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Somatyczna embriogeneza: od odkrycia przez 
badania do praktycznego wykorzystania

STRESZCZENIE

Komórki roślinne mają niezwykłą zdolność adaptacji do zmian środowiskowych. Jej 
przejawem jest tworzenie zarodków wprost z komórek ciała rośliny z pominięciem 

etapu zapłodnienia. Powstałe tą drogą struktury rozwijają się w kompletne rośliny, a sam 
proces, dla odróżnienia drogi powstawania i podkreślenia spójności z embriogenezą zygo-
tyczną, jest określany mianem embriogenezy somatycznej (SE). Mimo, iż w 2018 roku mi-
nęło 60 lat od opisania tego zjawiska po raz pierwszy, to mechanizm przeprogramowania 
komórki somatycznej w embriogeniczną nadal nie jest w pełni poznany. Jest to krytyczny 
etap w SE, który może być indukowany egzogennymi substancjami dodawanymi do po-
żywki oraz oddziaływaniem czynnikami stresowymi. Działanie tych czynników na materiał 
roślinny wpływa na reorganizację struktury chromatyny, a tym samym na ekspresję genów, 
co w konsekwencji może uruchamiać program embriogenezy. W niniejszej pracy dokonano 
przeglądu aktualnej wiedzy na temat tożsamości komórek totipotencjalnych oraz bodźców 
wymaganych do przeprogramowania rozwoju komórek somatycznych. Podsumowano in-
formacje dotyczące kluczowych molekularnych regulatorów, które kontrolują indukcję SE. 
Zdefiniowano również zagadnienia, które są ważne dla pełnego zrozumienia mechanizmów 
leżących u podstaw totipotencji. Na zakończenie pokazano potencjał praktyczny drzemiący 
w tym procesie i podano przykłady jego wykorzystania.

HISTORIA BADAŃ NAD SOMATYCZNĄ EMBRIOGENEZĄ

Badania nad totipotencją roślin mają swój początek w teorii komórek Schle-
idena (z 1838 r.) i Schwanna (z 1839 r.), która mówi, że organizmy składają się z 
pojedynczych komórek mających zdolność do niezależnego wzrostu i podziału. 
Opierając się na tej teorii, Haberlandt w 1902 roku położył podwaliny pod bada-
nia nad totipotencją roślin in vitro, przewidując, że zarodki mogą być generowa-
ne z komórek hodowanych w warunkach sztucznych [za 1]. Jego koncepcja była 
oparta na wstępnych eksperymentach i została potwierdzona doświadczalnie 
dopiero pół wieku później. W tym czasie odkrycie auksyn przez Wenta [2] oraz 
rozwinięcie z ich użyciem na przełomie lat 1938-1939 ciągłych kultur tkanek 
kambialnych marchwi (Daucus carota L.) i tytoniu (Nicotiana tabacum L.) w Pary-
żu przez Gauthereta, w Grenoble przez Nobecourta i w Princeton przez Whita 
[za 1], pozwoliły na przyspieszenie badań nad zdolnościami regeneracyjnymi 
komórek i tkanek roślinnych w warunkach kultur in vitro. Kluczowe w tych ba-
daniach było nabycie umiejętności sterowania procesami regeneracyjnymi za 
pomocą auksyny. Wykazano, że obniżenie zawartości kwasu indolilo-3-octowe-
go (IAA) w pożywce prowadzi do powstania roślin dwiema różnymi drogami: 
przez regenerację korzeni i następnie pędów [3] lub generowanie najpierw pą-
ków, a potem korzeni [4]. Kilka lat później, kiedy to Steward i współpracowni-
cy opisali zdolność segmentów zróżnicowanej wtórnej tkanki łyka marchwi do 
regeneracji struktur zarodkopodobnych [5], rozpoczęła się historia SE. Mimo, że 
badacze ci nie uzyskali somatycznych zarodków per se, to skupiając się na opisie 
wczesnych form proembrionalnych i wykazanej totipotencji somatycznych ko-
mórek, sformułowali hipotezę, która zdominowała dyskusję i badania nad em-
briogenezą in vitro na szereg kolejnych dekad. Fenomen ich pracy polegał na do-
starczeniu idei, którą można było przetestować doświadczalnie. Z tego względu 
rok 1958 na trwałe wpisał się do podręczników jako rok odkrycia procesu SE. 
Badania Reinerta opublikowane w 1959 r. dostarczyły niezbitych dowodów po-
wstawanie w warunkach in vitro dwubiegunowych struktur, które w dodatku 
były inicjowane podziałami pojedynczych komórek somatycznych [6]. Cztery 
lata później trzech niezależnych badaczy zobrazowało rozwój zarodków soma-
tycznych z wykorzystaniem metod mikroskopowych [7-9].

Somatyczna embriogeneza u gatunków reprezentujących różne grupy takso-
nomiczne była odkrywana stopniowo, a pomiędzy opisaniem tego zjawiska po 
raz pierwszy u roślin nasiennych i zarodnikowych minęły aż 42 lata (Ryc. 1). 
Najdłuższej, bo od 1958 r., trwa historia SE roślin dwuliściennych, a pionier-
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ską rośliną jest marchew. Wśród roślin jednoliściennych 
proces ten po raz pierwszy udokumentowano w 1968 r. 
u szparaga lekarskiego (Asparagus officinalis L.) [10], zaś u 
(należących do tej grupy) roślin zbożowych nastąpiło to 
dopiero w 1980 r. i dotyczyło: rozplenicy amerykańskiej 
(Pennisetum americanum L.), sorga (Sorghum bicolor (L.) Mo-
ench) i życicy wielkokwiatowej (Lolium multiflorum Lam.) 
[11]. Badania prowadzone z wykorzystaniem roślin jednoli-
ściennych jednoznacznie pokazały znaczenie eksplantatów 
w sukcesie indukowania zarodków somatycznych, w tym 
wpływ dojrzałości materiału wyjściowego oraz sposób jego 
ułożenia na pożywce. W zaindukowaniu SE u roślin nago-
nasiennych kluczową rolę odegrał ośrodek w Kanadzie kie-
rowany przez prof. Don J. Durzana, w którym od lat 60. XX 
wieku prowadzono badania nad metabolizmem komórek 
różnych gatunków drzew iglastych [12]. W 1985 r. Chalupa 
[13] uzyskał zarodki somatyczne świerka pospolitego (Picea 
abies (L.) H. Karst). W tym samym roku Nagmani i Bonga 
[14] zainicjowali kalus embriogeniczny z megagametofitów 
modrzewia europejskiego (Larix decidua Mill.) oraz uzyskali 
zarodki somatyczne i zregenerowali rośliny. Pilna potrzeba 
produkcji drzew iglastych na dużą skalę i profity, jakie daje 
ten proces w selekcji roślin o ulepszonych cechach, dopro-
wadziły w krótkim czasie do pojawienia się szerokiej oferty 
protokołów regeneracyjnych dla różnych gatunków sosen, 
w tym: Pinus taeda L., P. strobus L., P. sylvestris L., P. pina-
ster Aiton, P. radiata D. Don, P. patula Schiede ex Schltdl. & 
Cham., daglezji zielonej (Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Fran-
co), jodły kaukaskiej (Abies nordmanniana (Steven) Spach), 
świerków: Picea glauca (Moench) Voss, P. abies i P. mariana 
(Mill.) Britton, Sterns & Poggenb. oraz szeregu mieszańców 
modrzewia (Larix Mill.). Namacalnym dowodem na zna-
czenie tej technologii dla rozmnażania klonalnego drzew 
iglastych było opublikowanie w latach 2000-2016 około 
40 artykułów na temat SE u nowych gatunków z tej gru-
py roślin [15]. Na tle tych osiągnięć badania nad embrio-

genezą roślin zarodnikowych wypadają nadzwyczaj słabo. 
Pierwsza praca przedstawiająca kompleksową regenerację 
widłaczka torfowego (Lycopodiella inundata (L.) Holub.) po-
jawiła się dopiero w 2000 r. [16]. Zawiera ona dokumentację 
mikroskopową obrazującą wygląd tkanki kalusowej i opi-
suje inicjację i rozwój zarodków somatycznych. W obrębie 
kladu Lycopodiophyta 5 lat później opisano jeszcze regene-
rację wrońca widlastego (Huperzia selago L.) [17]. Praca była 
jednak bardziej nakierowana na analizę substancji czynnej 
huperziny A, niż na opisywanie detali procesu embriogene-
zy. Monilophyta to ostatnia grupa roślin na drzewie filogene-
tycznym, u której opisanie SE w 2015 r. zamyka listę odkryć 
w obrębie poszczególnych kladów Tracheophyta [18].

