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SOMATYCZNA EMBRIOGENEZA — ALTERNATYWNY
SPOSOB UZYSKANIA WYSELEKCJONOWANEGO
MATERIALU SADZENIOWEGO GATUNKOW DRZEW
IGLASTYCH

SOMATIC EMBRYOGENESIS — AN ALTERNATIVE WAY TO PRODUCE
IMPROVED PLANTING STOCK OF CONIFEROUS TREE SPECIES

Abstract. Somatic embryogenesis in conifers as an effective vegetative propa-
gation method, offers a great multiplicative potential in a short time as well as
the possibility of cryopreservation the embryogenic tissue. Mass vegetative
propagation via tissue culture (micropropagation, clonal propagation) of se-
lected, improved material give many advantages over conventional methods
(cutting, grafting). Plants can be produced by tissue culture through one of two
different pathways: organogenesis or somatic embryogenesis. Organogenesis
is developmental process where organ primordia are initiated on a explant (for
ex. bud, leaf), after exogenously applied hormones. After organ initiation sev-
eral steps — shoot elonagation, rooting and acclimatization are required to ob-
tain plant. Somatic embryogenesis — is the process of formation and
development of somatic embryos from vegetative (somatic) tissue. This process
can be divided into different steps: 1) initiation of embryogenic tissue from the
primary explant (mature or immature zygotic embryo, cotyledon, needle), 2)
multiplication of embryogenic tissue, 3) maturation of somatic embryos, 4) ger-
mination of somatic embryos, 5) plant regeneration. A short historical aspects
of somatic embryogenesis in woody plants and its application for forest regen-
eration is presented. Vegetatively propagated material via somatic embryo-
genesis offers many advantages over seed material and can be used for forest
tree breeding and reforestation programmes.

Key words: explant, organogenesis, somatic embryogenesis, somatic embryo,
embryogenic tissue (callus).
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1. WPROWADZENIE

Wegetatywne rozmnazanie drzew, polegajace na uzyskiwaniu nowych osob-
nikow droga regeneracji z czgs$ci organizmu macierzystego, pozwala skuteczniej
niz rozmnazanie generatywne zachowac pozadane cechy hodowlane u potomstwa.
W lesnictwie utatwia ono szybkie wprowadzenie do praktyki wynikéw selekcji
drzew. Metody wegetatywnego rozmnazania znajduja zastosowanie w lesnictwie
gtéwnie ze wzgledu na pdzne osigganie przez drzewa wieku dojrzatosci gene-
ratywnej, okresowos¢ kwitnienia i obradzania nasion oraz wystepowanie
czynnikow powodujacych pogorszenie stanu zdrowotnego lub wrecz zamieranie
cennych populacji, a takze w przypadku rozmnazania nowych form roslin uzys-
kanych przez krzyzowanie, a przede wszystkim w celu uzyskania wegetatywnego
potomstwa drzew doborowych i elitarnych do zaktadania plantacji nasiennych.

W szkotkarstwie leSnym wegetatywne rozmnazanie drzew jest szeroko sto-
sowane. Tradycyjne metody mnozenia drzew, jak ukorzenianie zrzezé6w pgdowych
(zdrewniatych i zielnych) i korzeniowych, szczepienia, odrosty czy odktady, maja
szereg ograniczen. Metody te czgsto wymagaja specjalnych matecznikow, ktore
musza by¢ odpowiednio pielegnowane i odmtadzane, w celu zachowania przez
rosliny mateczne zdolnosci do regeneracji. Efektywnos¢ tych metod (szczegolnie
ukorzeniania zrzezéw) zalezy od wieku rosliny matecznej i jest wysoka niemal
wylacznie w przypadku pozyskiwania zrzezow z mtodych roslin matecznych. Przy
wegetatywnym rozmnazaniu drzew iglastych spotykany jest czgsto u nowopo-
wstalych sadzonek wzrost plagiotropowy, czyli poziomy wzrost peddw, bez wy-
raznego przewodnika. Natomiast przy szczepieniu utrudnieniem jest wyrastanie z
podktadek pedow konkurujacych ze zrazami, co w wypadku plantacji nasiennych
jest calkowicie niedopuszczalne. Ponadto, stosujac tradycyjne metody uzyskuje si¢
mata wydajno$¢ rozmnazania z jednej rosliny mateczne;j.

Najnowszym sposobem masowego, klonalnego rozmnazania drzew jest ich we-
getatywne rozmnazanie in vitro, metoda hodowli tkanek (tzw. mikrorozmnazanie).

Podstawowe zalety i1 cele rozmnazania drzew lesnych metoda kultur tkan-
kowych to:

— mozliwos¢ uzyskania w krotkim czasie duzej liczby genetycznie iden-
tycznych osobnikow (rozmnazanie klonalne) z matej ilosci materiatu wyjsciowego
(eksplantaty pierwotne: dojrzale i niedojrzate zarodki zygotyczne, liscienie, igly,
liscie, paki wierzchotkowe i boczne),

— kriokonserwacja materialu uzyskanego droga in vitro: wykorzystanie ma-
teriatu otrzymanego droga somatycznej embriogenezy (kalus embriogenny, so-
matyczne zarodki i sztuczne nasiona) oraz organogenezy (paki, pedy z pakami) do
dlugoterminowego przechowywania w cieklym azocie w temperaturze -196 °C,

— mozliwo$¢ otrzymania w krotkim okresie wartosciowego wyselekcjono-
wanego materiatu sadzeniowego, ulepszonego genetycznie ze wzgledu na war-
tosciowe cechy dla lesnictwa, réznych gatezi przemystu czy produkcj¢ metabo-
litow wtornych dla potrzeb farmacji i przemystu kosmetycznego,
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— mozliwo$¢ regeneracji gatunkéw drzew, ktore trudno rozmnazajg si¢
tradycyjnymi metodami wegetatywnego mnozenia (np. sosna, dab, buk),

— rozmnazanie gatunkéw drzew, ktorych nasiona sa trudne do przechowy-
wania przez dlugi okres (tzw. ,;recalcitrant” — deby, jawor, klon srebrzysty, ka-
sztanowce, kasztan jadalny), lub ktore produkuja nasiona p6zno i nieregularnie (np.
modrzew, buk zwyczajny, jodta pospolita),

— Scisly zwiazek kultur tkankowych z inzynieria genetyczng (transformacje
genetyczne).

