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STRESZCZENIE
Kom()rki roslinne maja niezwykla zdolnos¢ adaptacji do zmian Srodowiskowych. Jej
przejawem jest tworzenie zarodkéw wprost z komoérek ciala rosliny z pominieciem
etapu zaplodnienia. Powstale ta droga struktury rozwijaja sie w kompletne rosliny, a sam
proces, dla odréznienia drogi powstawania i podkreslenia spojnosci z embriogeneza zygo-
tyczna, jest okreslany mianem embriogenezy somatycznej (SE). Mimo, iz w 2018 roku mi-
neto 60 lat od opisania tego zjawiska po raz pierwszy, to mechanizm przeprogramowania
komorki somatycznej w embriogeniczna nadal nie jest w pelni poznany. Jest to krytyczny
etap w SE, ktory moze by¢ indukowany egzogennymi substancjami dodawanymi do po-
zywki oraz oddzialywaniem czynnikami stresowymi. Dzialanie tych czynnikéw na material
roslinny wplywa na reorganizacje struktury chromatyny, a tym samym na ekspresje genéw,
co w konsekwencji moze uruchamiaé program embriogenezy. W niniejszej pracy dokonano
przegladu aktualnej wiedzy na temat tozsamosci komérek totipotencjalnych oraz bodzcow
wymaganych do przeprogramowania rozwoju komérek somatycznych. Podsumowano in-
formacje dotyczace kluczowych molekularnych regulatoréw, ktére kontroluja indukcje SE.
Zdefiniowano réwniez zagadnienia, ktore s3 wazne dla pelnego zrozumienia mechanizméw
lezacych u podstaw totipotencji. Na zakoriczenie pokazano potencjal praktyczny drzemiacy
w tym procesie i podano przyklady jego wykorzystania.

HISTORIA BADAN NAD SOMATYCZNA EMBRIOGENEZA

Badania nad totipotencja rodlin maja swoj poczatek w teorii komorek Schle-
idena (z 1838 r.) i Schwanna (z 1839 r.), ktéra méwi, ze organizmy skladaja sie z
pojedynczych komoérek majacych zdolnoéé do niezaleznego wzrostu i podziatu.
Opierajac sie na tej teorii, Haberlandt w 1902 roku potozy! podwaliny pod bada-
nia nad totipotencja roslin in vitro, przewidujac, ze zarodki moga by¢ generowa-
ne z komérek hodowanych w warunkach sztucznych [za 1]. Jego koncepcja byla
oparta na wstepnych eksperymentach i zostala potwierdzona doswiadczalnie
dopiero pot wieku pdzniej. W tym czasie odkrycie auksyn przez Wenta [2] oraz
rozwiniecie z ich uzyciem na przelomie lat 1938-1939 ciggtych kultur tkanek
kambialnych marchwi (Daucus carota L.) i tytoniu (Nicotiana tabacum L.) w Pary-
zu przez Gauthereta, w Grenoble przez Nobecourta i w Princeton przez Whita
[za 1], pozwolily na przyspieszenie badan nad zdolno$ciami regeneracyjnymi
komoérek i tkanek roslinnych w warunkach kultur in vitro. Kluczowe w tych ba-
daniach bylo nabycie umiejetnosci sterowania procesami regeneracyjnymi za
pomoca auksyny. Wykazano, Ze obnizenie zawartosci kwasu indolilo-3-octowe-
go (IAA) w pozywce prowadzi do powstania roslin dwiema réznymi drogami:
przez regeneracje korzeni i nastepnie pedoéw [3] lub generowanie najpierw pa-
kow, a potem korzeni [4]. Kilka lat p6Zniej, kiedy to Steward i wspotpracowni-
cy opisali zdolnoé¢ segmentéw zréznicowanej wtérnej tkanki tyka marchwi do
regeneracji struktur zarodkopodobnych [5], rozpoczela sie historia SE. Mimo, ze
badacze ci nie uzyskali somatycznych zarodkow per se, to skupiajac sie na opisie
wczesnych form proembrionalnych i wykazanej totipotencji somatycznych ko-
morek, sformulowali hipoteze, ktéra zdominowata dyskusje i badania nad em-
briogeneza in vitro na szereg kolejnych dekad. Fenomen ich pracy polegal na do-
starczeniu idei, ktéra mozna bylo przetestowac doswiadczalnie. Z tego wzgledu
rok 1958 na trwale wpisat sie¢ do podrecznikéw jako rok odkrycia procesu SE.
Badania Reinerta opublikowane w 1959 r. dostarczyty niezbitych dowodéw po-
wstawanie w warunkach in vitro dwubiegunowych struktur, ktére w dodatku
byly inicjowane podzialami pojedynczych komérek somatycznych [6]. Cztery
lata pdzniej trzech niezaleznych badaczy zobrazowato rozwéj zarodkéw soma-
tycznych z wykorzystaniem metod mikroskopowych [7-9].

Somatyczna embriogeneza u gatunkéw reprezentujacych rézne grupy takso-
nomiczne byla odkrywana stopniowo, a pomiedzy opisaniem tego zjawiska po
raz pierwszy u roslin nasiennych i zarodnikowych minely az 42 lata (Ryc. 1).
Najdtuzszej, bo od 1958 r., trwa historia SE roslin dwuliéciennych, a pionier-
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Rycina 1. Historia odkry¢ somatycznej embriogenezy u roslin naczyniowych (Tracheophyta)

ska rosling jest marchew. Wséréd roslin jednoliSciennych
proces ten po raz pierwszy udokumentowano w 1968 r.
u szparaga lekarskiego (Asparagus officinalis L.) [10], za$ u
(nalezacych do tej grupy) roélin zbozowych nastgpilo to
dopiero w 1980 r. i dotyczyto: rozplenicy amerykarskiej
(Pennisetum americanum L.), sorga (Sorghum bicolor (L.) Mo-
ench) i zycicy wielkokwiatowej (Lolium multiflorum Lam.)
[11]. Badania prowadzone z wykorzystaniem roslin jednoli-
Sciennych jednoznacznie pokazaly znaczenie eksplantatow
w sukcesie indukowania zarodkéw somatycznych, w tym
wplyw dojrzatosci materiatu wyjsciowego oraz sposéb jego
ulozenia na pozywce. W zaindukowaniu SE u roslin nago-
nasiennych kluczowa role odegrat osrodek w Kanadzie kie-
rowany przez prof. Don J. Durzana, w ktérym od lat 60. XX
wieku prowadzono badania nad metabolizmem komorek
réznych gatunkéw drzew iglastych [12]. W 1985 r. Chalupa
[13] uzyskat zarodki somatyczne $wierka pospolitego (Picea
abies (L.) H. Karst). W tym samym roku Nagmani i Bonga
[14] zainicjowali kalus embriogeniczny z megagametofitow
modrzewia europejskiego (Larix decidua Mill.) oraz uzyskali
zarodki somatyczne i zregenerowali roéliny. Pilna potrzeba
produkgji drzew iglastych na duza skale i profity, jakie daje
ten proces w selekcji roslin o ulepszonych cechach, dopro-
wadzily w krétkim czasie do pojawienia sie szerokiej oferty
protokotéw regeneracyjnych dla réznych gatunkéw sosen,
w tym: Pinus taeda L., P. strobus L., P. sylvestris L., P. pina-
ster Aiton, P. radiata D. Don, P. patula Schiede ex Schitdl. &
Cham., daglezji zielonej (Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Fran-
co), jodly kaukaskiej (Abies nordmanniana (Steven) Spach),
swierkow: Picea glauca (Moench) Voss, P. abies i P. mariana
(Mill.) Britton, Sterns & Poggenb. oraz szeregu mieszancow
modrzewia (Larix Mill.). Namacalnym dowodem na zna-
czenie tej technologii dla rozmnazania klonalnego drzew
iglastych bylo opublikowanie w latach 2000-2016 okoto
40 artykutéw na temat SE u nowych gatunkéw z tej gru-
py roslin [15]. Na tle tych osiggnie¢ badania nad embrio-
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geneza roslin zarodnikowych wypadaja nadzwyczaj stabo.
Pierwsza praca przedstawiajaca kompleksowa regeneracje
widlaczka torfowego (Lycopodiella inundata (L.) Holub.) po-
jawila sie dopiero w 2000 r. [16]. Zawiera ona dokumentacje
mikroskopowa obrazujaca wyglad tkanki kalusowej i opi-
suje inicjacje 1 rozw6j zarodkéw somatycznych. W obrebie
kladu Lycopodiophyta 5 lat pézniej opisano jeszcze regene-
racje wronica widlastego (Huperzia selago L.) [17]. Praca byta
jednak bardziej nakierowana na analize substancji czynnej
huperziny A, niz na opisywanie detali procesu embriogene-
zy. Monilophyta to ostatnia grupa roélin na drzewie filogene-
tycznym, u ktérej opisanie SE w 2015 r. zamyka liste odkry¢
w obrebie poszczegélnych kladéw Tracheophyta [18].

