EMBRIOGENO AUDU INICIACIJA PARASTAJAI EGLEI
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Kopsavilkums: Ilgtsp&jigas meZsaimniecibas attisttba nav iedomdjama bez
modernu augu fiziologijas un biokimijas metozu pielietoSanas dazadu problému
risina$ana. Viena no $adam augu audu in vifro pavairo$anas metodeém — salidzinosi
jauna, bet p&c daudzu zinatnieku domam augu biotehnologijas attistiba perspektiva,
- ir somatiska embriogenéze.

Parastas egles (Picea abies (L.) Krast) somatiskds embriogenézes inducé$anai
tika izmantoti gan nobriedusi, gan nenobriedusi zigotiskie embriji. Nobriedusie
embriji izdaliti no Polija atlasita séklu audzé Ustron ievaktam seklam, bet
nenobriedusie — no séklu plantacijas Stupsiany un Goérny Sanok ievaktam seklam.
Embriogéno kallusu veidoja 10,0-12,5% nobrieduso un 0-20,0% nenobrieduso
zigotisko embriju eksplantu. Tika noteikti ari svarigakie faktori, kas negativi
ietekmgja rezultatus - nobriedu§o zigotisko embriju ilgd uzglabasana un
nenobriedu$o embriju velina attistibas faze.

Darbs veikts Polijas MeZzinatnes instititd un ir dala no pétijumiem, kas
turpinasies LVMI ,,Silava” augu audu kultiiru laboratorija.

Nozimigdkie vardi: parasta egle, somatiska embriogenéze, in vitro,
embriogénais kalluss.

M. Filipovics, D. Auzenbaha, A.Gailis, LFRI , Silava”, K. Szczygiel, FRI (Poland).
Norway spruce embriogenic tissue initiation.

Abstract: Development of sustainable forestry is imposible without modern
methods of plant physiology and biochemistry to solve research requirements,
propogation and related problems. Somatic embryogenesis is one of that kind of in
vitro methods, wich is quite new and intensively develop only last twenty years, but,
in opinion of many sceintists, has a big potential of development in plant
biotechnology area.

To initiate somatic embryo culture of Norway spruce (Picea abies (L.) Krast),
two types of explants were used: immature zygotic embryos from seeds originated
from seed orchards Stuposiany and Gorny Sanok and mature zygotic embryos from
seeds that were collected in selected seed stand Forest District Ustro# in Poland.
Frequencies of embryogenic callus initiation was 10,0-12,5% for mature zygotic
embryos and 0-20,0% for immature zygotic embryos. There were main factors
determined, that negatively influenced results: late development stage of immature
zygotic embryos and long storing time of mature zygotic embryos.

This work was realised in Forest Reseach Institute in Warsaw (Poland),
Department of Genetic and Physiology of Woody Plants and will be continued in
Latvian State Forest Reseach Institute ,,Silava”, plant tissue culture laboratory.

Key words: Norway spruce, somatic embryogenesis, in vitro, embryogenic
callus.
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M. @umunosuu, JI. Aysenbaxa, A. Taitmuc, JITUJIH , Cunasa”; K. Iluruens,
Jlecnoi muctutyr (ITonpma). MHHUMALMS KYJILTYPbI 3MOPHOTEHHBIX TKAHEH
NPOCTOM eJIH.

Pestome: Pa3BurHe JIecoBefeHHsST HE BO3MOXKHO 6€3  H3IIOJB30BAHHS
COBPEMEHHBIX METONOB (U3MOIOrMM W OHOXMMHHM DACTeHHH IJIs pelIeHus
pasauyHelX npodneM. ComaTHyecKuil SMOpHOreHe3 sBISIETCA OJHMM M3 TaKHX,
CPaBHMTEILHO HOBBIX METOJOB, KOTOPHIM 10 MHEHHIO MHOTHMX YYEHBIX B 00JacTd
OHOTEXHOJIOTHH SBIIIETCS MEPCIIEKTUBHBIM.

