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Streszczenie. Somatyczna embriogeneza SE jest zjawiskiem ogdlnobiologicznym, zachodzacym w
kulturach in vitro komérek i tkanek roslin, zaréwno na pozywkach ptynnych jak i agarowych.
Najbardziej charakterystyczne jest wystepowanie SE w kulturach ptynnych. W ustalonej embrio-
gennej kulturze zawiesinowej (UEKZ) mozna wyroznic¢ cykl auksynowy i bezauksynowy, a w nich
cztery stany komarek i tylez faz. Charakterystyczng cecha UEKZ jest wystepowanie proembrio-
genicznej masy (PEM). Czestosé, zjaka zachodzi somatyczna embriogeneza, jest bardzo zmienna
i zalezy od wielu czynnikéw endo- i egzogennych. Bardzo istotng role odgrywa genotyp. Stadia
dojrzate somatycznych zarodkéw czesto przypominajg odpowiednie stadia zarodkéw zygotycz-
nych, chociaz u wielu gatunkéw wystepuja réznice dotyczace stopnia rozwoju liscieni, wielkosci
i in. Rowniez czas potrzebny do uzyskania poszczeg6lnych stadiéw zarodkéw somatycznych (od
momentu indukcji PEM) jest zwykle podobny do zarodkéw zygotycznych.

1. WSTEP

Somatyczna embriogeneza (SE) jest procesem wytwarzania zarodkéw z komoérek
innych niz zygota. Ma ona dwie charakterystyczne cechy:

(1) W uktadzie eksperymentalnym zachodzi gtéwnie w kulturze in vitro.

(2) Istnieje wiele analogii w przebiegu SE i zygotycznej embriogenezy (ZE).

SE jest procesem ogolnobiologicznym. W $wiecie roslin zostata opisana u jedno-
i dwulisciennych, okryto- i nagozalgzkowych, zielnych i drzewiastych. Jest to spowo-
dowane tym, ze w przeciwienstwie do innych Euc icowania u
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roslinjest plastyczny i w zasadzie kazda zywa, zréznicowana komorka moze stad sie
embriogenng w okre$lonych warunkach. Reinicjacja petnego cyklu rozwojowego w
SE musi by¢ zwigzana z przeprogramowaniem wzoru ekspresji genéw w komaorce i
uruchomieniem kaskady zmian - podobnie jak w ZE. Zainteresowanie SE wynika
gtéwnie z dwdch powodow. Po pierwsze jest ona doskonatym modelem do badan nad
embriogenezg w ogole. Drugi powdd jest praktyczny i wynika z tego, ze tworzenie
somatycznych zarodkoéw jest formg rozmnazania wegetatywnego i moze znalez¢
zastosowanie w nasiennictwie i szkotkarstwie do produkcji materiatu siewnego o
wysokiej jakosci. Technologie te nazwano sztucznymi nasionami (artificial seeds,
synthetic seeds) i byta ona dyskutowana przez wielu autoréw [7,11,16,17].

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie ogdlnych uwarunkowan SE, jako wpro-
wadzenia do rozwazan szczeg6towych nad rolg poszczego6lnych czynnikow [20],
jakoScig roslin [14] i charakterystyka genéw [5] uczestniczacych w SE.

2. TERMINOLOGIA

Z wystepowaniem i opisem somatycznej embriogenezy w kulturach in vitro wigze
sie wiele okreslen, z ktérych najwazniejsze zostang przytoczone ponizej.

# Agregat komdérkowy - jest to konglomerat ztozony z dwdch lub wiecej
komorek, stanowiacy oprdcz pojedynczych komorek, podstawowy sktadnik zawiesin
komérkowych. W embriogennych kulturach zawiesinowych niektore z agregatow
komdrkowych majg charakter masy proembriogenicznej i po indukcji embriogenezy
formuja zarodki somatyczne.

# Eeksplantat - jest to fragment rosliny lub tkanka uzywana do zainicjowania
kultury in vitro. W przypadku gdy pochodzi z rosliny, mowimy o eksplantacie
pierwotnym okreslanym czesto jako stadium inicjalne. Jezeli eksplantat pochodzi z
kultury in vitro wczesniej zatozonej okreslany jest jako wtérny. W przypadku indu-
kowania kultur ptynnych eksplantat utozsamiany jest z inokulum.

# Embrioidalna struktura (embrioid) - oznacza merystematyczne struktury (o
czym S$wiadczy nieprzypadkowe uporzadkowanie komérek w ich obrebie), ktére
jednak nie wykazuja wyraznej biegunowosci. Struktury embrioidalne moga stanowic
stadium przejsciowe w trakcie formowania sie zarodka somatycznego z tkanki nie-
zréznicowanej lub by¢ efektem jego degeneraciji.

# Indukcja embriogenicznos$ci - jest to proces wyzwolenia, w pojedynczej
komérce lub ich grupie, potencjatu do formowania zarodka. W tkance zréznicowanej
zwigzanajest z odréznicowaniem i na ogot nadaniem komdrkom merystematycznego
charakteru. Przestrzenne zorientowanie ptaszczyzn podziatéw w tkance proembrio-
gennej nigdy nie wykazuje znamion uporzadkowania, gdyz te Swiadczgjuz o zacho-
dzacej morfogenezie.
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# Indukcja embriogenezy - jestto proces wyzwolenia z pojedynczej komarki
lub ich grupy embriogenezy. Faza embriogenicznatym r6zni sie od proembriogennej,
ze podziaty komorek zachodzg w sposob nieprzypadkowy i sg przestrzennie zorien-
towane podobnie jak to ma miejsce w czasie pierwszych etapdw formowania sie
zarodka zygotycznego. Indukcja embriogenezy na og6t ma miejsce po usunieciu z
pozywki czynnikahamujgcego embriogeneze (np. auksyny lub po podwyzszeniu pH).

# Kulturazawiesinowa (suspension culture, cell suspension culture) - zawiesina
komorkowa, ale w odniesieniu do czasu. Kulturg zawiesinowag jest zawiesina komor-
kowa, w ktorej nastepujg w czasie okreslone zmiany np. dyspersja, podziaty itd. Dla
kultur zawiesinowych zatozonych np. z kalusa, ktore w kolejnych pasazach nie
powtarzajg parametrow wzrostu, uzywa sie okreslenia: krétkotrwate kultury zawiesi-
nowe (short-term suspension culture). Z reguty kultury takie cechuje bardzo duza
réznorodno$¢ morfologii komorek i agregatow, ktére wchodzg w jej skiad.

# Masa proembriogeniczna - PEM (od ang. proembryogenic mass) - kilkuna-
sto- i kilkudziesieciokomorkowe agregaty wystepujace w UEKZ, o wielkosci z reguty
nie przekraczajacej 0,2 mm. Jezeli agregat PEM zostanie zaindukowany do embrio-
genezy, to jedna lub wiecej komérek wchodzacych w jego sklad zaczyna dzielié sie
w sposoOb zorganizowany, czego efektem jest powstanie zarodka somatycznego.

# Pasaz - przeniesienie catej kultury lub jej czesci na Swiezg pozywke.

# Posiew - rodzaj pasazu polegajacy na przeniesieniu catej kultury lub jej czesci
(np. frakcji) na Swiezg lub inng pozywke. Od zwyktego pasazu rézni sie tym, ze w
czasie operacji tkanka zawieszonajest w ptynnej pozywece.

# Somatyczna embriogeneza SE - proces morfogenetyczny, w wyniku ktérego
z komérki lub komérek roslinnych (z wytaczeniem zygoty i gamet) powstanie
struktura o morfologii zblizonej lub identycznej z morfologiag ktérego$ ze stadiow
rozwojowych zarodka zygotycznego. (Wg definicji Tissue Culture Association, 1990
jest to proces zainicjowania i rozwoju zarodka z komérek wegetatywnych lub nie-ga-
met.)

# Somatyczny zarodek - struktura powstata w wyniku somatycznej embrioge-
nezy wykazujgca morfologiczne podobienstwa do zarodka zygotycznego; w praktyce
mianem zarodkéw somatycznych sg okreslane pojawiajgce sie najczesciej w kulturach
tkanek struktury majgce wyrazng biegunowos$¢, ktéra w wyniku dalszego ich rozwoju
odpowiadabiegunowosci ped - korzen rosliny. Kryterium obecnosci lub braku liscieni
badz ich primordiéw nie jest tu decydujace.

# Technika kultury in vitro — materiaty i metodyka, ktérg nalezy zastosowac¢ w
celu sterylnej uprawy tkanek lub komdrek dla osiggniecia zmian w ich zachowaniu
lub utrzymaniu ich w okre$lonym stanie.

# Typ (rodzaj) kultury in vitro - oznacza stan tkanki lub organdw oraz warunki,
w jakich zachowujg sie one w okre$lony sposéb.

# Ustalona embriogenna kultura zawiesinowa - UEKZ (long-term embryoge-
nie suspension culture) - ustalona kultura zawiesinowa, w ktorej kolejnych pasazach
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powtarza sie proces indukcji embriogenezy z matych agregatéw i pojedynczych
komorek, co objawia sie pojawianiem charakterystycznych agregatow PEM oraz
wczesnych stadiow rozwoju zarodkéw somatycznych. Ustalone embriogenne kultury
zawiesinowe mozna otrzymywac takze z nieembriogennych kultur ustalonych przez
indukcje w nich embriogenicznosci.

# Ustalona kultura zawiesinowa - UKZ - kultura zawiesinowa, ktéra powtarza
parametry wzrostu w kolejnych subkulturach. W literaturze angielskiej okre$lana na
096t jako long-term suspension culture. Termin long-term wskazuje na dtugotermi-
nowos$¢ takiej kultury, co oznaczatoby, ze Swiezo zatozonej kultury nie cechuje
powtarzanie parametréw wzrostu w kolejnych pasazach i na ogét tak bywa (cho¢ nie
zawsze). W praktyce z reguty zachodzi zaleznos¢: w kolejnych nastepujacych po sobie
pasazach kultura wyréwnuje sie i kazda kolejna subkultura coraz wierniej powtarza
parametry wzrostu poprzedniej. Wyréwnanie parametréw wzrostu wynika z zacho-
wania rownowagi pomiedzy dyspersja (rozpadaniem sie agregatow na mniejsze i
pojedyncze komdérki) i podziatami (prowadzacymi do powstawana wiekszych agre-
gatow z matych i pojedynczych komorek).

# Zawiesina komdrkowa (cell suspension) - oznacza stan dyspersji, w ktdrym
w ptynnym Srodowisku (najczesciej w pozywce) zawieszane sg pojedyncze komorki
i (lub) agregaty komorkowe (z reguty nie przekraczajgce wielkosci 1 mm). OkreSlenie
zawiesina komorkowa nic nie méwi o zalezno$ciach panujgcych w uktadzie, np.
zdolnos$ci do wzrostu, potencjale morfogenetycznym itd.

3. WYSTEPOWANIE SOMATYCZNEJ EMBRIOGENEZY

Po to aby SE wystgpita, muszg mie¢ miejsce przynajmniej dwazdarzenia: indukcja
embriogenicznosci i indukcja embriogenezy, ajednoczesnie nie mogg wystapi¢ wa-
runki, ktore zaktocg jej przebieg. Indukcja embriogenicznosci jest nabyciem przez
komorke lub grupe komdrek kompetencji do embriogenezy. Rézne czesci rosliny
zachowujg sie bardzo roznie, jesli chodzi o indukcje embriogenicznosci. Niektdre
zawierajg zawsze znaczng liczbe kompetentnych komorek, inne nie zawierajg ich
wcale. Mowimy wtedy o réznej zdolnosci do somatycznej embriogenezy lub ogélniej
0 roznej zdolnosci do regeneracji. Embriogeneze uzyskiwano z réznego rodzaju
eksplantatow [15]. W piSmiennictwie polskim ostatnig (1990) pracg przegladowa
dotyczgcg SE byta publikacja Kononowicz [10].

Obecnie przyjmuje sie, ze somatyczne zarodki mozna uzyskiwac z kazdego eks-
plantatu zawierajacego zywe, zdolne do podziatow komorki. Embriogenicznos$¢ ob-
jawiajgca sie tworzeniem zarodkéw moze byé zaindukowana bezposrednio w eks-
plantacie lub tez w tkance z niego powstatej. W tym drugim przypadku czesto dzieje
sie to w wyniku kolejnych subkultur tkanki, takze na takiej samej pozywce.
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Czynniki decydujace o zajsciu SE tkwig wiec w samym eksplantacie oraz sktadzie
pozywki i warunkach kultury. Znaczenie dwdch ostatnich zestawien doktadniej jest
oméwione w innej publikacji [20]. Ogo6lnie SE zachodzi na pozywkach statych
(zestalonych agarem) oraz ptynnych. W niniejszym opracowaniu zostangprzytoczone
dane dotyczace wytacznie kultur ptynnych.

4. CHARAKTERYSTYKA SE W KULTURZE PLYNNEJ

SE w kulturze ptynnej moze byé widoczna makroskopowo jako tworzenie zaczat-
kow roslin na eksplantacie lub wystepowanie poza eksplantatem réznych faz rozwo-
jowych somatycznych zarodkéw. Ten pierwszy efektjest wynikiem indukcji embrio-
genicznosci i embriogenezy w komorkach eksplantatu oraz niezaktéconego rozwoju
zarodkow w wyniku tzw. bezposredniej somatycznej embriogenezy. Natomiast drugi
powstaje w wyniku przejscia komdrek embriogennych do roztworu lub nabycia takiej
kompetencji przez komérki oderwane od eksplantatu. W obu przypadkach mamy do
czynieniaz kulturg embriogenng. R6znicapomiedzy dwiema wyzej przedstawionymi
sytuacjami polega na tym, ze po wyjeciu eksplantatow z pierwszej z nich pozostata
cze$¢ nie wytworzy somatycznych zarodkéw. Natomiast w drugiej cze$¢ kultury
mozna uzy¢ do ciggtego powtarzania efektu. Takie postepowanie moze doprowadzic¢
do otrzymania UEKZ.

