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Wstep

Rofliny z rodzaju Trifolium ze wzgledu na naturalne wspéizycie z bakte-
riami brodawkowymi, ktére umozliwiaja wiazanie azotu atmosferycznego oraz ich
cenne wlaSciwosci paszowe, szczeg6lnie duza zawarto$¢ biatka w czgéciach wege-
tatywnych stanowig cenny obiekt badafi ukierunkowanych na dalsze ich
doskonalenie. Dzigki zastosowaniu metod biotechnologicznych poszerza sig
zakres ich zmiennoSci genetycznej, a takze przeprowadza si¢ genetyczne transfor-
macje. Szczeg6lnie przydatne w tych pracach sa techniki kultur in virro wykorzy-
stujace zdolnosci komoérek somatycznych do regeneracji ptodnej roliny. Prace z
zakresu kultur in vitro w rodzaju Trifolium zapoczatkowane zostaly przez GRAHA-
MA [1968), ktéry uzyskat u Trifolium subterraneum L., pierwsza tkanke kalusows.
W nastepnych latach badania dotyczyly wplywu rodzaju zastosowanych eksplanta-
téw, genotypu i skladnikéw pozywki na proces regeneracji. Stwierdzono m. in.
[WEEBI in. 1987; MYERS i in. 1989], Ze proces regeneracji rolin w rodzaju Trifolium
zachodzi gléwnie droga organogenezy, natomiast rzadziej droga embriogenezy
somatycznej jak to obserwowano w gatunku Trifolium fragiferum 1. [RYBCZYNSKI
1991). W przeprowadzonym do$wiadczeniu podjgto prébe indukcji somatycznej
embriogenezy u 8 odmian koniczyny pochodzacych z trzech gatunkéw Trifolium
pratense L., Trifolium incarnatum L. i Trifolium resupinatum L.

Celem badafi byla ocena wplywu genotypu w gatunkach z rodzaju Trifolium
na proces embriogenezy somatycznej oraz analiza molekularna otrzymanych klo-
néw.

Materiat i metody

Indukcjg embriogenezy somatycznej w rodzaju Trifolium przeprowadzono u
B odminm podhodzacidh 2 Axzeda gptonkéw. Trijoliwm pratense — odomiany: “Hra-
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szowska’, ‘Nike’, ‘Dajana’, ‘Jubilatka’, ‘Ulka’, ‘Karo'; Trifolium resupinatum -
odmiana: Tra’; Trifolium incarnatum - odmiana ‘Opolska’. Efektywno$¢ somatycz-
nej embriogenezy oceniano dla dwoch rodzajéw eksplantatéw: liscieniach i hypo-
kotylach, ktére pobierano z 5-6-cio dniowych siewek pozyskiwanych ze sterylnych
hodowli prowadzonych na 0,8% agarze. Eksplantaty hodowano na trzech pozyw-
kach zestalonych 0,8% agarem:

- pozywka indukujaca kalusowanie (PCL-1), oparta na skladzie podstawo-
wym PHILLIPS, COLLINS [1979] z modyfikacjami wg RYBCZYNSKIEGO [1991]
zawierajaca 2,4-D 2 mg-dm3, 0,1 mg BAP-dm-, picloramu 0,06 mg-dm=3,
2iP 2 mg-dm-?;

- pozywka réznicujaca (PCL-2), zawierajaca taki sam sklad jak pozywka
indukujaca za wyjatkiem 2iP, kt6ry zastapiono zeatyng 0,2 mg-dm-3;

- poZzywka regeneracyjna MURASHIGE, SKOOG [1962].

Hodowle eksplantatéw prowadzono przez 20 tygodni w pokoju hodowla-
nym przy zmiennym fotoperiodzie 16/8 godz. o natezeniu 4500 lux oraz stalej
temperaturze 26°C. W trakcie trwania kultury prowadzono obserwacje dotyczace
udzialu kalusujacych eksplantatéw, rodzaju i barwy kalusa oraz formujacych si¢
struktur morfologicznych.