[ MEMOMAnUM KyJIbTYPhl COMAaTHYECKHX 3MOPHOHOB Tpoctoil emu (Picea
abies (L.) Krast) HCIIONB30BAIUCh HE3peJble 3UTOTUYECKAE SMOPHOHBI LIMIIEK,
CoOpaHHBIX B CEMEHHBIX IUIaHTauusx Stupsiany u Gdorny Sanok, u 3peinbie
3UTOTHYECKME OMODHOHBI M3 CeMSH, COOpaHHBIX B OTOOPHBIX CEMEHHBIX
neconacaxnenusx Ustron B Ilomsine. DOMOPHOTEHHBIH KauTyCc M3 OOIIEro 4ucia
9KCIIaHToB obpasoBamu: 10,0-12,5%  3pesibIX 3UrOTHYECKMX SMOPHOHOB U O—
20,0% wHe3penmbIx 3MOPHOHOB. BBIABICHBI Takke OCHOBHBIE (DAKTOPBI, HETATHBHO
BIIUSIONIME HAa PE3YNbTaThl ONBITA: TO3JHUNA ATal Pa3sBUTHsI HE3PEJbIX M JTOITHH
HEPUOJI XPaHEHHUs 3PENIbIX SMOPHUOHOB.

Hacrosmas pa6ora npoBoaunack B JIecHOM HHCTHTYTe Bapuiasel U sBisieTcs
9acThi0 MCCIENOBAaHUM, KOTOpBIE OYIYyT IPOJOJDKEHBI B J1aOOPaTOPHH KYIBTYDBI
TKaHed pacTeHuil JIaTBHICKOrO rocymapcTBEHHOrO HHCTHTYTa JIeCHOM HayKw
«CumaBay.

Ievads

Somatiska embriogenéze ir perspektiva vegetativas pavairo$anas
metode, kurai salidzinagjuma ar generativo un citiem vegetativas
pavairoSanas veidiem ir savas specifiskas priek§rocibas. Somatiskas
embriogenézes gaita in vitro iegist embriogéno kallusu un no ta
somatiskajam (vegetativajam) $anam veselus augus. Viena no
metodes priekSrocibam ir augstais pavairoSanas koeficients: no maza
donora audu gabalina (eksplanta) iegistami daudzi jauni, tam
genétiski identiski, augi. Tapat par priekSrocibu uzskatama arl
pavairota materiala (embriogéna kallusa vai somatisko embriju)
kriosaglabasanas iespéja.

Embriogéno audu (kallusa) iniciacija no eksplanta ir pirmais
somatiskds embriogenézes pavairo$anas etaps, bet nakamie etapi
(fiziologiskaja Iimeni) ir: embriogéna kallusa proliferacija,
somatisko embriju nobrieSana, embriju saknu augSanas indukcija,
jauno augu izstadiSana un aklimatizacija augSanai dabiskos
apstaklos. Visi etapi ilgst no septiniem méneSiem Ilidz vienam
gadam. ST darba rezultati atspogulo tikai embriogéna kallusa
iniciacijas un proliferacijas etapus.
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Pirmos rezultativos pétjjumus par somatiskds embriogenézes
lietoSanu parastas egles pavairo$anai publicéja Hakman et al. (1985)
un Chalupa (1985). Sobrid metode tiek pielietota ne tikai p&tijumos,
bet arT meZa koku masveida pavairo$anai (Szczygiet, 2005).

Materials un metodika

Par eksplantiem izmantoti nobriedusi un nenobriedusi zigotiskie
embriji no parastas egles séklam. NenobrieduSie embriji iegiti no
seklam, kas ievaktas 2006. gada augusta regionalaja virsmezZnieciba
Krosno no séklu plantacijam: Stupsiany (izveidota 1988.-1989.g.¢.)
un Gorny Sanok (izveidota 1995.gada). Ciekuri ar nobriedusam
seklam ievakti 2005. gada no atlasitas séklu audzes Ustron
virsmeZnieciba Wista, Polija.

