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Introduktion
Plantevaevskultur er den del af bioteknologien som omhandler steril
dyrkning af celler, vaev eller organer pa et kunstigt sammensat narings-
substrat. Det grundleggende princip for vaevskultur er plantecellers
udviklingsmassige plasticitet, som indebarer, at man kan manipulere
gen-udtrykkelsen og derved ®ndre plantecellers form og funktion. I
princippet kan man regenerere en komplet frugtbar plante udfra en
vilkarlig levende celle i plantelegemet, det sdkaldte totipotensbegreb.

Planters primezre plantelegeme dannes ved celledelinger i de apikale
vekstpunkter (meristemer) i kimknop og kimrod. Under plantens
vaekst og udvikling danner kimens skudvakstpunkt den overjordiske
del af planten. Specielt i skovtrazer kan man iagttage, at der i lgbet af
udviklingen sker @ndringer i det oprindelige kimknopmeristem, som
derved danner celler, v&v og organer med @ndrede form- og funk-
tionsmassige karakterer. Man taler om, at det oprindelige skudvakst-
punkt gradvist overgar fra en juvenil (ungdomsmassig) til en adult
(voksen) funktion, og at der sker en ontogenesisk ®ldelse af skudvakst-
punkterne. Af speciel interesse i denne forbindelse er evnen til blom-
string samt cellers regenerationsevne, d.v.s. graden af totipotens. Blom-
stringsevnen er saledes en adult karakter, som i naletrzer fgrst fore-
kommer efter 30-100 ar. Regenerationsevnen, f.eks. evnen til roddan-
nelse i stiklinger, er derimod en juvenil karakter, som i naletrzer
aftager kraftigt allerede fa uger efter et frgs spiring. Disse forhold
frembyder store problemer i forbindelse med forzdlingsarbejde og
udvikling af veevskulturmetoder indenfor naletrzer. Anvendelse af
krydsningsforadling vanskeligggres siledes pa grund af den lange
livscyclus. Selektionsforedling og vegetativ kloning udggr ligeledes et
problem, eftersom plusindivider fgrst kan selekteres, nar de er adulte,
hvilket ggr kloningsprocesser vanskelige eller umulige.

I den intakte plante sidder hver enkelt celle fastlast i et udviklings-
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massigt form- og funktionsmassigt hierarki, som opretholdes ved
gensidige kemiske og fysiske signaler. Dannelsen af dette overordnede
hierarkiske udviklingsmgnster sker gradvist under udviklingen som et
resultat af et samspil mellem generne og det stadigt skiftende indre og
ydre miljg. Dette hierarki er specielt markant hos naletraer.

Ved anvendelse af vaevskultur kan man gge muligheden for en
effektiv manipulation af plantecellers gen-udtrykkelse som fglge af
flere forhold:

1) Ved isolering af celler/vaev/organer fra moderplanten og dyrk-
ning i vaevskultur friggres cellerne fra hierarkiet og dets haemmende
signaler. Jo farre celler man isolerer, jo stgrre frihedsgrad opnar de
enkelte celler i den isolerede plantedel.

2) Jo tzrre celler man isolerer, jo mindre er deres evne til produk-
tion af de komponenter, som de normalt far tilfgrt fra specialiserede
vev/organer i den intakte plante. Ved at tilfgre alle de ngdvendige
komponenter gennem det kunstige naringssubstrat kan de isolerede
celler overleve og dele sig, hvilket muligggr udtrykkelsen af deres
nyerhvervede frihedsgrader.

3) Under vavskultur kan man tilfgre kemiske forbindelser, d.v.s.
vaekstregulatorer/plante,,hormoner” gennem laengere tid, uden at stof-
ferne nedbrydes af mikroorganismer. Endvidere er det muligt at
kontrollere fysiske faktorer sasom lysfarve, lysintensitet, lengde af
lysperiode, temperatur, luftfugtighed, som pévirker gen-udtrykkelsen.

Regenerationssystemer i naletrasvavskulturer
Naletrzer er nogle af de fgrste vedplanter, man begyndte at arbejde
med i vaevskultur. Som fglge af naletraxers gkonomiske betydning i
skovbruget er der siden sat store ressourcer ind pa at udvikle vevskul-
turmetoder indenfor denne plantegruppe til anvendelse i foradlings-
arbejdet. Men det er fgrst indenfor de sidste 4 ar, at der med
udviklingen af regenerationssystemer udfra enkeltceller er sket et
afggrende gennembrud. For de fleste vavskulturteknikker er det
saledes afggrende, at man er istand til at regenerere planter udfra
veldefinerede udgangsceller.