Powszechnie wiadomo, że pomyślne zakończenie em-
briogenezy jest podstawą produkcji nasion i owoców. Wy-
dajność rolnicza i ogrodnicza opiera się w dużej mierze na 
kontroli procesów zapylenia, zapłodnienia, embriogenezy, 
tworzenia nasion i rozwoju owoców. Nie jest więc zasko-
czeniem, że tak wiele uwagi poświęcono indukcji i opisywa-
niu SE u gatunków roślin nasiennych. W ciągu pierwszych 
20 lat od odkrycia tego procesu został on zaindukowany u 
132 gatunków należących do 81 rodzajów i 32 rodzin [19]. 
W kolejnym podsumowaniu opracowanym 16 lat później 
(w 1995 r.) znajdujemy już znacznie liczniejsze zestawienie 
przedstawiające spisy: 180 gatunków zielnych roślin dwu-
liściennych, 120 gatunków roślin jednoliściennych i prawie 
160 gatunków roślin drzewiastych [20]. Po 1995 roku, praw-
dopodobnie z powodu lawinowego wzrostu publikacji, nikt 
więcej nie podjął się dokonania takiego ilościowego zesta-
wienia. Z łatwością można jednak policzyć, że do 2021 roku 
proces SE udokumentowano jedynie dla 3 gatunków roślin 
zarodnikowych, wśród których znajdują się 2 gatunki z kla-
du Lycopodiophyta [16,17] i 1 gatunek z kladu Monilophyta – 
paproć drzewiasta Cyathea delgadii Sternb. [18]. To wskazu-
je, że chociaż rośliny zarodnikowe są ważnym elementem 

Rycina 1. Historia odkryć somatycznej embriogenezy u roślin naczyniowych (Tracheophyta)
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różnorodności biologicznej, to jednak wartość użytkowa 
jest tym parametrem, który w największym stopniu kształ-
tuje naukowe zainteresowania.

WYZWANIA W ODKRYWANIU PROCESU 
SOMATYCZNEJ EMBRIOGENEZY

Embriogeneza zygotyczna i somatyczna stanowią rów-
noległe programy rozwojowe roślin, w których komórki 
nabywają embriogeniczną kompetencję i rozwijają się w 
zarodki. W przypadku pierwszego programu zapłodniona 
komórka jajowa przechodzi serię zdarzeń różnicujących i 
prowadzących do powstania dojrzałego zarodka, który jest 
najczęściej zatrzymany w rozwoju, metabolicznie wyciszo-
ny i zamknięty w nasieniu. W drugim typie embriogenezy 
komórki somatyczne zmusza się do zmiany ich przezna-
czenia i przekształcania się w zarodki, których rozwój jest 
zwykle tożsamy z ontogenezą zarodka zygotycznego [21]. 
Podobieństwa sprawiają, że dla obu procesów wspólne są 
czynniki kontroli hormonalnej, transkrypcyjnej, rozwojo-
wej i epigenetycznej [21,22]. Ponadto możliwość sterowania 
procesem w warunkach in vitro oraz brak okrywy nasiennej 
sprawiają, że SE (będąc łatwiejszą do obserwowania) jest 
chętnie wykorzystywana do poznawania morfologii oraz 
opisywania biochemicznych, genetycznych i molekular-
nych mechanizmów indukcji i rozwoju zarodka [23].

Największym wyzwaniem dla badaczy zajmujących się 
SE jest odkrycie jak pojedyncza komórka staje się komplet-
ną rośliną. Dla uzyskania odpowiedzi na to pytanie, posta-
wione w 2005 roku na łamach specjalnego zeszytu „Science” 
[24], dwa zagadnienia są obecnie szczególnie intensywnie 
badane. Dotyczą one wczesnego etapu tego procesu, tj. 1) 
indukcji SE i 2) formowania osi apikalno-bazalnej struktury 
zarodkowej. Najwcześniejszym zdarzeniem rozpoczynają-
cym indukcję SE jest ustanowienie kompetencji embrioge-
nicznej. Dochodzi do niego przed pierwszym podziałem 
komórki somatycznej. Etap ten jest trudny do uchwycenia, 
badania i porównywania między różnymi systemami ro-
ślinnymi. Wpływa na to zróżnicowany status fizjologiczny 
tkanek inicjalnych [25], konieczność stosowania różnych 
czynników do wywoływania SE, odmienny przebieg SE 
(bezpośredni lub pośredni – poprzez tkankę kalusową) 
oraz różne drogi powstawania zarodków somatycznych 
(z pojedynczej komórki lub z wielu komórek). Kolejnym 
nurtującym zagadnieniem jest formowanie się osi apikalno-
-bazalnej. Podczas gdy u zwierząt wyższych dojrzały zaro-
dek jest miniaturą dorosłego zwierzęcia, a wszelkie zmiany 
zachodzące podczas rozwoju postembrionalnego zachodzą 
w granicach organizacji organizmu ustalonego podczas em-
briogenezy, to u roślin wyższych embriogeneza prowadzi 
do powstania formy młodocianej – siewki, której brakuje 
większości cech gatunkowych rośliny dorosłej. Merystem 
pędu pierwotnego na górnym końcu (apikalnym) jest źró-
dłem komórek dla nowych organów (liści, merystemów pę-
dów bocznych, kwiatów). Merystem pierwotny korzenia na 
dolnym końcu (bazalnym) wytwarza komórki dla przedłu-
żenia wzrostu korzenia pierwotnego. Kształtowanie złożo-
ności architektonicznej roślin podczas rozwoju postembrio-
nalnego jest uwarunkowane podstawową organizacją ciała 
ustanowioną w czasie embriogenezy. Ciągle jeszcze nie-
wiele wiadomo o początkowych zdarzeniach związanych z 

polaryzacją komórek, które poprzedzają formowanie się osi 
apikalno-bazalnej u roślin wyższych. Wydaje się, że waż-
ną rolę może na tym etapie odgrywać odmienny rozkład 
składników cytoplazmatycznych, nierównocenny pierwszy 
podział, a także różna ekspresja genów, do której dochodzić 
może jedynie w jednej z komórek dwukomórkowego za-
rodka [26].

Kluczowe znaczenie w kompletowaniu odpowiedzi na 
postawione pytanie może mieć opracowanie odpowiednie-
go modelu eksperymentalnego, który pozwoli na prowa-
dzenie badań na tak wczesnym etapie rozwoju. Nowe moż-
liwości zdaje się otwierać opisany w ostatnich latach system 
regeneracyjny paproci drzewiastej C. delgadii, w którym 
zarodki somatyczne indukowane są bezpośrednio z poje-
dynczych komórek epidermy eksplantatów inicjalnych na 
pożywkach bez dodatku regulatorów wzrostu [18]. Opra-
cowanie modelu uwzględniającego pozycję filogenetyczną i 
opartego na pewnych osobliwościach morfologicznych czy 
komórkowych, pozwoli na uzyskanie znacznie lepszego 
zrozumienia procesu embriogenezy i poznania mechani-
zmów nim sterujących.