Powszechnie wiadomo, ze pomyslne zakoniczenie em-
briogenezy jest podstawa produkcji nasion i owocéw. Wy-
dajnos¢ rolnicza i ogrodnicza opiera sie w duzej mierze na
kontroli proceséw zapylenia, zaplodnienia, embriogenezy,
tworzenia nasion i rozwoju owocéw. Nie jest wiec zasko-
czeniem, ze tak wiele uwagi poswiecono indukcji i opisywa-
niu SE u gatunkéw roslin nasiennych. W ciagu pierwszych
20 lat od odkrycia tego procesu zostal on zaindukowany u
132 gatunkéw nalezacych do 81 rodzajéw i 32 rodzin [19].
W kolejnym podsumowaniu opracowanym 16 lat pdZniej
(w 1995 1.) znajdujemy juz znacznie liczniejsze zestawienie
przedstawiajace spisy: 180 gatunkéw zielnych roslin dwu-
lisciennych, 120 gatunkéw roslin jednoliciennych i prawie
160 gatunkéw roélin drzewiastych [20]. Po 1995 roku, praw-
dopodobnie z powodu lawinowego wzrostu publikacji, nikt
wiecej nie podjat sie dokonania takiego ilosciowego zesta-
wienia. Z fatwos$cig mozna jednak policzy¢, ze do 2021 roku
proces SE udokumentowano jedynie dla 3 gatunkéw roslin
zarodnikowych, wéréd ktérych znajduja sie 2 gatunki z kla-
du Lycopodiophyta [16,17] i 1 gatunek z kladu Monilophyta -
papro¢ drzewiasta Cyathea delgadii Sternb. [18]. To wskazu-
je, ze chociaz roéliny zarodnikowe sa waznym elementem
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réznorodnosci biologicznej, to jednak warto$¢ uzytkowa
jest tym parametrem, ktéry w najwiekszym stopniu ksztat-
tuje naukowe zainteresowania.

WYZWANIA W ODKRYWANIU PROCESU
SOMATYCZNE] EMBRIOGENEZY

Embriogeneza zygotyczna i somatyczna stanowia réw-
nolegle programy rozwojowe roélin, w ktérych komorki
nabywaja embriogeniczng kompetencje i rozwijaja sie w
zarodki. W przypadku pierwszego programu zaplodniona
komorka jajowa przechodzi serie zdarzen réznicujacych i
prowadzacych do powstania dojrzalego zarodka, ktory jest
najczesciej zatrzymany w rozwoju, metabolicznie wyciszo-
ny i zamkniety w nasieniu. W drugim typie embriogenezy
komérki somatyczne zmusza si¢ do zmiany ich przezna-
czenia i przeksztalcania sie w zarodki, ktérych rozwdj jest
zwykle tozsamy z ontogeneza zarodka zygotycznego [21].
Podobienistwa sprawiajg, ze dla obu proceséw wspdlne sa
czynniki kontroli hormonalnej, transkrypcyjnej, rozwojo-
wej i epigenetycznej [21,22]. Ponadto mozliwos¢ sterowania
procesem w warunkach in vitro oraz brak okrywy nasiennej
sprawiaja, ze SE (bedac latwiejsza do obserwowania) jest
chetnie wykorzystywana do poznawania morfologii oraz
opisywania biochemicznych, genetycznych i molekular-
nych mechanizméw indukcji i rozwoju zarodka [23].

Najwiekszym wyzwaniem dla badaczy zajmujacych sie
SE jest odkrycie jak pojedyncza komorka staje sie komplet-
na rosling. Dla uzyskania odpowiedzi na to pytanie, posta-
wione w 2005 roku na famach specjalnego zeszytu ,Science”
[24], dwa zagadnienia sa obecnie szczegdlnie intensywnie
badane. Dotycza one wczesnego etapu tego procesu, tj. 1)
indukcji SE i 2) formowania osi apikalno-bazalnej struktury
zarodkowej. Najwcze$niejszym zdarzeniem rozpoczynaja-
cym indukcje SE jest ustanowienie kompetencji embrioge-
nicznej. Dochodzi do niego przed pierwszym podziatem
komérki somatycznej. Etap ten jest trudny do uchwycenia,
badania i poréwnywania miedzy réznymi systemami ro-
linnymi. Wplywa na to zréznicowany status fizjologiczny
tkanek inicjalnych [25], koniecznoé¢ stosowania réznych
czynnikéw do wywolywania SE, odmienny przebieg SE
(bezposredni lub posredni - poprzez tkanke kalusowa)
oraz rézne drogi powstawania zarodkéw somatycznych
(z pojedynczej komorki lub z wielu komérek). Kolejnym
nurtujacym zagadnieniem jest formowanie sie osi apikalno-
-bazalnej. Podczas gdy u zwierzat wyzszych dojrzaly zaro-
dek jest miniatura doroslego zwierzecia, a wszelkie zmiany
zachodzace podczas rozwoju postembrionalnego zachodza
w granicach organizacji organizmu ustalonego podczas em-
briogenezy, to u roélin wyzszych embriogeneza prowadzi
do powstania formy mlodocianej - siewki, ktérej brakuje
wiekszosci cech gatunkowych rosliny doroslej. Merystem
pedu pierwotnego na gérnym koricu (apikalnym) jest Zro-
dlem komoérek dla nowych organéw (lisci, merystemoéw pe-
déw bocznych, kwiatéw). Merystem pierwotny korzenia na
dolnym koricu (bazalnym) wytwarza komorki dla przedtu-
zenia wzrostu korzenia pierwotnego. Ksztaltowanie ztozo-
nosci architektonicznej roélin podczas rozwoju postembrio-
nalnego jest uwarunkowane podstawowa organizacja ciata
ustanowiona w czasie embriogenezy. Ciagle jeszcze nie-
wiele wiadomo o poczatkowych zdarzeniach zwigzanych z
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polaryzacja komorek, ktére poprzedzaja formowanie sie osi
apikalno-bazalnej u roélin wyzszych. Wydaje sie, ze waz-
na role moze na tym etapie odgrywac¢ odmienny rozklad
skladnikéw cytoplazmatycznych, nieréwnocenny pierwszy
podzial, a takze r6zna ekspresja genéw, do ktorej dochodzic¢
moze jedynie w jednej z komoérek dwukomoérkowego za-
rodka [26].

Kluczowe znaczenie w kompletowaniu odpowiedzi na
postawione pytanie moze mie¢ opracowanie odpowiednie-
go modelu eksperymentalnego, ktéry pozwoli na prowa-
dzenie badan na tak weczesnym etapie rozwoju. Nowe moz-
liwosci zdaje sie otwiera¢ opisany w ostatnich latach system
regeneracyjny paproci drzewiastej C. delgadii, w ktérym
zarodki somatyczne indukowane sa bezposrednio z poje-
dynczych komorek epidermy eksplantatéw inicjalnych na
pozywkach bez dodatku regulatoréw wzrostu [18]. Opra-
cowanie modelu uwzgledniajacego pozycje filogenetyczna i
opartego na pewnych osobliwosciach morfologicznych czy
komorkowych, pozwoli na uzyskanie znacznie lepszego
zrozumienia procesu embriogenezy i poznania mechani-
zméw nim sterujacych.