2. HISTORIA BADAN KULTUR TKANKOWYCH

Po raz pierwszy problem hodowli organéw i tkanek roslinnych in vitro zostat
podjety przez Haberlandta w 1902 r., ktory twierdzil, ze komorki kazdej rosliny
hodowane w odpowiednich warunkach moga zainicjowaé regeneracje roslin (p6z-
niej na tym stwierdzeniu zostala oparta teoria totipotencji, Mtodzianowski 1984).
W 1934 r. sukcesem zakonczyly si¢ do§wiadczenia White’a (1934), ktory uzyskat
dhugotrwaty wzrost korzeni pomidora zwyczajnego (Lycopersicon esculentum),
stosujac pozywke mineralna uzupetiona glukoza i wyciagiem z drozdzy. Po-
dobnie nieograniczony wzrost tkanki roslinnej in vitro uzyskali w 1939 r. we
Francji Gautheret oraz Nobecourt (Mtodzianowski 1984). W Polsce juz w latach
1952-1953 pojawity si¢ prace nad podziatami jader i komoérek w eksplantatach
oraz nad hodowla tkanek. W latach 1948—1959 pionierami prac z zakresu metody
hodowli in vitro tkanek roslinnych i izolowanych zarodkéw byli prof. J. Czosno-
wski ze wspolpracownikami oraz prof. A. Szweykowska (Mtodzianowski 1984).
Od tego czasu metoda hodowli in vitro stosowana jest w naszym kraju w wielu
placéwkach naukowych.

Poczatkowo do regeneracji roslin drzewiastych uzywano tkanki kambialnej
(Gautheret 1934), ze wzgledu na duza zawartos¢ w niej endogennych hormonow
wzrostu (auksyn i cytokinin). Dopiero po odkryciu cytokinin zaczgto wykorzy-
stywa¢ do hodowli tkanek inne zrodia eksplantatéw. Z 1940 r. pochodza do-
niesienia o mozliwos$ci regeneracji pakéw przybyszowych z tkanki kalusa wigzu
Ulmus campestris (Gautheret 1940). Podobne wyniki otrzymat Jacquiot (1949,
1955), prowadzac badania na tym samym gatunku, a takze brzozie (Betula ver-
rucosa). Poza pakami przybyszowymi uzyskat on rowniez zaczatki korzeni, jednak
nie udato si¢ mu wyhodowac catkowicie wyksztatconych roslin. Pierwsza kom-
pletna rosling byta osika zregenerowana z licia w 1970 r. (Winton 1970), co za-
poczatkowato intensywne badania nad rozmnazaniem wegetatywnym drzew w
kulturach in vitro.

W 1958 r. otrzymano pierwsze roslinne somatyczne zarodki u marchwi (Da-
ucus carota) (Steward 1958), a siedem lat pozniej zarodki drzewa sandatowego
(Santalum album) Rao (1965).
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O duzych mozliwo$ciach somatycznej embriogenezy jako metody szybkiego
rozmnazania in vitro gatunkéw drzew iglastych donosili Thorpe i Biondi (1984),
Dunstan (1988), Becwar i in. (1988). Pionierskie badania nad somatyczng em-
briogeneza drzew iglastych prowadzone byly juz wczesniej, w latach 1968—1980.
Przodujacym laboratorium prowadzacym badania w tym zakresie byt osrodek
kierowany przez prof. D. J. Durzana i wspdtpracownikéw (w Kanadzie), w ktérym
badano rozwoj i metabolizm kalusa oraz komoérek zawiesinowych gatunkow drzew
iglastych (Durzan i Steward 1968, Chalupa i Durzan 1973, Durzan i Chalupa 1976).
Wprawdzie obserwowano rézne struktury podobne do zarodkow, nie uzyskano
jednak z nich zarodkow ani roslin. Pierwsze doniesienie o mozliwo$ci rozmnazania
przez somatyczne zarodki gatunkéw drzew iglastych pochodzi z 1985 r., gdy
Hakman i in. (1985) oraz Chalupa (1985) uzyskali inicjacje somatycznej em-
briogenezy u $wierka pospolitego (Picea abies Karst.). Jako eksplantaty zasto-
sowano dojrzate i niedojrzate zygotyczne zarodki. Uzyskano 38% frekwencje
inicjacji kalusa embriogennego (procent eksplantatow tworzacych tkanke em-
briogenna) z niedojrzatych zarodkow, 8% z dojrzatych (Chalupa 1985) oraz so-
matyczne zarodki, a z nich siewki. W laboratorium szwedzkim Hakman ze wspot-
pracownikami (1985) otrzymali w 50% inicjacj¢ tkanki embriogennej, stosujac
réwniez jako eksplantaty niedojrzate zarodki zygotyczne swierka pospolitego. W
tym samym roku réwniez zainicjowano kalus embriogenny (Nagmani i Bonga
1985) z megagametofitu (prabielma z niedojrzaltym zarodkiem) modrzewia
europejskiego (Larix decidua Mill.), a w 1986 r. Erdelsky i Barancok pierwsi
otrzymali tkanke embriogenna u jodly pospolitej (4bies alba Mill.), wykorzystujac
jako eksplantat dojrzaty zarodek zygotyczny. Nalezy podkresli¢, ze pierwsze so-
matyczne siewki swierka pospolitego wyhodowali Hakman i von Arnold (1985)
oraz Chalupa (1985). W tym samym roku Nagmani i Bonga (1985) uzyskali
pierwszg siewke modrzewia europejskiego (haploidalna), a dopiero w 1995 r.
Hristoforoglu ze wspotpracownikami (1995) otrzymali siewki somatyczne jodty
pospolitej.

Od tego czasu w wielu laboratoriach rozpoczgto intensywne badania nad
mozliwoscia rozmnazania in vitro réznych gatunkéw drzew iglastych metoda
somatycznej embriogenezy.