SE przebiegaw UEKZ zgodnie z pewnym schematem (rys. 1), w ktérym wyrdznia
sie dwie fazy. Jedna to charakterystyczne niezorganizowane agregaty zwane masg
proembriogeniczng - PEM (fot. 1) i druga obejmujgca tworzenie sie z PEM poszcze-
gélnych stadiéw zarodka (fot. 1°4). W tworzeniu zarodka bierze udziatjedna lub kilka
komérek PEM. Poniewaz PEM utrzymuje sie w obecnosci auksyn, to faze te nazwano
cyklem auksynowym. Nie oznaczato, ze auksynajest jedynym czynnikiem reguluja-
cym embriogeniczno$¢. Przyjmuje sie, ze cykl przedstawiony na rysunku 1 jest
powszechnie wystepujacym w UEKZ wiekszosci roélin.

Ostatnio [9] wyrdzniono u marchwi trzy specyficzne stany komérek oraz cztery
fazy dla obydwu cykli (rys. 2). Typowymi dla cyklu auksynowego sa komoérki stanu
0 i fazy 0 oraz stanu I. Pierwsze z nich to kompetentne pojedyncze komoérki, ktére w
obecnosci auksyny tworzg embriogenne agregaty komaérkowe, czyli stan I. Po usunie-
ciu auksyny agregaty te powoli namnazajg i powiekszaja sie, pozostajac niezrézni-
cowane - faza I, po czy nastepuja szybkie podziaty komdérkowe prowadzace do
uformowania sie globularnych zarodkéw - faza Il. Te ostatnie przechodza w stadium
sercowate i torpedo, a dalej w rosliny - faza Ill. Komorki stanu 0 i fazy 0 wyr6znione
zostaty u marchwi jako Komarki Specyficznego Typu 1. Réznity sie od pozostatych
wielkoscig (byty mniejsze) i gestoScia, co umozliwito ich izolacje przez wirowanie w
gradiencie fikolu [13]. Tworzeniu zarodkéw w UEKZ czesto towarzyszy wtdrna
embriogeneza. W jej wyniku powstajg zarodki przybyszowe z pedowych i hypokoty-
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Fot. 1. Agregaty PEM w ustalonej kulturze zawiesinowej ogérka (podziatka = 0.1 mm). Fot. 2.
Somatyczne zarodki ogdrka, z ustalonej kultury zawiesinowej, w stadiach: globularnym i sercowa-
tym (podziatka = 1 mm). Fot. 3. Somatyczne zarodki ogdrka, z ustalonej kultury zawiesinowej, w
stadium dojrzatym. Widoczne zredukowane liscienie (podziatka = 1 mm). Fot. 4. Somatyczne
zarodki ogdrka z posiewu zawiesiny typu short-term. Widoczne znaczne zrdznicowanie w rozwo-
ju,w tym stadia liscieniowe (podziatka = 1 cm). Fot. 5. Zarodki somatyczne ogérka w stadiach
sercowatym i torpedo powstate w wyniku bezposredniej somatycznej embriogenezy z merystemu
apikalnego pobranego z siewki (podziatka = 1 mm)
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Rys. 1 Wzrost i r6znicowanie w kulturach komérkowych marchwi; tkanka namnazana jest przy

ciagtej presji auksyny, powstaja w niej primordia-pierwsze stadia rozwojowe zarodkéw, usuniecie

auksyny powoduje ich dalszy rozw¢j: PEM - masa proembriogeniczna, G - stadium globularne

zarodka, H - stadium sercowate zarodka, T - stadium torpedy, T - zarodek dojrzaty (wg Wetherell
1978 za [2])

Rys. 2. Fazy rozwojowe w somatycznej embriogenezie obserwowane w kulturach marchwi [wg 9J
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lowych czesci embriondw juz istniejgcych. Na fotografii 1 przedstawiono mase
proembriogeniczng w UEKZ ogorka, czyli odpowiednik wyréznionego dla marchwi
stanu 1. Fazy 2 i 3 u ogérka, czyli stadia globularne i sercowate, widoczne sg na
fotografii 2. Dalszy rozw06j stadidw liscieniowych (fot. 3) w siewki jest nazywany
zwykle konwersjg w rosliny, rzadziej méwi sie o kietkowaniu. Jako$¢ ro$lin powsta-
jacych w wyniku konwersji moze by¢ bardzo rézna w zaleznosci od warunkdéw
kultury, konwersji, a nastepnie adaptacji.

5. FREKWENCJA | CZAS POTRZEBNY NA ODBYCIE SE

Frekwencja powstawania somatycznych zarodkéw (zwana takze wydajnoscig SE)
moze dotyczy¢ eksplantatu pierwotnego i kultury zawiesinowej. W pierwszym przy-
padku moze by¢ wyrazona procentowym udziatem eksplantatéw tworzacych jeden
lub wiecej zarodkéw. Zmiennos¢ tej cechy moze byé bardzo duza i waha¢ sie od
utamka % do 100%, najczesciej wynosi 20-50%. Zalezy ona od rodzaju eksplantatu,
a takze od genotypu dawcy. Na fotografii 5 przedstawiono zarodki somatyczne
powstate z merystemu apikalnego (u ogorka eksplantatu bardzo podatnego na zain-
dukowanie SE).

W kulturze zawiesinowej frekwencje powstawania zarodkéw odnosi sie do:

(1) ogdlnej liczby wysianych komérek, agregatow komoérkowych lub jednych i
drugich,

(2) okreslonej objetosci kultury podstawowej, z ktorej dokonywany jest posiew.

Uzyskiwane wydajnosci sg bardzo zr6znicowane w zaleznos$ci od gatunku, odmia-
ny, warunkow kultury, a nawet laboratorium. Na przyktad najwyzsze wartosci usta-
lonej embriogennej kultury marchwi wynoszg 60 zarodkéw z 1 ml zawiesiny uzytej
do posiewu [1]. Z 1ml analogicznej zawiesiny u ogorka uzyskano 21 zarodkéw [21].

Generalnie, zmiany zachodzgce w kulturze in vitro sg szybkie. Dotyczy to zaréwno
tempa przyrostow, jak i osiggania okreslonych stadiow. Czas potrzebny na odbycie
SE mozna mierzy¢ okresem niezbednym do UEKZ z okreslonego eksplantatu lub
czasem, kiedy po posiewie powstang zarodki okreslonego stadium. UEKZ otrzymuje
sie po okresie od kilku tygodni do przeszto roku od momentu zainicjowania kultury
z eksplantatu pierwotnego. Na przyktad u ogorka z merysteméw wierzchotkowych
pedu mozna otrzymaé¢ UEKZ po 4-10 miesiagcach w zaleznosci m.in. od odmiany i
warunkow kultury. W eksplantacie pierwotnym prazarodki mozna otrzymac juz w
dziesigtym dniu kultury stupkéw i pylnikéw u Cichorium intibus [4], podobniejak we
fragmentach lisci ogdrka [12], Okres niezbedny do uzyskania starszych stadiéw jest
odpowiednio dtuzszy i np. pokazane na fotografii 5 struktury pojawiaty sie po 4 tyg.
od momentu zainicjowania kultury z merystemoéw.

W UEKZ ogérka zarodki globularne pojawiajg sie po tym samym mniej wiecej
czasie (12 dni po posiewie napozywke bez auksyny), jaki jest potrzebny do powstania
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analogicznego stadium zarodka zygotycznego [18]. Widoczne na fotografii 4 stadia
liscieniowe rozwinety sie po 21 dniach od momentu posiewu UEKZ na pozywke
wolng od regulatoréw wzrostu.

6. EMBRIOGENEZA IN VITRO | IN VIVO

Pytanie o podobieAstwo pomiedzy somatyczna embriogenezg a zygotyczng intry-
guje badaczy w zasadzie od chwili odkrycia SE. Poréwnania obu tych procesow
dotycza przerdznych aspektéw, najczesciej morfologicznej zgodnosci stadiow (SE i
ZE) i charakterystycznych biatek lub mRNA, aznacznie rzadziej obecnosci substancji
charakterystycznych dla poszczeg6lnych faz rozwojowych zarodka. Somatyczne
zarodki rzepaku syntetyzowaty specyficzne biatka zapasowe nasion [6] i kruciferyne.
Z kolei u lucerny stwierdzono réznice w materiatach zapasowych SE i ZE [8], au soi
w zawartosci ttuszczéw [3]. Pod wzgledem morfologicznym zarodki somatyczne
moga do ztudzenia przypominaé zygotyczne np. marchew, lucerna, seler, rzepak,
Swierk [19]. Natomiast somatyczne zarodki ogérka przypominaja zygotyczne do
stadium sercowatego. Starsze stadia sa odmienne i zasadnicza r6znica polega na
wystepowaniu w nich takich nienormalnosci, jak: niedorozw6j lub wytwarzanie wielu
liscieni i brak plumuli [18,21]. Ponadto réznice te moga dotyczy¢ wielkosci. U ogérka
moga wystepowaé zarodki globularne i sercowate bardzo odbiegajace rozmiarami od
zygotycznych [18]. Takie zmiany sg charakterystyczne dla wiekszos$ci przebadanych
gatunkow.

Kolejne poréwnanie somatycznej i zygotycznej embriogenezy dotyczy czasu po-
trzebnego do powstania obu rodzajow zarodkéw. Wiasciwie dokiadnych danych
porownawczych nie przedstawiono w literaturze, a nasze wstepne obserwacje doty-
czace ogbrka wskazujg, ze czas potrzebny do uzyskania dojrzatego stadium zarodka
og6rka in vitro i in vivo jest podobny [18].

Stabilnos$¢ genetycznajest kolejng wazng cechg w porownywaniu zarodkéw soma-
tycznych z zygotycznymi. Dotyczy ona zaréwno liczby i struktury chromosomow, jak
igendw. Regeneracji w kulturach in vitro w ogole (nie tylko SE) towarzyszy zjawisko
somaklonalnej zmiennosci polegajace na tym, ze czes¢ roslin zregenerowanych lub
ich potomstwa ma zmienione wasciwosci w poréwnaniu do roslin z nasion.
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PROCES SOMATYCZNEJ EMBRIOGENEZY -
CHARAKTERYSTYKA SZCZEGO:LOWA

PROCESS OF SOMATIC EMBRYOGENESIS -
DETAILED CHARACTERISTICS

Tadeusz A. WROBLEWSKI
Katedra Genetyki i Hodowli Roslin Ogrodniczych SGGW w Warszawie

Streszczenie. Badania nad somatyczng embriogeneza najdalej sa posuniete u marchwi, ktora w
kulturach in vitro jest rosling modelowa. Okreslono wiele czynnikéw, ktére wptywajg na formo-
wanie sie zarodkow somatycznych. Najwiecej uwagi poswiecono sktadnikom pozywki orazjej pH.
Do otrzymywania kultur embriogennych u wiekszosci roslin najczesciej uzywanym czynnikiem
hormonalnym jest syntetyczny analog auksyny - 2,4-D, jakkolwiek moze on by¢ zastepowany
przez niskie pH pozywki. Techniki cytologiczne przyczynity sie¢ takze do lepszego poznania
fenomenu rozwoju zarodkdw poza ustrojem rosliny. Okazuje sie, ze wiele zjawisk zachodzacych
w embriogennych kulturach zawiesinowych ogérka zachodzi w sposéb bardzo podobny, jak to ma
miejsce u modelowej marchwi. Doktadne poznanie somatycznej embriogenezy od strony morfo-
genetycznej, cytologicznej i biochemicznej stwarza dobre podstawy do badan molekularnych tego
zagadnienia. Doskonalenie technik sterowania rozwojem zarodkéw somatycznych umozliwia
praktyczne wykorzystanie zjawiska w biotechnologii produkcji somatycznych nasion.

1. WPROWADZENIE

Podstawg zachowania ciggtosci gatunkéw zaréwno u roslin, jak i zwierzat byto
wytworzenie mechanizmoéw odtwarzania nowych osobnikéw. Mechanizmy te sg tym
bardziej skomplikowane, im bardziej skomplikowany jest organizm, ktéremu daja
poczatek. Pierwszym etapem ontogenezy jest embriogenezg. Zachodzi ona czesto w
Scistej korelacji z organizmem matecznym. U zwierzat zarodek powstaje z reguty z
jednej komorki - zygoty. U roslin wiasciwosci zygoty maja takze niektére komarki
somatyczne. Rozwij ajace sie znich zarodki nie sg wiec zarodkami zygotycznymi tylko
somatycznymi. Badania nad naturg tego zjawiska sg jedng z podstawowych gatezi
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nauki okre$lanej jako embriologiaeksperymentalnaroslin. Podstawowym narzedziem
tej nauki sg kultury in vitro komaérek, tkanek i organow roslinnych. Najlepiej poznang
ro$ling modelowajest marchew [40]. U gatunku tego tatwo jest zaindukowac¢ powsta-
wanie zarodkéw w kulturze in vitro, atym samym marchew stanowi dogodny model
do badania czynnikéw wptywajacych na embriogeneze w kulturach tkankowych. W
Katedrze Genetyki i Hodowli Roslin Ogrodniczych na SGGW podobne badania
prowadzone sg na ogérku.

Zaburzone warunkami kultury in vitro procesy cytodyferencjacji prowadzg do
zjawisk nienormalnych. Ped moze rosng¢ bez korzenia, korzer natomiast bez pedu.
W roslinie rosnacej bez zaktocen cytodyferencjacjajest skorelowana z histo- i orga-
nogeneza.