Regeneration af planter i vavskultur kan ske ved to forskellige
udviklingsprocesser: a) organogenese b) somatisk embryogenese hvor orga-
nogenese betragtes som den simpleste metode.

Organogenese

Ved organogenese dannes skud eller rodvekstpunkter, som kan udvikle
unipolzre organer, d.v.s. skud eller rgdder. Skud dannet ved organo-
genese kan afskeres fra udgangsvavet og bringes til at danne rgdder,
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hvorved man har regenereret en komplet plante. Hvis skud dannes
udfra celler, der normalt ikke danner skud, taler man om adventiv
organogenese i modsetning til axiller organogenese, hvor skuddene dannes
udfra steder, hvor der allerede er anlagt skudvakstpunkter, f.eks.
bladhjgrner. Sker organogenesen udfra celler med en allerede define-
ret funktion i plantelegemet, f.eks. epidermisceller, taler man om direkte
organogenese. Celler, f.eks. epidermisceller, kan imidlertid ogsa manipu-
leres til at danne uorganiserede cellemasser, kallus, som siden kan
danne organer ved sakaldt indirekte organogenese.

Regeneration ved organogenese anvendes med stor succes for mange
urteagtige planter samt enkelte lgvtreer. For naletrzer har metoderne
med fa undtagelser vist sig at vere mindre anvendelige. Det stgrste
problem er her den =ldelsesbetingede nedgang i cellernes totipotens,
hvor det endvidere er karakteristisk, at organogenesen generelt kun
kan forega direkte, d.v.s. uden en kallusfase. Endvidere er straknings-
veksten i skudknopper fra adult materiale reduceret. For regenererede
planter kan der endvidere vare problemer med kvaliteten af rodsyste-
met. Problemet kan vere utilstraekkelig vasculer forbindelse mellem
rod og skud eller darligt udviklede rgdder, som danner et overfladisk
og ringe udviklet rodsystem. Til praktiske regenerations systemer er
organogenesemetoderne pa nuverende stadium kun anvendelige til
kloning af juvenilt materiale. For adult materiale er metoderne endnu
ikke tilstraekkeligt udviklede, men systemerne bliver med stor fordel
anvendt som eksperimentelle modelsystemer til at kortlegge mekanis-
merne i organdannelses-, stre&knings- og xldelsesprocesser i niletrzer.

Somatisk Embryogenese

Ved somatisk embryogenese forstas en ukgnnet udviklingsmassig proces,
hvor der dannes bipolere embryoer udfra somatiske (legems) celler.
Disse somatiske embryoer gennemlgber udviklingsstadier som anato-
misk og fysiologisk svarer til udviklingsforlgbet hos embryoer dannet
ved kgnnede processer og vil ved spiring danne planter, som genetisk
set svarer til udgangsmaterialet.

Som nazvnt er der indenfor de seneste 4 ar sket et gennembrud
indenfor regeneration ved somatisk embryogenese hos naletrzer. Det
har vist sig, at somatisk embryogenese kun kan ske ved selektion af visse
celletyper. Dette forhold samt vanskelighederne ved organogenese i
adult materiale stiller spgrgsmal ved den absolutte gyldighed af totipo-
tensbegrebet hos naletrzer.

Planteregeneration ved anvendelse af somatisk embryogenese 1 néle-
traeer har adskillige fordele. Metoden kan anvendes som modelsystem
og rummer mulighed for kvantitative fysiologiske studier af embryoud-
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vikling 1 naletrzer, idet man er i stand til at opna tilstreekkelige
mangder af forskellige udviklingsstadier til kvantitative analyser. De
tidlige embryostadier kan ligeledes dyrkes i flydende vavskultur, og det
er derved muligt at anvende fermenteringsteknik, d.v.s. bioreaktorer til
kultur og styring af udviklingsprocesserne. Pa lengere sigt vil man
kunne indstgbe de somatiske embryoer i vandgeler, som skal fungere
som kunstig frgkappe til beskyttelse af embryoerne mod udtgrring. De
indstgbte kim ,kunstige frg“, vil siden kunne udplantes og handteres
maskinelt.

Til fordelene hgrer ogsa at man ved somatisk embryogenese opnar
planter med en pzlerod som hos almindelige frgplanter.