Obecnie metoda somatycznej embriogenezy rozmnazanych jest ponad 300
gatunkow roslin (Bajaj 1995, Dunstan i in. 1995), w tym 120 gatunkéw drzew
lisciastych, wsrdd nich liczne drzewa lesne, jak: Fagus silvatica (Jorgensen 1988),
Fraxinus spp. (Preece i in. 1987), Juglans spp. (Cornu 1988), Populus spp. (Chen i
in. 1988), Robinia (Wang i in. 1982), Quercus robur i Tilia cordata (Chalupa
1990), (Kendurkar i in. 1995), i ponad 50 gatunkow drzew iglastych (Gupta i Grob
1995, Minocha i Minocha 1995, Raemakers i in. 1999).
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3. MIKROROZMNAZANIE GATUNKOW DRZEW IGLASTYCH

Mikrorozmnazanie drzew (klonowanie — wegetatywne rozmnazanie drzew in
vitro) mozna uzyska¢ stosujac dwie metody: organogenezg i somatyczng embrio-
genezg.

Organogeneza jest sposobem klonowania polegajacym na formowaniu or-
gandw roslinnych na eksplantacie pod wptywem roslinnych regulatoréw wzrostu
(hormonoéw). Umieszczenie eksplantatu (paki wierzchotkowe i katowe, ped 1-2 cm
z pakiem, liscien, igla, li$¢, zarodek) na pozywce uzupetnionej cytokininami lub
cytokining i auksyna powoduje aktywacje merysteméw pgdowych, w wyniku
czego powstaja mikropedy (mikrosadzonki), ktore nastepnie sa ukorzeniane w
pozywkach o wyzszym stgzeniu auksyn niz cytokinin, w warunkach in vitro lub ex
vitro. Do ukorzeniania mikrosadzonek stosowane sa substraty (najczesciej mie-
szanina torfu z perlitem lub wermikulitem) oraz hormony wzrostu w preparatach
proszkowych. Stosujac ta metode z jednego eksplantatu pierwotnego mozna uzys-
ka¢ od 10 do 50 nowych roslin.

Bardziej wydajng metoda rozmnazania drzew in vitro jest somatyczna em-
briogeneza, dzigki ktorej w krotkim czasie mozliwie jest otrzymanie duzej liczby
genetycznie identycznych osobnikéw (klon) z matej ilosci materiatu wyjsciowego
— eksplantatu (co umozliwia masowe, klonalne rozmnazanie). Proces ten polega na
formowaniu i rozwoju zarodkéw z komodrek somatycznych (wegetatywnych) z
pominieciem zaptodnienia i zygoty. Tautorus i in. (1991) definiuja ja jako metodg
bezplciowego rozmnazania, ktora odtwarza normalny proces rozwoju zarodka w
nasieniu. Somatyczne zarodki sg identyczne lub podobne do zygotycznych, maja
zdolno$¢ kietkowania i regeneracji siewek. Wedlug Malepszego i Wroblewskiego
(1994) jest to proces morfogenetyczny, w wyniku ktérego z komorki lub komorek
roslinnych (z wylaczeniem zygoty i gamet) powstanie struktura o morfologii zbli-
zonej lub identycznej z morfologia ktorego$ ze stadiow rozwojowych zarodka
zygotycznego.

Zasadnicza réznica migdzy obydwoma metodami mikrorozmnazania polega
na tym, ze podczas organogenezy dochodzi do formowania organdw na eks-
plantacie, a w wyniku somatycznej embriogenezy powstaja somatyczne zarodki.

Proces somatycznej embriogenezy zachodzi poprzez nastgpujace fazy:

1) inicjacje kalusa embriogennego na eksplantacie,

2) namnazanie kalusa embriogennego (tworzenie somatycznych zarodkow),

3) dojrzewanie somatycznych zarodkow,

4) kietkowanie somatycznych zarodkow,

5) konwersje somatycznych zarodkéw w siewki.

Faza inicjacji kalusa embriogennego na eksplantacie

Somatyczna embriogeneza moze zachodzi¢ bezposrednio z komodrek eks-
plantatu lub posrednio poprzez stadium kalusa embriogennego powstajacego na
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eksplantacie (Sharp i in. 1980, 1982). Przez ciagle podzialy i namnazanie em-
briogennej tkanki, ten drugi sposéb stwarza praktycznie nieograniczone mozli-
wosci uzyskania zarodkow somatycznych, a z nich siewek.

W celu inicjacji tkanki embriogennej drzew iglastych, jako eksplantaty pier-
wotne (fragment rosliny lub tkanka uzywana do zainicjowania kultury in vitro),
stosuje sie gldwnie dojrzate 1 niedojrzate zygotyczne zarodki (fot. 1). Do inicjacji
kalusa embriogennego Picea abies wykorzystywano tez liScienie 7-dniowych kiet-
kujacych zarodkéw (Krogstrup 1986, Leluiin. 1987, 1990), a Picea glauca i Picea
mariana — liscienie 12-dniowe (Lelu i Bornman 1990). Attree i in. (1990) za-
stosowali réwniez licienie 12-30-dniowych siewek Picea glauca i Picea mariana.
Do inicjacji kalusa embriogennego Picea abies Ruaud i in. (1992) wykorzystali
hipokotyle i liscienie 1-miesigcznych siewek somatycznych i zygotycznych oraz
igly 14-miesi¢cznych siewek somatycznych hodowanych w szklarni, a takze iglty
7-56-dniowych siewek somatycznych i zygotycznych (Ruaud 1993). Ostatnio Har-
vengt ze wspotpracownikami (2001) otrzymali tkank¢ embriogenna na 3-letnich
igtach siewek somatycznych Picea abies. Jest to najstarszy eksplantat §wierka, z
ktérego uzyskano tkanke embriogenna.

Nagmani i Bonga (1985) u Larix decidua oraz von Aderkas i in. (1990) u Larix
decidua 1 L. leptolepis w celu inicjacji haploidalnej tkanki embriogennej zastosowali
megagametofit, z ktorego usunigto niedojrzaly zarodek, oraz megagametofit z nie-
dojrzatym zarodkiem, aby zainicjowa¢ diploidalny kalus embriogenny.

W celu inicjacji somatycznej embriogenezy wykorzystywano réwniez pro-
toplasty (Attree 1 in. 1987, Klimaszewska 1989, Egertsdotter i von Arnold 1991,
von Aderkas 1992). Attree ze wspotpracownikami (1987) uzyskal regeneracjg
somatycznych zarodkow z protoplastéw wyizolowanych z embriogennej tkanki
Picea glauca, a Klimaszewska (1989) wyhodowata siewki mieszanca La-
rixxleptolepis, rowniez stosujac jako eksplantaty w somatycznej embriogenezie
protoplasty z tkanki embriogennej. Podobnie von Aderkas (1992) otrzymat re-
generacj¢ siewek z protoplastow izolowanych z haploidalnego kalusa Larix
decidua Mill.