Okreslona komorka merystemu wierzchotkowego przechodzac kolejne podziaty
staje sie elementempramiazgi, apotem dalej ré6znicuje tworzac np. element trachealny
miodej todygi. Kultury in vitro i dziatajace w nich czynniki doprowadzaja do
rozprzeganiatych wzajemnych zaleznosci. Komdérka moze stac sie elementem trache-
alnym, ale niekoniecznie musi znajdowac sie w todydze lub lisciu. Podobnie w
przypadku somatycznej embriogenezy, komorka nie musi byé zygota, aby w wyniku
kolejnych podziatow uformowac zarodek; niekoniecznie takze musi znajdowac sie w
woreczku zalgzkowym. Tak wiec, kultury in vitro stwarzajg mozliwos$¢ stymulacji
réznych proceséw bez zwigzanych z nimi przemian, ktére w normalnych warunkach
sg ze sobg Scisle powigzane. Roslinajest mozaika organdw, tkanek, komérek. Komar-
kajest przypisana tkance, tkanka organowi.

Kazda komorka budujgca ciato rosliny petni okre$long funkcje. Uruchomionajest
w niej pewna informacja. Informacja ta pozwala komérce z jednej strony odbierac¢
bodzce zewnetrzne, az drugiej strony reagowac nanie. Bodzce zewnetrzne to czynniki
srodowiskowe oraz, amoze przede wszystkim, bodZce docierajgce z komorek sasied-
nich. Komadrkamerystematycznapodzieli si¢ (i do tego wodpowiedniej ptaszczyznie),
ale tylko wtedy gdy bedzie to zgodne z morfogenetycznym planem organu, czyli
rozmieszczeniem komérek sasiadujacych. Kompetencje komérek do odbieraniabodz-
cOw i reakcji na nie sg niewatpliwie rozne i niewatpliwie takze pozostajg w Scistym
zwigzku z cytodyferencjacja.

Dysponujac w kulturze in vitro mozaikg komdérek odmiennie zréznicowanych,
mamy tym samym do czynienia z mozaikg kompetencji. Nie znaczy to oczywiscie,
ze w kazdej tkance uprawianej w warunkach sztucznych spotykamy sie z catym
spektrum kompetencji i reakcji morfogenetycznych. Co wiecej, najbardziej poszu-
kiwanymi modelami doswiadczalnymi sg komorki i tkanki w miare mozliwosci
jednolite. Uktady takie stwarzajg mozliwosci doktadnego $ledzenia wielu proceséw
fizjologicznych i morfogenetycznych. Stanowig takze modele do badah molekular-
nych.
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2. DYNAMIKA PRZEMIAN W KULTURACH TKANEK IN VITRO

Elementem charakteryzujgcym wzrost rosliny, organu lub tkanki uprawianej in
vitrojest dynamika. Innymi stowami nastepstwo przemian zachodzgcych napoziomie
komdarek, tkanek i organdw w czasie. Tempo wzrostu rosliny, przyrostéw suchej
masy, podziatéw i réznicowania komoérek odnoszone sg do czasu, w jakim te zmiany
nastagpity. W ten sposéb opisany proces jest dynamiczny. Pozwala takze przewidywacé
zachodzenie okreslonych zjawisk i w ten sposob zyskiwaé chyba najistotniejsze
informacje o ich naturze, a takze wykorzystywac je w praktyce.

Obserwowane w kulturach in vitro zmiany w organizacji komoérek sg na ogoét
procesami szybkimi. Z reguty zachodzg w czasie kilku, kilkunastu dni trwania kultury.
Sgoczywiscie procesy skrajne zachodzace w przeciggu kilku minut lub godzin, atakze
rozciggniete na kilka lub kilkanascie miesiecy. Jezeli kultura tkanki prowadzona jest
na pozywce bez fosforanéw (tzw. gtdd fosforanowy), podziaty komérkowe sg zaha-
mowane. Dodanie do podtoza brakujacego czynnika wyzwala je synchronicznie w
krotkim czasie. Funkcjonowanie ustalonych, embriogennych kultur zawiesinowych
zwigzane jest z dtugotrwatym utrzymywaniem tkanki w kulturze in vitro (np. przez
10 miesiecy). Formowanie sie somatycznego zarodka w kulturach tkankowych za-
chodzi w ciggu kilkunastu dni.

3. KOMPETENCJA KOMORKOWA
W INDUKCJI EMBRIOGENICZNOSCI

W roslinie rozwijajacej sie in vivo tylko zygota jest kompetentna do tego, aby w
wyniku podziatéw utworzy¢ zarodek. U niektorychroslin te droge rozwoju podejmuja
takze komorki os$rodka (tzw. poliembrionia rzekoma u Citrus [34]). W warunkach
kultury in vitro embriogeniczno$¢ wyzwalana jest w komoérkach somatycznych i
dzieki temu zdolne sg one uformowac zarodek. Ekspresja informacji genetycznej i
epigenetycznej ulega w takich komdrkach drastycznej zmianie - komorka odrdznico-
wuje i w ten spos6b ujawnia sie jej omnipotencja. Somatyczna embriogeneza jest
zatem mozliwa po spetnieniu dwéch warunkéw. Po pierwsze komarka lub ich grupa
musi by¢ kompetentna, a po drugie sama embriogeneza nie moze by¢ przez nic
zaktocona. Komorki proembriogeniczne (zdolne do tego aby stac sie embriogennymi)
maja czesto rézng morfologie [9]. Jezeli wchodzg w skiad eksplantatu pierwotnego
sg czesto elementami budujacymi takie tkanki, jak: merystemy, miody miekisz lub
mtoda epiderma [47], W kulturach tkankowych (a szczeg6lnie w zawiesinie komar-
kowej potencjalnie embriogenne komarki) cechuja sie duzg aktywnoS$cig podziatowa.
(Komorki takie zostaty u marchwi wyizolowane i okreslone jako Specyficznego Typu
1 [31]) W odroznieniu od komérek embriogennych moga by¢ bardziej zwakuolizo-
wane, z wyraznie widocznymi plastydami. W eksplantacie pierwotnym zaindukowa-
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nie embriogenicznosci w komorkach proembriogennych wigze sie z po- budzeniem
aktywnosci podziatowej (nie znaczy to bynajmniej, ze jest to wystarczajace).

Indukcja embriogeniczno$ci w zawiesinie czesto tgczy sie z nierGwnocennym
podziatem komorki preproembriogennej. Nieréwnocenno$é ta objawia sie tym, ze
komorki potomne roznig sie wielkoscig, ksztattem i zawartoscig. Powstajgca z ko-
maérki proembriogennej komorka embriogenna jest z regulty mniejsza, bardziej izo-
diametryczna, bogatsza w cytoplazme. Nierzadko przyjmuje ksztatt grubej soczewki
[11]. Powstawanie takich komorek czesto zwigzane jest ze Smiercig komorki matecz-
nej (proembriogennej), co objawia sie obkurczeniem cytoplazmy [31]. Komorki
embriogenne dzielg sie w sposdb niezorganizowany i w wyniku tych podziatdw w
zawiesinie powstajg agregaty masy proembriogenicznej (PEM od ang. proembryoge-
nic mass) [19]. Dopiero z takich agregatéw po zaindukowaniu mogg powstawac
zarodki somatyczne [9].

Stymulowane jonami amonowymi przejscie od nieembriogenicznosci uktadu do
jego embriogenicznosci zostato wykazane juz przez Halperinaw 1966 r. [19]. Kultury
embriogenne tym roznity sie od kultur nieembriogennych, ze moznabyto obserwowaé
wspomniane agregaty PEM. Po indukcji (usuniecie auksyny - 2,4-D) jedna lub kilka
komaérek budujacych agregat formowato zarodek. Krytyczng, minimalng iloscig jo-
néw amonowych niezbedng do zainicjowania w kulturach zawiesinowych marchwi
embriogenicznos$ci byty 3 mmole na 1 kg proliferujagcej tkanki [41].

Okazato sie jednak, ze obecnos¢ w pozywce egzogennej auksyny (zgodnie z
modelem cyklu auksynowego [4]) nie jest niezbedna do utrzymywania embriogennej
tkanki w fazie niezr6znicowanej. Dowiddt tego system sterowania somatyczng em-
briogenezg opracowany dla modelowej marchwi. Czynnikiem, ktérego presji podda-
wane byty tkanki, a ktéry hamowat r6znicowanie, byto niskie pH. W jego obecnosci
nastepowato namnazanie sie proembriogennej tkanki - preglobularnych stadidéw
proembrionéw (PGSP od ang. preglobular stages proembryos) [37, 38, 39], Tkanka
ta reagowata wytwarzaniem zarodkéw na podtozu z ustabilizowanym wyzszym pH.
Nigdzie nie dowiedziono jednak, ze dodatek do pozywki auksyny czy utrzymywanie
niskiego pH jest kluczowym determinantem embriogenicznosci.

O tym, ze nastgpita inicjacja embriogenicznosci, mozna sie dowiedzie¢ na ogét
postfactum - zaszta somatycznaembriogeneza, awiec komorki, z ktérych uformowat
sie zarodek, byty embriogenne.

4. EMBRIOGENEZA SOMATYCZNA
A EMBRIOGENEZA ZYGOTYCZNA

Pierwszym pytaniem, ktdre pojawia sie przy rozpatrywaniu tych dwoch zjawisk,
jest kwestia, co te procesy taczy, a co dzieli. Okazuje sig, ze postawienie w wielu
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Rys. 1 Wczesne stadia rozwojowe zarodkéw somatycznych: (A) Droga rozwojowa zarodka
somatycznego, w czasie ktorej wystepujg wszystkie stadia. (B) Dodatkowe podziaty w zarodku
przed zainicjowaniemplumuli i liscieni powoduja powstania dwdch centréw wzrostu, co doprowa-
dza w efekcie do rozwoju dwoch kompletnych zarodkéw potaczonych u podstawy. (C) Wiecej niz
dwa centra prowadzg do powstania konglomeratu zarodkéw. (D) Dodatkowe podziaty ko morek i
wydtuzanie sie regionu apikalnego mogace zachodzi¢ w nieco starszym stadium doprowadzaja do
powstawania dwoch zarodkéw z rozwinietymi liscieniami, plumula, hypokotylem i radykulg

(za [3])

przypadkach jednoznacznej granicy jest trudne. Pierwsze histologiczne studium po-
réwnujace te zjawiska przedstawit wspomniany W. Halperin [19] u marchwi. Mase
proembriogeniczng poréwnat z wieszadetkiem w woreczku zalgzkowym. PEM skia-
dat sie z kilku komorek - wieszadetko u marchwi z jednej. Poszczeg6lne stadia w
embriogenezie somatycznej i zygotycznej u marchwi, a wiec globularne, sercowate i
torpedo odpowiadaty sobie wzajemnie. Wynika z tego, ze embriogenezg somatyczna
moze zachodzié w sposéb niemalze identyczny z zygotyczng. Zbadano takze sekwen-
cje zdarzen zachodzacych w czasie formowania sie zarodka somatycznego z PEM u
marchwi [13,42],

Techniki cytologiczne (w tym mikroskopii elektronowej) postuzyty do doktadnego
zdefiniowania komorek budujacych agregaty PEM i prze$ledzenia zmian w czasie
formowaniasie zarodk6w somatycznych oraz zygotycznych. Duzo uwagi poswiecono
takze specyficznemu wybarwianiu okreslonych fragmentow w rozwijajacych sie
zarodkach, a takze mozliwosci umiejscowiania w réznych ich czesciach wapnia i
kalmoduliny [42]. R&zne czeSci zarodkéw somatycznych wykazywaty odmienne
powinowactwo do takich barwnikéw, jak: fluphenazyna, czerwien obojetna i oranz
akrydynowy. Reakcja taka umozliwia poszukiwanie zwigzkéw specyficznych dla
tych fragmentow.
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Pomimo tego ze embriogeneza somatyczna moze w znacznej mierze przypominac
formowanie sie zarodka zygotycznego, z reguty towarzyszy jej wiele nienormalnosci.
U marchwi sklasyfikowano je i wskazano, na ktorym etapie moga zachodzi¢ odchy-
lenia w rozwoju od wzorca, ktérym jest oczywiscie zarodek zygotyczny [2]. Na
przyktad determinacja zawigzywania si¢ liscieni zachodzi w zarodku zygotycznym w
czasie przejscia ze stadium globularnego do sercowatego. O tym, ze mamy do
czynienia ze stadium sercowatym, wnioskujemy na ogét na podstawie obecnosci
zawigzkdéw liScieni. Taka nienormalnos¢, jak wieloliScieniowos$¢, determinuje sie
réwniez na wspomnianym etapie ontogenezy in vitro. Na miejscu liscieni pojawia sie
czasami tzw. tragbka. (Liscienie zrastajg sie, a niewykluczone, ze jeden liscien przy-
biera taki ksztait, jak ptatki korony w kwiecie rurkowatym.) Taki proces wyraznie
obnizat potencjat regeneracyjny zarodkoéw, ale go definitywnie nie wykluczat. W
wielu przypadkach nastepowat nienaturalny przerost stadium globularnego (taki
zarodek somatyczny mogt mie¢ np. 500 pm S$rednicy w poréwnaniu z zygotycznym,
ktory w tym stadium matylko ok. 100 pm). Graficznie anomalie rozwojowe zarodkow
somatycznych oraz momenty, w ktdrych maja one miejsce, przedstawiono na rysun-
kach 1i 2.