W celu oceny podobiefistwa i dystansu genetycznego pomiedzy odmiang
kontrolng, a zregenerowanymi klonami postuzono si¢ analiza molekularna wyko-
rzystujaca taficuchowsa reakcjge polimerazy PCR oraz markery RAPD oparte o
polimorfizm DNA. Izolacj¢ DNA z tkanek mtodych lisci o powierzchni 2 mm?
wykonano zmodyfikowana metoda THOMPSON, HENRY [1995] z zastosowaniem
buforu TPS. Amplifikacja DNA przebiegata wg nastepujacego programu: dena-
turacja wstepna 94°C/60 s, nastepnie 10 cykli ( 94°C/5 s, 37°C/30 s, 72°C/30 s)
oraz 35 cykli ( 94°C/S s, 37°C/30 s, 72°C/60 s). Mieszanina reakcyjna o objetosci
12,5 pl zawierata 10 ng genomowego DNA, 0,94 u Taq polimerazy z BSA (firma
MBI Fermentas ), 1,25 pmol startera, 2 mmol dNTP, 1,25 ug BSA, 25 mmol
MgCl,, 1 mol Tris HCL. Rozdziat produktéw amplifikacji nastgpowat w 1,5% zelu
agarozowym z dodatkiem 10 pg bromku etydyny. Eletroforeza przebiegala w
buforze TBE 1 x przy napieciu 100 V. Zastosowano 6 oligonukleotydowych star-
teréw firmy Operon o nastgpujacych sekwencjach: OPF - 06 5° GGGAATTCGG
3", OPF - 08 5' GGGATATCGG 3’; OPF - 10 5' GGAAGCTTGG 3’; OPF - 16
5" GGAGTACTGG 3; OPG - 02 5 GGCACTGAGG 3; OPI - 02 §
GGAGGAGAGG 3'. Analize uzyskanych wynikéw przeprowadzono za pomocy
programu UVIMAP v. 99. Podobiefistwo genetyczne (GS) oceniano przy uzyciu
algorytmu NEI i L1 [1979] obliczonego wg wzoru: GS; = 2n;; / (n; + n;), w ktérym
»1;” oznacza liczbg prazkéw w i’ genotypie, ,,n;"to liczba prazkéw w ,,j” geno-
typie natomiast ,,n;”okresla liczbg prazkéw wspdlnych dla badanych genotypéw.
Dystans genetyczny obliczono jako: D = 1 -GS,

Wryniki i dyskusja
Przeprowadzone obserwacje po 4 tygodniach hodowli na pozywce PCL-1

wykazaly, ze rozwdj tkanki kalusowej zaindukowany zostat zaréwno na eksplanta-
tach liScieniowych jak i hypokotylowych u wszystkich badanych gatunkéw i
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odmian rodzaju Trifolium. Najlepsze wyniki uzyskano u odmiany Nike z gatunku
Trifolium pratense, ktorej oba rodzaje eksplantatéw kalusowaly w wysokim pro-
cencie: liScienie w 100%, hypokotyle w 99%. Pozostale odmiany wytwarzaly kalus
w granicach od 97% do 81% w przypadku eksplantatéw liScieniowych oraz od
90% do 79% w odniesieniu do hypokotyli (tab. 1). Zaobserwowano réwniez, Ze
proliferujacy kalus miat zréznicowang barwe od kremowej poprzez zielona do
brunatnej oraz niejednolita konsystencjg i strukturg. Z tego wzgledu podzielono
go na dwa typy: gladki - o szklistej miekkiej konsystencji, bez pofatdowan oraz
ziarnisty — twardy, kruchy, silnie pofaldowany. Po 4 tygodniach hodowli na po-
zywce PCL-2 stwierdzono, ze na eksplantatach li§cieniowych wszystkich badanych
odmian dominowat kalus mieszany, tj. zaréwno gladki jak i ziarnisty, 35,9% eks-
plantatéw wytworzylo ten rodzaj tkanki. W przypadku eksplantatéw hypokotylo-
wych przewazal typ kalusa ziarnistego, wytwarzalo go ogétem 53,7% eksplantatéw
pochodzacych z wszystkich badanych odmian (tab. 2).