Wyzsza frekwencje inicjacji kalusa embriogennego uzyskiwano stosujac jako
eksplantaty zarodki niedojrzate. Pozyskanie takich eksplantatéw jest jednak klo-
potliwe ze wzgledu na terminowos$¢ zbioru niedojrzatych szyszek, a takze krotki

Fot. 1. Dojrzaly zygotyczny zarodek
Swierka pospolitego (Picea abies)
(eksplantat)

Phot. 1. Mature zygotic embryo of
Norway spruce (Picea abies) (explant)
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okres odpowiedniego stadium rozwoju niedoj-
rzatych zarodkow (na ogdt 2—4 tygodnie po za-
ptodnieniu), a poza tym czgste lata nieurodzaju
szyszek. Bardziej korzystne jest zastosowanie doj-
rzatych zarodkéw zygotycznych, izolowanych z
nasion przechowywanych w chtodniach. Z da-
nych literaturowych wynika, ze do inicjacji naj-
czesciej stosowano dojrzate zarodki bezposred-
nio po zbiorze, a rzadziej przechowywane przez
dlugi okres. Dojrzate zygotyczne zarodki gatun-
kéw drzew iglastych majg r6zna zdolnos¢ do
inicjacji somatycznej embriogenezy. ZdolnoS¢  Fot. 2. Inicjacja kalusa embrio-
do somatycznej embriogenezy u Swierka pospo-  gennego na dojrzalym zygotycz-
litego jest — w pordwnaniu z innymi gatunkami ~ nym zarodku $wierka pospolitego
drzew iglastych — stosunkowo wysoka i wynosi ~ (Picea abies)
55% (Jain i in. 1988). Dotychczas tylko Leluiin. ~ Phot 2. Initiation of embryogenic

. . . callus on mature zygotic embryo of
(1994) uzyskali kalus embriogenny na doj- Norway spruce (Picea abies)

K o y spruce (Picea abies

rzatych zarodkach modrzewia europejskiego (w
5%). Tkanke¢ embriogenng na dojrzatych zygo-
tycznych zarodkach jodly pospolitej zainicjowali Hristoforoglu i in. (1995) — w
40%, Braumdiller i in. (2001) — w 52% oraz Szczygiet i Kowalczyk (2001) — w
29,4%. Obecnie trwaja poszukiwania innych zrodet eksplantatow (igly, liscienie,
hipokotyle) oraz réznych regulatoréow roslinnych stymulujacych proces inicjacji
somatycznej embriogenezy.

Jako eksplantaty wtdrne stosowane sg somatyczne zarodki oraz liscienie i igly
somatycznych siewek. Stwierdzono wyzsza wydajnos¢ inicjacji kalusa embrio-
gennego przy zastosowaniu materiatu roslinnego wczesniej uzyskanego droga
somatycznej embriogenezy (Ruaudiin. 1992, Ruaud 1993, Salajova i Salaj 2001).

Zainicjowana tkanka embriogenna’ ma posta¢ od biatej do przezroczystej
»Kkleistej” masy (fot. 2). Po zabarwieniu jej acetokarminem widoczne sg (pod
mikroskopem) wczesne stadia rozwojowe zarodkoéw — prazarodki. Wyodrebnia si¢
w nich wyrazna strefa masy embriogennej (mate komorki, ktérych jadra wy-
barwiaja si¢ na czerwono) oraz diugie bezbarwne komorki suspensora o duzych
wakuolach i matych jadrach (fot. 3).

W celu zainicjowania procesu somatycznej embriogenezy eksplantat nalezy
wylozy¢ na pozywke uzupetiong regulatorami roslinnymi. Somatyczna embrio-
geneza, poczawszy od fazy inicjacji kalusa embriogennego do uzyskania doj-
rzatych zarodkow, zalezy od dostarczanych egzogennie roslinnych regulatorow
wzrostu. Kazda faza somatycznej embriogenezy wymaga innych zabiegow, ktore
zaleza od wynikéw fazy poprzednie;.

* . r . 7. . r 3 . . .
W literaturze okreslana jest w roznoraki sposob, jako masa proembriogeniczna, kalus embriogenny, masa
komorek embriogennych lub masa embriogenna suspensora.
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. W fazie inicjacji kalusa embriogennego u wig-
) kszosci gatunkow drzew iglastych pozywki podsta-
wowe uzupehnia si¢ cytokining (najcze¢sciej BAP-6-
benzyloaminopuryna, w stgzeniu 4,5-5 puM) i
auksyna (2,4-D-kwas 2,4-dichloro-fenoksyoctowy,
w ilosci 9-10 pM), z wyjatkiem jodty, dla ktorej
pozywka wzbogacana jest tylko o BAP. Jedynie
Hristoforoglu i in. (1995) dodawali cytokininy BAP
(2,2 uM) wraz z kinetyna (2,3 uM). Sporadycznie
stosowano roéwniez NAA (kwas naftylooctowy)
razem z BAP — aby zainicjowac tkank¢ embrio-
genna na dojrzatych zygotycznych zarodkach Picea
abies (von Armnold 1987), a takze Picloram
Foi 3 Praarode Swirka O somtyne) embrioge.
pospolitego (Picea abies)
Phot. 3. Proembryo of Norway  Nezy Picea glauca (Park i in. 1993).
spruce (Picea abies) Najczesciej stosowanymi pozywkami podsta-
wowymi sg: DCR (Gupta i Durzan 1985), BM-3
(Gupta 1 Durzan 1986), LP (von Arnold i Eriksson
1981), LM (Litvay iin. 1985), MSG (Becwar i in. 1990), SH (Schenk i Hildebrandt
1972). Na ogét sg to modyfikacje pozywki MS (Murashige i Skoog 1962). Sto-
sowane sg gldwnie pozywki state (zestalane phytagelem lub agarem) lub rzadziej
ptynne.