Rys. 2. Anomalie w rozwoju zarodkéw
somatycznych na skutek zmian zachodza-
cych w czesci apikalnej zarodkéw i po-
dziatami komérek po zainicjowaniu pri-
mordiow liscieni. W czasie normalnego
roz woju zarodka w proembrionie (A) wy-
roz- nicowuje sie apikalna czes$¢ (B), z
ktérej rozwijaja sie dwa primordia dajgce
w efekcie dwa oddzielne liscienie (C).
Miedzy liscieniami w dojrzatym zarodku
zaktada sie merystem zarodkowy, czyli
plumula(D). Kontynuacja podziatow ko-
morkowych pomiedzy dwoma primordia-
mi doprowadza do zrastania sie dwoch li-
Scieni. Zbyt intensywne podziaty komor-
kowe w proembrionie doprowadzajg do
przerostu czesci apikalnej (F), w wyniku
czego na dalszych etapach rozwoju zarod-
ka powstaje kilka liscieni (G), kt6re row-
niez moga sie zrasta¢ (H). Jezeli zbyt mato
komorek proembrionu dzieli sig, to z cze-
Sci apikalnej zarodka globularnego (1) wy-
réznicowuje sie tylko jedno primordium
liscieniowe i powstaje jeden liscien, ktory
réwniez moze sie zrosng¢ (K). Przedwcze-
sna wakuolizacja (L) potgczona (lub nie)
z podziatami komorek doprowadza do
nadmiernego rozrostu czesci pumularnej

(za [3])
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5. EGZOGENNE CZYNNIKI WPLYWAJACE
NA SOMATYCZNA EMBRIOGENEZE

Og6lnie czynniki majace wptyw na embriogenicznos$¢, inicjacje somatycznej em-
briogenezy i sam jej przebieg mozna podzieli¢ nastepujaco (uporzagdkowano je w
kolejnosci skfadnikéw, dodawanych do klasycznej pozywki stosowanej w kulturach
in vitro):

a) Zr6dto azotu i pH. Azot jest dodawany do pozywek w postaci soli amonowych
(gtéwnie azotanu, siarczanu i chlorku), wnoszacych zredukowang forme azotu oraz
azotandéw (gtéwnie azotanu potasowego). Ponadto zrodto azotu zredukowanego moga
stanowi¢ aminokwasy (ze szczegolnym uwzglednieniem glutaminy), hydrolizaty
biatkowe (peptony, edamina) oraz mocznik. Nalezy zaznaczy¢, ze w przypadku kultur
tkankowych podobnie jak w odniesieniu do roslin rosnacych in vivo azotjest podsta-
wowym skfadnikiem roznicujgcym wzrost, atakze go limitujgcym.

tacznie z azotem nieorganicznym wymieniane jest pH, ktore, jak wiadomo,
wptywa na catg game proceséw fizjologicznych (np. aktywnosci enzyméw). Oprécz
stabo wyjasnionego oddziatywania azotu (gtéwnie jondw amonowych) i pH na
embriogenicznos$¢, obydwa te czynniki oddziatujg na formowanie sie zarodkow.

Model stymulacji embriogenezy przez pH przedstawiono na rysunku 3. Pozywki,
na ktoérych zachodzit rozwoj zarodkéw, uzupetnione byty réznymi (1-5 mM) steze-
niami chlorku amonowego. Wspomniana s6l amonowa byta jedynym zrédtem azotu
nieorganicznego. Okazato sig, ze przy zachowaniu rygorystycznych warunkéw doty-
czacych czystosci materiatdw i odczynnikow udato sie zpowodzeniem zaindukowaé
embriogeneze bez uzycia auksyny. Indukcja powstawania somatycznych zarodkéw
wyraznie zalezata w tym przypadku od ustalonego na poczatku kultury pH, i tak przy
wynoszgcym 5,7 zachodzita o wiele cze$ciej niz przy nizszym, réwnym 4,0. Jezeli
jedyne zrédto azotu w pozywce stanowit jon amonowy, to sitg rzeczy tylko on byt
pobierany wymiennie z protonem, co doprowadzato do spadku pH. O ile spadato ono
do 4,CM-5 i w sposob sztuczny (przez buforowanie MES) byto na tym poziomie
utrzymywane, to selektywnej proliferacji ulegat specyficzny typ tkanki PGSP. Tkanka
ta mogta by¢ utrzymywana przez dtuzszy czas w formie niezréznicowanej pod
warunkiem ciggtego utrzymywana niskiego pH. Podwyzszenie go do 5,7 wyzwalato
formowanie sie zarodkéw.

W 1979 r. Kamada i Harada [24] opublikowali prace, ktéra z jednej strony wydaje
sie znakomicie potwierdzaé¢ wczesniejsze dane o roli zredukowanej formy azotu w
indukcji embriogenicznos$ci, a z drugiej doktadnie wyznacza moment tej indukcji.
Ponadto rzuca ona pewne $wiatto na wptyw, jaki moze mie¢ forma azotu w pozywce
na formowanie sie zarodkéw. Autorzy postuzyli sie opisywanym juz modelem (indu-
kcjaembriogenezy wywotywanausunieciem 2,4-D, [19]) odpowiednio go modyfiku-
jac. Prowadzili oni kultury zawiesinowe tkanki marchwi na dwdéch pozywkach, z
ktérych jedna zawierata jony amonowe, druga natomiast nie. Obie oczywiscie uzu-
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Rys. 3. Inicjacja i ustabilizowanie u marchwi kultur Preglobularnych Stadiéw Proembrionéw
(PGSP) na zbuforowanej, wolnej od hormondw, p6tptynnej pozywce uzupetnionej 1mM NH4+jako
jedynym zrddle azotu. Dwie tkanki (pochodzace z dojrzatych nasion) [1] byly uzywane jako
eksplantaty. Uszkodzone [Ic] lub pokrojone [Id] dojrzate zarodki zygotyczne, a takze cata owocnia
[1b] po wykietkowaniu zarodka [la] mogta by¢ uzywana do inicjacji globularnych stadiéw zarod-
koéw somatycznych [2a, 2b] po 4 do 8 tygodni na tej samej pozywce. Zainicjowane, globularne stadia
zarodkdw czesto rozwijaty sie dalej [3], ale jezeli w czasie proliferacji tkanki pH spadato (jako
skutek obecnoscijonéw amonowych jako jedynego zrodta azotu), to starsze stadia sie nie rozwijaty
i powstawata mieszanina zarodkéw i PGSP [5]. Kolejne pasaze (co 2 tyg.) na $wiezg pozywke o pH
=45, doprowadzaty do ustabilizowania kultury ztozonej catkowicie z PGSP [6] (za [39])
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petnione byly 2,4-D w stezeniu jednego ppm. Reakcjami, ktdre obserwowali po
usunieciu 2.4-D z obydwu uktaddw, byty odpowiednio ryzogeneza na podiozu
wolnym od zredukowanej formy azotu i embriogeneza w pozywce z jonami amono-
wymi. Obserwowali oni takze reakcje, jakie nastapity po zamianie tych dwaoch
uktadéw, tzn. jezeli dokonano posiewu kultury rosnacej na pozywce ze zredukowang
forma azotu na podtoze jej pozbawionej i odwrotnie. Formowanie sie somatycznych
zarodkéw obserwowano w pozywce zjonami amonowymi, pomimo ze w poprzedza-
jacej subkulturze na podtozu z 2,4-D brakowato tej formy azotu. Najwazniejszy
nasuwajacy sie wniosek jest taki, ze embriogenicznosé zostata w tkance zaindukowa-
nanapodtozu wolnym od auksyny, co dowodzi, ze auksyna w indukcji tej kompetencji
niejestniezbedna. Ostatnim przyktadem regulacji SE przez zredukowane Zrddto azotu
jest model opracowany dla bawetny (Gossypium klotzschianum). Indukcja embrio-
genezy wywotywana byta przez wprowadzenie do pozywki glutaminy [33].

Po indukcji somatycznej embriogenezy w zawiesinach marchwi na pozywce
wolnej od regulatorow wzrostu utrzymanie nizszego pH (4,3) podwyzszato liczbe
powstajacych zarodkéw, ale zgodnie z modelem Smitha i Krikoriana (rys. 3) hamo-
wato ich dalszy rozwdj w starsze stadia. Wyzsze pH (5,8) obnizato liczbe powstajg-
cych zarodkéw, jednak umozliwiato ich dalszy rozwdj i w efekcie konwersje w rosliny
[23],

Z przyktadow tych wynikajasno, ze obecno$¢ w pozywce zredukowanego zrddta
azotu jest niezbedna do istnienia w kulturze merystematycznej tkanki embriogennej.
Z drugiej strony wiadomo, ze tkanki embriogenne cechowata wybiérczos¢ do pobie-
raniajonéw amonowych z pozywki [20].

Reasumujac, azot jest najszerzej badanym czynnikiem warunkujagcym zaistnienie
somatycznej embriogenezy, ale jego doktadnarolajestjeszcze nie do kofica poznana.

b) Potas jako jednowartosciowy jon K+. Badanie wptywu potasu na tkanki w
kulturze in vitro jest trudne, poniewaz na og6t dodawany jest do pozywek w
relatywnie duzym stezeniu, a tym samym usuniecie go powoduje konieczno$é usu-
niecia anionéw komplementujacych. Wprowadzenie tych z kolei w postaci np. soli
sodowych drastycznie zmienia sktad pozywki, a chodzi przeciez o badanie wptywu
jednego elementu - potasu. Zastgpienie saletry potasowej w pozywce fosforanem
potasowym (KH2P04) w kulturach marchwi zaowocowato niewielkim obnizeniem
liczby formujacych sie zarodkow somatycznych, gdy z kolei te ostatnig sol zastgpiono
fosforanem sodowym, zarodki nie formowaly sie w ogéle [7]. Zachowanie takie
mogto by¢ istotnie efektem niedoboru potasu lub toksycznym dziataniem jonu sodo-
wego. Trudno przyjac bez zastrzezen informacje dotyczace rzekomego podobiefstwa
kationu potasowego do jonu sodowego [16].

W modelu sterowania embriogenezg opartym na pH (rys. 3) stosowano pozywke
oznaczangjako DS5. Oprécz wspomnianych modyfikacji dotyczacych azotu cecho-
watjgbrak jondéw potasowych. Jedyne obecne w pozywce pochodzity z wodorotlenku
potasowego uzywanego do doprowadzania pozywki do okreslonego pH. Dodatek
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KOH nigdy jednak nie byt wiekszy niz 0,1 mmola na 1 1pozywki [badania wiasne
autora]. W poréwnaniu np. z pozywka Murashige i Skooga [30] zawierajgcg -23 mM
K+i Gamborga [15] -30 mM K+jest to ilo§¢ minimalna. Jak wiec jest mozliwe, ze
kultury PGSP rosty natakiej pozywce przez kilka lati po indukcji wytwarzaty zarodki
somatyczne? Wynika to prawdopodobnie z tego, ze potas nie jest sktadnikiem stru-
kturalnym, takim jak: wegiel, azot czy fosfor. Jezeli w pozywce jest mato lub brakuje
ktérego$ z nich, to proliferacja jest zatrzymana. Nie powstajg sacharydy (w tym
prekursory biopolimeréw $ciany komaérkowej), biatka, lipidy czy kwasy nukleinowe.
W przeciwienstwie do tych pierwiastkow rola potasu jest bardziej stymulujaca niz
determinujgca. A z drugiej strony reakcja rosliny na niedobdr jakiego$ ze sktadnikdw
jest nienormalny wzrost. W kulturach in vitro bardzo czesto chodzi o uzyskanie takiej
czy innej nienormalnosci we wzroscie, ktorej efektem jest chociazby somatyczna
embriogeneza.

¢) Wapn. Dodawany do pozywek najczesciej w postaci chlorku, ale réwniez i
azotanu. U marchwi sze$ciokrotnie wyzsze (w poréwnaniu z pozywka MS) stezenie
w ptynnym podtozu chlorku wapniowego bylo w stanie znies¢ wptyw 2,4-D na
somatyczng embriogeneze. Jak wiadomo, 2,4-D hamuje embriogeneze utrzymujac
tkanke w fazie niezroznicowanej. Jezeli dodatek tego regulatora wzrostu do pozywki
wynosit 2 x 1(T6 M, to efekt jego dziatania byt znoszony przez dodatek 6x10"3-10~2
M chlorku wapniowego i w zawiesinie pojawiaty sie struktury globularne [22].
Rozpatrujac wapn niewatpliwie nalezy takze pamieta¢ ojego roli w stabilizacji sciany
i btony komdrkowej [18]. Ponadto wiadomo o roli w somatycznej embriogenezie
systemu aktywacji fosfataz przez kalmoduline, ktérajak wiadomojest $cisle zwigzana
zarébwno z wapniem, jak i z mechanizmem przekazywania informacji opartym na
cyklicznym AMP i GTP [40]. Waph i jego pobieranie, podobnie jak w przypadku
potasu, jest scisle zwigzane z dziataniem pompy protonowej [6].

d) Weglowodany. Peinig one w kulturach in vitro dwie zasadnicze role. Po
pierwsze stanowig zrédto wegla organicznego wykorzystywane jako materiat energe-
tyczny oraz jako substrat do syntez w szlakach metabolicznych, a z drugiej strony w
poréwnaniu z innymi sktadnikami klasycznych pozywek uzywanych w kulturach in
vitro stanowig silne osmoticum. Najczesciej stosowanym w kulturach in vitro weglo-
wodanem jest sacharoza. Przed pobraniem jest ona rozktadana przez ekstracelularna
lub membranowg inwertaze do glukozy i fruktozy. W dalszej kolejnoSci sa pobierane
monosacharydy z wieksza lub mniejszg preferencjg do glukozy. ZaleznoSci takie
miaty miejsce w kulturach marchwi, lucerny i soi [10,26].