NAJWAŻNIEJSZE CZYNNIKI WPŁYWAJĄCE 
NA NABYWANIE EMBRIOGENICZNEJ 
KOMPETENCJI I JEJ EKSPRESJĘ

Zarodki somatyczne są formowane przez komórki em-
briogeniczne, pojawiające się wśród komórek somatycznych 
eksplantatu, kalusa lub zawiesiny komórkowej. Do wejścia 
na drogę SE zdolne są tylko wybrane komórki somatyczne, 
które charakteryzują się wrażliwością na czynniki induku-
jące embriogeniczność. Te właśnie komórki, reprezentujące 
stan pomiędzy „somatyczną” a „embriogeniczną” nazy-
wane są kompetentnymi. Komórki embriogeniczne są na-
tomiast zdeterminowane do wejścia na drogę SE i już nie 
wymagają zewnętrznej stymulacji [27,28].

Czynniki, które umożliwiają nabywanie embriogenicznej 
kompetencji oraz jej ekspresję, mogą być bardzo zróżnico-
wane, jednak zasadniczo dzielą się na dwie grupy: związane 
z rośliną donorową (mateczną) oraz związane ze środowi-
skiem zewnętrznym [29]. Do pierwszej grupy należą: gatu-
nek, genotyp i stan fizjologiczny oraz wiek i stadium rozwo-
jowe rośliny donorowej będącej źródłem eksplantatu. Czyn-
niki związane ze środowiskiem zewnętrznym to z kolei skład 
pożywki oraz warunki temperaturowe i oświetleniowe, w 
jakich prowadzona jest kultura. Interakcje pomiędzy wspo-
mnianymi czynnikami prowadzą do indukcji i ekspresji spe-
cyficznego modelu różnicowania komórek i ich dalszego roz-
woju [28,30]. Tym samym na sukces opracowania protokołu 
SE dla konkretnej rośliny składają się dwie kwestie: po pierw-
sze wybór odpowiedniego eksplantatu (tj. zawierającego ko-
mórki zdolne do nabycia embriogenicznej kompetencji), po 
drugie ustalenie fizycznych i chemicznych czynników, które 
zmienią dotychczasowy program rozwojowy przełączając go 
na ścieżkę rozwoju embriogenicznego [28,31].

GATUNEK I GENOTYP ROŚLINY

U niektórych gatunków zaindukowanie SE jest bardzo 
łatwe. W przypadku marchwi niemal każda część rośliny 
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może zostać użyta w charakterze eksplantatu, umożliwiając 
otrzymanie embriogenicznej kultury [31]. Jednak dla wielu 
gatunków roślin zbożowych czy nagonasiennych tylko w 
bardzo specyficznych, juwenilnych komórkach i tkankach, 
np. niedojrzałych zarodkach zygotycznych, można zaindu-
kować odpowiedź embriogeniczną [32,33]. Są również ga-
tunki, dla których, mimo starań, nie udało się dotychczas 
opracować stabilnego i efektywnego protokołu SE [34].

Bardzo ważnym czynnikiem wpływającym na zdolność 
do SE jest genotyp rośliny. Te same eksplantanty pobrane 
z różnych linii albo odmian tego samego gatunku, mimo 
umieszczenia w identycznych warunkach kultury, mogą 
reagować z odmienną wydajnością. Jest to szczególnie pro-
blematyczne w przypadku roślin użytkowych, ponieważ 
wymusza optymalizowanie procesu indukcji i ekspresji SE 
dla każdej uprawianej odmiany [35] .

RODZAJ EKSPLANTATU, JEGO WIEK 
I STADIUM ROZWOJOWE

Eksplantatem może być niemal każdy fragment rośliny, 
jednak do najczęściej wykorzystywanych należą dojrzałe 
lub niedojrzałe zarodki zygotyczne, siewki i ich fragmenty 
(liścienie i hypokotyle), ogonki i blaszki liściowe, korzenie, 
merystemy pędu, nasiona, pąki kwiatowe, czy protoplasty 
izolowane z różnych tkanek i organów roślinnych [28]. Do 
indukcji tzw. wtórnej SE wykorzystywane są również za-
rodki somatyczne. Powszechnie uważa się, że najwięcej ko-
mórek kompetentnych zawierają niemerystematyczne, mło-
de tkanki zarodków, siewek oraz części kwiatów [36,37]. O 
kompetencji komórek decyduje m.in. poziom endogennych 
hormonów (auksyn, cytokinin i kwasu abscysynowego 
(ABA), a zwłaszcza synteza i akumulacja endogennego IAA 
[38].

ROŚLINNE REGULATORY WZROSTU (ANG. 
PLANT GROWTH REGULATORS, PGRS)

Największy wpływ na indukcję SE i jej ekspresję mają 
syntetyczne regulatory wzrostu i rozwoju roślin, czyli do-
dawane do pożywki związki o strukturze i funkcji zbliżonej 
do fitohormonów. Szacuje się, że co najmniej 93% protoko-
łów indukowania SE u różnych gatunków roślin wymaga 
użycia regulatorów wzrostu [28]. Kluczowy jest zarówno 
rodzaj użytych regulatorów, jak i ich względne stężenie. 
Najważniejszą rolę odgrywają auksyny [31,39], które samo-
dzielnie lub w kombinacji z cytokininą użyto w ponad 80% 
opisanych przypadkach indukcji SE [28]. Spośród auksyn 
najczęściej wykorzystuje się kwas 2,4-dichlorofenoksyoc-
towy (2,4-D), który działa nie tylko jako egzogenny analog 
auksyny, ale też jako czynnik stresowy [40]. Inne popularne 
auksyny to: kwas 1-naftylooctowy (NAA), IAA, kwas indo-
lilo-3-masłowy (IBA), kwas 4-amino-3,5,6-trichloropikoli-
nowy (picloram) oraz kwas 2-metoksy-3,6-dichlorobenzo-
esowy (dicamba) [39].

Cytokininowy model indukcji SE opisano w mniej niż 
14% protokołów [28]. Do najczęściej stosowanych cytokinin 
zalicza się N6-benzylaminopurynę (BAP), kinetynę, zeatynę 
oraz tidiazuron. Pozostałe typy regulatorów wzrostu stoso-
wane są przede wszystkim w celu zapewnienia w komór-
kach odpowiedniego balansu hormonalnego [37].

AZOT I CUKRY

Już pierwsze badania z udziałem kultur marchwi poka-
zały, że istotne znaczenie podczas indukcji SE ma forma 
dostarczonego roślinie azotu (w postaci jonów amonowych 
NH4

+ czy azotanowych NO3
-) oraz jego stężenie [41]. Rów-

nież u innych gatunków roślin jak dynia (Cucurbita pepo L.), 
lucerna siewna (Medicago sativa L.) czy kawowiec (Coffea 
arabica L.) potwierdzono wpływ azotu na odpowiedź eks-
plantatów [21].

Cukry stanowią źródło węgla dla roślin, odpowiadają 
też za właściwe ciśnienie osmotyczne pożywki. Zarówno 
ich rodzaj, jak i stężenie w pożywce wpływają na indukcję 
i ekspresję SE. W olbrzymiej większości protokołów induk-
cji SE używa się sacharozy, jednak w przypadku kauczu-
kowca brazylijskiego (Hevea brasiliensis Müll. Arg.) wyższą 
efektywność embriogenezy uzyskano zastępując sacharozę 
maltozą [42], u kukurydzy (Zea mays L.) – sorbitolem [43], 
u bawełny (Gossypium hirsutum L.) – glukozą [44], a u wi-
norośli właściwej (Vitis vinifera L.) – mieszaniną glukozy z 
fruktozą [45].

ŚWIATŁO

Wpływ światła na indukcję SE może być związany ze 
stymulowaniem (fotoaktywacją) lub hamowaniem (np. na 
drodze fotolizy) różnych endogennych substancji, m.in. 
fitohormonów. W większości opisanych przypadków in-
dukcję SE prowadzono w warunkach fotoperiodu (49%) lub 
ciemności (44%). Pozytywny wpływ ciemności odnotowa-
no m.in. u rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.), 
słonecznika (Helianthus annus L.), jabłoni (Malus domestica 
Borkh.), czy gatunków z rodzaju Camellia [28]. Spektaku-
larnym przykładem protokołu, w którym ciemność jest ko-
nieczna do zaindukowania SE, jest wspominany wcześniej 
system regeneracyjny paproci drzewiastej C. delgadii [18]. 
Nie chodzi tu jednak o warunki świetlne w czasie wykła-
dania i kultury eksplantatów, tylko o długotrwałe etiolowa-
nie roślin będących ich źródłem. Takie traktowanie zmienia 
równowagę hormonalną w inicjalnych tkankach i czyni ich 
komórki kompetentnymi do embriogenezy [46].