NAJWAZNIEJSZE CZYNNIKI WPLYWAJACE
NA NABYWANIE EMBRIOGENICZNE]
KOMPETENC]JI 1 JEJ EKSPRESJE

Zarodki somatyczne sg formowane przez komoérki em-
briogeniczne, pojawiajace sie wéréd komorek somatycznych
eksplantatu, kalusa lub zawiesiny komérkowej. Do wejscia
na droge SE zdolne sg tylko wybrane komoérki somatyczne,
ktére charakteryzujq sie wrazliwoscig na czynniki induku-
jace embriogenicznosé. Te wlasnie komorki, reprezentujace
stan pomiedzy ,somatyczna” a ,embriogeniczng” nazy-
wane s3 kompetentnymi. Komérki embriogeniczne sa na-
tomiast zdeterminowane do wejécia na droge SE i juz nie
wymagaja zewnetrznej stymulacji [27,28].

Czynniki, ktére umozliwiaja nabywanie embriogenicznej
kompetencji oraz jej ekspresje, moga by¢ bardzo zréznico-
wane, jednak zasadniczo dzielg sie na dwie grupy: zwigzane
z roéling donorowq (mateczng) oraz zwigzane ze $rodowi-
skiem zewnetrznym [29]. Do pierwszej grupy naleza: gatu-
nek, genotyp i stan fizjologiczny oraz wiek i stadium rozwo-
jowe roéliny donorowej bedacej zZréodiem eksplantatu. Czyn-
niki zwigzane ze sSrodowiskiem zewnetrznym to z kolei sktad
pozywki oraz warunki temperaturowe i o$wietleniowe, w
jakich prowadzona jest kultura. Interakcje pomiedzy wspo-
mnianymi czynnikami prowadza do indukcji i ekspresji spe-
cyficznego modelu réznicowania komoérek i ich dalszego roz-
woju [28,30]. Tym samym na sukces opracowania protokotu
SE dla konkretnej rosliny skiadajq sie dwie kwestie: po pierw-
sze wybor odpowiedniego eksplantatu (tj. zawierajacego ko-
morki zdolne do nabycia embriogenicznej kompetengji), po
drugie ustalenie fizycznych i chemicznych czynnikéw, ktére
zmienig dotychczasowy program rozwojowy przelaczajac go
na Sciezke rozwoju embriogenicznego [28,31].

GATUNEK I GENOTYP ROSLINY

U niektérych gatunkéw zaindukowanie SE jest bardzo
tatwe. W przypadku marchwi niemal kazda czesé¢ rosliny
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moze zostac¢ uzyta w charakterze eksplantatu, umozliwiajac
otrzymanie embriogenicznej kultury [31]. Jednak dla wielu
gatunkéw rodlin zboZzowych czy nagonasiennych tylko w
bardzo specyficznych, juwenilnych komoérkach i tkankach,
np. niedojrzatych zarodkach zygotycznych, mozna zaindu-
kowaé odpowiedz embriogeniczng [32,33]. Sa réwniez ga-
tunki, dla ktérych, mimo staran, nie udato sie dotychczas
opracowac stabilnego i efektywnego protokotu SE [34].

Bardzo waznym czynnikiem wplywajacym na zdolnosé
do SE jest genotyp roéliny. Te same eksplantanty pobrane
z réznych linii albo odmian tego samego gatunku, mimo
umieszczenia w identycznych warunkach kultury, moga
reagowac z odmienna wydajnoscia. Jest to szczegdlnie pro-
blematyczne w przypadku roélin uzytkowych, poniewaz
wymusza optymalizowanie procesu indukcji i ekspresji SE
dla kazdej uprawianej odmiany [35] .

RODZAJ EKSPLANTATU, JEGO WIEK
I STADIUM ROZWOJOWE

Eksplantatem moze by¢ niemal kazdy fragment rosliny,
jednak do najczesciej wykorzystywanych nalezg dojrzate
lub niedojrzale zarodki zygotyczne, siewki i ich fragmenty
(liscienie i hypokotyle), ogonki i blaszki lisciowe, korzenie,
merystemy pedu, nasiona, paki kwiatowe, czy protoplasty
izolowane z réznych tkanek i organéw roslinnych [28]. Do
indukcji tzw. wtérnej SE wykorzystywane sa réwniez za-
rodki somatyczne. Powszechnie uwaza sie, ze najwiecej ko-
morek kompetentnych zawieraja niemerystematyczne, mto-
de tkanki zarodkow, siewek oraz czesci kwiatow [36,37]. O
kompetencji komoérek decyduje m.in. poziom endogennych
hormonéw (auksyn, cytokinin i kwasu abscysynowego
(ABA), a zwlaszcza synteza i akumulacja endogennego IAA
[38].

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

Najwiekszy wplyw na indukcje SE i jej ekspresje maja
syntetyczne regulatory wzrostu i rozwoju roélin, czyli do-
dawane do pozywki zwigzki o strukturze i funkgji zblizonej
do fitohormonoéw. Szacuje sie, ze co najmniej 93% protoko-
6w indukowania SE u réznych gatunkéw roslin wymaga
uzycia regulatorow wzrostu [28]. Kluczowy jest zaréwno
rodzaj uzytych regulatoréw, jak i ich wzgledne stezenie.
Najwazniejsza role odgrywaja auksyny [31,39], ktére samo-
dzielnie lub w kombinagji z cytokining uzyto w ponad 80%
opisanych przypadkach indukcji SE [28]. Sposréd auksyn
najczesciej wykorzystuje sie kwas 2,4-dichlorofenoksyoc-
towy (2,4-D), ktory dziata nie tylko jako egzogenny analog
auksyny, ale tez jako czynnik stresowy [40]. Inne popularne
auksyny to: kwas 1-naftylooctowy (NAA), IAA, kwas indo-
lilo-3-mastowy (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 niz
14% protokotéw [28]. Do najczesciej stosowanych cytokinin
zalicza sie N°-benzylaminopuryne (BAP), kinetyne, zeatyne
oraz tidiazuron. Pozostale typy regulatoréw wzrostu stoso-
wane sa przede wszystkim w celu zapewnienia w komor-
kach odpowiedniego balansu hormonalnego [37].
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AZOT I CUKRY

Juz pierwsze badania z udzialem kultur marchwi poka-
zaly, ze istotne znaczenie podczas indukcji SE ma forma
dostarczonego roslinie azotu (w postaci jonéw amonowych
NH," czy azotanowych NO,) oraz jego stezenie [41]. Row-
niez u innych gatunkéw roélin jak dynia (Cucurbita pepo L.),
lucerna siewna (Medicago sativa L.) czy kawowiec (Coffea
arabica L.) potwierdzono wplyw azotu na odpowiedz eks-
plantatéw [21].

Cukry stanowia zrédlo wegla dla roslin, odpowiadaja
tez za wlasciwe ci$nienie osmotyczne pozywki. Zaréwno
ich rodzaj, jak i stezenie w pozywce wplywaja na indukcje
i ekspresje SE. W olbrzymiej wiekszosci protokotéw induk-
¢ji SE uzywa sie sacharozy, jednak w przypadku kauczu-
kowca brazylijskiego (Hevea brasiliensis Mill. Arg.) wyzsza
efektywnos¢ embriogenezy uzyskano zastepujac sacharoze
maltoza [42], u kukurydzy (Zea mays L.) - sorbitolem [43],
u bawelny (Gossypium hirsutum L.) - glukoza [44], a u wi-
norosli wiasciwej (Vitis vinifera L.) - mieszaning glukozy z
fruktoza [45].

SWIATEO

Wplyw s$wiatla na indukcje SE moze by¢ zwiazany ze
stymulowaniem (fotoaktywacja) lub hamowaniem (np. na
drodze fotolizy) réznych endogennych substancji, m.in.
fitohormonéw. W wiekszosci opisanych przypadkéw in-
dukcje SE prowadzono w warunkach fotoperiodu (49%) lub
ciemnosci (44%). Pozytywny wplyw ciemnoéci odnotowa-
no m.in. u rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.),
stonecznika (Helianthus annus L.), jabtoni (Malus domestica
Borkh.), czy gatunkéw z rodzaju Camellia [28]. Spektaku-
larnym przykladem protokotu, w ktérym ciemnosc jest ko-
nieczna do zaindukowania SE, jest wspominany wczesdniej
system regeneracyjny paproci drzewiastej C. delgadii [18].
Nie chodzi tu jednak o warunki swietlne w czasie wykla-
dania i kultury eksplantatow, tylko o diugotrwale etiolowa-
nie roslin bedacych ich zrédlem. Takie traktowanie zmienia
réwnowage hormonalna w inicjalnych tkankach i czyni ich
komorki kompetentnymi do embriogenezy [46].