Kultury zawiesinowe marchwi w czasie wzrostu niezorganizowanego (cykl au-
ksynowy [4]), a takze po zaindukowaniu w nich embriogenezy byly w stanie wyko-
rzystywacé jako zrodto wegla organicznego takze sama: glukoze, fruktoze, mannoze,
maltoze, rafinoze lub stachyloze [43]. Obecnos¢ w pozywce glukozy lub galaktozy
jest istotna, poniewaz sg one prekursorami w biosyntezie mezo-inozytolu - bardzo
waznego sktadnika budulcowego bton komérkowych [44,45]. Réznice w pobieraniu
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z pozywki monosacharydéw przez embriogenne i nieembriogenne kultury byty ob-
serwowane takze u ogdrka [8]. Wérdd opisanych sacharydéw majacych wptyw na SE
w kulturach marchwi nalezatoby jeszcze wymieni¢ mannitol. Cukier ten byt stosowa-
ny do podwyzszania potencjatu osmotycznego gtownie ptynnych pozywek. 0,2 M
dodane do pozywki stymulowato podziaty komoérek Specyficznego Typu 1 [31].

e) Auksyny i ich analogi. Auksyny i zwigzki o podobnym dziataniu hamujg
réznicowanie, czyli stymuluja odréznicowanie [46,4]. Oprécz wiec tego, ze oddzia-
tujac odréznicowujaco np. na eksplantaty pierwotne wyzwalaja w nich embriogenny
potencjat, majg takze bardzo istotny wptyw na przebieg somatycznej embriogenezy
bedacej jak wiadomo z morfogenetycznego punktu widzenia ré6znicowaniem. Ewi-
dentnym tego dowodem jest funkcjonowanie (nie tylko u modelowej marchwi) cyklu
auksynowego [4]. Prég hamowania somatycznej embriogenezy marchwi ustalono dla
2,4-D na ICT"M, a dla IAA na 10"10M [14]. Rola 2,4-D moze polegaé na stymulacji
syntezy endogennego |AA. Zaleznos¢ ta nie polegajednak na bezposrednim oddzia-
tywaniu na szlaku biosyntezy tego naturalnego regulatora wzrostu z tryptofanu [29],
U rzepaku do zaindukowania embriogenezy z tkanki proliferujgcej na pozywce z
NAA, wystarczata 2 godz. ekspozycja na 2,4-D [11]. Z auksyn uzywanych do
zainicjowania somatycznej embriogenezy z réznych eksplantatéw i u roznych takso-
néw, najwazniejszy jest niewatpliwie 2,4-D. Poza tym stosowano takze 2,4,5-T,
NAA, picloram, rzadziej IAA iinne.

f) Cytokininy. BAP stymulowata proliferacje tkanki marchwi, w efekcie jednak
hamowata jej embriogenny potencjat. Wykazano, ze w zawiesinach marchwi BAP i
kinetyna hamowaty powstawanie zarodkéw somatycznych na podtozu wolnym od
innych regulatoréw wzrostu, natomiast zeaty naw stezeniu 0,1 mg «I"1wywierata efekt
stymulujacy [14]. Wyzsze stezenia tego regulatora wzrostu proces hamowaty. Stymu-
lujagcy wpltyw zeatyny byt widoczny po dodaniu jej 3-4 dni po indukcji embriogenezy
w wolnej od auksyn pozywce.

g) Kwas abscyzynowy - ABA. W ros$linach rosngcych in vivo jest tgcznie z
giberelinami zwigzany z regulacja proceséw wzrostowych i inicjacji generatywnej
przez uktad fitocliromowy. Ponadto reguluje gospodarke wodng roéliny, a takze
pojawia sie w czasie ekspozycji rosliny na czynniki stresowe i przystosowywanie sie
do nich. Podobna funkcja jak przy dojrzewaniu zarodkéw zygotycznych przypisana
zostata temu zwigzkowi takze w czasie embriogenezy somatycznej [2, 14]. Ponadto
oddziatywat on takze bardziej specyficznie. U marchwijedng z czesto wystepujacych
nienormalno$ci w rozwoju zarodk6éw somatycznych jest wieloliscieniowo$¢ (rys. 2).
Pomimo hamowania przez ABA procesu inicjacji powstawania zarodkow z tkanki
proembriogennej, to dalsze fazy byly przez ten zwigzek stymulowane. Stymulacja
polegata na tym, ze dodanie do synchronicznej kultury, wtedy gdy zarodki sg w
stadium sercowatym, zwiekszato odsetek zarodkdw rozwijajacych sie normalnie [2],
Podobne efekty obserwowano takze u lucerny i $wierka [12].
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h) Etylen. Embriogenne kultury zawiesinowe marchwi syntetyzowaty go w czasie
ekspotencjalnej fazy wzrostu [5], Jako egzogenny, moze by¢ wprowadzany do kultur
in vitro, w dwoéch postaciach: jako wolny gaz i jako etephon (zwigzek ktéry w
kontakcie z woda rozktada sie, w wyniku czego powstaje wolny gaz). Generalnie
etylen hamowat przebieg SE u wielu roslin (w tym takze drzew iglastych). Na odwrot,
inhibitory biosyntezy etylenu (takie jak Co2+, Ni2+, i Ag+oraz kwasy: salicylowy i
acetylosalicylowy wprowadzone w okreslonych stezeniach) proces stymulowaty [5,
36].

Nieembriogenny kalus Picea abies cechowata duzo wieksza produkcja etylenu w
poréwnaniu z kalusem embriogennym. Nalezy zwracac takze uwage na koniecznos¢
doktadnego dobrania stezenia przy traktowaniu wolnym etylenem i etephonem, od
czego zalezy oczekiwany efekt. W czasie indukcji SE z uszkodzonych zarodkéw
zygotycznych i merikarpéw na wolnym od regulatorow wzrostu podtozu u marchwi
obserwowano efekt hamowania procesu, jezeli zawartos¢ tego gazu w atmosferze nad
kulturg wynosita 0,5 i 1,0 ppm [39].

i) Poliaminy. Wiadomo, Ze somatycznej embriogenezie towarzyszy syntezaendo-
gennych poliamin, aich poziom zalezy od stadium zarodkéw somatycznych. Dodane
jako egzogenne wyraznie stymulowaty embriogeneze bezposrednia z eksplantatéw
pierwotnych u kilku przebadanych gatunkéw [28]. Metabolizm poliamin wigze sie
$cisle z metabolizmem azotu [1],

j) Stres. Sam stres jest oczywiscie pojeciem bardzo szerokim i nie do konca
zdefiniowanym. Kultury in vitro tkanek roslinnych mozna traktowac jako stresowe,
a samo zjawisko wzrostu tkanek w sztucznie stworzonych warunkach jest reakcjg
rosliny na uszkodzenie zwigzane z pobraniem eksplantatu [21,37], traktowanie regu-
latorami wzrostu itd. W poréwnaniu jednak do "normalnych” warunkéw kultury in
vitro, zastosowano w nich takie czynniki stresujgce, jak: chlorek sodowy, jony metali
ciezkich (kadm, kobalt, nikiel, cynk) i sacharoza (ta ostatnia w stezeniu 0,3-0,7 M,
czyli ~ 100-300 g « F1) [21], W warunkach takich z merystem6éw apikalnych
(modelowej marchwi) formowaly sie somatyczne zarodki bez widocznego udziatu
tkanki kalusowej. Proces ten miat miejsce bez jakiejkolwiek stymulacji egzogennymi
regulatorami wzrostu. Zarodki somatyczne powstawaty takze w czasie kietkowania
nasion wysterylizowanych w roztworze podchlorynu sodu o wysokim stezeniu (co
prowadzito do cze$ciowego uszkadzania zawartych w nich zarodkéw zygotycznych).

6. EMBRIOGENNE KULTURY PLYNNE U OGORKA

Z prowadzonych przez nas badan na ogérku wynika, ze merystematyczny chara-
kter nie wystarcza do podjecia przez komarki ukierunkowanych podziatow, w wyniku
ktorych powstaje somatyczny zarodek. Istotnarole (amoze kluczowa) odgrywaja tutaj
przestrzenne orientacje komorek, czyli informacjapozycyjna. Innymi stowami to, czy
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z grupy komérek o charakterze proembriogennym uformuje sie zarodek somatyczny,
zalezy od usytuowania ich w stosunku do innych, nie uczestniczgcych w formowaniu
embrionu. (Podobnie jak zygota oprécz kompetencji ma informacje pozycyjna.)

Badania na ogérku wskazuja, ze w wiekszosci przypadkéw auksyna uzywana do
indukowania embriogenezy somatycznej jest potrzebna do zaindukowania podzia-
tow i wyzwolenia w komorkach potencjatu proembriogenicznego (podobng role
odgrywa niskie pH). Obecno$¢ auksyny lub presja niskiego pH wydaje sie nie by¢
jednak kluczowym determinantem przy indukowaniu embriogenicznos$ci w komor-
kach proembriogennych. Role te przypisa¢ nalezy niewatpliwie zredukowanemu
zrodtu azotu, a szczeg6lnie jonom amonowym. Byly one niezbedne do indukcji
embriogenicznosci. Merystemy apikalne pobrane z siewek ogorka bylyw stanie
reagowac wytwarzajac somatyczne zarodki napozywce wolnej od regulatoréw wzro-
stu. Do zaindukowania tego procesu wystarczato uszkodzenie towarzyszace pobraniu
eksplantatu i obecno$¢ w podtozu jon6w amonowych.

W ustalonych kulturach zawiesinowych ogérka (fot. 1) stwierdziliSmy duzo ana-
logii do zjawisk opisywanych u marchwi [48], Jezeli zawiesinaproliferuje napozywce
uzupetnionej auksyng ijonami amonowymi, to pojawiajg si¢ w niej proembriogenne
Komaérki Specyficznego Typu 1(dzielgce sie czesto nieréwnocennie) i agregaty masy
proembriogenicznej - PEM (fot. 2 i 3). Zmiana pozywki, na wolng od 2,4-D dopro-
wadza do powstawania zarodkéw somatycznych z tych agregatow. Poniewaz liczba
PEM w 1 ml zawiesiny moze dochodzi¢ do kilkunasu, tyle tez zarodkéw mozna
otrzymac z tej objetosci ptynnej kultury. tatwo takze wyobrazi¢ sobie wydajnos¢
takiego systemu, jezeli z kolby zostanie przeniesiony do skali kilkusetlitrowego
bioreaktora.

U marchwi stwierdzono histologicznie istnienie dwoch typdw masy proembrio-
genicznej [42]. Niektore z jej agregatow byty zbudowane z drobniejszych, bogatych
w cytoplazme i skrobie komoérek, inne z komérek nieco wiekszych, z wiekszymi
wakuolami, nie zawierajacych skrobi. Obserwacje prowadzone przez nas na ogorku
réwniez wskazuja na istnienie przynajmniej dwéch typéw PEM (fot. 4). Zauwazyli-
$my ponadto, ze formowanie sie zarodkow somatycznych odbywa sie w zaleznosci
od struktury tych agregatéw [48], przy czym istnieje tu zalezno$¢: Im wiecej skrobi
zawiera kilkunasto- lub kilkudziesieciokomdrkowy agregat, tym mniej komérek
wchodzgcych w jego skfad uczestniczy w formowaniu zarodka somatycznego. Od 1
do 4 lub 5 komérek wchodzacych w sktad PEM dzielac sie daje poczatek zarodkowi.
W skrajnych przypadkach, z agregatdéw PEM zawierajacych duzo skrobi, zarodki nie
powstajg w ogoéle.

Masa proembriogeniczna powstaje niewgtpliwie dwoma drogami. Jedng z nich sg
nierbwnocenne podziaty Komorek Specyficznego Typu 1, drugg natomiast Ifagmen-
tacja wiekszych agregatow. W czasie nabywania przez ustalone zawiesiny ogdrka
embriogenicznosci w kulturach pojawiajg sie komarki skrobiono$ne. Komarki te maja
cytrynowaty ksztatt i wewnatrz charakterystyczny uktad cytoplazmy. Czesto takze



Fot. 1. Typowa pojedyncza komérka w ustabilizowanej embriogennej kulturze zawiesinowej
ogdrka. 1 ml kultury zawierat w fazie stacjonarnej ok. 8 x 105takich komérek (podziatka = 20 jam).
Fot. 2. Pierwsze podziaty komérek Specyficznego Typu 1, w wyniku ktérych powstawaty agregaty
PEM. Strzatkg zaznaczono pozostatosci komoérek proembriogenicznych (podziatka = 20 pm).
Fot. 3. Agregaty masy proembriogeniczej PEM w ustabilizowanej embriogennej kulturze zawiesi-
nowej ogorka. Strzatkami zaznaczono komérki proembriogeniczne, z ktérych powstat PEM (po-
dziatka = 100 pm). Fot 4. Agregat, w ktoérego sktad wchodza dwa typy masy proembriogenicznej
PEM w kulturze zawiesinowej ogorka. Ciemniejsza, oznaczona strzatka czes$¢ agregatu zbudowana
jest z komoérek bogatych w skrobie (podziatka =50 pm). Fot 5. Wydtuzone komérki skrobio-
nosne towarzyszace agregatowi PEM w kulturze zawiesinowej ogérka (podziatka = 50 pm). Fot
6. Globularne i sercowate stadia zarodkéw somatycznych 9 dni po posiewie ustabilizowanej
embriogennej kultury zawiesinowej ogérka na wolne od regulatoréw wzrostu ptynne podtoze.
Strzatkami oznaczono pozostatosci po masie proembriogenicznej (podziatka = 1 mm)



Fot. 7. Zarodki somatyczne ogdrka, w ktorych zastymulowano, relatywnie wysokg zawartoscig
jonow azotanowych w pozywce, przerost czesci radykularnej-korzeniowej. (podziatka = 1 mm).
Fot. 8. Zarodki somatyczne ogorka, w ktorych zastymulowano (gtdwnie poprzez relatywne zwie-
kszenie zawartoscijonow amonowych w pozywce) przerost czesci pedowej-plumularnej. Anomalia
ta objawia sie pojawieniem sie bardzo duzych stadiéw globularnych. W zarodku zygotycznym
stadium globularne ma ok. 100-200 (im $rednicy (podziatka = 1 mm). Fot. 9. Zarodek somatyczny
ogorka z trzema liscieniami. Wieloliscieniowo$¢ zarodkow byta takze obserwowana w embriogen-
nych kulturach marchwi (rys.2) (podziatka= 1mm). Fot. 10. Zarodek somatyczny ogorka, w ktérym
nastapit przerost czesSci pedowej-plumularnej (patrz dla poréwnania rys. 2) (podziatka = 1 mm).
Fot. 11. Zarodki somatyczne ogorka, w ktdrych nasapit wyrazny przerost czesci pedowych
(plumularnych). Wszystkie zwrdcone sg biegunemkorzeniowym(radykularnym) w strone agregatu
PEM, z ktérego powstaty (objasnienia w tekscie; podziatka = 1 mm). Fot. 12. Zarodki somatyczne
ogorka zamkniete w alginianowych kapsutkach (podziatka = 1 mm)
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towarzyszg agregatom PEM (fot. 5). Dotychczas jednak nie wyjasniliSmy roli, jaka
odgrywajg one w powstawaniu masy proembriogenicznej. PEM jest znakomitym
obiektem do obserwacji najwczesniejszych momentéw inicjacji morfogenezy. Od
jego wielkoSci zalezy to, ile powstanie somatycznych zarodkdw. Z naszych obserwa-
cji wynika, ze z agregatéw o $r. nie przekraczajacej 80-90 pm (-20-30 komaérek)
formuje sie na og6tjeden zarodek. Z wiekszych, szczegdlnie jezeli s one pofragmen-
towane, kilka.