Dobór odpowiedniej długości fali świetlnej, zwłaszcza 
w zakresie barwy czerwonej i niebieskiej pozwala z kolei 
manipulować efektywnością odpowiedzi embriogenicznej i 
dalszym rozwojem somatycznych zarodków [47,48].

CZYNNIKI STRESOWE

Na nabywanie embriogenicznego potencjału znacząco 
wpływają różne zewnętrzne chemiczne i fizyczne czynniki 
stresowe. Molekularny mechanizm ich działania wciąż nie 
jest do końca jasny, wiadomo jednak, że stres uruchamia 
ekspresję czynników transkrypcyjnych, wpływających na 
ekspresję kolejnych genów, w tym regulujących cykl ko-
mórkowy i indukujących SE [30,40]. Kluczowe znaczenie 
ma czas trwania czynnika stresowego, gdyż zbyt długa eks-
pozycja na stres może być destrukcyjna dla komórek roślin-
nych [49].



28 https://postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/

W normalnych warunkach komórka odbiera sygnały i 
bodźce z sąsiadujących komórek i tkanek utrzymując swój 
status fizjologiczny i realizując określony program rozwo-
jowy. Ten stan zakłóca wycięcie eksplantatu. Już sam stres 
wycięcia bywa wystarczający do zaindukowania odpowie-
dzi embriogenicznej, co zaobserwowano m.in. u Panax gin-
seng C.A. Meyer [50,51] czy C. delgadii [18]. Do indukowania 
SE stosunkowo często wykorzystuje się stres osmotyczny. 
Podniesienie stężenia sacharozy lub mannitolu w pożyw-
ce, bez dodawania do niej egzogennych regulatorów wzro-
stu, pozwoliło zaindukować somatyczną embriogenezę na 
eksplantatach fragmentów siewek marchwi [52,53]. U faso-
li (Phaseolus vulgaris L.) uzyskanie SE wymagało nie tylko 
użycia pożywki z dodatkiem BAP oraz adeniny, ale rów-
nież ekspozycji eksplantatów na stres 12% sacharozy przez 
minimum 12 h [54]. Stres osmotyczny może być również 
czynnikiem umożliwiającym regenerację zarodków soma-
tycznych z embriogenicznego kalusa i zapewniającym pra-
widłowy rozwój ich kolejnych stadiów [55,56] oraz zwięk-
szającym efektywność procesu regeneracji [57,58]. Może też 
zmienić pochodzenie zarodków z wielokomórkowego na 
jednokomórkowe jak w przypadku C. delgadii [59]. Innym 
popularnym czynnikiem stresowym są jony metali ciężkich: 
kadmu, niklu czy cynku. Ich dodatek do pożywki Murashi-
ge i Skooga (MS) pozbawionej PGRs pozwolił zaindukować 
SE u marchwi [52,60] i pszenicy (Triticum aestivum L.) [61]. 
Indukcję SE u marchwi uzyskano również dzięki traktowa-
niu nasion 6% roztworem podchlorynu sodu [52], a seg-
mentów apikalnych siewek 0,1-0,3M roztworem chlorku 
sodu [62] czy temperaturą 37°C [63]. Warto podkreślić, że 
stres wysokiej temperatury jest też szeroko stosowany w an-
drogenezie, czyli embriogenezie indukowanej w kulturach 
pylników i izolowanych mikrospor [64].

INNE

Poza czynnikami bezpośrednio indukującymi SE ważne 
są również czynniki wpływające na rozwój zarodków soma-
tycznych i ich konwersję w rośliny (wytworzenie korzenia, 
merystemu wierzchołkowego z zawiązkami liściowymi, 
zazielenienie liścieni i hypokotyla). Konwersję zarodków, 
zwłaszcza tych przechodzących stan uśpienia, często po-
prawia dodatek kwasu giberelinowego [65] czy ABA, de-
sykacja, traktowanie azotanem srebra czy siarczanem rtęci 
[66].

ENDOGENNA REGULACJA WCZESNEJ 
SOMATYCZNEJ EMBRIOGENEZY

Do zaindukowania embriogenezy w komórce somatycz-
nej konieczna jest zmiana jej programu rozwojowego obej-
mująca przeprogramowanie ekspresji genów, jak również 
zmiany w fizjologii, metabolizmie i strukturze [67]. Mimo 
wielu badań nad wczesnymi etapami SE, których wyniki 
opublikowano w ciągu ostatnich dwóch dekad, nie jest do 
końca jasne, w jaki sposób somatyczne komórki nabywają 
totipotencję i inicjują tworzenie zarodka [21,26]. Niemniej 
jednak, podczas tranzycji embriogenicznej często ulegają 
one asymetrycznemu podziałowi, na wzór tego, jaki prze-
chodzi zygota. W niektórych systemach SE, rozpoczynają-
cych się właśnie od asymetrycznego podziału komórkowe-

go, odnotowano rozwój struktury przypominającej suspen-
sor (z większej i zwakuolizowanej komórki), co potwierdza 
podobieństwo do embriogenezy zygotycznej [68]. Choć asy-
metryczny podział nie jest niezbędny dla zajścia embrioge-
nezy, to nierównocenne rozmieszczenie wewnątrzkomór-
kowych składników wydaje się kluczowe w jej wczesnych 
etapach. W kulturach komórkowych marchwi opisano asy-
metryczną segregację epitopu białka arabinogalaktanowego 
(rozpoznawanego przez przeciwciało JIM8) determinujące-
go los komórek [69]. Epitop ten był obecny w komórkach 
embriogenicznych, a po podziale uzyskiwano obraz JIM8-
-ujemnej komórki potomnej rozwijającej się dalej w zaro-
dek, wspieranej przez komórkę JIM8-dodatnią, pełniącą 
prawdopodobnie rolę suspensoropodobną. W zarodku zy-
gotycznym już na etapie dojrzałej zygoty widać spolaryzo-
wane rozmieszczenie auksyn, które zmienia się po pierw-
szym podziale. Na etapie kilkukomórkowego zarodka wa-
runkuje ono ustalenie osi apikalno-bazalnej i dalszy rozwój 
[70]. W SE nieregularną dystrybucję auksyn, wynikającą z 
ich zróżnicowanego transportu, wykazano w obrębie tkanki 
inicjalnej w miejscach, w których różnicują somatyczne za-
rodki [71]. Daje to przesłanki by sądzić, że polarny transport 
auksyn jest zaangażowany w indukcję i rozwój zarodka.

Mechanizmy nabywania totipotencji są trudne do bada-
nia w systemach, w których regeneracja roślin rozpoczyna 
się z masy komórek, a nie z jednej komórki somatycznej. U 
C. delgadii zarodki różnicują wprost z pojedynczej komórki 
epidermalnej eksplantatu ogonka liściowego, dzięki czemu 
każdy etap rozwoju zarodka jest dobrze widoczny. Przy 
użyciu nowoczesnych narzędzi, umożliwiających śledzenie 
strukturalnych przemian pojedynczych komórek, a także 
zachodzących w nich zmian w skali genomu i epigenomu, 
paproć ta może przyczynić się do lepszego zrozumienia za-
gadnienia totipotencji komórek roślinnych.