Dobér odpowiedniej dlugosci fali $wietlnej, zwlaszcza
w zakresie barwy czerwonej i niebieskiej pozwala z kolei
manipulowac efektywnosciag odpowiedzi embriogenicznej i
dalszym rozwojem somatycznych zarodkéw [47,48].

CZYNNIKI STRESOWE

Na nabywanie embriogenicznego potencjalu znaczaco
wplywajq rézne zewnetrzne chemiczne i fizyczne czynniki
stresowe. Molekularny mechanizm ich dzialania wcigz nie
jest do korica jasny, wiadomo jednak, ze stres uruchamia
ekspresje czynnikéw transkrypcyjnych, wptywajacych na
ekspresje kolejnych gendéw, w tym regulujacych cykl ko-
moérkowy i indukujacych SE [30,40]. Kluczowe znaczenie
ma czas trwania czynnika stresowego, gdyz zbyt dtuga eks-
pozycja na stres moze by¢ destrukcyjna dla komérek roslin-
nych [49].
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W normalnych warunkach komérka odbiera sygnaty i
bodzce z sasiadujacych komorek i tkanek utrzymujac swoj
status fizjologiczny i realizujac okreslony program rozwo-
jowy. Ten stan zakléca wyciecie eksplantatu. Juz sam stres
wyciecia bywa wystarczajacy 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 czesto wykorzystuje sie stres osmotyczny.
Podniesienie stezenia sacharozy lub mannitolu w pozyw-
ce, bez dodawania do niej egzogennych regulatoréw wzro-
stu, pozwolito zaindukowa¢ somatyczng embriogeneze na
eksplantatach fragmentéw siewek marchwi [52,53]. U faso-
li (Phaseolus vulgaris L.) uzyskanie SE wymagato nie tylko
uzycia pozywki z dodatkiem BAP oraz adeniny, ale réw-
niez ekspozycji eksplantatéw na stres 12% sacharozy przez
minimum 12 h [54]. Stres osmotyczny moze by¢ réwniez
czynnikiem umozliwiajagcym regeneracje zarodkéw soma-
tycznych z embriogenicznego kalusa i zapewniajacym pra-
widlowy rozwéj ich kolejnych stadiéw [55,56] oraz zwiek-
szajacym efektywnos$¢ procesu regeneracji [57,58]. Moze tez
zmieni¢ pochodzenie zarodkéw z wielokomérkowego na
jednokomorkowe jak w przypadku C. delgadii [59]. Innym
popularnym czynnikiem stresowym sa jony metali ciezkich:
kadmu, niklu czy cynku. Ich dodatek do pozywki Murashi-
ge i Skooga (MS) pozbawionej PGRs pozwolil zaindukowaé
SE u marchwi [52,60] i pszenicy (Triticum aestivum L.) [61].
Indukcje SE u marchwi uzyskano réwniez dzieki traktowa-
niu nasion 6% roztworem podchlorynu sodu [52], a seg-
mentéw apikalnych siewek 0,1-0,3M roztworem chlorku
sodu [62] czy temperaturg 37°C [63]. Warto podkresli¢, ze
stres wysokiej temperatury jest tez szeroko stosowany w an-
drogenezie, czyli embriogenezie indukowanej w kulturach
pylnikéw i izolowanych mikrospor [64].

INNE

Poza czynnikami bezposrednio indukujacymi SE wazne
sg rowniez czynniki wplywajace na rozw6j zarodkéw soma-
tycznych i ich konwersje w rosliny (wytworzenie korzenia,
merystemu wierzchotkowego z zawiazkami liSciowymi,
zazielenienie liscieni i hypokotyla). Konwersje zarodkéw,
zwlaszcza tych przechodzacych stan uspienia, czesto po-
prawia dodatek kwasu giberelinowego [65] czy ABA, de-
sykacja, traktowanie azotanem srebra czy siarczanem rteci
[66].

ENDOGENNA REGULACJA WCZESNE]
SOMATYCZNE]J EMBRIOGENEZY

Do zaindukowania embriogenezy w komoérce somatycz-
nej konieczna jest zmiana jej programu rozwojowego obej-
mujaca przeprogramowanie ekspresji genoéw, jak réwniez
zmiany w fizjologii, metabolizmie i strukturze [67]. Mimo
wielu badan nad wczesnymi etapami SE, ktérych wyniki
opublikowano w ciagu ostatnich dwéch dekad, nie jest do
konica jasne, w jaki spos6b somatyczne komorki nabywaja
totipotencje i inicjuja tworzenie zarodka [21,26]. Niemniej
jednak, podczas tranzycji embriogenicznej czesto ulegaja
one asymetrycznemu podzialowi, na wzér tego, jaki prze-
chodzi zygota. W niektérych systemach SE, rozpoczynaja-
cych sie wladnie od asymetrycznego podziatu komérkowe-
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go, odnotowano rozw¢j struktury przypominajgcej suspen-
sor (z wiekszej i zwakuolizowanej komorki), co potwierdza
podobieristwo do embriogenezy zygotycznej [68]. Cho¢ asy-
metryczny podzial nie jest niezbedny dla zajécia embrioge-
nezy, to nieréwnocenne rozmieszczenie wewnatrzkomor-
kowych skladnikéw wydaje sie¢ kluczowe w jej wczesnych
etapach. W kulturach komérkowych marchwi opisano asy-
metryczng segregacje epitopu biatka arabinogalaktanowego
(rozpoznawanego przez przeciwciato JIM8) determinujace-
go los komorek [69]. Epitop ten byl obecny w komérkach
embriogenicznych, a po podziale uzyskiwano obraz JIM8-
-ujemnej komoérki potomnej rozwijajacej sie dalej w zaro-
dek, wspieranej przez komorke JIM8-dodatnia, pelnigca
prawdopodobnie role suspensoropodobna. W zarodku zy-
gotycznym juz na etapie dojrzalej zygoty widac spolaryzo-
wane rozmieszczenie auksyn, ktére zmienia sie po pierw-
szym podziale. Na etapie kilkukomérkowego zarodka wa-
runkuje ono ustalenie osi apikalno-bazalnej i dalszy rozwoj
[70]. W SE nieregularng dystrybucje auksyn, wynikajaca z
ich zréznicowanego transportu, wykazano w obrebie tkanki
inicjalnej w miejscach, w ktérych réznicujg somatyczne za-
rodki [71]. Daje to przestanki by sadzi¢, ze polarny transport
auksyn jest zaangazowany w indukcje i rozwdj zarodka.

Mechanizmy nabywania totipotencji sa trudne do bada-
nia w systemach, w ktérych regeneracja roslin rozpoczyna
sie z masy komorek, a nie z jednej komoérki somatycznej. U
C. delgadii zarodki réznicuja wprost z pojedynczej komorki
epidermalnej eksplantatu ogonka lisciowego, dzieki czemu
kazdy etap rozwoju zarodka jest dobrze widoczny. Przy
uzyciu nowoczesnych narzedzi, umozliwiajacych éledzenie
strukturalnych przemian pojedynczych komérek, a takze
zachodzacych w nich zmian w skali genomu i epigenomu,
papro¢ ta moze przyczynic sie do lepszego zrozumienia za-
gadnienia totipotencji komorek roslinnych.

