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Somatic embryogenesis of soybean

Summary

The possibility of induction of somatic embryogenesis in Polish and Chinese
soybean cultivars was studied. Cotyledons from immature embryos as explants
were used. Somatic embryos were obtained on MS medium with 40 mg | ' of
2,4-D after 3-4 weeks of culture. Embryos appeared on 455% of Polan explants
and the highest average number of somatic embryos per explant - 29,2 was pro-
duced by cultivar Polan, too. The best development of somatic embryos was
observed on the MS medium with 0,5 mg M KT and 0,5 mg M BA and next on
the hormone free medium with 60,0 g 1' of sucrose and 0,5% activated charcoal.
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1. Wstep

Po raz pierwszy zregenerowano rosliny soi droga embrioge-
nezy somatycznej w potowie lat osiemdziesigtych (1,2). Najlep-
szym eksplantatem do embriogenezy bezposredniej okazaty sie
liscienie z niedojrzatych zarodkéw zygotycznych, a najczesciej
wykorzystywanym do indukcji hormonem - 2,4-D (kwas 2,4-dwii-
chlorofenoksyoctowy) (3). Problemem w embriogenezie soma-
tycznej u soi jest jej duza zalezno$¢ od genotypu (4) oraz trud-
nosci z kietkowaniem i konwersjg zarodkéw. Celem pracy byto
sprawdzenie mozliwosci indukowania przez TDZ (tidiazuron) em-
briogenezy somatycznej u soi oraz znalezienie najlepszych pozy-
wek réznicujgcych do kietkowania zarodkéw somatycznych.
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2. Materiat i metoda

Materiat do badan stanowity trzy polskie odmiany soi Polan, Aldana, Gaj i chin-
ska odmiana Taixin Heidou. Z roslin rosngcych w szklarni zbierano straki zawie-
rajace niedojrzale nasiona o wielkosci 4-5 mm, odkazano, wycinano z niedojrzatych
zarodkow liscienie i wyktadano odosiowg strong na pie¢ pozywek indukujgcych.
Wszystkie pozywki oparte na pozywce MS (5) z dodatkiem 30 g k' sacharozy i 7 g K
agaru réznity sie zawartoscig 2,4-D i TDZ: MS | - 2,0 mg k* 2,4-D, MS Il - 40,0 mg k'
24-D, MS lll - 20 mg k' 24-D + 0,25 mg k' TDZ, MS IV - 40,0 mg K’ 2,4-D +
0,25 mg k' TDZ, MSV - 0,25 mg k* TDZ. W kazdej kombinacji wyszczepiono 20 ek-
splantatéw, ktére umieszczano w pokoju hodowlanym w temperaturze 26°C i 16-go-
dzinnym dniu. Po 4-6 tygodniach struktury zarodkowe przenoszono na 12 pozywek
réznicujacych (opartych na pozywce MS), zawierajgcych rézne kombinacje 2,4-D, KT
(kinetyna) i BA (6-benzyloaminopuryna) oraz modyfikowanych witaminami z pozyw-
ki B5 (6), zwiekszong zawartoscia sacharozy lub dodatkiem wegla (tab. 1).

Tabela 1
Skiad niektorych pozywek réznicujacych zastosowanych w do$wiadczeniu
Pozvwka Makro- Witamin KT BA Sacharoza ~ Wegiel aktywny
yw i mikroelementy y (mg 1) (mg 15) (mg 1) (%)
1)2 MS MS 0,5 0,5 30,0
1)3 MS MS 1,0 30,0
D4 MS MS 1,0 30,0
1)7 MS B5 0,5 0,5 30,0
1)10 MS B5 60,0 05
3. Wyniki

Po dwoch tygodniach kultury niedojrzatych liscieni soi na pozywkach induku-
jacych obserwowano na eksplantatach pojawienie sie r6znych rodzajow kalusa. Two-
rzyt sie on na brzegach licieni lub catych eksplantatach i r6znit w zaleznosci od
pozywki indukujacej. Na pozywce MS | rozwijat sie gtéwnie luzny kalus koloru
z6tego, natomiast na pozywce MS V rost kalus intensywnie zielony. Najintensyw-
niejszy wzrost kalusa obserwowano na pozywce MS I, MS lll i MS V, na ktérych to
pozywkach po trzech tygodniach kultury kalus pokryt cate eksplantaty. Na eksplan-
tatach wyszczepionych na pozywke MS Il kalus pojawiat sie sporadycznie tylko na
brzegach eksplantatow.

Zarodki somatyczne otrzymano po 3-4 tygodniach kultury jedynie na pozywce
MS 1l zawierajacej 40 mg 1’ 2,4-D. Prawie potowa eksplantatéw odmiany Polan (tab.
2) wytworzyta zarodki somatyczne z jednoczes$nie najwiekszg Srednig liczbg zarod-
kéw na eksplantat (29,2). Niektére eksplantaty byly catkowicie pokryte zarodkami
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somatycznymi (fot. 1-A). Na eksplantatach chinskiej odmiany Taixin Heidoj urosto
$rednio tylko 1,5 zarodka. Kuliste struktury zarodkowe rozwijaty sie w zandki so-
matyczne w stadium torpedy i zarodki liscieniowe w zaleznosci od pozywci rézni-
cujacej (tab. 3) (fot. 1-B, C, D). Najlepiej zarodki rozwijaty sie kiedy byly najpierw
przetozone na pozywke z dodatkiem 0,5 mg KT i 0,5 mg 1' BA, a nastepnie na
pozywke bez hormonéw, ale z 60,0 g f’sacharozy i 0,5% dodatkiem wegla aktywne-
go. W tej kombinacji oraz w przypadku wytozenia struktur zarodkowych bezposred-
nio na pozywke bez hormonéw, odnotowano najwiekszy procent zarodkéwnormal-
nie sie rozwijajacych (odpowiednio 33,3 i 34,1”). Najwiecej zarodkOw zdefermowa-
nych, przewaznie wieloliscieniowych, tworzyto sie na pozywce z dodatkien 1,0 mg
11 KT (tab. 3).