W zawiesinach komérkowych mozemy mie¢ do czynienia z dwoma rodzajami
synchronizacji. Pierwszy dotyczy podziatdéw komorkowych i uzyskiwany jest np.
gtodem fosforanowym, dmgi typ to synchronizacja proceséw.

Synchronizacja procesu somatycznej ebriogenezy doprowadza do wytwarzania
zarodkéw somatycznych takiej samej wielkosSci oraz bedacych w takim samym
stadium, a wywotuje jg usuniecie starej pozywki i zastgpienie jej nowga, pozbawiong
2,4-D. W zwigzku jednak z tym, ze poczatek zarodkowi daje jedna lub kilka komorek
masy proembriogenicznej oraz z tym ze z wiekszych agregatéw PEM rozwijajg sie
szybciej, najwiekszg synchronizacje procesu mozna otrzymac uzywajac do zainicjo-
waniakultury tylko okreslonej frakcji agregatow PEM. (Im mniejszej, tym rozwijajace
sie z niezorganizowanych agregatow zarodki sg bardziej regularne, ale zjednego ml
zawiesiny otrzymuje sie ich mniej.) Jezeli uzywa sie do posiewu tyko frakcji zawie-
rajagcej pojedyncze komorki i ew. dwukomaérkowe agregaty, zarodki nie rozwijaja sie
w sposéb synchroniczny, poniewaz itak wczesniej z pojedynczych komérek powsta-
ja agregaty PEM, a dopiero te po osiggnieciu okreslonej wielkosci formujg zarodki.
U ogorka najwiekszg synchronicznos$¢ procesu otrzymywaliSmy uzywajgc do posie-
wu na wolne od regulatorow wzrostu ptynne podtoze frakcji 50- 80 pm (fot. 6). Przy
posiewie frakcji mniejszej od 150 pm otrzymywalismy do kilkunastu zarodkéw
somatycznych z 1 ml zawiesiny podstawowej, uzywajgc wiekszych frakcji - wiecej,
ale bardziej zr6znicowanych w wielkosci i morfologii. Uzyskiwane wydajnosci sa
porownywalne z wynikami uzyskiwanymi u marchwi [2].

Proporcje czesci pedowej (plumularnej) do korzeniowej (radykularnej) wrozwija-
jacych sie zarodkach somatycznych ogorka zalezg od proporcji i ogdlnej zawartosci
jonéw amonowych i azotanowych w pozywce. Zmieniajgc wiec zawartosci tych
sktadnikéw w pozywce mozna wptywac narozwoj zarodkdw tak, aby byt on zblizony
do normalnego [50] (fot. 7 i 8). W rozwijajacych sie na wolnej od auksyny pozywce
zarodkach somatycznych ogérka zaobserwowalismy wiele podobnychjak u marchwi
anomalii. W$rod nich wytwarzanie wielu liscieni (fot. 10) lub ich zupetny brak (fot.
10).

Z morfologig zarodkow somatycznych wiaze sie jeszcze jedno zjawisko, ktére
mimo ze obserwowane w bardzo wielu pracach, pomijane jest najczesciej w dyskusji.
Chodzi o polarno$¢ w ich rozwoju. W kulturach zawiesinowych typu short-term
zainicjowanych z kalusau ogérka [25] nie dato sie wyraZnie zaobserwowac zalezno$ci
we wzajemnym przestrzennym utozeniu rozwijajacych sie zarodkéw. W embriogen-
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nych zawiesinach ustalonych (long-term) otrzymanych ze stozkOw wzrostu u tej
rosliny formujace sie somatyczne zarodki, o ile oczywiscie powstaje ich obok siebie
kilka, byty zawsze zwrdcone czesciami plumularnymi ods$rodkowo, radykularnymi
natomiast dosrodkowo. Odnosi sie wrazenie, ze proliferacja merystematycznej, api-
kalnej tkanki, w wyniku ktorej zachodzi rozwo6j zarodkow, "przeszkadza" sobie
nawzajem. Czesci plumularne rozwijajacych sie zarodkéw jakby sie odpychaty, a
radykularne przyciggaty (fot. 11).

Z naszych doswiadczen wynika, ze przebieg zmian pH pozywki w czasie trwania
wzrostu w kulturze tkanek embriogennych rozni sie w poréwnaniu z tkankami
nieembriogennymi [49]. Charakterystyczne zmiany pH skorelowane byty z kolei z
pobieraniem z pozywki jor6w amonowych lub azotanowych. Linie embriogenne
intensywniej pobieraty jony amonowe. (Koresponduje to z innymi danymi literaturo-
wymi dotyczacymi np. brzozy [32].) Przeprowadzone analizy aktywnos$ci syntazy
glutaminowej nie wykazaty istotnych réznic pomiedzy obydwoma typami tkanek,
wobec tego wszystko wskazuje na to, ze istotng role w embriogeniczno$ci odgrywa
aktywnos¢ ATP-zaleznego, btonowego biatka - pompy protonowe;j.

8. WYKORZYSTANIE SOMATYCZNEJ EMBRIOGENEZY
W PRODUKCJI ROSLINNEJ

Na skale laboratoryjng embriogenne kultury zawiesinowe oraz kultury zarodkéw
somatycznych prowadzone sg w objetosciach nie przekraczajacych Ildm .Zwigzane
jest to z objetoscig uzywanych naczyn oraz z niewielkim na og6t zapotrzebowaniem
na materiat do analiz. Objetos¢ 1 dm3ustalonej embriogennej kultury zawiesinowej
ogo6rka zawiera w plateau wzrostu 40-50 g tkanki. Mase takg otrzymuje sie po ok. 14
dniach z 4-5 gramo6w inokulum. Posiew takiej objetosci kultury na pozywke wolng
od regulatoréw wzrostu dostarcza z reguty od kilkuset do kilkunastu tys. zarodkéw
somatycznych. tatwo wyobrazi¢ sobie, jakie wydajnosci mogg by¢ osiggane przy
przeniesieniu skali takich kultur z kolb do kilkusetlitrowych bioreaktoréw.

Oprocz produkcji wtérnych metabolitow jedng z biotechnologii opracowywanych
i stosowanych u roslinjest produkcja somatycznych nasion (somseed), czyli zarodkow
somatycznych przetworzonych w taki sposob, aby mogty one by¢ uzyte komercyjnie
[17].

Jako somatycznych nasion uzywa sie zarodkéw somatycznych $wiezych i wysu-
szonych. Zaréwno jedne, jaki drugie mogg by¢ zakapsutkowane w alginianowe (fot.
12) lub silikonowe otoczki, ktére podobnie jak tupina nasienna fizycznie ochraniajg
zawarte w nich zarodki. Sktadnikami takich otoczek moga by¢ substancje odzywcze,
regulatory wzrostu, pestycydy i antybiotyki. Kapsutki umozliwiajg takze stopniowa
hydratacje w przypadku zarodkéw wysuszonych. Wysuszone somatyczne zarodki
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maja ta przewage nad Swiezymi, ze moznaje przechowywaé przez dtuzszy czas bez
utraty zdolnosci do kietkowania, co w przypadku tych drugich nastepuje po kilku
tygodniach. Do suszenia zarodki somatyczne muszg by¢ jednak duzo doktadniej
przygotowane. Przygotowanie takie polega na hartowaniu przy uzyciu m.in. regula-
toréw wzrostu (np. ABA) i zmianach potencjatu osmotycznego $rodowiska [3,17].

Przyczyny, dla ktérych podejmuje sie opracowanie technologii produkcji somaty-
cznych nasion dla okreslonego gatunku, sg nastepujace :

1) praktycznie nieograniczona mozliwos$¢ produkcji zdrowego i wyréwnanego
materiatu siewnego,

2) mozliwo$¢ masowego rozmnazaniatych form, ktore albo nie wytwarzajg nasion
(cecha bardzo pozadana u niektérych owocow i warzyw), albo nie przekazuja korzy-
stnych cech generatywnemu potomstwu, a wiec ciekawych pojedynkdw, triploidow i
mieszancow heterozyjnych;

3) uniezaleznienie produkcji materiatu siewnego od warunkéw pogodowych oraz
pory roku, a takze sprowadzenie jej do matej powierzchni laboratorium biotechno-
logicznego;

4) mozliwos$¢ bardzo szybkiego wprowadzania do uprawy nowych odmian (w tym
otrzymanych z form transgenicznych), przy czym materiat siewny ma jako$é super-
elity;

5) w poréwnaniu z klasycznymi technikami mikropropagacji przy uzyciu kultur in
vitro (mikrosadzonki z kultury merystemdéw) materiat siewny w postaci zarodkow
somatycznych mozna przechowywac i otrzymywac rosliny w dowolnym terminie;

6) ze wzgledu na ptynne srodowisko kultur istnieje mozliwos¢ catkowitej automa-
tyzacji procesu produkcji materiatu siewnego.

Z drugiej strony pojawiajg sie problemy, ktére uniemozliwiajg (przynajmniej w
obecnej chwili) wprowadzenie takich technologii dla niektorych roslin uprawnych.
Trudnosci te sprowadzajg sie do nastepujacych spraw:

1. Nie u wszystkich roslin udaje sie otrzymywaé somatyczne zarodki, co wiecej
rézng predyspozycja do ich wytwarzania cechujg sie nie tylko odmienne gatunki, ale
réwniez formy w obrebie gatunku [35,49].

2. Technologia somatycznych nasion wymaga powtarzalnych procedur otrzymy-
wania zarodkéw somatycznych wyréwnanych i nadajgcych sie do zatrzymania w
rozwoju, a nie zawsze problemy te udaje sie rozwigzaé. Opracowanie takich procedur
jest na ogot dtugotrwate (kilka do kilunastu lat).

3. Pomimo ze rozmnazanie ro$lin drogg somatycznej embriogenezy jest formg
klonowania, czyli rozmnazania wegetatywnego, nie zawsze gwarantuje stabilnosé
genetyczng materiatu, a co zatym idzie powtarzalno$¢ cech w stosunku do materiatu
wyjsciowego. Problem ten jest szeroko badany i znane sgjuz techniki pozwalajace
zminimalizowac¢ tzw. zmienno$é somaklonalna.

Dotychczas u zadnej rosliny nie wprowadzono do handlu detalicznego suchych
somatycznych nasion zdolnych do kietkowania w warunkach polowych, aczkolwiek
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u wielu gatunkéw technologia ta jest juz z powodzeniem stosowana w produkcji
sadzonek w specjalistycznych zaktadach. Najdalej posuniete sg badania nad mar-
chwia, selerem, roslinami kapustnymi, kawa, sojg, rzepakiem, lucerna, baweina,
Swierkiem oraz niektdrymi roslinami ozdobnymi.

9. ZAKONCZENIE

Somatyczna embriogeneza jest obecnie jednym z najintensywniej badanych zja-
wisk w kulturach in vitro tkanek roslinnych. Pomimo tego wiele zagadnier z nig
potaczonych pozostaje nadal nierozwigzanych. Duzo uwag poswieca sie technikom
zwigzanym z otrzymywaniem zarodkdéw somatycznych na duzg skale i sterowaniem
ich rozwojem tak, aby mogly byé uzyteczne jako materiat siewny oraz (lub) jako
substrat do produkcji wtérnych metabolitow. Systemy opracowane w kulturach in
vitro sa takze od blisko 10 lat modelami do badan molekularnych. Podobnie, jak w
przypadku prac histologicznych, ich wyniki otrzymane na materiale pochodzacym z
kultur, odnoszone sg do tego, co dzieje sie w roslinie rosngcej in vivo. Znajomos$¢ tego
systemu pozwalajgcego regenerowa¢ kompletne rosliny z tak matych elementéw, jak
pojedyncze komorki i protoplasty, znajduje takze zastosowanie przy otrzymywaniu
rodlin transgenicznych (w tym mieszancéw somatycznych).
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REGULACJA AKTYWNOSCI GENOW
PODCZAS EMBRIOGENEZY U ROSLIN

REGULATION OF GENE ACTIVITY
DURING PLANT EMBRYOGENESIS

Marcin K. FILIPECKI, Tadeusz WROBLEWSKI, Stefan MALEPSZY

Katedra Genetyki i Hodowli Roslin Ogrodniczych,
Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Streszczenie. Techniki klonowania genéw stworzyty nowe mozliwosci w wielu obszarach badan,
w tym takze w embriogenezie roslin, procesie badanymprzez wielu naukowcéw innymi metodami.
Zmiany ekspresji genéw w czasie embriogenezy bada sie obecnie korzystajac z konwencjonalnego
modelu rozwoju zarodka zygotycznego lub embriogenezy somatycznej w kulturach in vitro.
Pierwszy model wykorzystuje przede wszystkim bogate kolekcje mutantéw zarodkowych. Dzieki
temu mozliwa jest identyfikacja i analiza gtéwnie genéw warunkujacych akumulacje materiatow
zapasowych, odporno$¢ na wysychanie, czy o innej funkcji zwigzanej z pdzniejszymi fazami
rozwoju zarodka. Embriogeneza somatyczna stworzyta lepsze mozliwosci badania réznych genow
zwigzanych z wczesng embriogeneza, w tym takze gendw biatek pozakomaérkowych. Wykorzystu-
jac embriogeneze somatyczng wyizolowano takze homologi gendw istotnych w lepiej zbadanych
procesach rozwojowych u odlegtych systematycznie gatunkéw i majgcych istotne znaczenie w
embriogenezie.