REAKCJA NA STRES

Poddanie materiatu roslinnego warunkom kultury in
vitro wymaga usuniecia eksplantatu z pierwotnego $ro-
dowiska tkankowego (wyciecie) i utrzymywania go z
suboptymalng podaza skladnikéw odzywczych i regula-
torow wzrostu (w niefizjologicznych stezeniach), co, jak
wspomniano wyzej, generuje efekt stresu [40]. Adaptacja
komorek eksplantatu do warunkéw stresowych obejmuje
silng reorganizacje komérkowa, ktéra pozwala na zmiane
dotychczasowego programu rozwojowego [67]. Jednak ta-
kie zmiany moga zosta¢ zainicjowane jedynie wtedy, gdy
przez komorke odbierane sa odpowiednie sygnaty. Wycie-
cie samo w sobie, jako czynnik generujacy stres, moze indu-
kowa¢ odréznicowanie komoérek somatycznych i tworzenie
kalusa lub somatycznych zarodkéw [72,73]. Wykazano, ze
zaraz po izolacji eksplantatu z tkanki macierzystej dochodzi
do zmian w produkcji endogennych hormonéw takich jak:
IAA, ABA, kwas jasmonowy, etylen, cytokininy [46,74,75].
W miejscu ciecia bardzo szybko dochodzi do indukgji czyn-
nika transkrypcyjnego WOUND INDUCED DEDIFFEREN-
TIATION 1 (WIND1) zaangazowanego posrednio, poprzez
regulacje LEAFY COTYLEDON?2 (LEC2), w kontrole rézni-
cowania komoérek, co zostalo wykazane u rzodkiewnika i
rzepaku (Brassica napus L.) [76]. Mimo iz wyciecie eksplan-
tatu poprzedza inicjacje wiekszosci roslinnych hodowli in
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vitro, reakcja na ten stres jest sporadycznie brana pod uwage
w badaniu mechanizméw regeneracji, w tym SE.

ZMIANY STRUKTURALNE I IZOLACJA KOMORKI

Badania strukturalne powadzone na réznych gatunkach
pozwolily na wytypowanie zestawu spéjnych cech, ktére
charakteryzuja komorki o embriogenicznym potencjale,
utrzymywane w kulturze kalusowej lub masy proembrioge-
nicznej in vitro. Sg to: dominujacy ksztalt izodiametryczny,
wysoki stosunek powierzchni jadra do cytoplazmy, duze ja-
dra, wyrazne jaderka, mate wakuole i obfito$¢ organelli ko-
moérkowych: mitochondriéw, rybosomoéw i retikulum endo-
plazmatycznego [77-81]. Cechy te wskazuja na intensywna
synteze RNA i wysoka aktywnos¢ metaboliczng, co moze
by¢ zwigzane z tworzeniem komoérek embriogenicznych,
ulegajacych w pdzniejszym czasie intensywnym podzialom
komérkowym w celu wytworzenia somatycznego zarodka.
Wydaje sie jednak, ze taka charakterystyka nie dotyczy ko-
morek eksplantatu inicjalnego. U paproci drzewiastej C. del-
gadii pokazano, ze nawet silnie zwakuolizowane komorki
epidermy o dtugosci okoto 400 pm sa zdolne do wchodzenia
na droge podzialéw prowadzacych do formowania zarodka
somatycznego na drodze bezposredniej SE [25]. Zjawiskiem
zaangazowanym w embriogeniczng tranzycje, wskazywa-
nym przez badaczy jako kluczowe i zachodzace jako jedno z
pierwszych, jest izolacja symplastowa i apoplastowa komo-
rek [82]. Modyfikacje apoplastu podczas SE obejmuja zmia-
ny skladu i grubosci ciany komorkowej, obecno$¢ macie-
rzy zewnatrzkomoérkowej, akumulacje kalozy i kutyny czy
depozycje substancji ttuszczowych (77,83-86). Izolacja sym-
plastowa natomiast jest zwigzana z ograniczeniem trans-
portu symplastowego poprzez ograniczenie droznosci oraz
redukcje liczby plasmodesm [77,87,88]. Jak sugeruja auto-
rzy, powyzsze mechanizmy ulatwiajg oddzielenie komoérek
od ich otoczenia i moga by¢ uznane za wczesny marker SE.
Fizyczna i fizjologiczna izolacja jest warunkiem wstepnym
kolejnych zmian metabolicznych, ktére z kolei sa zwiazane
ze zmianami w réznicowaniu komorek.

HORMONY I ICH WZAJEMNA ROWNOWAGA

Somatyczna embriogeneza, ze wzgledu na duza zmien-
noé¢ czynnikéw indukujacych, nie moze by¢ traktowana
jako specyficzna odpowiedz na jeden lub wiecej egzogen-
nie zastosowanych regulatoréw. Wzajemne oddzialywanie
hormonéw i ich endogenny poziom, bedacy wskazZnikiem
w okreélaniu specyficznosci odpowiedzi komoérkowych,
uwazane sg za gléwny czynnik regulujacy nabywanie zdol-
noéci embriogenicznych przez somatyczne komoérki roslin-
ne [40,67]. Z tego powodu rola sygnalizacji hormonalnej w
regulacji proliferacji i réznicowania komoérek rodlinnych jest
szeroko badana. OdpowiedZ na poziomie hormonalnym
inicjowana jest jako pierwsza w czasie odréznicowania ko-
moérek w obrebie eksplantatow, umozliwiajac im przepro-
gramowanie i podazanie szlakiem SE [89,90]. Ze wzgledu
na mnogo$¢ gatunkow, u ktérych SE indukowana jest przez
ich syntetyczne odpowiedniki, auksyny stanowia grupe
hormonéw najszerzej analizowana w kontekscie indukowa-
nia SE. Poza analizg ilociowa zmian w ich endogennym po-
ziomie, wykazano szereg interakcji na poziomie genetycz-
nym i epigenetycznym [91,92]. Cho¢ nie tak intensywnie
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badane, takze cytokininy sa niezbedne w fazie wstepnych
podziatéw komoérek w tym procesie [93]. Etylen i ABA,
uwazane za hormony stresu, moga réwniez by¢ zaangazo-
wane w nabywanie kompetencji do embriogenezy [94,95].
W badaniach nad hormonalna regulacja SE znacznie wiecej
uwagi poSwieca sie rezultatom dodawania PGRs do pozyw-
ki, niz mozliwej roli fitohormonéw obecnych w tkankach.
Niewiele tez wiadomo o interakcjach egzogennych regula-
torow wzrostu z endogennym ukladem hormonalnym [75].
Wiedza o zawartosci fitohormonéw w trakcie indukcji SE
najczesciej jest ograniczona do analizy jednej badZ dwéch
grup zwiazkéw. Wiadomo, ze niektére hormony odgrywaja
wazng role w SE, ale moga tez oddzialywac¢ wzajemnie na
siebie [39]. Jak wykazano, zaburzenie biosyntezy czy trans-
portu jednego fitohormonu moze wplywaé na zawartosc
pozostatych [96]. Skupienie uwagi na innych grupach hor-
monéw i zbadanie mechanizméw ich dzialania jest kluczo-
we dla zrozumienia interakcji hormonalnych zachodzacych
w SE.

CZYNNIKI TRANSKRYPCY]JNE

Sciezki molekularne zaangazowane w odpowiedz em-
briogeniczng eksplantatéw hodowanych in vitro sa przed-
miotem szczegdlnego zainteresowania w biologii rozwoju
roélin. Ich znajomo$¢ przyczynia sie¢ do zrozumienia me-
chanizmoéw regulacyjnych kontrolujacych toti-/ pluripoten-
¢gje w roslinnych komérkach somatycznych [22,78,93,97].
Zidentyfikowano szereg genéw takich jak: BABY BOOM
(BBM), LEC1, LEC2, WUSCHEL (WUS), FUSCA3 (FUS3),
ABA INSENSITIVE3 (ABI3), EMBRYOMAKER, AtMYB115,
AtMYB118, SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LI-
KE KINASE (SERK) czy AGAMOUS-LIKE 15 (AGL15), ktore
koduja czynniki transkrypcyjne, bedace jednym z gléwnych
regulatoréw procesu SE. W wigkszoéci sa one zaangazo-
wane w procesy zwigzane z metabolizmem i sygnalizacja
hormonalng, ktérych role potwierdzono w promowaniu
regeneracji na drodze SE. Wykazano na przyklad, ze ek-
topowa ekspresja LEC2 jest wystarczajaca do wyzwolenia
produkgji somatycznych zarodkéw z tkanki wegetatywnej
u rzodkiewnika [98]. W ciagu ostatnich dziesieciu lat ana-
liza danych omicznych przyspieszyta i w znaczacy sposéb
przyczynila sie do identyfikacji interakcji pomiedzy czynni-
kami transkrypcyjnymi petnigcymi kluczowsq funkcje w SE
a fitohormonami, gtéwnie auksyna [91].

