tkanki embriogennej swierkdw, przebiega
w prawidtowy spos6b tylko w obecnosci auksyny i cytokininy (4,14,17). W prowa-
dzonych przez nas badaniach zaobserwowano, ze tempo wzrostu masy tkanki em-
briogennej $wierka serbskiego zalezato od zastosowania do pozywki LM okreslo-
nego zestawu regulatorow wzrostu. Najwyzszy wzrost masy tkanki stwierdzono
w obecnosci Pikloramu, w stezeniu 9 pM oraz BA, w stezeniu 4,5 pM.

Tkanka embriogenng réznych gatunkoéw drzew, ze wzgledu na swojg strukture
stanowi najbardziej odpowiedni materiat do zamrozenia w cieklym azocie (18). Za-
mrozone tkanki embriogenne moga by¢ wykorzystane do tworzenia bankéw klo-
noéw elitarnych linii drzew, ktére znajdujg zastosowanie w gospodarce lesnej
i w przemysle (19). Zainteresowanie mozliwos$cig przechowywania kultur embrio-
gennych gatunkéw drzew iglastych w warunkach ultraniskich temperatur wynika
z kilku powodéw: 1) metoda zapobiega obnizaniu, a nawet utracie potencjatu em-
briogennego, czyli naturalnych zdolnosci do tworzenia somatycznych zarodkéw,
przez dtugotrwate namnazanie tkanek embriogennych w kulturze in vitro; 2) zapo-
biega wystapieniu zmiennosci somaklonalnej w obrebie aktywnie namnazajacych
sie tkanek (20); 3) zabieg kriokonserwacji pozwala na ograniczenie prac laboratoryj-
nych do minimum, co wigze sie z obnizeniem poziomu infekcji bakteryjnych i grzy-
bowych w materiale ro$linnym (21); 4) metoda kriokonserwacji pozwala na dtugo-
terminowe przechowanie wyselekcjonowanego materiatu roslinnego o okreslonym
genotypie, ktoéry bedzie mozna w przysztosci testowaé w warunkach polowych, po
uzyskaniu somatycznych roslin (20).
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Wedtug Cyr i Klimaszewskiej (22) w cieklym azocie przechowuje sie z powodze-
niem co najmniej 26 gatunkéw drzew iglastych z rodzaju; Abies, Larix, Picea, Pinus
i PseudotSLiga. Programy kriokonserwacji kultur embriogennych wybranych gatun-
kéw Swierka i sosny realizowane s juz od wielu lat na szerszg skale m.in. w takich
krajach, jak: Kanada, Francja, Nowa Zelandia, Szwecja i USA (19).

Metodyka kriokonserwacji tkanki embriogennej Picea omoriko, opracowana w na-
szym laboratorium, zapewnia uzyskanie wysokiej zywotnosci tkanki po rozmroze-
niu z cieklego azotu (ok. 92% - dla tkanki mrozonej w krioprob6wce bez dodatku
ciektego azotu (K-LN) i rozmrazanej w wodzie). Rozmrozona tkanka embriogenna
podejmowata wzrost miedzy si6dmym a czternastym dniem kultury. Wzrost tkanki
byt z powodzeniem kontynuowany w ciggu dalszych tygodni kultury w pozywce
namnazajacej 72 LM. Jakos¢ tkanki embriogennej po rozmrozeniu, ktérg namnazano
w kulturze in vitro, nie odbiegata od jakosci tkanki nie poddanej kriokonserwaciji.

5. Podsumowanie

Opracowana przez nas procedura indukcji, namnazania i kriokonserwacji tkanki
embriogennej Picea omorika, pozwoli na selekcje i dtugoterminowe przechowywanie
elitarnych linii tego gatunku $wierka, w warunkach ultraniskiej temperatury. Uzy-
skane przez nas wyniki moga mie¢ znaczenie zaréwno w badaniach naukowych, jak
i w praktyce. Tkanka embriogenna jest bardzo dobrym materiatem roslinnym do ba-
dan podstawowych, zwlaszcza z dziedziny embriologii, biochemii, fizjologii i szero-
ko pojetej genetyki, wraz z transformacjg genetyczng. Bank elitarnych linii Picea
omorika, pozwala na zachowanie jego zasobdw genowych ex situ, co jest wazne ze
wzgledu na ograniczony zasieg wystepowania tego gatunku Swierka. Wyselekcjono-
wane, wartosciowe linie embriogeiine $wierka serbskiego, przechowywane w ciek-
tym azocie, moga by¢ takze cennym Zrodtem pozyskiwania wartoSciowego mate-
riatu roslinnego dla rynku szkotkarskiego.

Stosowane skroty

2,4-D - kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy

NAA - kwas naftylo-1-octowy

Pikloram - kwas 4-amino-3,5,6-trichloropikolinowy
BA - 6-benzyloadenina

TE - tkanka embriogenna

LN - ciekly azot
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