Somatisk embryogenese i Sitkagran (Picea sitchensis)

I den naturlige kgnnede, d.v.s. zygotiske embryogenese dannes fgrst en
tokernet og siden en firekernet proembryo umiddelbart efter befrugt-
ningen. Ved celledelinger dannes en flercellet embryonal masse samt et
vedhang af primare og sekundzre suspensorer. Den fortsatte udvik-
ling resulterer i dannelse af globulzre og siden torpedoformede
stadier. Derefter udvikles de apikale vakstpunkter. Helt frem til
modenhed er suspensorceller tilstede ved basis af den udviklende
embryo.

I somatisk embryogenese kan man iagttage de samme stadier som ved
den zygotiske embryogenese. Den kritiske faktor for opnaelse af
somatisk embryogenese er som nzvnt selektion af de rette udgangscel-
ler. Fgr udviklingen af de fgrste embryogene vaevskultursystemer,
anvendte man grgnne meristematiske celletyper som: udgangsmate-
riale. Dette valg var naturligt, fordi man arbejdede udfra metoder
udviklet for dakirgede planter og eftersom man regnede med total
totipotens i alle planteceller. Det viste sig imidlertid, at disse celler ikke
var i stand til at danne somatiske embryoer. Istedet anvendes en hvid,
slimet cellemasse bestiende af lange suspensorlignende celler.

I det fglgende vil somatisk embryogenese i Sitkagran blive beskrevet:

1. Frembringelse og selektion af somatisk embryogene cellemasser.
Ved at kultivere umodne eller modne zygotiske kim pa et substrat
indeholdende bl.a. auxin og cytokinin kan man fremprovokere dannel-
se af forskellige faenotypisk stabile cellelinier, som kan adskilles i to
hovedtyper. (Fig. 1). En hvid slimet embryogen type primzrt bestaende
af lange suspensorlignende celler og tidlige embryostadier samt en ikke
embryogen og ikke organogen grgn cellemasse bestdende af grgnne
isodiametriske meristematiske celler. (Fig. 2).

2. Opformering af embryogene cellemasser.

Den hvide type kan overfgres til flydende kultur eller den kan dyrkes
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Fig. 1. To hovedtyper af cellelinier dyrket pa agar: En hvid, slimet embryogen
type, og en grgn ikke embryogen type.

Fig —2. Snit af de to hovedtyper: T.v. Tidligt embryostadie, t.h. Ikke embryo-
gen grgn cellemasse.



Fig. 3. Kim med kimblade.

Fig. 4. Smaplanter udviklet fra somatiske kim.
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pa fast substrat, hvor den deler sig og danner nye tilsvarende cellemas-
ser. Den grgnne type kan ligeledes dyrkes pa tilsvarende fast substrat
eller i flydende kultur, hvor det dog er ngdvendigt at modificere
substratet. Vi har 1 laboratoriet cellelinier, som har varet dyrket pa
denne made iop til 2 ar.

3. Modning af somatiske embryoer.
Ved overfgrsel af hvid cellemasse pa en polyestervavsbzrer gen-
nemvadet af substrat med abscicinsyre, en anden type vekstregulator
som indgar i den naturlige embryogenese, stimuleres modningen af
tidlige embryostadier, og der dannes globulzre embryoer. Overfgres
den grgnne type pa tilsvarende substrat sker der derimod ingen
somatisk embryogenese eller organogenese men blot en fortsat omend
nedsat celledeling.

4. Ferdigudvikling af somatiske embryoer.
Ved at afsuge det flydende modningssubstrat og tilfgre. et udvik-
lingssubstrat uden vakstregulatorer, videreudvikles de globulare so-
matiske embryoer til kim med kimblade. (Fig. 3). Den grgnne type
fortsztter blot celledelingen som hidtil.

5. ,,Spiring* af somatiske embryoer.
Ved regelmassigt afsugning og tilhaeldning af nyt vakstsubstrat sker
begyndende strekning af de somatiske embryoer. Kort efter den
begyndende skudstrakningsvaekst pabegyndes rodudviklingen.

6. Overfgrsel af somatiske kim til jord.
Disse kim kan nu overfgres fra det sterile vevskultursystem til usterilt
dyrkningssubstrat, hvor vaxksten fortsztter efter en kort vekststands-
ning. De etablerede planter udvikles normalt. (Fig. 4).