Tibela 2

Procent eksplantatow tworzacych zarodki somatyczne i $rednia liczba zarodkéw somatycznych na eksplan-
tat u czterech genotypdw soi na pozywce MS Il

Genotyp Procent eksplantatow tworzacych zarodki Srednia liczba zarodkéw na ecsplantat
Polan 455 29,2
Aldana 27,3 7,0
Gaj 27,0 73
Taixin Heidou 18,2 15
Tibela 3

Procent prawidtowo rozwinietych i zdeformowanych zarodkéw somatycznych soi w zaleznosci od jozywki
réznicujacej

Kombinacja ~ Zarodki prawidtowe  Zarodki lejkowate Zarodki jednoliscieniowe Zarodki wieloli.cieniowe

D2 ~1)10 33,3 16,7 16,6 33,3
1)3 10,0 26,7 6,6 56,7
1)3-> 1)10 16,7 16,7 33,3 33,3
D4 < DIO 19,0 23,8 38,1 19,0
D7~D10 10,3 66,7 51 n,9
DIO 34,1 13.6 20,5 31,8

4. Dyskusja

Zakres stezen 2,4-D stosowanych przez badaczy do indukcji embriogenezy u soi
byt bardzo szeroki. Komatsuda i Ohyama (4) otrzymali zarodki na pozywce zawie-
rajacej 2,0 mg I'i, Lazzeri i in. (7) stosowat 10 mg ", a Santarem i in. (8) 18 pM \"\
W przeprowadzonym doswiadczeniu zastosowano zaréwno niskie (2,0 mj ) jak
i wysokie (40,0 mg fi) stezenie 2,4-D w pozywece. Zarodki somatyczne otrzymano
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Fot. 1. (A) Zarodki somatyczne globularne na eksplantacie odmiany Polan na pozywce indukujacej
(40,0 mg | ' 2,4-D). (B) Rozwoj zarodkéw somatycznych na eksplantacie odmiany Polan. (C) Zarodki so-
matyczne soi w stadium liScieni na pozywce réznicujgcej DIO. (D) Stadia rozwoju zarodkéw somatycz-
nych soi na pozywce réznicujacej DIO.
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tylko kiedy liscienie z niedojrzatych zarodkow byty wyszczepione na pozywke za-
wierajgcg 40 mg I'i 2,4-D. Zastosowane mate stezenie 2,4-D (2,0 mg I"’), samo lub
w kombinacji z TDZ nie dato efektu. Dodatek tidiazuronu do pozywki zawierajacej
40,0 mg 1" 2,4-D zahamowat tworzenie sie zarodkéw somatycznych. Wyniki te nie
potwierdzity doniesienia Gai i Guo (9), ktérzy otrzymali kalus embriogeniczny po za-
stosowanoiu pozywki zawierajgcej 0,25 mg \* TDZ.

Réznice pomiedzy genotypami w efektywnosci embriogenezy somatycznej u soi
sg bardzo duze (10). Podobne réznice pomiedzy genotypami odnotowano w prze-
prowadzonym doswiadczeniu. Odmiana Polan charakteryzowata sie bardzo wysoka
efektywnoscig embriogenezy (Srednio 29,2 zarodka somatycznego na eksplantat),
podczas gdy chiiska odmiana Taixin Heidou tworzyta na nielicznych ekslpantatach
(18,2%) tylko pojedyncze zarodki (1,5). Rozwdj powstatych zarodkéw somatycznych
zalezy od skiadu pozywek réznicujacych i dojrzewajacych. Najlepsze efekty otrzymy-
wano stosujgc cytokininy do pobudzenia kietkowania zarodkéw lub pozywki bez do-
datku hormondw do dalszego wzrostu zarodkéw (3). Podobnie w przeprowadzonym
doswiadczeniu najwiekszy procent zarodkéw rozwijajacych sie¢ normalnie (34,1
i 33,3%) odnotowano na pozywce bez hormonéw, ale z 60,0 g 1" sacharozy i 0,5% do-
datkiem wegla aktywnego oraz na pozywece z dodatkiem 0,5 mg KT i 0,5 mg 1" BA.

5. Whnioski

1. Pozywka zawierajgca 40,0 mg 1" 2,4-D indukowata embriogeneze somatyczng
u czterech genotypow soi.

2. Najlepsza pozywka dla rozwoju zarodkéw somatycznych byla pozywka MS
bez hormonéw z dodatkiem witamin z pozywki B5, 60,0 g k”sacharozy i 0,5% dodat-
kiem wegla aktywnego oraz pozywka MS z dodatkiem 0,5 mg 1" KT i 0,5 mg 1" BA.

3. Obserwowano réznice genotypowe w zdolnosci do embriogenezy somatycz-
nej. Odmiana Polan charakteryzowata sie duza embriogenicznoscia.
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