Summary. The gene cloning techniques opened new possibilities in many research areas including
plant embryogenesis that is now of great interest of many scientists using other methods in their
experiments. Changes in gene expression patterns during embryogenesis are tested based on the
model of zygotic embryo developmentor based on somatic embryogenesis in in vitro cultures. The
first model, i.e. research on zygotic embryogenesis includes mainly analysis of noumerous
embryonic mutants. Here, there are many genes cloned and characterized coding for storage proteins
and for proteins of desiccation resistance or others of function related to later stages of embryoge-
nesis. The somatic embryogenesis gives the possibility to test genes related to early embryogenesis
events, including genes of some extracellular proteins. There are also some genes isolated from
somatic embryos showing the homology to genes important in developmental processes of
evolutionary divergent species that are better characterized.
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1. WSTEP

Po zaptodnieniu lub od chwili, gdy komoérka somatyczna czy gametofit meski
wchodzi na szlak embriogenezy, proces rozwojowy zarodka wynika z czasowo
zroznicowanej ekspresji genéw. Od czasu gdy narzedzia biologii molekularnej zna-
lazty sie powszechnie w uzyciu, zbadanie tego procesu stato sie wyzwaniem dla
biologbw roslin. Ostatnio pojawia sie coraz wiecej prac rozpatrujgcych genetyczne i
molekularne aspekty embriogenezy [19,42,46,48]. Celem niniejszej pracy jest poka-
zanie aktualnej sytuacji w zakresie izolacji i molekularnej charakterystyki genéw
bioracych udziat w zygotycznej i somatycznej embriogenezie.

Wedtug Raghavana [36] aktywacja genéw podczas przejscia komorki somatycznej
w zarodek jest odmienna od zachodzacej po zaptodnieniu, szczegélnie jesli chodzi o
poczatkowe etapy tego procesu. Ponadto metodyka konieczna do zapoczatkowania
badan w tych dwu systemach, jak i materiat wyjSciowy znacznie sie roznig. W
niniejszym opracowaniu molekularne mechanizmy embriogenezy zostang omoéwione
oddzielnie dla embriogenezy zygotycznej i somatycznej. W wielu wypadkach wyniki
molekularnych badan nad somatyczng embriogenezg sg pozniej potwierdzane w
uktadzie embriogenezy zygotycznej. Stwarza to wspdlng platforme w interpretacji
wynikow badan na obydwu modelach.

2. EMBRIOGENEZA ZYGOTYCZNA

2.1. ROLA INFORMACIJI MATECZNE]J

Na podstawie eksperymentéw w uktadach zwierzecych, takich jak jezowiec czy
niektére ptazy, powszechnie akceptowane jest istnienie informacji matrycowej w
komorce jajowej (mateczne mRNA), poza jadrowym DNA, ktéra stuzy do syntezy
biatek bezposrednio po zaptodnieniu [36]. Niewiele wprawdzie wiadomo na temat
roslin wyzszych, jednak prace Nagato [32] wskazuja na podobienstwo pod tym
wzgledem do organizmow zwierzecych. Ot6z ktosy jeczmienia wytozone napozywke
z 3H-urydyna nie wykazaty autoradiograficznie wykrywalnego wigczania znakowa-
nego zwigzku az do stadium okoto stu komdrek (czyli po stadium globularnym).
Jednoczesnie $ledzac inkorporacje 3H-leucyny nie zaohserwowano ograniczenia syn-
tezy biatek. Wiedzac, ze komérki jajowe byty zaptadniane po wytozeniu ktoséw na
pozywke i ze komorki zarodka globularnego nie majg duzych zapaséw urydyny,
moznastwierdzié, ze pierwsze biatka zarodka sg kodowane nazgromadzonym mRNA
matki. Meinke [31] podkres$la jednak mniejsze zaczenie matecznego mRNA w em-
briogenezie uktadéw roslinnych w poréwnaniu ze zwierzetami, ze wzgledu na mozli-
wos$¢ indukcji embriogenezy z mikrospor czy komaérek somatycznych.
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Innym przyktadem wptywu rosliny matecznej jest oddziatywanie srodowiska, w
jakim zarodek sie rozwija. Mutacja shrunken endosperm u jeczmienia gtéwnie usz-
kadza bielmo ijest przyktadem istnienia efektu rosliny matecznej [14].

2.2 mRNA SYNTETYZOWANE DE NOVO

Z anatomicznego punktu widzenia, zarodek roslinny jest stosunkowo prosto zbu-
dowany w poréwnaniu z dojrzatg rosling czy z zarodkiem zwierzecym. Wyniki
hybrydyzacji DNA-RNA wskazujg jednak, ze okoto kilkanascie tysiecy réznych
gendw ulega ekspresji na poziomie mRNA w stadium liscieniowym zarodka soi [20]
i bawetny [18]. Jest to ilos¢ przyblizona do obserwowanej w dojrzatej roSlinie.
Kompleksowos$¢ ekspresji gendw wydaje sie nie by¢ proporcjonalna do ztozonosci
strukturalnej, atym samym w przeciwienstwie do zwierzat embriogeneza roslin nie
charakteryzuje sie redukcjg ilosci aktywnych genow [19].

Znaczng cze$¢ nowo transkrybowanych genéw w zarodku stanowig geny biatek
strukturalnych i funkcjonalnych, zapewniajagcych state dziatanie komorki, tzw. geny
mechanizmu podstawowego. Specjalizacja komérkowa, zwigzana z inicjacjg orga-
now i funkcjami nasienia, wymaga syntezy specjalnej puli biatek. Powinny wiec
zachodzi¢ zmiany aktywnosci niektérych gendw w zaleznos$ci od stadium zarodka.
Wyniki badan nad ekspresjg roznych gendw w czasie embriogenezy mozna uogolnié
w postaci schematu przedstawionego na rysunku 1.

Ze wzgledu na trudnoSci techniczne ciezko jest prowadzi¢ badania nad wczesng
embriogenezg zygotyczng i niewiele wiadomo na ten temat. Pomocne okazuje sie
zjawisko somatycznej embriogenezy, ktére omoéwione zostanie w drugiej czesci
pracy. Przewazajaca czes¢ dostepnych danych dotyczy molekularnej charakterystyki
pézniejszych stadiow zarodka. Goldberg i in. [20] poréwnywali u soi grupy rzadkich
mRNA w stadium liscieniowym (30 dpz = dni po zaptodnieniu), w "potdojrzatych”
zarodkach (75 dpz) i w dojrzatym zarodku w stanie spoczynku (125 dpz). Poréwnania
te dotyczyty gtéwnie genéw aktywnych podczas wzrostu liscieni, gdyz wiekszo$¢
komorek zarodka w wymienionych stadiach wchodzi w skiad liscieni. Ponad 90% z
15000 réznych mRNA obecnych w "poétdojrzatym zarodku" jest wykrywalne w
stadium liscieniowym i w dojrzatym zarodku. Co wiecej, wiekszos¢ z nichjest obecna
po kietkowaniu w liscieniach i w lisciach. Dane te wykazuja, ze tylko niewiele
jakosciowych zmian w sktadzie mMRNA zachodzi w liScieniach podczas dojrzewania
zarodka. Wiekszos$¢ rodzajow mRNA jest przechowywana w dojrzatym zarodku i
jest obecnapdzniej wroslinie. Przypuszczalnie wiec, niewiele rodzajow transkryptow
jest specyficzne dla zarodkéw lub jest obecne w zarodkach w znacznie wigkszej ilosci
niz w innych okresach rozwoju (rys. 1). Galau i Dure [18] szacujg, ze nie wiecej niz
sto réznych genéw ulega w petni specyficznej ekspresji w czasie embriogenezy.
Dodatkowo, wyniki porownan produktow translacji in vitro mRNA z zarodkéw w
réznym wieku do biatek wystepujacych in vivo [4] wskazujg na przewage regulacji
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KONSTYTUTYWNE (aktyna, tubullna, kalmodulina)

2 m8NA

POZNEJ EMBRIOGENEZY/WCAESNEGO KIELKOWANIA

STADIUM WCZESNA SRODKOWA POZNA DOJRZALE 12godz. 24 godz.
LISCIENIOWE FAZA DOJRZEWANIA NASIONO

EMBRIOGENEZA KIELKOWANIE

Rys. 1 Wystepowanie poszczeg6lnych typéw mRNA podczas embriogenezy i kietkowania (prze-
rysowane za [11]); grubo$¢ poszczegolnych blokéw jest proporcjonalna do intensywnosci wyste-
powania; pokazano réwniez orientacyjne czasy wystepowania typow mRNA

na poziomie transkrypcji w czasie embriogenezy nad p6zniejszymi mozliwymi eta-
pami regulacji.

2.3 MUTANTY ZARODKOWE
JAKO OBIECUJACA PERSPEKTYWA IZOLACIJI
GENOW KLUCZOWYCH DLA EMBRIOGENEZY

Genetyczng i molekularng analize genéw petnigcych rézne funkcje podczas em-
briogenezy utatwiajg mutanty zarodkowe. Pod wzgledem fenotypowym mozna je
podzieli¢ na;

(1) zaburzenia wczesnych stadiow morfogenezy i podziatow komorkowych,

(2) zmiany akumulacji barwnikéw i materiatéw zapasowych podczas dojrzewania
nasienia oraz

(3) zaktdcenia w przygotowaniu do spoczynku i kietkowania [31].
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Wiekszo$¢ z nich, z wyjatkiem ge-
néw niektorych biatek zapasowych oraz
biatek LEA (ang. late embryogenesis
abundant) jest nieznana.

Najtrudniejsze z punktu widzeniate-
chnicznego, ale i bardzo interesujace sg
badania nad mutantami przejawiajacy-
mi swoj efekt we wczesnych stadiach
embriogenezy. Nadzieje na szersze zba-
danie molekularnych aspektow embrio-
genezy budza szeroko zakrojone prace
nad mutantami rozwojowymi zarodkéw
kukurydzy i rzodkiewnika. Ciekawg ich
cze$¢ stanowig mutanty z rozwojem za-
rodka zatrzymanym w okre$lonym sta-
dium. Otrzymano juz kolekcje takich
mutantow u kukurydzy uzywajac trans-
pozonow [6] oraz u rzodkiewnika przy
pomocy T-DNA. Szczegélnie obiecuja-
ce sg mutanty rozwoju zarodka rzod-
kiewnika otrzymane przez mutageneze
EMS [30], Te ostatnie obejmuja kilka
grup w zaleznosci od fenotypu mutanta
(rys. 2):

(1) delecja czesci zarodka w osi api-
kalno-bazalnej,

(2) zaburzenia struktury wzoru ra-
dialnego,

(3) zmieniony ksztatt.

Identyfikacja i analiza tych mutacji
moze mie¢ przetomowe znaczenie w

DELECJE CZESCI ZARODKA:

APIKALNEJ t

CENTRALNEJ

BAZALNEJ

TERMINALNYCH

FENOTYP FENOTYP
ZARODKA MUTANTA
DZIKIEGO

Rys. 2. Rodzaje delecji we wzorze osiowym za-
rodka Arabidopsis thaliana powodowane przez
mutacje (przerysowane za [30])

badaniach genetyczno-molekularnych uwarunkowan morfogenezy we wczesnych
stadiach rozwoju zarodka. Jedna z mutacji genu GNOM zaburzaasymetryczny podziat
zygoty [29]. Inne z otrzymanych mutacji dotyczg dalszych etapdw tworzenia domen
w osi apikalno-bazalnej (domena apikalna: liscienie, wierzchotek pedu, gorna czes¢
hypokotyla; domena centralna: hypokotyl; domena bazalna: korzen). Pozostate z
omawianych mutacji zakt6caja organizacje tkanek i ksztattu zarodka. Na podstawie
tych badan przypuszcza sie, ze okoto czterdziesci gendw odpowiada za ustalenie i
organizacje anatomii zarodka [30]. Niestety, do tej pory zaden z powyzszych genéw
nie zostat scharakteryzowany molekularnie, cho¢ trwajg intensywne prace w tym

kierunku.
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2.4. WCZESNA EMBRIOGENEZA

Jednym z przyktaddéw wyraznych zmian w ekspresji genéw podczas wczesnej
embriogenezy zygotycznej jest gen inhibitora trypsyny Kunitza u soi. mRNA tego
genu pojawia sie juz w matej grupie komorek w mikropylarnej czesci zarodka
globularnego, ktdre przypuszczalnie sg komdrkami inicjalnymi merystemu i wyste-
puje w dos¢ duzej iloSci w obszarze powstawania merystemu w zarodku sercowatym,
[34]. Inhibitor trypsyny nie stanowi jednak produktu swoistego dla wczesnej embrio-
genezy ijest zaliczany do biatek nasienia.