Tabela 1; Table 1

Indukcja tkanki kalusowej z eksplantatéw liScieniowych i hypokotylowych
na pozywce indukujacej PCL-1

Induction of callus tissue from cotyledon and hypocotyl explants
on induction medium PCL-1

Kalusujgce eksplantaty (%)
Gatunek i odmiana Callus from explants (%)
Species and cultivars rodzaj eksplantatu; explant type
lidcienie; cotyledons hypokotyle; hypocotyls
Trifolium pratense L. " Hruszowska 92 91
Dajana 88 97
Karo 95 96
Nike 100 99
Jubilatka 86 77
Ulka 83 77
Trifolium resupinatum L. Ira 81 79
Trifolium incarnatum L. Opolska 97 90

W trakcie trwania hodowli na pozywce PCL-2 prowadzono obserwacje do-
tyczace rdéZnicowania sig struktur morfologicznych w wyksztalconej tkance kalusa.
Stwicrdzono, Ze¢ w 8 tygodniu na obu typach kalusa u wszystkich badanych
odmian zaczely formowac si¢ korzenie. Proces rizogenezy przebiegal z réing
intensywno$cia. Zaobscrwowano, ze wigksza rizogenezg uzyskano z eksplantatéw
hypokotylowych — 5,2%, natomiast w przypadku li§cieni tylko u 4,3%. Wyksztal-
cone korzenie bardzo intensywnie rozrastaly si¢ pokrywajac w koficowym etapie
hodowli caly eksplantat.

Na pozywce réznicujacej zaobserwowano réwniez wyksztalcajace si¢ zarodki
somatyczne (fot. 1, 2). Formowaly si¢ tylko u odmiany ‘Opolska’ z gatunku Trifo-
lium incarnatum w kalusie typu ziarnistego o barwie kremowej z bialym nalotem
wyksztalconym zaréwno z eksplantatéw liScieniowych jak i hypokotylowych. W
ciggu calego cyklu hodowlanego trwajacego 20 tygodni 33% eksplantatéw odmia-
ny ‘Opolska’ wykazywato zdolnosci do somatycznej embriogenezy. Lepsze wyniki
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wykazywaly eksplantaty liScieniowe w poréwnaniu z hypokotylowymi. W grupie
eksplantatéw liScieniowych 33 wykazywaly zdolnoSci embriogenne wytwarzajac
665 zarodkéw somatycznych, natomiast w przypadku hypokotyli tylko 11, z kto-
rych uzyskano 220 zarodkéw. Srednio z jednego embriogennego eksplantatu
zaréwno liSciowego jak i hypokotylowego otrzymano 20 zarodkéw (rys. 1).
Zarodki somatyczne w stadium torpedy po pasazu na pozywkg regeneracyjna
(MS) rozwijaly si¢ w rosliny lub zamieraly. Ogélem uzyskano 63 rosliny (57 z
eksplantatéw liScieniowych i 6 z hypokotyli), ktére po przesadzeniu do doniczek
ze sterylng ziemia przenoszono do szklarni (fot. 3, 4). W koficowym efekcie zaak-
limatyzowalo sig, rozwingto i zakwitto tylko 11 roSlin (8 pochodzacych z eksplan-
tatéw liScieni i 3 z eksplantatéw hypokotyli), (rys. 1).

Fot. 1; Photo 1 Fot. 2; Photo 2
Fot. 1, 2. Réznicujace sie zarodki somatyczne w embriogennej tkance kalusowej
pochodzenia liscieniowego u odm. Opolska z gatunku Trifolium incarna-
tum L.
Photo 1, 2. Differentiation of somatic embryos in embryogenic cotyledon callus of

Trifolium incarnatum L., ‘Opolska’ cultivar

Fot. 3; Photo 3 Fot. 4; Photo 4

Fot. 3, 4. Zregenerowane rofliny odm. ‘Opolska, z gatunku Trifolium incamatum L.
Photo 3, 4. Regenerated plants of ‘Opolska’ cultivar, Trfolium incarnatum 1. species
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Tabela 2; Table 2