REAKCJA NA STRES

Poddanie materiału roślinnego warunkom kultury in 
vitro wymaga usunięcia eksplantatu z pierwotnego śro-
dowiska tkankowego (wycięcie) i utrzymywania go z 
suboptymalną podażą składników odżywczych i regula-
torów wzrostu (w niefizjologicznych stężeniach), co, jak 
wspomniano wyżej, generuje efekt stresu [40]. Adaptacja 
komórek eksplantatu do warunków stresowych obejmuje 
silną reorganizację komórkową, która pozwala na zmianę 
dotychczasowego programu rozwojowego [67]. Jednak ta-
kie zmiany mogą zostać zainicjowane jedynie wtedy, gdy 
przez komórkę odbierane są odpowiednie sygnały. Wycię-
cie samo w sobie, jako czynnik generujący stres, może indu-
kować odróżnicowanie komórek somatycznych i tworzenie 
kalusa lub somatycznych zarodków [72,73]. Wykazano, że 
zaraz po izolacji eksplantatu z tkanki macierzystej dochodzi 
do zmian w produkcji endogennych hormonów takich jak: 
IAA, ABA, kwas jasmonowy, etylen, cytokininy [46,74,75]. 
W miejscu cięcia bardzo szybko dochodzi do indukcji czyn-
nika transkrypcyjnego WOUND INDUCED DEDIFFEREN-
TIATION 1 (WIND1) zaangażowanego pośrednio, poprzez 
regulację LEAFY COTYLEDON2 (LEC2), w kontrolę różni-
cowania komórek, co zostało wykazane u rzodkiewnika i 
rzepaku (Brassica napus L.) [76]. Mimo iż wycięcie eksplan-
tatu poprzedza inicjację większości roślinnych hodowli in 
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vitro, reakcja na ten stres jest sporadycznie brana pod uwagę 
w badaniu mechanizmów regeneracji, w tym SE.

ZMIANY STRUKTURALNE I IZOLACJA KOMÓRKI

Badania strukturalne powadzone na różnych gatunkach 
pozwoliły na wytypowanie zestawu spójnych cech, które 
charakteryzują komórki o embriogenicznym potencjale, 
utrzymywane w kulturze kalusowej lub masy proembrioge-
nicznej in vitro. Są to: dominujący kształt izodiametryczny, 
wysoki stosunek powierzchni jądra do cytoplazmy, duże ją-
dra, wyraźne jąderka, małe wakuole i obfitość organelli ko-
mórkowych: mitochondriów, rybosomów i retikulum endo-
plazmatycznego [77-81]. Cechy te wskazują na intensywną 
syntezę RNA i wysoką aktywność metaboliczną, co może 
być związane z tworzeniem komórek embriogenicznych, 
ulegających w późniejszym czasie intensywnym podziałom 
komórkowym w celu wytworzenia somatycznego zarodka. 
Wydaje się jednak, że taka charakterystyka nie dotyczy ko-
mórek eksplantatu inicjalnego. U paproci drzewiastej C. del-
gadii pokazano, że nawet silnie zwakuolizowane komórki 
epidermy o długości około 400 µm są zdolne do wchodzenia 
na drogę podziałów prowadzących do formowania zarodka 
somatycznego na drodze bezpośredniej SE [25]. Zjawiskiem 
zaangażowanym w embriogeniczną tranzycję, wskazywa-
nym przez badaczy jako kluczowe i zachodzące jako jedno z 
pierwszych, jest izolacja symplastowa i apoplastowa komó-
rek [82]. Modyfikacje apoplastu podczas SE obejmują zmia-
ny składu i grubości ściany komórkowej, obecność macie-
rzy zewnątrzkomórkowej, akumulację kalozy i kutyny czy 
depozycję substancji tłuszczowych (77,83-86). Izolacja sym-
plastowa natomiast jest związana z ograniczeniem trans-
portu symplastowego poprzez ograniczenie drożności oraz 
redukcję liczby plasmodesm [77,87,88]. Jak sugerują auto-
rzy, powyższe mechanizmy ułatwiają oddzielenie komórek 
od ich otoczenia i mogą być uznane za wczesny marker SE. 
Fizyczna i fizjologiczna izolacja jest warunkiem wstępnym 
kolejnych zmian metabolicznych, które z kolei są związane 
ze zmianami w różnicowaniu komórek.

HORMONY I ICH WZAJEMNA RÓWNOWAGA

Somatyczna embriogeneza, ze względu na dużą zmien-
ność czynników indukujących, nie może być traktowana 
jako specyficzna odpowiedź na jeden lub więcej egzogen-
nie zastosowanych regulatorów. Wzajemne oddziaływanie 
hormonów i ich endogenny poziom, będący wskaźnikiem 
w określaniu specyficzności odpowiedzi komórkowych, 
uważane są za główny czynnik regulujący nabywanie zdol-
ności embriogenicznych przez somatyczne komórki roślin-
ne [40,67]. Z tego powodu rola sygnalizacji hormonalnej w 
regulacji proliferacji i różnicowania komórek roślinnych jest 
szeroko badana. Odpowiedź na poziomie hormonalnym 
inicjowana jest jako pierwsza w czasie odróżnicowania ko-
mórek w obrębie eksplantatów, umożliwiając im przepro-
gramowanie i podążanie szlakiem SE [89,90]. Ze względu 
na mnogość gatunków, u których SE indukowana jest przez 
ich syntetyczne odpowiedniki, auksyny stanowią grupę 
hormonów najszerzej analizowaną w kontekście indukowa-
nia SE. Poza analizą ilościową zmian w ich endogennym po-
ziomie, wykazano szereg interakcji na poziomie genetycz-
nym i epigenetycznym [91,92]. Choć nie tak intensywnie 

badane, także cytokininy są niezbędne w fazie wstępnych 
podziałów komórek w tym procesie [93]. Etylen i ABA, 
uważane za hormony stresu, mogą również być zaangażo-
wane w nabywanie kompetencji do embriogenezy [94,95]. 
W badaniach nad hormonalną regulacją SE znacznie więcej 
uwagi poświęca się rezultatom dodawania PGRs do pożyw-
ki, niż możliwej roli fitohormonów obecnych w tkankach. 
Niewiele też wiadomo o interakcjach egzogennych regula-
torów wzrostu z endogennym układem hormonalnym [75]. 
Wiedza o zawartości fitohormonów w trakcie indukcji SE 
najczęściej jest ograniczona do analizy jednej bądź dwóch 
grup związków. Wiadomo, że niektóre hormony odgrywają 
ważną rolę w SE, ale mogą też oddziaływać wzajemnie na 
siebie [39]. Jak wykazano, zaburzenie biosyntezy czy trans-
portu jednego fitohormonu może wpływać na zawartość 
pozostałych [96]. Skupienie uwagi na innych grupach hor-
monów i zbadanie mechanizmów ich działania jest kluczo-
we dla zrozumienia interakcji hormonalnych zachodzących 
w SE.

CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE

Ścieżki molekularne zaangażowane w odpowiedź em-
briogeniczną eksplantatów hodowanych in vitro są przed-
miotem szczególnego zainteresowania w biologii rozwoju 
roślin. Ich znajomość przyczynia się do zrozumienia me-
chanizmów regulacyjnych kontrolujących toti-/pluripoten-
cję w roślinnych komórkach somatycznych [22,78,93,97].  
Zidentyfikowano szereg genów takich jak: BABY BOOM 
(BBM), LEC1, LEC2, WUSCHEL (WUS), FUSCA3 (FUS3), 
ABA INSENSITIVE3 (ABI3), EM BRYOMAKER, AtMYB115, 
AtMYB118, SOMATIC EMBRY OGENESIS RECEPTOR-LI-
KE KINASE (SERK) czy AGAMO US-LIKE 15 (AGL15), które 
kodują czynniki trans krypcyjne, będące jednym z głównych 
regulatorów procesu SE. W większości są one zaangażo-
wane w procesy związane z metabolizmem i sygnalizacją 
hormonalną, których rolę potwierdzono w promowaniu 
regeneracji na drodze SE. Wykazano na przykład, że ek-
topowa ekspresja LEC2 jest wystarczająca do wyzwolenia 
produkcji somatycznych zarodków z tkanki wegetatywnej 
u rzodkiewnika [98]. W ciągu ostatnich dziesięciu lat ana-
liza danych omicznych przyspieszyła i w znaczący sposób 
przyczyniła się do identyfikacji interakcji pomiędzy czynni-
kami transkrypcyjnymi pełniącymi kluczową funkcję w SE 
a fitohormonami, głównie auksyną [91].