Nobriedusas se€klas 10 mindtes sterilizétas 36% tdenraza
peroksida (H,0,), kam uz 100 ml §kiduma pievienots viens piliens
virsmas aktivas vielas Tween 20, péc tam tris reizes skalotas destiléta
tident. P&c 12 un 48 stundu ekspozicijas 4°C (ledusskapi) no seklam
izdaliti nobriedusie zigotiskie embriji un pa desmit ievietoti Petri
traucinos ar barotni. Ciekuri ar nenobriedusajam seklam un tajas
esofajiem zigotiskajiem embrijiem 10-15 min. sterilizéti 96%
etanola, preparéti un eksplanti, tapat ka nobriedusie zigotiskie
embriji, ievietoti Petri traucinos. Embriju atdali§ana no seklam
veikta, izmantojot stereo mikroskopu ar 2,4— 4x palielinajumu.

Embriogeéna kallusa iniciacijai un pavairo$anai izmantota Gupta
& Durzan 1986 barotne ar saharozi 30 g 1", fitohormoniem 2,4-D
(2,4-dihlorfenoksietikskabi) 2 mg 17 un BAP  (6-
benzilaminopurinu)Img 1", ki ari palielinatu kazeina hidrolizata
daudzumu - 1000 mg I'. Lai panaktu nepiecieSamo barotnes
konsistenci, tai pievienots fitogels 4 g I, pH 5,8 + 0,1. Barotne
autoklavéta 20 min. pie 121 °C, vienas atmosféras virsspiediena. P&c
tam laminarboksa caur bakteriologisko filtru barotnei pievienots L-
glutamins (450 mg 1) un ieliets Petri traucinos sacieteanai.

Péc 4-6 nedelu kultivésanas eksplantus, kam bija attistijies
embriogénais  kalluss, parvietoja tada paSa pamatsastava
pavairoSanas barotné ka iniciacijas barotnei, bet ar izmainitu
saharozes (20 mg 1) un fitohormonu (2 mg I 2,4-D un 0,5 mg I'!
BAP) daudzumu. Embriogéno kallusu ievietoja svaiga pavairoSanas
barotng ik p&c divam nedélam. Abos pavairoSanas etapos eksplanti
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un embriogénais kalluss tika kultivéti tumsa klimatkamera, 25 °C
temperatlra, relativais mitrums 70 %.
Lai parbauditu embriogéna kallusa attistibu, kallusa paraugs tika

-----

apliikots stereomikroskopa 200x palielinajuma.
Rezultati

Petri traucinos ievietotos eksplantus regulari novéroja (1.attéls)
un embriogéna kallusa daudzumu noteica péc 4 un 6 nedélam
(2.attels). Tika aprekinata embriogéna kallusa iniciacija no kopgja
cksplantu skaita. Par eksplantiem izmantoja parastas egles
nenobriedusus (nZE) un nobriedusus zigotiskos (ZE) embrijus
(1.tabula).

1. attéls. Petri traucins ar eksplantiem p&c 4 ned&lam.
Fig.1. Petri dish with explants after 4 weeks.
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2. attéls. Astonas ned€las kultivéts eksplants, no kura attistijies
embriog€nais kalluss (gaisi balts).
Fig.2. Explant with embriogenic callus (light white color) after 8 weeks.

3. attls. Somatiskais embrijs agraja attistibas faze (200x palielinats).
Fig.3. Somatic embryo in early developmental stage (magnitude 200x).

Péc 8 nedelu kultivesanas, mikroskopgjot noteica, ka kalluss (3.
attéls) atrodas agraja embriogenézes attistibas stadija, kurai
raksturiga aktiva audu proliferacija (Von Arnold et al. 2002).
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Embriogéna kallusa iniciacija

1. tabula, Table 1.

Frequency of embryogenic callus initiation from immature (nZE) and

mature (ZE) zygotic embryos of Norway spruce

Seklu ieguves
avots / koka
numurs

Eksplanta
tips

Iniciacijas
datums

Eksplantu
skaits

Embriogéna kallusa
iniciacija (%)

4, 6.
nedg€las nedélas

Seklu
plantacija
Gorny Sanok/
6062

nZE

Seklu
plantacija
Gorny Sanok/
6059

nZE

18.08.2006.