Typy tkanki kalusowej rozwijajacej si¢ na eksplantatach liscieniowych
i hypokotylowych po zastosowaniu pozywki réznicujacej PCL-2

Types of callus originated from cotyledon and hypocotyl explants
developed on differentiating PCL-2 medium

Kalusujace eksplantaty; Callus from explants (%)
Gatunek i liscienie; cotyledons l hypokotyle; hypocotyls
odmiana - - T
Species and typ tkanki kalusowej; type of callus tissue
cultivars ziarnisty gladki mieszany ziarnisty gladki mieszany
granular smooth mix granular smooth mix
Trifolium pratense L.
Hruszowska 35,7 114 52,8 57,9 17,4 24,6
Dajana 40,4 25,0 34,5 72,9 82 18,8
Karo 35,1 22,3 42,5 752 12,9 11,8
Nike 31,0 40,0 28,0 59,1 32,6 8,1
Jubilatka 234 11,1 65,4 47,8 9,8 42,2
Ulka 43 315 25,0 52,3 15,8 31,7
Trifolium resupinatum L.
Ira l 38,2 l 333 l 28,3 [ 253 | 41,3 | 333
Trifolium incarnatum L.
Opolska 6,0 81,9 12,0 293 64,0 6,6
Ogobtem; Total 31,5 32,6 35,9 53,7 25,3 21,0
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Rys. 1. Proces regeneracji roslin z gatunku Trifolium incarnatum L. odm. ‘Opolska’
Fig. 1. Regeneration process of plants of Trfolium incarnatum 1.. species, ‘Opolska’,
cultivars

Analiza molekularna majaca na celu stwierdzenie poziomu podobiedstwa i
dystansu genetycznego pomigdzy odmiang kontrolng ‘Opolska’ a jej somatycz-
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nymi klonami wykonana technika PCR-RAPD z zastosowaniem 6 oligonukleo-
tydowych starteréw wykazata bardzo mate podobiefistwo genetyczne migdzy ana-
lizowanymi formami (rys. 2). Uzyskane elektroforogramy przy zastosowaniu posz-
czegblnych starteréw wykazuja wysoki stopiefi polimorfizmu produktéw amplifi-
kacji genomowego DNA, co wskazuje na istotne réznice dotyczace badanych
obiektéw (fot. 5). Potwierdzaja to réwniez wysokie wspélczynniki dystansu gene-
tycznego (tab. 3). Zaobserwowano, ze najnizszy wspétczynnik (0,75) odnosi sie do
odmiany kontrolnej i klonu R,-08, natomiast najwyzszy (1,00) do klonu R,-01, 05,
10. Nalezy zwréci¢ uwage takze na wysokie wartoSci wspdlczynnikéw dystansu
genetycznego w obrebie zregenerowanych klonéw (od 0,71 do 0,95). Jest to
prawdopodobnie wynik ich zmienno$ci somaklonalne;.

Rys. 2. Dendrogram przedstawiajacy podobienstwo genetyczne pomigdzy odmiang
kontrolng ‘Opolska’ z gatunku Trifolium incarnatum 1., a jej 11 somatycznymi
klonami w pokoleniu R, przy zastosowaniu wszystkich analizowanych starteréw

Fig. 2. Dendrogram showing genetic similarity between control ‘Opolska’ cultivar of
Trifolium incarnatum 1. species and its 11 somatic clones in R, generation, at
using of all analysed starters
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Fot. 5. Zel agarozowy obrazujacy polimorfizm produktéw amplifikacji genomowego
DNA pomigdzy odmiang kontrolng ‘Opolska’ (K) z gatunku Trifolium incarma-
tum L. a jej 11 somatycznymi klonami w pokoleniu R, generowany starterem
OPF 06 o sekwencji: 5 GGGAATTCGG3; W ~ wzorzec, marker 1Kb DNA
Ladder