EPIGENOM

Prowadzone w ciggu ostatnich kilkudziesieciu lat bada-
nia na poziomie molekularnym pozwolily na zidentyfiko-
wanie wielu regulatoréw transkrypcji, ktére aktywuja lub
hamuja ekspresje genéw w celu promowania réznicowania
sie komoérek. Wazng warstwa regulacyjna jest kontrola na
poziomie epigenetycznym, dzieki ktérej specyficzne dla da-
nego locus chemiczne modyfikacje DNA i chromatyny zmie-
niaja jej stan i ograniczaja ekspresje kluczowych regulatoréw
rozwoju do okreslonych okien czasowych i przestrzennych
[99,100]. Przeprogramowanie chromatyny na duza skale
pozwala komorce na uzyskanie epigenetycznego i trans-
krypcyjnego statusu odmiennego od tego w komoérkach
sasiadujacych. Przeprogramowanie to charakteryzuje sie
dekondensacja chromatyny, redukcjg heterochromatyny w
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jadrze komérkowym, zubozeniem histonéw tacznikowych,
zmianami w wariantach histonéw rdzeniowych oraz w
ogolnym krajobrazie modyfikacji histonéw [101]. Podobnie
jak w wielu innych procesach, chemiczne modyfikacje DNA
i chromatyny moga ksztattowac¢ transkryptom réwniez w
SE. Wykazano bowiem zmiany w dynamice metylacji DNA
w trakcie SE indukowanej u réznych gatunkéw, wpltywaja-
ce znaczaco na ekspresje kluczowych dla przebiegu proce-
su czynnikéw transkrypcyjnych takich jak LEC1, BBM1 czy
WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX4 (WOX4) [92,102,103].
Roslinne komoérki posiadaja praktycznie nieograniczone
zdolnoséci do przeprogramowania swojego rozwoju [89].
Z drugiej za$ strony pamiec¢ epigenetyczna jest uznawana
przez badaczy za bariere przeprogramowania, gdyz mecha-
nizmy epigenetyczne stabilizujg tozsamosé¢ komorkowa i
utrzymuja organizacje tkanek [100]. Musza one zatem zo-
sta¢ usuniete badZ ominiete w procesie regeneracji. Nie jest
jeszcze jasne, czy plastycznosé komorek roslinnych wynika
ze zdolnoéci do wymazywania ich tozsamoéci uruchomie-
nia jedynie takich komoérek, ktére nie wyksztalcily jeszcze
epigenetycznych ograniczen [104].

MIRNA

Od opisania po raz pierwszy w 2002 roku obecnosci miR-
NA u rzodkiewnika, coraz liczniejsze doniesienia pojawia-
jace sie w tym zakresie prowadza do lepszego zrozumienia
znaczenia tych czasteczek w procesach biologicznych za-
chodzacych u roslin. Badania ostatniej dekady potwierdzi-
ty, ze te 21-24 nukleotydowe mate RNA, ktérych dziatanie
jest ukierunkowane na wiele genéw regulatorowych (w tym
czynnikéw transkrypcyjnych), sa réwniez zaangazowane
w proces powstawania zarodkéw z tkanek somatycznych
[92,105-108]. Przeprowadzone analizy polegaja gtéwnie na
poréwnaniu zmian w akumulacji miRNA oraz ekspresji ge-
néw w kalusie embriogenicznym i nieembriogenicznym lub
na réznych etapach SE. Wykorzystujac sekwencjonowanie
nowej generacji, hybrydyzacje northern, analize bibliotek
matych RNA czy mikromacierze, zidentyfikowano aktyw-
nos¢ wielu konserwowanych ewolucyjnie rodzin genéw
MIRNA, charakteryzujacych sie zmiennym, tkankowo-spe-
cyficznym poziomem ekspresji na r6znych etapach rozwoju
zarodka i wykazano, ze miRNA maja wplyw na indukcje SE
[109]. Ich kluczowa role potwierdzono wykorzystujac mu-
tanty w genie DICER-LIKE 1, kodujacym enzym odpowie-
dzialny za biosynteze wiekszosci roslinnych miRNA, ktére
to okazaly sie by¢ niezdolne do formowania somatycznych
zarodkéw na zarodkach zygotycznych standardowo uzy-
wanych w tym celu u rzodkiewnika [110]. Czasteczki miR-
NA odgrywaja wazna role w kontrolowaniu SE poprzez ich
wplyw na biosynteze fitohormonow, ich transport i szlaki
transdukcji sygnatéw [109]. Zostato to dokladnie opisa-
ne w przypadku auksyny, regulowanej przez czasteczki
miR165/166, miR167, miR164, miR390 i miR393 poprzez
hamowanie odpowiednich genéw docelowych zwigzanych
z transdukcja sygnatu [92,109].

PRAKTYCZNE WYKORZYSTANIE
SOMATYCZNE]J EMBRIOGENEZY

Postepujace zmiany klimatu, rosnace globalne zapotrze-
bowanie na zywnos$¢é oraz popyt na nowe odmiany roslin
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ozdobnych wywieraja ogromny wplyw na produkcje ro-
slinng [111-113]. W intensyfikacji procesu pozyskiwania i
poszerzania réznorodnoéci roslin pomagaja dynamicznie
rozwijajace sie technologie rozmnazania, ulepszania i ho-
dowli, w coraz wigkszym stopniu bazujace na technikach
kultur in vitro [114]. Sa one szczegodlnie cenne dla gatunkéw
charakteryzujacych sie dltugim cyklem rozwojowym oraz,
z réznych wzgledéw, niemozliwych do rozmnazania kon-
wencjonalnymi metodami [115]. Warto podkresli¢, ze w tej
grupie miesci sie wiekszos¢ roslin, ktérych roczna $wiato-
wa produkgja jest liczona w miliardach lub milionach ton,
np. trzcina cukrowa (Saccharum officinarum L.), ziemniak
(Solanum tuberosum L.), maniok (Manihot esculenta Crantz),
bananowiec (Musa spp.), czosnek pospolity (Allium sativum
L.) czy winoroél (Vitis spp.) [116]. Wéréd réznych sposobow
mikrorozmnazania na duza skale tej grupy roélin najchet-
niej wykorzystywana jest SE [117]. Zapewnia ona wysoki
wspotczynnik rozmnazania oraz mozliwosé wilaczania
dodatkowych etapéw usprawniajacych zabezpieczanie
tkanek wyjsciowych i wykorzystywanie ich do produkcji
nowych genotypéw o ulepszonych cechach. U roslin okry-
tonasiennych najlepiej opisane zostalo wykorzystanie tego
procesu w produkcji kawoweca (Coffea spp.) oraz kakaowca
wlasciwego (Theobroma cacao L.) [118,119], za§ w przypad-
ku drzew i krzewo6w iglastych u gatunkéw nalezacych do
rodziny sosnowatych (Pinaceae) [15]. W komercyjnych sys-
temach produkcji roslin uzytkowych najczesciej wykorzy-
stuje sie posrednia SE, w ktérej formowanie zarodkéw jest
poprzedzone tworzeniem tkanki kalusowej, a sam proces
mozna dzieki temu lepiej zsynchronizowaé [119]. Do ini-
cjacji embriogenezy wykorzystuje sie rézne typy eksplanta-
tow. W przypadku kawowca jest nim najczesciej fragment
lidcia [120], a u kakaowca pobiera sie fragmenty organéw
generatywnych, takich jak platki i pylniki [121]. U drzew
iglastych powszechnie uzywanym eksplantatem inicjal-
nym jest zarodek zygotyczny w Scisle okreslonym stadium
rozwoju ontogenetycznego [122]. Dla zbalansowania kosz-
tow masowej produkcji materiatu roslinnego opracowano i
wdrozono szereg rozwiazan, ktére z jednej strony pozwa-
laja na intensyfikacje wydajnosci SE, z drugiej za$ umozli-
wiaja jej wieksza synchronizacje, zwlaszcza na etapie doj-
rzewania zarodkéw in vitro i rozwoju roslin ex vitro (Ryc. 2).
Komercjalizacja produkcji wymaga zastgpienia hodowli
na pozywkach stalych pozywkami plynnymi, co pozwala
na wigksze zautomatyzowanie tego procesu z wykorzy-
staniem bioreaktoréw. Powigzanie SE z krioprezerwacja
umozliwia staly dostep do embriogenicznej tkanki, dzieki
czemu odtwarzanie kultur przebiega sprawniej. Poprawe
jednorodnoéci uzyskiwanych roélin zapewnia ukorzenianie
sadzonek powstatych w wyniku ciecia roélin otrzymanych
wczeéniej droga SE.