EPIGENOM

Prowadzone w ciągu ostatnich kilkudziesięciu lat bada-
nia na poziomie molekularnym pozwoliły na zidentyfiko-
wanie wielu regulatorów transkrypcji, które aktywują lub 
hamują ekspresję genów w celu promowania różnicowania 
się komórek. Ważną warstwą regulacyjną jest kontrola na 
poziomie epigenetycznym, dzięki której specyficzne dla da-
nego locus chemiczne modyfikacje DNA i chromatyny zmie-
niają jej stan i ograniczają ekspresję kluczowych regulatorów 
rozwoju do określonych okien czasowych i przestrzennych 
[99,100]. Przeprogramowanie chromatyny na dużą skalę 
pozwala komórce na uzyskanie epigenetycznego i trans-
krypcyjnego statusu odmiennego od tego w komórkach 
sąsiadujących. Przeprogramowanie to charakteryzuje się 
dekondensacją chromatyny, redukcją heterochromatyny w 
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jądrze komórkowym, zubożeniem histonów łącznikowych, 
zmianami w wariantach histonów rdzeniowych oraz w 
ogólnym krajobrazie modyfikacji histonów [101]. Podobnie 
jak w wielu innych procesach, chemiczne modyfikacje DNA 
i chromatyny mogą kształtować transkryptom również w 
SE. Wykazano bowiem zmiany w dynamice metylacji DNA 
w trakcie SE indukowanej u różnych gatunków, wpływają-
ce znacząco na ekspresję kluczowych dla przebiegu proce-
su czynników transkrypcyjnych takich jak LEC1, BBM1 czy 
WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX4 (WOX4) [92,102,103]. 
Roślinne komórki posiadają praktycznie nieograniczone 
zdolności do przeprogramowania swojego rozwoju [89]. 
Z drugiej zaś strony pamięć epigenetyczna jest uznawana 
przez badaczy za barierę przeprogramowania, gdyż mecha-
nizmy epigenetyczne stabilizują tożsamość komórkową i 
utrzymują organizację tkanek [100]. Muszą one zatem zo-
stać usunięte bądź ominięte w procesie regeneracji. Nie jest 
jeszcze jasne, czy plastyczność komórek roślinnych wynika 
ze zdolności do wymazywania ich tożsamości uruchomie-
nia jedynie takich komórek, które nie wykształciły jeszcze 
epigenetycznych ograniczeń [104].

MIRNA

Od opisania po raz pierwszy w 2002 roku obecności miR-
NA u rzodkiewnika, coraz liczniejsze doniesienia pojawia-
jące się w tym zakresie prowadzą do lepszego zrozumienia 
znaczenia tych cząsteczek w procesach biologicznych za-
chodzących u roślin. Badania ostatniej dekady potwierdzi-
ły, że te 21-24 nukleotydowe małe RNA, których działanie 
jest ukierunkowane na wiele genów regulatorowych (w tym 
czynników transkrypcyjnych), są również zaangażowane 
w proces powstawania zarodków z tkanek somatycznych 
[92,105-108]. Przeprowadzone analizy polegają głównie na 
porównaniu zmian w akumulacji miRNA oraz ekspresji ge-
nów w kalusie embriogenicznym i nieembriogenicznym lub 
na różnych etapach SE. Wykorzystując sekwencjonowanie 
nowej generacji, hybrydyzację northern, analizę bibliotek 
małych RNA czy mikromacierze, zidentyfikowano aktyw-
ność wielu konserwowanych ewolucyjnie rodzin genów 
MIRNA, charakteryzujących się zmiennym, tkankowo-spe-
cyficznym poziomem ekspresji na różnych etapach rozwoju 
zarodka i wykazano, że miRNA mają wpływ na indukcję SE 
[109]. Ich kluczową rolę potwierdzono wykorzystując mu-
tanty w genie DICER-LIKE 1, kodującym enzym odpowie-
dzialny za biosyntezę większości roślinnych miRNA, które 
to okazały się być niezdolne do formowania somatycznych 
zarodków na zarodkach zygotycznych standardowo uży-
wanych w tym celu u rzodkiewnika [110]. Cząsteczki miR-
NA odgrywają ważną rolę w kontrolowaniu SE poprzez ich 
wpływ na biosyntezę fitohormonów, ich transport i szlaki 
transdukcji sygnałów [109]. Zostało to dokładnie opisa-
ne w przypadku auksyny, regulowanej przez cząsteczki 
miR165/166, miR167, miR164, miR390 i miR393 poprzez 
hamowanie odpowiednich genów docelowych związanych 
z transdukcją sygnału [92,109].

PRAKTYCZNE WYKORZYSTANIE 
SOMATYCZNEJ EMBRIOGENEZY

Postępujące zmiany klimatu, rosnące globalne zapotrze-
bowanie na żywność oraz popyt na nowe odmiany roślin 

ozdobnych wywierają ogromny wpływ na produkcję ro-
ślinną [111-113]. W intensyfikacji procesu pozyskiwania i 
poszerzania różnorodności roślin pomagają dynamicznie 
rozwijające się technologie rozmnażania, ulepszania i ho-
dowli, w coraz większym stopniu bazujące na technikach 
kultur in vitro [114]. Są one szczególnie cenne dla gatunków 
charakteryzujących się długim cyklem rozwojowym oraz, 
z różnych względów, niemożliwych do rozmnażania kon-
wencjonalnymi metodami [115]. Warto podkreślić, że w tej 
grupie mieści się większość roślin, których roczna świato-
wa produkcja jest liczona w miliardach lub milionach ton, 
np. trzcina cukrowa (Saccharum officinarum L.), ziemniak 
(Solanum tuberosum L.), maniok (Manihot esculenta Crantz), 
bananowiec (Musa spp.), czosnek pospolity (Allium sativum 
L.) czy winorośl (Vitis spp.) [116]. Wśród różnych sposobów 
mikrorozmnażania na dużą skalę tej grupy roślin najchęt-
niej wykorzystywana jest SE [117]. Zapewnia ona wysoki 
współczynnik rozmnażania oraz możliwość włączania 
dodatkowych etapów usprawniających zabezpieczanie 
tkanek wyjściowych i wykorzystywanie ich do produkcji 
nowych genotypów o ulepszonych cechach. U roślin okry-
tonasiennych najlepiej opisane zostało wykorzystanie tego 
procesu w produkcji kawowca (Coffea spp.) oraz kakaowca 
właściwego (Theobroma cacao L.) [118,119], zaś w przypad-
ku drzew i krzewów iglastych u gatunków należących do 
rodziny sosnowatych (Pinaceae) [15]. W komercyjnych sys-
temach produkcji roślin użytkowych najczęściej wykorzy-
stuje się pośrednią SE, w której formowanie zarodków jest 
poprzedzone tworzeniem tkanki kalusowej, a sam proces 
można dzięki temu lepiej zsynchronizować [119]. Do ini-
cjacji embriogenezy wykorzystuje się różne typy eksplanta-
tów. W przypadku kawowca jest nim najczęściej fragment 
liścia [120], a u kakaowca pobiera się fragmenty organów 
generatywnych, takich jak płatki i pylniki [121]. U drzew 
iglastych powszechnie używanym eksplantatem inicjal-
nym jest zarodek zygotyczny w ściśle określonym stadium 
rozwoju ontogenetycznego [122]. Dla zbalansowania kosz-
tów masowej produkcji materiału roślinnego opracowano i 
wdrożono szereg rozwiązań, które z jednej strony pozwa-
lają na intensyfikację wydajności SE, z drugiej zaś umożli-
wiają jej większą synchronizację, zwłaszcza na etapie doj-
rzewania zarodków in vitro i rozwoju roślin ex vitro (Ryc. 2). 
Komercjalizacja produkcji wymaga zastąpienia hodowli 
na pożywkach stałych pożywkami płynnymi, co pozwala 
na większe zautomatyzowanie tego procesu z wykorzy-
staniem bioreaktorów. Powiązanie SE z krioprezerwacją 
umożliwia stały dostęp do embriogenicznej tkanki, dzięki 
czemu odtwarzanie kultur przebiega sprawniej. Poprawę 
jednorodności uzyskiwanych roślin zapewnia ukorzenianie 
sadzonek powstałych w wyniku cięcia roślin otrzymanych 
wcześniej drogą SE.