40

2,50 2,50

20

10,0 10,0

Seklu
plantacija
Stupsiany/
4359

nZE

Seklu
plantacija
Gorny Sanok/
6075

nZE

21.08.2006.

20,0 20,0

28

3,57 3,57

Seklu
plantacija
Stupsiany/
4193

nZE

22.08.2006.

27

Atlasita séklu
audze Ustron

ZE*

ZE**

23.08.2006.

40

12,5 12,5

30

10,0 10,0

* _ 12 stundu ekspozicijas 4 °C (ledusskap);
*#* _ 48 stundu ekspozicijas 4 °C (ledusskap).
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Diskusijas

Embriogéna kallusa iniciacijas kvalitativa un kvantitativa attistiba
ir atSkiriga, ko nosaka eksplanta genotips, zigotisko embriju
iegiiSanai preparéto séklu ievaksanas laiks, to uzglabasanas apstak]i,
eksplantu (zigotisko embriju) attistibas pakape, in vitro kultivéSanas
rezima nodro§inasana un ievéroSana. Von Arnold (1987), stradajot
ar egli, embriogéno kallusu ieguvis 50% gadijumu no kopgja in vitro
ievadito eksplantu — nobrieduSu zigotisko embriju - skaita. Gupta
and Durzan (1986) egles embriogéno kallusu ieguvusi 5-6%
gadijumu, ka eksplantus izmantojot zigotiskos embrijus no 2 gadus
uzglabatam seklam. Savukart Mala (1991) lidziga pétijuma
embriogéno kallusu ieguvis 40—60% gadijumu, eksplantus izdalot no
tikai seSus ménesus uzglabatam seéklam. Park et al. (1998) veikusi
detalizétu génu ekspresijas analizi baltegles seklu eksplantu
embriogenézes sakuma etapos un secindjusi, ka eksplantu genotipa
ietekme uz embriogéna kallusa veidoS$anos vistie$ak izpauzas
iniciacijas faze. Turpmakajos embriogenézes etapos genotipa
ietekme biitiski samazinas. Seklam pilniba nogatavojoties, samazinas
embriogéna kallusa iniciacijas potencials (Park et al. 1998). Sie
autori sava pétfjuma visaugstako embriogéna kallusa iniciaciju (56
%) panakusi, par eksplantiem izmantojot nenobriedusus zigotiskos
embrijus no svaigi ievaktam séklam. Kad par eksplantiem izmantoti
nogatavojusies embriji no ilgstosi uzglabatam séklam, embriogéna
kallusa iniciacija bijusi tikai 16% no kopgja eksplantu skaita (Park et
al. 1998). K. Szczygiel pétijumos ar nobrieduSiem un
nenobriedusiem embrijiem panakusi embriogéna kallusa iniciaciju
attiecigi 31,4% un 23% limeni (K Szczygiet, 2006).

Daudzi autori pétfjumos izmantojusi nenobriedusus zigotiskos
embrijus no pluskoku negatavu Ciekuru séklam. Bet $adu embriju
izmantoSana tikai procesu sarezgi, jo séklu ar embrijiem vajadzigaja
attisttbas  faz€ ieglfanai Ciekuri ievdcami atkartoti. Tacu
vairakkarteja negatavu Ciekuru ievakSana ir darga, to var kavét
nelabveligi laika apstakli. Tade] praksé ertak izmantot nobriedusas
seklas, kas ievaktas no s€klu plantacijam vai meZaudzém un
uzglabatas seklu noliktava.

Darba rezultats — panakta 10,0-12,5% embriogéna kallusa
iniciacija nobriedusiem zigotiskiem embrijiem - nav TpaSi augsts
raditajs salidzindjuma ar iepriek§ minéto autoru veikumu, jo
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izmantotie nobriedu$ie embriji bija iegiti no 10 ménesus uzglabatam
seklam. Rezultatu negativi ietekmé&ja ari seéklu ievakSanas laiks —
augusta otra dekade -, kad no tam atdalitie embriji atradas vélina
attistibas faze.
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