PODNOSZENIE EFEKTYWNOSCI PRODUKCJT ROSLIN

Do podnoszenia efektywnosci produkgji roslin uzyski-
wanych na drodze SE powszechnie wykorzystywane sa
bioreaktory, co zostalo najlepiej opisane u dwéch odmian
kawowca: Arabica F1, gatunku C. arabica oraz Robusta, ga-
tunku C. canephora [120]. Obie odmiany, dla zachowania
cech roslin matecznych, rozmnazane sa wylacznie wegeta-
tywnie [119,123]. Proby zwiekszania skali produkcji zarod-
kéw somatycznych rozpoczeto od rozwiniecia hodowli w
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Rycina 2. Etapy komercyjnej produkgji roslin w kulturach in vitro bazujacej na
procesie somatycznej embriogenezy

pozywkach ptynnych, w kolbach Erlenmeyera [124], a na-
stepnie w bioreaktorach, ktére przynajmniej na niektérych
etapach produkcji zarodkéw zastapily podloza state [125].
Bioreaktory pozwalajg na zautomatyzowanie takich dziatar
jak wymiana pozywki, monitorowanie parametréw hodow-
li, zbieranie zarodkéw [126] i skrécenie czasu ich rozwoju
[120]. Jednym z powszechniej wykorzystywanych typéw
bioreaktora jest niewielki bioreaktor okresowo-zalewowy
RITA [127]. Jego zastosowanie pozwolilo na uzyskanie na-
wet 50 tysiecy zarodkéw somatycznych z grama embrio-
genicznej zawiesiny C. arabica [119] i 1500 zarodkéw z 0,5
grama embriogenicznej tkanki debu szypulkowego (Qu-
ercus robur) [128]. W bioreaktorze tego typu prowadzono
réwniez hodowle zarodkéw somatycznych takich roslin jak
olejowiec gwinejski (Elaeis guineensis Jacq.), papaja (Carica
papaya L.) czy trzcina cukrowa [122]. Nastepnie zaczeto wy-
korzystywac wigksze bioreaktory o horyzontalnej budowie,
co zapewnialo zarodkom lepszy dostep $wiatla, a w efek-
cie zwiekszylo procent zarodkéw dorastajacych do etapu,
w ktérym mogly zostaé uzyte jako sadzonki [129]. U roslin
iglastych wykazano, ze zar6wno etap namnazania masy
proembriogenicznej (PEM), jak i dojrzewania zarodkéw so-
matycznych, moga by¢ prowadzone w tym samym bioreak-
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torze okresowo-zalewowym. Na oddzielenie zarodkéw od
PEM-u oraz selekcje najlepiej rozwinietych osobnikéw po-
zwolila opatentowana technologia zwana Fluidics System.
W tym systemie zarodkom przeplywajacym przez rurke
zarodkom wykonywane sa zdjecia, a nastepnie w utamku
sekundy dokonywana jest analiza komputerowa ich cech,
ktére poréwnywane sa z wczesniej ustalonymi kryteriami.
Dojrzate, dobrze rozwiniete zarodki sa odseparowywane
od zarodkéw niespelniajacych wymogoéw i tylko te pierw-
sze zostaja uzyte w dalszej produkcji roslin [130].

Wyniki doswiadczen z konica lat 90. XX w. pokazaly, ze
zarodki somatyczne otrzymane w bioreaktorach mozna
przenosi¢ do warunkow ex vitro juz w stadium liScienio-
wym, co wykorzystano w produkcji kawowca [125]. Wy-
eliminowano tym samym potrzebe kosztownego etapu
aklimatyzacji i ograniczono straty w materiale rodlinnym, a
uzyskane rosliny charakteryzowaly sie wiekszym wigorem.
Problem wcigz stanowilo niezsynchronizowane dojrzewa-
nie zarodkéw somatycznych uzyskiwanych w bioreakto-
rach, ktoére przekladalo sie na niejednorodny wzrost roslin
w szkotkach. Generowalo to dodatkowe koszty zwigzane
z koniecznoscia ponawiania zbioréw. Optymalnym roz-
wigzaniem okazalo si¢ opracowanie systemu rozmnazania
opartego na seryjnym ukorzenianiu sadzonek kawowca
(ang. mini-cuttings) uzyskiwanych poprzez regeneracje za-
rodkéw somatycznych. Sadzonki pobiera sie droga ciecia
roélin majacych 3 pary w pelni rozwinietych lisci. Pietnasto-
tygodniowe ukorzenione sadzonki sa bardziej jednorodne
pod wzgledem wysokoéci i Srednicy pedu niz bedace w tym
samym wieku wyjsciowe roéliny, uzyskane na drodze SE.
Opracowany system zmniejszyt koszt produkeji sadzonek
o polowe [131]. Metoda ta wykorzystywana jest rowniez u
roslin iglastych [117] oraz kakaowca wlasciwego, u ktérego
umozliwia produkcje 100 sadzonek rocznie z 1 rosliny wyj-
Sciowej [118].

KRIOPREZERWACJA W ZABEZPIECZANIU
EMBRIOGENICZNYCH TKANEK

Systemy zabezpieczania embriogenicznego potencjalu w
cieklym azocie (-196°C) najwcze$niej rozwinieto dla roslin
iglastych [132,133]. Byto to mozliwe dzieki wysokiej sku-
tecznosci metody powolnego schladzania, ktéra do korca
lat 80. XX wieku byla jedyna dostepna technikq krioprezer-
wacji i, jak wykazaly éwczesne i p6Zniejsze badania, oka-
zala sie by¢ wysoce skuteczna dla tej grupy roslin i tego ro-
dzaju materiatu roslinnego [134-136]. Dzigki temu od ponad
30 lat, wykorzystujac embriogeniczng tkanke kalusowa i za-
wiesinowa, rutynowo tworzone sa banki klonéw linii elitar-
nych sosny, swierka, modrzewia, jodly i daglezji, uspraw-
niajgc tym samym selekcje osobnikéw o pozadanych ce-
chach [134,135,137]. Banki tkanek pozwalaja na testowanie
roélin pochodzacych z czesci kazdej linii komérkowej przez
dowolnie diugi okres, podczas gdy reszta materialu roslin-
nego jest utrzymywana w stanie glebokiego zamrozenia do
pozZniejszego wykorzystania. Jest to gléwny powdd, dla kto-
rego SE jest chetniej wykorzystywana u drzew iglastych niz
inne metody wegetatywnego rozmnazania [138].

W przypadku embriogenicznych kultur wielu innych ga-

tunkéw, zwlaszcza klimatu tropikalnego, dopiero opraco-
wanie w 1990 r. nowych technik krioprezerwacji (witryfika-
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qji i kapsulkowania/dehydratacji) otworzyto droge do ich
efektywnego krioprzechowywania [136]. Od tego czasu, ba-
zujace na SE protokoly, obok intensywnego mikrorozmna-
zania i regeneracji, obejmuja réwniez etap przechowywania
tkanek w cieklym azocie (Ryc. 2). Pozwala on na bezpiecz-
ne i dlugoterminowe gromadzenie embriogenicznej tkanki
kalusowej oraz agregatéw komoérkowych pochodzacych z
kultur zawiesinowych i (w razie potrzeby) ich odtwarzanie.
Dzieki temu czas wymagany na odnowienie embriogenicz-
nych kultur, zwlaszcza tych, ktérych potencjal regeneracyj-
ny maleje wraz z wydluzaniem czasu ich prowadzenia, jest
skrécony do niezbednego minimum [120].