PODNOSZENIE EFEKTYWNOŚCI PRODUKCJI ROŚLIN

Do podnoszenia efektywności produkcji roślin uzyski-
wanych na drodze SE powszechnie wykorzystywane są 
bioreaktory, co zostało najlepiej opisane u dwóch odmian 
kawowca: Arabica F1, gatunku C. arabica oraz Robusta, ga-
tunku C. canephora [120]. Obie odmiany, dla zachowania 
cech roślin matecznych, rozmnażane są wyłącznie wegeta-
tywnie [119,123]. Próby zwiększania skali produkcji zarod-
ków somatycznych rozpoczęto od rozwinięcia hodowli w 
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pożywkach płynnych, w kolbach Erlenmeyera [124], a na-
stępnie w bioreaktorach, które przynajmniej na niektórych 
etapach produkcji zarodków zastąpiły podłoża stałe [125]. 
Bioreaktory pozwalają na zautomatyzowanie takich działań 
jak wymiana pożywki, monitorowanie parametrów hodow-
li, zbieranie zarodków [126] i skrócenie czasu ich rozwoju 
[120]. Jednym z powszechniej wykorzystywanych typów 
bioreaktora jest niewielki bioreaktor okresowo-zalewowy 
RITA [127]. Jego zastosowanie pozwoliło na uzyskanie na-
wet 50 tysięcy zarodków somatycznych z grama embrio-
genicznej zawiesiny C. arabica [119] i 1500 zarodków z 0,5 
grama embriogenicznej tkanki dębu szypułkowego (Qu-
ercus robur) [128]. W bioreaktorze tego typu prowadzono 
również hodowle zarodków somatycznych takich roślin jak 
olejowiec gwinejski (Elaeis guineensis Jacq.), papaja (Carica 
papaya L.) czy trzcina cukrowa [122]. Następnie zaczęto wy-
korzystywać większe bioreaktory o horyzontalnej budowie, 
co zapewniało zarodkom lepszy dostęp światła, a w efek-
cie zwiększyło procent zarodków dorastających do etapu, 
w którym mogły zostać użyte jako sadzonki [129]. U roślin 
iglastych wykazano, że zarówno etap namnażania masy 
proembriogenicznej (PEM), jak i dojrzewania zarodków so-
matycznych, mogą być prowadzone w tym samym bioreak-

torze okresowo-zalewowym. Na oddzielenie zarodków od 
PEM-u oraz selekcję najlepiej rozwiniętych osobników po-
zwoliła opatentowana technologia zwana Fluidics System. 
W tym systemie zarodkom przepływającym przez rurkę 
zarodkom wykonywane są zdjęcia, a następnie w ułamku 
sekundy dokonywana jest analiza komputerowa ich cech, 
które porównywane są z wcześniej ustalonymi kryteriami. 
Dojrzałe, dobrze rozwinięte zarodki są odseparowywane 
od zarodków niespełniających wymogów i tylko te pierw-
sze zostają użyte w dalszej produkcji roślin [130].

Wyniki doświadczeń z końca lat 90. XX w. pokazały, że 
zarodki somatyczne otrzymane w bioreaktorach można 
przenosić do warunków ex vitro już w stadium liścienio-
wym, co wykorzystano w produkcji kawowca [125]. Wy-
eliminowano tym samym potrzebę kosztownego etapu 
aklimatyzacji i ograniczono straty w materiale roślinnym, a 
uzyskane rośliny charakteryzowały się większym wigorem. 
Problem wciąż stanowiło niezsynchronizowane dojrzewa-
nie zarodków somatycznych uzyskiwanych w bioreakto-
rach, które przekładało się na niejednorodny wzrost roślin 
w szkółkach. Generowało to dodatkowe koszty związane 
z koniecznością ponawiania zbiorów. Optymalnym roz-
wiązaniem okazało się opracowanie systemu rozmnażania 
opartego na seryjnym ukorzenianiu sadzonek kawowca 
(ang. mini-cuttings) uzyskiwanych poprzez regenerację za-
rodków somatycznych. Sadzonki pobiera się drogą cięcia 
roślin mających 3 pary w pełni rozwiniętych liści. Piętnasto-
tygodniowe ukorzenione sadzonki są bardziej jednorodne 
pod względem wysokości i średnicy pędu niż będące w tym 
samym wieku wyjściowe rośliny, uzyskane na drodze SE. 
Opracowany system zmniejszył koszt produkcji sadzonek 
o połowę [131]. Metoda ta wykorzystywana jest również u 
roślin iglastych [117] oraz kakaowca właściwego, u którego 
umożliwia produkcję 100 sadzonek rocznie z 1 rośliny wyj-
ściowej [118].

KRIOPREZERWACJA W ZABEZPIECZANIU 
EMBRIOGENICZNYCH TKANEK

Systemy zabezpieczania embriogenicznego potencjału w 
ciekłym azocie (-196oC) najwcześniej rozwinięto dla roślin 
iglastych [132,133]. Było to możliwe dzięki wysokiej sku-
teczności metody powolnego schładzania, która do końca 
lat 80. XX wieku była jedyną dostępną techniką krioprezer-
wacji i, jak wykazały ówczesne i późniejsze badania, oka-
zała się być wysoce skuteczna dla tej grupy roślin i tego ro-
dzaju materiału roślinnego [134-136]. Dzięki temu od ponad 
30 lat, wykorzystując embriogeniczną tkankę kalusową i za-
wiesinową, rutynowo tworzone są banki klonów linii elitar-
nych sosny, świerka, modrzewia, jodły i daglezji, uspraw-
niając tym samym selekcję osobników o pożądanych ce-
chach [134,135,137]. Banki tkanek pozwalają na testowanie 
roślin pochodzących z części każdej linii komórkowej przez 
dowolnie długi okres, podczas gdy reszta materiału roślin-
nego jest utrzymywana w stanie głębokiego zamrożenia do 
późniejszego wykorzystania. Jest to główny powód, dla któ-
rego SE jest chętniej wykorzystywana u drzew iglastych niż 
inne metody wegetatywnego rozmnażania [138].

W przypadku embriogenicznych kultur wielu innych ga-
tunków, zwłaszcza klimatu tropikalnego, dopiero opraco-
wanie w 1990 r. nowych technik krioprezerwacji (witryfika-

Rycina 2. Etapy komercyjnej produkcji roślin w kulturach in vitro bazującej na 
procesie somatycznej embriogenezy
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cji i kapsułkowania/dehydratacji) otworzyło drogę do ich 
efektywnego krioprzechowywania [136]. Od tego czasu, ba-
zujące na SE protokoły, obok intensywnego mikrorozmna-
żania i regeneracji, obejmują również etap przechowywania 
tkanek w ciekłym azocie (Ryc. 2). Pozwala on na bezpiecz-
ne i długoterminowe gromadzenie embriogenicznej tkanki 
kalusowej oraz agregatów komórkowych pochodzących z 
kultur zawiesinowych i (w razie potrzeby) ich odtwarzanie. 
Dzięki temu czas wymagany na odnowienie embriogenicz-
nych kultur, zwłaszcza tych, których potencjał regeneracyj-
ny maleje wraz z wydłużaniem czasu ich prowadzenia, jest 
skrócony do niezbędnego minimum [120].