W tej fazie kultury hodowane sa w ciemnosci w temperaturze 22-25 °C. Na
inicjacj¢ tkanki embriogennej, poza rodzajem i stanem rozwoju eksplantatu, ma
wplyw wiele wspoéldziatajacych czynnikdéw, przede wszystkim genotyp
eksplantatu, poziom endogennych hormonéw roslinnych, rodzaj i st¢zenie hor-
mondéw zastosowanych w pozywce do inicjacji, a przede wszystkim obecno$¢ w
komorkach biatek receptorowych, ktore wiaza odpowiadajace im hormony. Dla-
tego tez komorki reaguja w sposob specyficzny, nie wszystkie maja wlasciwe
receptory dla danego rodzaju hormonéw. W zaleznos$ci od stadium rozwojowego
eksplantatu, w jakim podawane sa hormony, moga one by¢ pobierane przez ko-
morki, unieczynniane, przechowywane, transportowane do innych komorek lub
wydalane poza eksplantat. Regulatory roslinne moga oddziatywac na realizacjg
programu genetycznego komorki poprzez blokadg jednych genow i aktywacje
innych, co wywoluje zmiany morfogenetyczne (Orlikowska 1997). Ze wzgledu na
trudnosci z odtworzeniem warunkow wspotdziatajacych w tak czutym uktadzie,
bezposrednie zastosowanie metodyk stosowanych w innych laboratoriach czesto
konczy si¢ niepowodzeniem. Dlatego zawsze, nawet gdy metodyki sa opubli-
kowane, wymagaja wlasnych modyfikacji i eksperymentow (Orlikowska 1997).
Faza inicjacji tkanki embriogennej (zaleznie od gatunku) trwa od 4—10 tygodni.
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Namnazanie kalusa embriogennego

W celu uzyskania odpowiedniej ilosci tkanki embriogennej, niezbedne jest
dzielenie jej i przenoszenie na swieza pozywke (pasazowanie) co dwa lub trzy
tygodnie (fot. 4). W tej fazie prazarodki intensywnie dziela si¢, ale ich dalszy
rozwdj i roznicowanie sa zahamowane. Stwierdzono, ze w przypadku licznych
gatunkow drzew iglastych, aby zachodzil proces namnazania kalusa embriogen-
nego (powstawania nowych, niedojrzatych somatycznych zarodkow we wezesnych
stadiach rozwojowych) niezbgdne jest uzupelnienie pozywki podstawowej o
auksyny i cytokininy (Bellarosa i in. 1992, Filonova i in. 2000 a, von Aderkas i in.
2001). Z danych literaturowych wynika, ze do namnazania kalusa embriogennego
stosowano na ogot taka sama pozywke jak do indukcji tkanki embriogenne;j, lub o
obnizonej ilosci hormonow. Faza ta — zaleznie od potrzeb — trwa od kilku tygodni
do kilku Iat.

Fot. 4. Namnazanie kalusa embriogennego: a) jodly pospolitej, b) Swierka pospolitego na stalej
pozywece, ¢) Swierka pospolitego na filtrze papierowym wylozonym na stala pozywke.

Fot.4. Embryogenic callus multiplication: a) silver fir, b) Norway spruce on solid medium, ¢) Norway
spruce on filter paper placed on solid medium

Faza dojrzewania somatycznych zarodkow

W tej fazie somatycznej embriogenezy niezbedny jest pasaz kalusa na po-
zywke podstawowa wzbogacong o kwas abscysynowy (ABA), zaleznie od gatunku
w ilosci 20-80 pM. Kultury najczgsciej sa hodowane w warunkach $wiatta o
niskim natezeniu (15-30 pE m™s™), w 16-godzinnym fotoperiodzie.

Proces uzyskania dojrzatych somatycznych zarodkdw przebiega na ogot dwu-
etapowo: kultury sa hodowane przez 7 dni na podtozu uzupemionym weglem
aktywnym (0,5-1%), a nastgpnie pasazowane na podloze z kwasem abscysy-
nowym, na 48 tygodni (zaleznie od gatunku roslin).

Wegiel aktywny absorbuje niektore regulatory wzrostu (auksyny, cytokininy,
kwas abscysynowy), a takze zwiazki fenolowe i substancje toksyczne (Ebert i
Taylor 1990). Dodanie do podtoza egzogennego kwasu abscysynowego (£cis trans
ABA) stymuluje proces prawidlowego dojrzewania somatycznych zarodkow.
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Fot. 5. LiScieniowe somatyczne zarodki modrzewia europejskiego (a) i §wierka pospolitego (b)
Phot. 5. Cotyledonary somatic embryos of European larch (a) and Norway spruce (b)

Kwas abscysynowy odgrywa istotna role podczas rozwoju zygotycznych i
somatycznych zarodkow. Uzupetnienie pozywki o ABA jest niezbgdne w celu
réznicowania i wzrostu somatycznych zarodkow oraz zahamowania procesu na-
mnazania kalusa embriogennego gatunkow drzew iglastych (Dunstan i in. 1988,
1994, Vagner i in. 1998, Filonova i in. 2000a, b). Tak dlugo, jak auksyny i
cytokininy sa obecne w podlozu, réznicowanie somatycznych zarodkow jest za-
hamowane. Dopiero wowczas, gdy kultury sa pasazowane na pozywke bez tych
regulatorow, dochodzi do synchronicznego wyksztatcania indywidualnych doj-
rzatych somatycznych zarodkéw (Filonova i in. 2000 a, b). ABA ma réwniez
wplyw na gromadzenie i syntezg¢ substancji zapasowych w zarodkach oraz sty-
muluje pozniejsze ich kielkowanie. U wielu gatunkow drzew iglastych do op-
tymalnego dojrzewania somatycznych zarodkow dochodzi wowczas, gdy pozywka
uzupehiona jest o ABA wraz z auksyna IBA — kwas indolilomastowy (Becwar i in.
1987, 1989, Roberts i in. 1990a) lub zwigzkiem osmotycznie czynnym, jak PEG —
glikol polietylenowy (Attree iin. 1991, Bozhkov i von Arnold 1998), zwigkszonym
stezeniem cukrow (Tremblay i Tremblay 1995) lub zastosowaniem pozywki ut-
wardzonej phytagelem o wyzszym stgzeniu niz stosowanym we wczesniejszych
fazach (Klimaszewska i Cyr 2002).