Photo 5. Agarose gel depicting polymorphism of products of amplification of genomic
DNA between control ‘Opolska’ cultivar (K) of Trifolium incarnatum L. and
11 somatic clones in R, generated with OPF 06 starter with the sequence
5'GGGAATTCGG3'; W — DNA marker, 1Kb DNA Ladder
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Prace z zakresu kultur in vitro w rodzaju Trifolium zapoczatkowane zostaly
w 1968 roku przez GRAHAMA [1968], ktory uzyskat u Trifolium subteraneum
pierwsza tkanke kalusowa. OSWALD i in. [1977] opisali proces regeneracji roSlin
koniczyny bialej z kalusa uzyskanego z siewek oraz podali warunki prowadzenia
kultury. W nastepnych latach badania dotyczyly wplywu rodzaju zastosowanych
eksplantatéw, genotypu i skladnikéw pozywki na proces regeneracji. BEACH i
SMITH [1979] badajac proces regeneracji u Irifolium pratense i Trifolium incarna-
tum stwierdzili wysoka interakcje pomiedzy genotypem Trifolium pratense a wa-
runkami kultury. PEDERSON [1986] wykazat wigksze zdolnosci embriogenne tkanki
kalusowej pochodzacej z hypokotylu gatunku Trifolium incarnatum i Trifolium
vesiculosum niz kalusa z tego samego rodzaju eksplantatu u gatunkéw Trifolium
ambigum i Trifolium repens. Procesy regeneracji ro§lin w rodzaju Trifolium zacho-
dzg gidwnie drogy organogenezy, natomiast rzadziej droga embriogenezy soma-
tycznej [WEEB| in. 1987; MYERS i in. 1989].

Tabela 3; Table 3
Wspotczynniki dystansu genetycznego pomig¢dzy odmiang kontrolng ‘Opolska’
z gatunku Trfolium incarnatum L. a jej somatycznymi klonami w pokoleniu R,

Coeflicients of genetic distance between control ‘Opolska’ cultivar
of Trifolium incarnatum 1.. species and somatic clones in R, generation

Od-

miana

Kion | Opol-

Culti- s}l)(a R-01 | R-02 {R;-03 | R,-04 |R;-05 | R,-06 { R,-07 | R,;-08 | R;-09 | R;-10 [R-11
var

Clones

Opol- X

ska

R-01 | 1,00 [x
R-02 | 095 [082 |X
R-03 | 094 (09 [081 |X
R-04 | 087 [095 (095 |os4 [X
R05 | 1,00 {091 |087 091 [095 |X
R-06 | 0,78 095 091 [090 [085 |o87 |X
R-07 | 077 {095 |086 [085 |o84 |086 [081 [X
R-08 | 075 095 095 o095 log2 |oso o9 [o84 X
R-09 | 0,87 095 |085 |08 [094 Jo95 |084 |08 (082 [X
R-10 | 1,00 [090 ]0,92 [085 |0,80 [086 |091 [071 |089 084 |X
R-11 | 0,83 [0,95 {091 [o085 |o8s |oss |08 075 |o084 089 o1 [X

Wykonane badania potwierdzaja wplyw genotypu na proces embriogenezy
somatycznej. Zarodki somatyczne i w efekcie regeneracje roslin uzyskano przy
zastosowanym poziomie regulatoréw wzrostu i rozwoju tylko w gatunku Trifolium
incarnatum. W przeprowadzonych badaniach proces regeneracji zachodzit we
wszystkich eksplantatach tylko poprzez embriogeneze somatyczna, natomiast nie
obserwowano regeneracji na drodze organogenezy.
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Whioski

Przeprowadzone badania wykazaly istotny wplyw genotypu na proces
embriogenezy somatycznej w gatunku Trifolium incarnatum.

Pozywka indukujgca PCL-1 [PHILLIPS, COLLINS 1979 z modyfikacjami] inicjo-
wala rozwéj tkanki kalusowej zaréwno na eksplantatach liScieniowych i hypoko-
tylowych wszystkich badanych gatunkéw i odmian.

Pozywka réznicujgca PCL-2 [PHILLIPS, COLLINS 1979 z modyfikacjami] induko-
wala rizogenezg w tkance kalusowej pochodzenia liScieniowego i hypokotylowego
wszystkich badanych odmian z rodzaju Trifolium oraz embriogeneze u gatunku
Trifolium incarnatum.