Krioprezerwacja odgrywa réwniez wazna role w two-
rzeniu bankéw embriogenicznych tkanek roslin ozdobnych
[139,140]. Poza usprawnianiem ich protokotéw regeneracyj-
nych, wykorzystywanie cieklego azotu pozwala na kolek-
cjonowanie licznych, atrakcyjnych odmian, ktére pojawiaja
sie lawinowo w odpowiedzi na zmieniajace sie preferencje
konsumentéw [111]. Odmiany te sa wazne dla przemystu
ogrodniczego, poniewaz stanowia Zrédlo cennego materia-
tu hodowlanego.

PRZYKEADY KOMERCYJNE] PRODUKCJI ROSLIN

Wydajne procedury rozmnazania w warunkach kultur in
vitro bazujace na SE zostaly wprowadzone do upraw licz-
nych roélin uzytkowych. Wsréd nich znajduje sie: kawo-
wiec, kokos wlasciwy (Cocos nucifera L.), oliwka europejska
(Olea europaea L.), winorosl, olejowiec gwinejski, daktylo-
wiec wlasciwy (Phoenix dactylifera L.), herbata chiniska (Ca-
mellia sinensis L.), czy awokado wlasciwe (Persea americana
Mill.) [119,141-147]. W latach 2005-2010 firma Nestlé rozpo-
wszechnila w Tajlandii 1,8 mIn sadzonek kawowca odmia-
ny Robusta uzyskanych droga SE, a w latach 2009-2017 ok.
1,9 mIn sadzonek na Filipinach. Co wiecej, na przestrzeni 8
lat rozdystrybuowano 10,2 mln sadzonek tej rosliny wséréd
hodowcéow w Meksyku. Ponadto CIRAD (Centre Interna-
tional de Recherche en Agronomie pour le Développement),
oérodek specjalizujacy sie w badaniach nad SE kawowca,
produkuje w Nikaragui od 2 do 3 mIn roélin rocznie i regu-
larnie eksportuje setki tysiecy sadzonek do krajéw sasied-
nich [119]. W 2008 r. firma CellFor z siedzibg w Kanadzie
oraz Arborgen z USA wyprodukowaly z wykorzystaniem
SE facznie okoto 11 mln sadzonek sosny taeda [148]. Proces
SE jest wykorzystywany przez firme Forest Genetics z No-
wej Zelandii do produkcji sosny kalifornijskiej oraz przez
Coillte Teoranta z Irlandii do produkcji $wierka sitajskiego
(Picea sitchensis (Bong.) Carriére) [117]. Produkcje na maso-
wa skale z wykorzystaniem tego procesu uzyskano réwniez
dla kakaowca. Dzigki narodowemu programowi stworzo-
nemu przez Indonezyjski Instytut Badawczy Kawy i Kakao
w latach 2009-2011 wyprodukowano 74,5 miIn sadzonek
tej rosliny, osiagajac efektywnosé¢ produkcji na poziomie
50 min roslin rocznie [149]. W Uppsali wspolne wysitki
szwedzkich firm lesnych i uruchomionej w latach 2014-
2016 firmy SweTree Technologies zmierzaja do produkcji
komercyjnej drzew iglastych na poziomie 10 mIn sadzonek
rocznie [122]. Bedzie to mozliwe do osiggniecia dzieki wy-
korzystaniu wszelkich dostepnych metod pozwalajacych na
automatyzacje procesu SE.
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Jednym z wazniejszych probleméw napotykanych przy
wielkoskalowej produkgji roélin na drodze SE jest trudnos¢
w uzyskaniu pelnej automatyzacji, co podnosi koszt jednost-
kowy otrzymywanych ostatecznie roélin. W tym zakresie
producenci przescigaja sie w dopracowywaniu warunkéw
pozwalajacych na wieksza synchronizacje kolejnych eta-
poéw produkeji. Ponadto pojawiaja sie problemy logistycz-
ne zwiazane z dotarciem do hodowcéw mniejszych upraw,
czy tez obawa opinii publicznej o zubazanie réznorodnosci
biologicznej [119,150]. Innym problemem jest wystepujace w
kulturach in vitro zjawisko zmiennosci somaklonalnej, pro-
wadzace do powstawania osobnikéw o odmiennym fenoty-
pie i/lub genotypie. Zmiany te mogg by¢ efektem warunkéw
stresowych takich jak zranienie, dtugotrwala ekspozycja na
regulatory wzrostu czy starzenie kultur [120]. Zachowanie
cech roéliny matecznej jest szczegélnie wazne i bezwzgled-
nie wymagane w produkcji komercyjnej roslin [123]. Badania
nad SE u kawowca wykazaly, ze czestotliwos¢ wystepowa-
nia niepozadanych fenotypéw (réznigcych sie m.in. wysoko-
Scig, kolorem i gruboscia lisci) zwiekszata sie wraz z wydiu-
zaniem wieku uzywanej zawiesiny komérkowej. Wiedza ta
pozwolita na obnizenie wystepowania niepozadanej zmien-
nosci poprzez uzywanie kultur nie starszych niz szeSciomie-
sieczne oraz obnizenie stezenia 2,4-D w pozywce [119]. Po
latach badan wysoki koszt produkcji roslin na masowa skale
wcigz jednak pozostaje gtéwnym czynnikiem ograniczaja-
cym rozwijanie tej technologii dla kolejnych gatunkéw.

PODSUMOWANIE

Embriogeneza somatyczna, po ponad 60 latach od jej opi-
sania po raz pierwszy, jest obecnie standardowym narze-
dziem biotechnologicznym wykorzystywanym w laborato-
riach naukowych i przemystowych do klonalnego rozmna-
zania roslin pod katem réznych zastosowari. Otrzymywane
masowo zarodki somatyczne najczesciej zachowuja geno-
typ i ploidalnos¢ rosliny-dawcy. Dzigki temu SE jest wyko-
rzystywana do przyspieszania proceséw hodowlanych. Po-
zwala na zwiekszenie skali testowania materiatu roslinnego
i skrocenie cyklu hodowlanego, co ma szczegdlne znaczenie
w przypadku odmian wysoce heterozygotycznych i roslin
o dtugim cyklu zyciowym. SE jest réwniez preferowanym
narzedziem regeneracji roslin uzyskiwanych w wyniku
transformacji czy w komercyjnej produkgji. Dzieki niej ro-
sliny moga by¢ otrzymywane jednoetapowo, a nie poprzez
sekwencyjna regeneracje pedow i korzeni, co jest wymaga-
ne podczas organogenezy. Wysoka wydajnosc tej techniki
w polaczeniu z mozliwoscia przechowywania embrioge-
nicznej tkanki oraz zarodkéw somatycznych w cieklym
azocie rowniez przyczynia sie do jej wiekszej uzytecznosci
W poréwnaniu z organogeneza de novo czy sadzonkami. Sta-
te usprawnianie protokolow regeneracyjnych i systemow
technologicznych doprowadzilo do znacznego wzrostu
wydajnosci i jednolitosci produkgeji, jak réwniez poprawito
jakos¢ zarodkéw wielu roslin uprawnych. Poglebienie wie-
dzy o SE i mechanizmach lezacych u podstaw tego procesu
bedzie pomocne w dalszym usprawnianiu protokotéw i eli-
minowaniu ograniczen, ktére hamuja postep w wykorzy-
stywaniu tego narzedzia.
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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.

Spermatophyta Lycopodiophyta Monilophyta

dwuliscienne jednoliscienne nagonasienne widtaki paprome

Fot. W. Szyput

1958 1968 1985 2000 2015

Daucus carota L. Asparagus Picea abies Karst. Lycopodiella inundata  Cyathea delgadii Sternb.
(Steward officinalis L.  Larix decidua Mill. (L.) Holub (Mikuta i wsp. 2015)
i wsp. 1958; (Wilmar, (Chalupa 1985; (Atmane i wsp. 2000)
Reinert 1959) Hellendoorn Nagmani, Bonga
1968) 1985)

Postepy Biochemii 68 (1) 2022 37