Podczas hodowli kalusa embriogennego zarodki somatyczne przechodza
poprzez kolejne stadia rozwoju od prazarodkdéw, poprzez globularne, do naj-
bardziej istotnych dla hodowcéw — dojrzatych, zarodkéw liscieniowych (fot. 5).
Tylko zarodki w stadium liscieniowym (z wyraznie wyksztatconymi liscieniami,
hipokotylem i korzeniem zarodkowym, o morfologii identycznej lub podobnej, jak
zarodki zygotyczne) kietkuja i rozwijaja si¢ w somatyczne siewki (fot. 6, 7, 8).

Podczas badan prowadzonych w Zaktadzie Genetyki i Fizjologii Drzew Les-
nych zaleznie od genotypu linii kalusa $wierka pospolitego (w pozywce do doj-
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Fot. 6. Kielkowanie podsuszonych somatycznych zarodkéw §wierka pospolitego
Phot. 6. Germination of partially dryied somatic embryos of Norway spruce

rzewania somatycznych zarodkéw BM-3 z 20 uM ABA i 1 uM IBA) z 1 grama
swiezej masy kalusa wytworzyto si¢ srednio 250-520 szt. zarodkéw liczonych
ogolem (tj. zarodkdw globularnych i liScieniowych), z czego 80-200 szt. w stadium
lisScieniowym. Po zastosowaniu kalusa drugiej generacji wyksztalcito si¢ $rednio
120-220 szt. zarodkéw ogdtem, w tym 80-110 szt. liscieniowych, przy czym na
licznych kawatkach kalusa uzyskano nawet 600-1200 szt. zarodkéw (po 4-5
tygodniach hodowli kultur).

Najwyzsza efektywnos$¢ somatycznej embriogenezy modrzewia europejskie-
go otrzymano po 4 tygodniach hodowli kultur na pozywce podstawowej (MSG)
uzupetnionej ABA, w ilosci 2060 uM i 1 uM IBA (zaleznie od genotypu).
Najwigcej zarodkow ogoétem (949 szt.) i
liscieniowych (226 szt.) z 1 grama kalu-
sa wytworzylo si¢ z linii pochodzacej z
nasion z Nadle$nictwa Mtynary. Na
duza wydajnos¢ somatycznej embrioge-
nezy modrzewia europejskiego wskazu-
je mozliwos¢ uzyskania duzej liczby
somatycznych zarodkéw ($rednio globu-
larnych 284 szt., w tym 89 szt. liscie-
niowych) z trzeciej generacji kalusa

Fot. 7. Dwumiesi¢czne somatyczne siewki embriogennego, a z nich siewek.
Swierka przed wysadzeniem do warunkow
naturalnych

Phot. 7. Two-month old somatic seedlings

of spruce before planting in natural conditions

L]

Fot. 8. Jednomiesieczne siewki somatyczne
modrzewia europejskiego przed
wysadzeniem do substratu naturalnego
Phot. 8. One-month old somatic seedlings

of european larch before planting

in natural substratum
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Jodta pospolita charakteryzowala si¢ niska zdolnoscia do regeneracji za-
rodkow. Najlepsze efekty u wiekszosci badanych linii jodty uzyskano, gdy kultury
hodowano na zmodyfikowanej pozywce MCM (Bornman i Jansson 1981, za
Hristoforoglu i in. 1995) uzupemionej 20 uM ABA z 1 uM IBA (przez okres 6—10
tygodni). Na pozywce tej wytworzylo si¢ 20—-60 szt. zarodkéw globularnych, w
tym 5-20 liscieniowych (z grama $wiezej masy kalusa). Tylko jedna linia (pocho-
dzaca z Nadl. Lesko) charakteryzowata si¢ wysoka wydajnoscia somatycznej
embriogenezy (Srednio uzyskano 134 szt. zarodkow globularnych i 108 szt.
liScieniowych).

Kietkowanie i konwersja somatycznych zarodkow w siewki

Somatyczne zarodki w stadium liscieniowym sa wyktadane bezposrednio na
pozywke do kietkowania (najczesciej w tym celu stosowana jest pozywka pod-
stawowa bez hormondw, o nizszej zawartosci cukru i makroelementow, w po-
réwnaniu z poprzednimi fazami) lub poddawane sa zabiegom, utatwiajacym ich
dalszy rozwoj. W tym celu stosowane sg: czgsciowe podsuszanie somatycznych
zarodkdw w warunkach wysokiej wilgotnosci powietrza w przedziale 95-97%
(Roberts i in. 1990b, 1991), suszenie — zastosowanie wysyconych roztwordéw soli
(Roberts i in. 1990b, Lelu i in. 1995, Dronne i in. 1997) lub prowadzenie doj-
rzewania zarodkéw na pozywkach o wyzszym stezeniu phytagelu lub agaru niz w
poprzednich fazach somatycznej embriogenezy (Klimaszewska, informacja ustna).
Wszystkie te zabiegi powoduja redukcj¢ zawartosci wody w somatycznych za-
rodkach, przez co zwigksza si¢ zdolnos¢ kietkowania oraz ich konwersja w siewki.
Konwersja okreslana jest w dwojaki sposob: jako rozwoj roslin somatycznych,
identycznych jak siewki wyksztalcone z nasion, zdolnych do wzrostu i rozwoju ex
vitro (Becwar i in. 1989), lub jako wzrost i rozwdj siewek somatycznych, z

* . SN

Fot. 9. Trzyletnie somatyczne sadzonki Fot. 10. Dwuletnie somatyczne sadzonki modrzewia
Swierka pospolitego (szklarnia w Se¢ko- (Larix x leptoeuropea)

cinie) Phot. 10. Two-year old somatic seedlings of larch
Phot. 9. Three-year old somatic seedlings (Larix x leptoeuropea)

of Norway spruce (greenhouse in Sgkocin)
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wyraznie wyksztatconym korzeniem, pakiem szczytowym i pierwszymi igtami w
warunkach in vitro (Lelu — informacja ustana). Obecnie niektdrzy autorzy zamiast
»konwersji”, czesciej okreslaja przezywalnos¢ zregenerowanych siewek po wysa-
dzeniu i adaptacji do warunkdw ex vitro, tj. niesterylnych, naturalnych (fot. 9, 10).