Wiasciwosci embriogenne wykazywal tylko kalus o strukturze ziarnistej,
koloru kremowego z bialym nalotem wyksztalcony na eksplantatach liScieniowych
1 hypokotylowych odmiany ‘Opolska’ z gatunku Trifolium incarnatum.

Analiza molekularna wykazala niski stopief podobiefistwa genetycznego
pomigdzy embriogennymi genotypami odmiany ‘Opolska’ z gatunku Trifolium
incarnatum, a jej somatycznymi klonami pokolenia R,.
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Stowa kluczowe:  Trifolium, in vitro, somatyczna embriogeneza, PCR-RAPD
Streszczenie

Indukcj¢ somatycznej embriogenezy w rodzaju Trifolium przeprowadzono u
8 odmian pochodzacych z trzech gatunkéw: Trifolium pratense — odmiany: 'Hru-
szowska’, ‘Nike’, ‘Dajana’, ‘Jubilatka', ‘Ulka’, ‘Karo’; Trifolium resupinatum
odmiana ‘Ira’ oraz Trifolium incarnatum odmiana ‘Opolska’. Kalus indukowano
na pozywce PHILLIPS, COLLINS [1979] z modyfikacjami wg RYBCZYNSKIEGO [1991]
zawierajacej 2 mg-dm- 2,4-D, 0,1 mg-dm= BAP, 0,06 mg-dm- picloramu oraz 2
mg-dm= 2iP. Efektywnos§¢ somatycznej embriogenezy oceniano na dwdch rodza-
jach eksplantatéw: lidcieniach i hypokotylach pobieranych z 5-6 dniowych steryl-
nych siewek. Namnazanie kalusa i formowanie si¢ w nim zarodkéw przebiegalo
na pozywce réznicujacej, zawierajacej ten sam sklad jak pozywka indukujaca za
wyjatkiem 2iP, ktéry zastapiono 0,2 mg-dm- zeatyny. Pasazowanie zarodkéw
somatycznych na pozywke regeneracyjng MURASHIGE, SKOOG [1962] przyspieszato
ich rozwdj 1 doprowadzato do wzrostu ro§lin. Embriogenny kalus uzyskano tylko
u odmiany ‘Opolska’ z gatunku Trifolium incarnatum z obu rodzajéw eksplanta-
téw. Analiza molekularna wykonana technika PCR z wykorzystaniem markeréw
RAPD wskazuje na niski stopiefi podobiefistwa genetycznego pomigdzy odmiang
wyjsciowa ‘Opolska’, a jej klonami uzyskanymi na drodze somatycznej embrioge-
nezy.

INDUCTION OF SOMATIC EMBRYOGENESIS IN in vitro
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Departament of Genetics and Plant Breeding,
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Summary

Induction of somatic embryogenesis in Trifolium genus was been carried
out on eight varieties from three species: Trifolium pretense (‘Hruszowska’, ‘Nike’,
‘Dajana’, ‘Jubilatka’, ‘Ulka’, ‘Karo’ cvs.); Trifolium resupinatum (cv. ‘Ira’) and Tri-
folium incarnatum (cv. ‘Opolska’). The callus was obtained on PHILLIPS, COLLINS
[1979] medium with modifications by RYBCZYNsKI [1991]. Somatic embryogenesis
was induced on two of explants: cotyledons and hypocotyls. The medium con-
tained 2.0 mg-dm? 2,4-D, 0.1 mgdm- BAP 0.06 mg:dm= picloram and 2.0
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mg-dm- 2iP. Proliferation of callus and formation of embryos were carried out
on differentiating medium with composition the same as induction medium,
except of 2iP, that was replaced by 0.2 mg-dm=® zeatin. Transfer of somatic
embryos on regeneration medium MURASHIGE, SKOOG [1962] accelerated their
development and affected plant growth. Embryogenic callus was obtained only
from ‘Opolska’ cv. of Trifolium incarnatum from both types of explants.
Molecular analysis performed with PCR technique using RAPD markers, indi-
cated low level of genetic similarity between ‘Opolska’ cultivar and clones
obtained by somatic embryogenesis.
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