Krioprezerwacja odgrywa również ważną rolę w two-
rzeniu banków embriogenicznych tkanek roślin ozdobnych 
[139,140]. Poza usprawnianiem ich protokołów regeneracyj-
nych, wykorzystywanie ciekłego azotu pozwala na kolek-
cjonowanie licznych, atrakcyjnych odmian, które pojawiają 
się lawinowo w odpowiedzi na zmieniające się preferencje 
konsumentów [111]. Odmiany te są ważne dla przemysłu 
ogrodniczego, ponieważ stanowią źródło cennego materia-
łu hodowlanego.

PRZYKŁADY KOMERCYJNEJ PRODUKCJI ROŚLIN

Wydajne procedury rozmnażania w warunkach kultur in 
vitro bazujące na SE zostały wprowadzone do upraw licz-
nych roślin użytkowych. Wśród nich znajduje się: kawo-
wiec, kokos właściwy (Cocos nucifera L.), oliwka europejska 
(Olea europaea L.), winorośl, olejowiec gwinejski, daktylo-
wiec właściwy (Phoenix dactylifera L.), herbata chińska (Ca-
mellia sinensis L.), czy awokado właściwe (Persea americana 
Mill.) [119,141-147]. W latach 2005-2010 firma Nestlé rozpo-
wszechniła w Tajlandii 1,8 mln sadzonek kawowca odmia-
ny Robusta uzyskanych drogą SE, a w latach 2009-2017 ok. 
1,9 mln sadzonek na Filipinach. Co więcej, na przestrzeni 8 
lat rozdystrybuowano 10,2 mln sadzonek tej rośliny wśród 
hodowców w Meksyku. Ponadto CIRAD (Centre Interna-
tional de Recherche en Agronomie pour le Développement), 
ośrodek specjalizujący się w badaniach nad SE kawowca, 
produkuje w Nikaragui od 2 do 3 mln roślin rocznie i regu-
larnie eksportuje setki tysięcy sadzonek do krajów sąsied-
nich [119]. W 2008 r. firma CellFor z siedzibą w Kanadzie 
oraz Arborgen z USA wyprodukowały z wykorzystaniem 
SE łącznie około 11 mln sadzonek sosny taeda [148]. Proces 
SE jest wykorzystywany przez firmę Forest Genetics z No-
wej Zelandii do produkcji sosny kalifornijskiej oraz przez 
Coillte Teoranta z Irlandii do produkcji świerka sitajskiego 
(Picea sitchensis (Bong.) Carrière) [117]. Produkcję na maso-
wą skalę z wykorzystaniem tego procesu uzyskano również 
dla kakaowca. Dzięki narodowemu programowi stworzo-
nemu przez Indonezyjski Instytut Badawczy Kawy i Kakao 
w latach 2009-2011 wyprodukowano 74,5 mln sadzonek 
tej rośliny, osiągając efektywność produkcji na poziomie 
50 mln roślin rocznie [149]. W Uppsali wspólne wysiłki 
szwedzkich firm leśnych i uruchomionej w latach 2014-
2016 firmy SweTree Technologies zmierzają do produkcji 
komercyjnej drzew iglastych na poziomie 10 mln sadzonek 
rocznie [122]. Będzie to możliwe do osiągnięcia dzięki wy-
korzystaniu wszelkich dostępnych metod pozwalających na 
automatyzację procesu SE.

Jednym z ważniejszych problemów napotykanych przy 
wielkoskalowej produkcji roślin na drodze SE jest trudność 
w uzyskaniu pełnej automatyzacji, co podnosi koszt jednost-
kowy otrzymywanych ostatecznie roślin. W tym zakresie 
producenci prześcigają się w dopracowywaniu warunków 
pozwalających na większą synchronizację kolejnych eta-
pów produkcji. Ponadto pojawiają się problemy logistycz-
ne związane z dotarciem do hodowców mniejszych upraw, 
czy też obawa opinii publicznej o zubażanie różnorodności 
biologicznej [119,150]. Innym problemem jest występujące w 
kulturach in vitro zjawisko zmienności somaklonalnej, pro-
wadzące do powstawania osobników o odmiennym fenoty-
pie i/lub genotypie. Zmiany te mogą być efektem warunków 
stresowych takich jak zranienie, długotrwała ekspozycja na 
regulatory wzrostu czy starzenie kultur [120]. Zachowanie 
cech rośliny matecznej jest szczególnie ważne i bezwzględ-
nie wymagane w produkcji komercyjnej roślin [123]. Badania 
nad SE u kawowca wykazały, że częstotliwość występowa-
nia niepożądanych fenotypów (różniących się m.in. wysoko-
ścią, kolorem i grubością liści) zwiększała się wraz z wydłu-
żaniem wieku używanej zawiesiny komórkowej. Wiedza ta 
pozwoliła na obniżenie występowania niepożądanej zmien-
ności poprzez używanie kultur nie starszych niż sześciomie-
sięczne oraz obniżenie stężenia 2,4-D w pożywce [119]. Po 
latach badań wysoki koszt produkcji roślin na masową skalę 
wciąż jednak pozostaje głównym czynnikiem ograniczają-
cym rozwijanie tej technologii dla kolejnych gatunków.

PODSUMOWANIE

Embriogeneza somatyczna, po ponad 60 latach od jej opi-
sania po raz pierwszy, jest obecnie standardowym narzę-
dziem biotechnologicznym wykorzystywanym w laborato-
riach naukowych i przemysłowych do klonalnego rozmna-
żania roślin pod kątem różnych zastosowań. Otrzymywane 
masowo zarodki somatyczne najczęściej zachowują geno-
typ i ploidalność rośliny-dawcy. Dzięki temu SE jest wyko-
rzystywana do przyspieszania procesów hodowlanych. Po-
zwala na zwiększenie skali testowania materiału roślinnego 
i skrócenie cyklu hodowlanego, co ma szczególne znaczenie 
w przypadku odmian wysoce heterozygotycznych i roślin 
o długim cyklu życiowym. SE jest również preferowanym 
narzędziem regeneracji roślin uzyskiwanych w wyniku 
transformacji czy w komercyjnej produkcji. Dzięki niej ro-
śliny mogą być otrzymywane jednoetapowo, a nie poprzez 
sekwencyjną regenerację pędów i korzeni, co jest wymaga-
ne podczas organogenezy. Wysoka wydajność tej techniki 
w połączeniu z możliwością przechowywania embrioge-
nicznej tkanki oraz zarodków somatycznych w ciekłym 
azocie również przyczynia się do jej większej użyteczności 
w porównaniu z organogenezą de novo czy sadzonkami. Sta-
łe usprawnianie protokołów regeneracyjnych i systemów 
technologicznych doprowadziło do znacznego wzrostu 
wydajności i jednolitości produkcji, jak również poprawiło 
jakość zarodków wielu roślin uprawnych. Pogłębienie wie-
dzy o SE i mechanizmach leżących u podstaw tego procesu 
będzie pomocne w dalszym usprawnianiu protokołów i eli-
minowaniu ograniczeń, które hamują postęp w wykorzy-
stywaniu tego narzędzia.
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ABSTRACT
Plant cells possess the remarkable ability to adapt to environmental changes. It is manifested by formation of embryos directly from the cells 
of plant body, bypassing the fertilization stage. These embryo structures develop into complete plants. The process itself, to distinguish the 
path of formation and emphasize consistency with zygotic embryogenesis, is referred to as somatic embryogenesis (SE). Although more than 
60 years have passed since the first publication on the phenomenon has been written, the mechanism of reprogramming of a somatic cell into 
an embryogenic one is still not fully understood. This is a critical step in SE that can be induced by exo- and endogenous factors and stress 
treatments. The exposition of plant material to these factors affects the reorganization of the chromatin structure and gene expression, which 
can consequently trigger the program of embryogenesis. The paper reviews current knowledge on how the identity of totipotent cells is de-
termined and which stimuli are required to reprogram somatic cell development. Knowledge of key molecular regulators and the network of 
relationships that control SE induction is summarized. Issues that are important for enhancing the understanding of the mechanisms under-
lying totipotency are also defined. Finally, the practical potential of SE is demonstrated, and examples of its use are provided.