Jak wynika z danych literaturowych, w poczatkowych badaniach zaréwno
kietkowanie (zdolnos¢ kietkowania 11-82%), jak i konwersja (5-35%) zarodkow
swierka pospolitego w somatyczne siewki, byly na stosunkowo niskim poziomie
(Becwar 1993, Hay i Charest 1999). Salajova i in. (1995) dla zarodkow so-
matycznych mieszancow jodly uzyskali zdolnos¢ kietkowania 12%, a Cornu i
Geoffrion (1990) dla modrzewia europejskiego — 20%. Obecnie, zaleznie od ga-
tunku drzew 1 stosowanych zabiegow, uzyskiwana jest wysoka zdolnos¢ kiet-
kowania (70-90%) oraz adaptacja somatycznych siewek do wzrostu i rozwoju w
warunkach naturalnych. Lelu i in. (1995) uzyskali najwyzsza konwersje (92%)
somatycznych siewek mieszancow modrzewia (Larixxleptoeuropaea). Konwersja
zarodkdw w siewki oraz dalszy ich wzrost i adaptacja do warunkow naturalnych
wymagaja wielu zabiegdw. Rosliny z kultur in vitro charakteryzuja si¢ znacznym
uwodnieniem tkanek, matym zdrewnieniem, stabo wyksztalconymi: tkankg okry-
wajaca (kutykula), aparatem fotosyntetycznym oraz aparatami szparkowymi i
korzeniami. Poza zabiegami takimi, jak zmniejszanie w pozywce st¢zenia makro- i
mikroelementow, cukru, zastosowanie przechtadzania czy zwigkszenie natgzenia
$wiatta przeprowadzanymi w warunkach in vitro, wymagane jest rowniez
zachowanie odpowiednich warunkéw hodowli siewek w warunkach ex vitro. W
tym celu konieczne jest zastosowanie fitotronéw oraz szklarni z zamgtawianiem i
regulacja temperatury, a czgsto i fotoperiodu oraz ochrona przed zakazeniami. W
wielu krajach prowadzone sa intensywne badania nad mozliwoscia ulepszenia i
modyfikacji sposobow mnozenia przez somatyczne zarodki poszczegdlnych
gatunkow drzew lesnych, w celu wykorzystania ich na szersza skalg.

4. ZASTOSOWANIE SOMATYCZNEJ EMBRIOGENEZY
GATUNKOW DRZEW IGLASTYCH W LESNICTWIE

Olbrzymia efektywnos$¢ rozmnazania metoda somatycznej embriogenezy oraz
mozliwo$¢ kriokonserwacji tkanek embriogennych to podstawowe zalety tej me-
tody mnozenia oraz podstawa wykorzystania jej do hodowli i selekcji drzew
lesnych na skalg gospodarcza.

Somatyczna embriogeneza drzew iglastych jest istotng metoda dla hodowli i
selekcji drzew lesnych ze wzgledu na olbrzymi potencjat regeneracji roslin ulep-
szonych genetycznie, pozwalajacy na selekcj¢ i masowe rozmnazanie linii elitar-
nych. Selekcja siewek somatycznych uwzglednia parametry stosowane w trady-
cyjnej hodowli i selekcji drzew, tj. forme, wzrost, jakos¢ drewna, odpornosé na
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owady czy choroby. Ponadto stosujac t¢ metode, w ciagu krdtkiego okresu od
inicjacji kultur (12—18 miesiecy zaleznie od gatunku) mozna dostarczy¢ do szkdtki
materiat sadzeniowy (Cyr i in. 2001).

W wielu krajach, gtownie w Kanadzie i USA, material sadzeniowy pro-
dukowany tq metoda jest juz stosowany do zaktadania upraw lesnych i zalesien
(Grossnickle 1999). Liczne szkotki i powierzchnie doswiadczalne zatozono z
réznymi gatunkami §wierka: Picea mariana Mill. B.S.P. (Adams i in. 1994), Picea
glauca (Park iin. 1993, 1994), Picea abies L. Karst. (Guptaiin. 1993, 1996, Gupta
1999), Picea rubens (Isabel i Tremblay 1995), a takze sosny: Pinus taeda L.
(Becwar i Pullman 1995), Pinus radiata (Smith 1997, Aitken-Christie 2001) oraz
daglezji Pseudotsuga menziesii (Gupta i in. 1993, Gupta i Grob 1995, Gupta i in.
1996). Cyr i1 Klimaszewska (2002) podaja, ze obecnie na szeroka skalg jako
material sadzeniowy stosuje si¢ rOwniez somatyczne siewki Picea sitchensis, Pinus
monticola, Pinus strobus (Kanada), Pinus elliottii (USA), Pinus patula (Potu-
dniowa Afryka) oraz Pinus pinaster (Francja). Rozmnazanie klonalne prowadzone
jest gtdwnie przez sektor prywatny i przedsigbiorstwa lesne.

Przed zastosowaniem somatycznej embriogenezy na skalg gospodarcza pod-
dano t¢ metode szczegdtowej analizie. Przeprowadzone badania stuzyly ocenie
poszczegolnych etapow tego procesu mnozenia i zmierzaty do opracowania od-
powiedniej metodyki, aby uniknac strat genotypdw podczas catego procesu. Gtow-
nym celem bylo uzyskanie licznych, dojrzatych, liscieniowych zarodkéw somatycz-
nych, identycznych pod wzgledem morfologicznym i fizjologicznym z zygotycz-
nymi, oraz prawidlowo rozwinigtych siewek. Uzyskane siewki powinny spetniac te
same kryteria co material sadzeniowy pochodzacy z nasion.

Z badan prowadzonych nad somatyczng embriogeneza Swierka czarnego (Adams
i in. 1994) wynika, ze ulepszanie jako$ci drzew oraz produkcja materiatu sa-
dzeniowego wymagaja zastosowania wielu rodow z danego gatunku, aby po
selekcji zachowac zréznicowanie genetyczne oraz osiagnac zysk genetyczny. Przed
wprowadzeniem materiatu z hodowli in vitro na skale gospodarcza niezbedna jest
dlugoterminowa obserwacja wzrostu i rozwoju olbrzymiej liczby siewek soma-
tycznych reprezentujacych duza liczbe genotypdow.

Siedmioletnie badania i obserwacje siewek swierka (Picea glauca (Moench)
VossxPicea engelmannii Parry) w warunkach naturalnych (szkotka) wykazaty, ze
siewki somatyczne spelniaja wymagania standardowe materiatu sadzeniowego, co
wskazuje na mozliwo$¢ stosowania ich na skale gospodarcza (Grossnickle i Major
1994 a, b, Grossnickle in. 1994, 1996, Grossnickle 1999, Grossnickle i Sutton
1999). Od poczatku lat dziewigédziesiatych obserwuje si¢ ciagly wzrost produkcji
somatycznych siewek tego gatunku: w 1993 r. — 12 000 szt., w latach 1997/98 —
600 000 szt., a w nastgpnych latach przewidywany jest wzrost produkcji do 1 min
(Grossnickle i Sutton 1999). W celach handlowych metoda somatycznej em-
briogenezy wyprodukowano w 1998 r. 50 000 szt. sadzonek Picea sitchensis, w
2000 r. — 1,45 min Picea glauca, w latach 1999-2001 — 0,2 mln Pinus taeda, i w
latach 2000-2001 — 0,5 mln Pseudotsuga menziesii (Cyr i in. 2001).
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W Kanadzie mozliwo$¢ wilaczenia do programu hodowli i selekcji drzew
lesnych somatycznych siewek swierka biatego [Picea glauca (Moench) Voss],
najbardziej rozpowszechnionego gatunku w tym kraju, wykazal Park (2001) ze
wspdtpracownikami (1993, 1994, 1998). W 2000 r. roczna produkcja $wierka
bialego do zalesien wynosita tu 33 min sadzonek. Lamhamedi i in. (2000) réwniez
podkreslali, ze klonalne, masowe rozmnazanie wyselekcjonowanych genotypdw
drzew wysokiej wartosci oraz ich hodowla na powierzchniach doswiadczalnych
daja wigkszy zysk genetyczny niz mozna uzyska¢ z konwencjonalnych metod
hodowli 1 selekcji. Stwierdzono, ze siewki swierka biatego uzyskane droga so-
matycznej embriogenezy sa dobrym materialem do zalesien.

Obszerne badania nad okresleniem mozliwosci wykorzystania somatycznej
embriogenezy w hodowli selekcyjnej swierka pospolitego (Picea abies Karst.)
wykonano rowniez w Szwecji (Hogberg i in. 1998, 2001). Stwierdzono wyrazne
roznice migdzy rodami i wewnatrz rodéw we wszystkich fazach somatycznej
embriogenezy. Autorzy sugeruja, ze do inicjacji tkanki embriogennej nalezy za-
stosowa¢ duzo nasion (eksplantatow) z kazdego rodu. Dzigki temu mozliwe bgdzie
szybsze zastosowanie na skal¢ gospodarcza najlepszych wyselekcjonowanych ge-
notypow, niz przy zastosowaniu materialu sadzeniowego z nasion.

Dla ufatwienia masowej produkcji siewek somatycznych niektorzy autorzy
(Gupta i in. 1991, 1999, Polonenko 1999, Ingram i Mavituna 2000) proponujg
zastosowanie bioreaktoréw (duzych naczyn z ptynnymi pozywkami, ktore sa
dobrze napowietrzane i mieszane). Stosuje si¢ je do namnazania tkanki embrio-
gennej i dojrzewania somatycznych zarodkéw. Przy zastosowaniu bioreaktorow
chodzi nie tylko o zwigkszenie efektywnosci uzyskania zarodkow, ale przede
wszystkim o usprawnienie metody i obnizenie kosztow produkcji materiatu. Aby
usprawni¢ przechowywanie, transport 1 wysiew somatycznych zarodkéw w nie-
ktérych laboratoriach rozwinigto technologie kapsutkowania somatycznych za-
rodkéw 1 uzyskiwania ta droga tzw. sztucznych nasion. W tym celu stosowano
gléwnie rdznego typu otoczki alginianowe lub silikonowe, w ktdrych umieszczano
uwodnione lub czg¢sciowo odwodnione somatyczne zarodki (Attree i in. 1994, Mala
i in. 1995). Somatyczne zarodki §wierka pospolitego oraz daglezji zabezpieczane
specjalnymi otoczkami (dodatkowo uzupetnionymi o substancje odzywcze i grzy-
bobodjcze) sa z sukcesem wysiewane w szkélce w Weyerhauser, USA (Gupta
1999). Siewki somatyczne wysadzone w tej szkolce charakteryzowaly sig bardziej
jednolitym wzrostem i fenologia wewnatrz klonu niz siewki z nasion oraz miaty
taka sama morfologi¢ jak siewki zygotyczne (Gupta i in. 1996). Badania nad
somatyczna embriogenezg prowadzone w licznych laboratoriach na $wiecie do-
prowadzily do wielu rozwigzan technologicznych, ktore w wiekszosci sa opa-
tentowane (Cyr 1 Klimaszewska 2002).

Kalus embriogenny oraz podsuszane somatyczne zarodki, dzieki mozliwosci
dlugoterminowego przechowywania w cieklym azocie (kriokonserwacja), wy-
korzystywane sa rdwniez w celu zakladania bankow klonow drzew lesnych (Cyr
1999). Stwarza to mozliwo$¢ przechowywania genotypow drzew, wczesniej wy-
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selekcjonowanych na powierzchniach doswiadczalnych, a nastgpnie rozmnozenie
ich 1 regeneracj¢ siewek w kulturach in vitro. Ponadto, kriokonserwacja tkanek
réznych genotypéw moze stanowi¢ uzupetniajaca metode zachowania zasobow
genowych drzew lesnych ex situ (Matras i in. 1993, Blakesley i in. 1996, Chmielarz
1998).

Przedstawione w tej pracy liczne badania nad somatyczna embriogeneza
wykazuja, ze istnieje mozliwo$¢ zaktadania wysoce produkcyjnych lasow z wy-
selekcjonowanych klondw uwzgledniajacych zarowno potrzeby gospodarki lesnej
jak i przemyshu.

Biorac pod uwage zalety mikrorozmnazania i dotychczasowe dobre wyniki
zastosowania tej metody dla gatunkow drzew lesnych, rowniez w Zaktadzie Ge-
netyki i Fizjologii Drzew Lesnych Instytutu Badawczego Lesnictwa podjgto ba-
dania nad mozliwoscig rozmnazania przez somatyczne zarodki wybranych gatun-
kow drzew iglastych, uwzgledniajace polski materiat roznego pochodzenia.

Praca zostata ztozona 19.02.2005 r. i przyjeta przez Komitet Redakcyjny 21.03.2005 .
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