2.5. EKSPRESJA BIALEK LEA | BIALEK NASIENIA

Wedtug rysunku 1 biatka nasienia sg grupa, ktérej obecnos¢ jest specyficznie
regulowana w zaleznosci od stadium rozwojowego zarodka. Sgto do$¢ powszechne
biatka akumulowane podczas embriogenezy i magazynowane w suchym nasieniu.
WSrdd nich biatka zapasowe stuzg za zrddto wegla i azotu dla kietkujgcego nasienia
[24], natomiast rola biatek, takich jak lektyna czy inhibitor trypsyny, nie jestjeszcze
doktadnie znana [19]. Biatka zapasowe s3 z jednej strony dobrym modelem do
$ledzenia regulacji ekspresji genéw roslinnych, a z drugiej waznym ekonomicznie
zrodtem zywnosci i surowcadlaprzemystu. W przyblizeniu mRNA kodujace te biatka
stanowi 50% catego mRNA zarodka "pétdojrzatego” [20]. Goldberg iin. [19] wyréz-
niajg nastepujace cechy biatek nasienia:

(1) okreslona, czasowa ekspresja gendw kodujacych te biatka,

(2) wysoka specyfika ich ekspresji, ograniczona wytgcznie do embriogenezy lub
zaznaczajgca sie tylko nieznacznie w innych fazach,

(3) regulacja przestrzenna ekspresji tych biatek w réznych czesciach zarodka (np.
lektyna wykazuje wyzszg ekspresje w liscieniach niz w osi zarodka).

Inng embriospecyficzng grupg sg biatka LEA (ang. late embryogenesis abundant).
Ulegajgone czasem ekspresji takze winnych fazachrozwojowych rosliny jako reakcja
na susze i przypuszcza sie, ze spetniajg funkcje ochronng w czasie utraty wody [12].

2.6. MECHANIZMY REGULACIJI EKSPRESJI
EMBRIOSPECYFICZNYCH BIALEK

Badania nad aktywnos$cig gendéw kodujgcych biatka nasienia prowadzone przez
Wallinga i in. [45] wskazujg, Ze regulacja ekspresji wielu z nich odbywa sie na
poziomie transkrypcji. Posttranskrypcyjna regulacja ma réwniez miejsce. Dowodzg
tego m.in. réznice w zawartosci mRNA lektyny pomiedzy "po6tdojrzatym™ zarodkiem
a korzeniem dojrzatej rosliny wynoszace kilka rzedow wielkosci wiecej niz te same
réznice w poziomie transkrypcji genu lektyny. Moze to by¢ wynikiem wiekszej
stabilnosci czy tez efektywniejszego transportu do cytoplazmy w zarodku niz w
ro$linie.
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Mechanizmy regulacji ekspresji roznych biatek nasienia wydajg sie by¢ wysoce
konserwatywne. Swiadcza o tym wyniki do$wiadczenia, w ktérym wkomponowano
geny tych biatek w pochodne plazmidu Ti, nastepnie transformowano rosliny przy
pomocy Agrobactefium tumefaciens i badano ich ekspresje w uktadach heterologi-
cznych. Stwierdzono, ze u transformantéw tytoniu i petunii zostaje zachowana spe-
cyfika ekspresji gendw takich gatunkoéw, jak: soja, fasola, rzepak, jeczmien, pszenica
i kukurydza [19](tab.l). Przy pomocy delecyjnych pochodnych promotoréw niekt6-
rych z tych genow zidentyfikowano rejony, a w niektérych przypadkach konkretne
elementy odpowiedzialne za specyficzng ekspresje w zarodkach (tab. 1) [19,42].
Aktywnos¢ niektorych zarodkowych genéw powigzano z ekspresjg gendw regulato-
rowych. Takimi regulatorami u kukurydzy sg Opaque2 dla genéw zein [25], Cl i R1
dla genow antocyjanin endospermu oraz Viviparous 1, regulator dwéch poprzednich
[22], Ekspresja embriospecyficznych biatek jest takze zalezna od AB A. Okazato sie,
ze kwas abscyzynowy powoduje podwyzszong akumulacje mRNA, niektérych biatek
LEA izapasowych [35,38]. Podobnie jak i w promotorach genéw kodujacych biatka
nasion, tak i w niektérych genach LEA zidentyfikowano specyficzne elementy. Na
przyktad gen Em z pszenicy maw promotorze element warunkujacy ekspresje zalezng
od ABA i od czynnika transkrypcyjnego EMBP-1 [21].

3. EMBRIOGENEZA SOMATYCZNA

3.1. MARCHEW JAKO MODELOWY UKtLAD DOSWIADCZALNY

Notowany w ostatnich latach znaczacy rozw6j badan nad somatyczng embrioge-
nezg spowodowat takze wzrost zainteresowania tym procesem jako modelem do
badan zrdznicowanej ekspresji gendw w czasie morfogenezy. Najszerzej stosowanym
tutaj modelem jest somatycznaembriogenezaw zawiesinach komoérkowych marchwi.
Model ten polega nautrzymywaniu w stanie niezr6znicowanym zawiesiny sktadajacej
sie z pojedynczych komérek i agregatow komorkowych w obecnosci 2,4-D. Usunie-
cie auksyny z pozywki powoduje indukcje rozwoju zarodkow. Uktad ten z dos¢
prostym systemem sterowania, w ktérego wyniku mozna otrzyma¢ embriogeneze z
pojedynczej komorki somatycznej, wydaje sie idealnym do badan biochemicznych i
molekularnych. Badania aktywacji genéw podczas somatycznej embriogenezy wyda-
ja sie szczegdlnie przydatne w $ledzeniu wczesnych efektéw embriogenezy.

3.2. PIERWSZE BIOCHEMICZNE MARKERY
SOMATYCZNEJ EMBRIOGENEZY

Pierwsze badania zmierzajgce do og6lnej charakterystyki genéw ulegajacych eks-
presji w tym uktadzie badawczym mozna przedstawi¢ nastepujaco (za Raghavanem

[36]):
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TABELA 1 Zestawienie roznych biatek nasion (przerysowane z [19], zmodyfikowane)

Biatko/gen Gatunek Specyfika ekspresji Obszary promotora
zachowana w uktadzie wazne dla specyfiki
heterologicznym ekspresji

R-konglicynina, podjednostka a'/Cgyl  soja tyton, petunia +1 do -159

R-konglicynina, podjednostka ICgy4 soja tyton, petunia ?

lektynaJLel soja tyton +1do-77

glicynina, podjednostka AiaBIbIGyl soja tyton +1 do -66

inhibitor trypsyny Kunitza/ATt/7 soja tyton ?

inhibitor trypsyny Kunitza/Af/2 soja tyton ?

inhibitor trypsyny Kunitza/ATh3 soja tytori ?

vicilina groch ? ?

legumina AllegA groch tytor ?

legumina BllegB fasola tyton ?

fitohemagglutynina, podj. Lldlec2 fasola tyton +1 do-125

faseolina fasola tyton ?
krucyferyna rzepak ? ?

napina rzepak rzepak +1 do -300

hordeina jeczmien tyton +37 do -512

glutenina, ciezki polipeptyd pszenica tyton -5 do —438

glutenina, lekki polipeptyd pszenica tyton -160 do-326

zeina, polipeptyd 19 kDa kukurydza  petunia ?

zeina, polipeptyd Z4 kukurydza  tyton +1 do -549

HRGP (hydroxyproline-rich kukurydza ? ?

glycoprotein)

HyPRP (hybridproline-richprotein)  kukurydza ? ?

heliantyninaJHaG3-D stonecznik  tyton -322 do-725

1 Juz w 6 godzin po przeniesieniu do pozywki bez auksyny nastepuje wzrost
syntezy mRNA w poréwnaniu z zawiesing rosngcg w obecnosci 2,4-D, jednoczesnie
jest obserwowane obnizenie stezenia wolnych aminokwaséw w embriogenicznych
liniach komd&rkowych.

2. Indukcja embriogenezy w zawiesinach marchwi na pozywce bez auksyny
podlegaregulacji napoziomach transkrypcyjnym i translacyjnym, poniewaz inhibitor
poliadenylacji nie zatrzymuje syntezy biatek, a rozwoéj zarodka zatrzymuje sie w
stadium globularnym. Innym mozliwym wyttumaczeniem tego zjawiskajest determi-
nacja molekularna rozwoju embrioidu juz na pozywce z 2,4-D.

3. Zmianie ekspresji genéw podczas somatycznej embriogenezy towarzyszgrézne
zmiany biochemiczne, takie jak:

(a)ponad dwukrotny wzrost stezenia putresceiny, spermidyny i sperminy w ko-
markach embriogennych w 24 godziny po usunigciu 2,4-D oraz wzrost aktywnosci
dekarboksylazy argininowej i dekarboksylazy S-adenozylmetioniny, enzymow bio-
racych udziat naszlaku biosyntezy wymienionychpoliamin (poliaminy majg zdolno$é
wigzania grup kwasowych kwaséw nukleinowych),
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(b) r6znice we wzorach elektroforetycznych izoenzymow, takich jak dehydroge-
naza glutaminianowa i inne [2,13],

(c) wzrost wzglednej zawartosci histonu HI w stosunku do pozostatych biatek
histonowych w kulturze embriogennej,

(d) zmiany w elektroforetycznych obrazach biatek szoku cieptego,

(e) wystepowanie dwéch embriospecyficznych biatek EI i E2, pojawiajacych sie
w kilka godzin po indukcji somatycznej embriogenezy u marchwi [40,41]. Podobnie
w innych uktadach do$wiadczalnych zaobserwowano zmiany na elektroforezogra-
mach biatek [15], cho¢ czesSciej ilosciowe.

3.3. BIALKA LEA TAKZE ULEGAJA EKSPRESIJI
PODCZAS SOMATYCZNEJ EMBRIOGENEZY

Na koncu powyzszego zestawienia wynikow pierwszych badan biochemicznych
aspktow somatycznej embriogenezy wymieniono obserwacje dotyczace zmiany w
elektroforetycznych obrazach biatek. Ot6z badania biatek staty sie pomostem tacza-
cym ze wspotczesna biologig molekularng. Poniewaz napoczatku embriogenezy brak
jest znacznych zmian w réznorodnosci i intensywnos$ci syntezy biatek, wystepuja
trudnosci w izolacji gendw o specyficznej ekspresji we wczesnym rozwoju zarodka.
Choi i in.[5] zastosowali metode immunoadsorbcji do wzbogacania przeciwciat na
ekstrakty z zarodkéw somatycznych. Stosujac takie przeciwciata wyizolowano z
biblioteki ekspresyjnej klony cDNA o preferencyjnej ekspresji w czasie embriogene-
zy. Jeden z nich, Dc8 kodowat hydrofilne biatko wykazujace podobieistwo do biatek
typu LEA [12]. Wzor ekspresji byt podobny w zarodkach somatycznych i zygotycz-
nych marchwi. Niski poziom transkryptu Dc 8 stwierdzono w niezréznicowanych
kulturach komaérkowych, natomiast podczas tworzenia zarodkéw globularnych naste-
powat wzrostjego zawartos$ci. Produkt genujest takze obecny w dojrzatych zarodkach
zygotycznych i w niewielkich ilosciach w bielmie marchwi. Pomimo obecnosci juz
we wczesnych etapach embriogenezy przypuszcza sie, ze biatko Dc8 petni role
podczas odwadniania nasion, podobnie jak inne biatka LEA [3,17]. Ekspresja innego
genu marchwi, Dc59, badanego jednoczesnie z Dc8, jest takze indukowana we
wczesnej embriogenezie [5,23]. Dc59 wykazuje homologie do biatka btonowego
ciatek ttuszczowych kukurydzy. Pomimo ze mRNA dla Dc8 i Dc59 pojawiajg sie juz
w stadium globularnym, to ich obecnos$¢ jest raczej skorelowana z p6zniejszym
stadium sercowatym. Hormon 2,4-D, jeden z gtéwnych czynnikéw regulujacych
somatyczngembriogeneze marchwi, ktérego usuniecie z kultury prowadzi do rozwoju
zarodkéw somatycznych, nie powoduje zahamowania ekspresji Dc8 i Dc59. Inny
regulator wzrostu, ABA, powoduje akumulacje tylko mRNA Dc59 w organach
zarodkowych. Biatkowe ekstrakty jadrowe z zarodkow somatycznych wykazywaty
wigzanie do pieciu sekwencji (elementdw) promotoraDc59, wskazujac na mozliwos$¢
regulacji ekspresji tego genu przez inne biatka zarodka. Elementy te byty homologi-
czne do wystepujacych w obrebie promotora genu Dc8, ktdrego fragmenty skutecznie
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konkuruja przy wigzaniu ekstraktow jadrowych przez sekwencje promotora Dc59
[23]. Ekspresja Dc8 i Dc59 wystepuje takze w skietkowanych zarodkach somatycz-
nych w przeciwienstwie do siewek z nasion, co ttumaczy sie brakiem okresu spoczyn-
ku, ktory zmieniathy catkowicie tory transkrypcji genéw. Inny kloncDNA, Dc3, ulega
takze ekspresji podczas procesu somatycznej embriogenezy. Chociaz specyficznos¢
ekspresji w masie proembriogenicznej i w zarodkach somatycznych niejest catkowita,
to wyraznyjestjej wzrostjuz we wczesnych etapach po indukcji. Obecno$¢ transkryp-
tu Dc 3juz w niezr6znicowanej kulturze marchwi, przy obecnosci 2,4-D, sugerowac
moze wczesngindukcje embriospecyficznych genéw zwigzang z nabyciem potencjatu
embriogenicznego [47,37]. Przewidywana sekwencja aminokwaséw biatka Dc3 (na
podstawie sekwencji DNA), wykazuje podobieristwo do biatektypuL EA takjakDc8.
Seffens i in. [37] zaliczajg gen Dc3 do grupy RED (regulated environmentaly-deve-
lopementaly). Sa to geny, ktére w fizjologicznie normalnych warunkach ulegaja
ekspresji w sposéb zgodny z fazami rozwoju i mogg by¢ okreslane jako tkankowo lub
procesowo specyficzne. Jednak w nienormalnych warunkach, jak np. stres Srodowi-
skowy, geny RED moga ulega¢ aktywacji w tych tkankach czy w fazach rozwojo-
wych, w ktérych normalnie nie sg aktywne. Do nich wiasnie zalicza si¢ geny LEA.
Dc3 ulega indukcji w warunkach deficytu wodnego i pod wptywem ABA.

3.4. BIALKA POZAKOMORKOWE

Pewng czeScig badan nad somatyczng embriogeneza na poziomie molekularnym
sg prace nad czynnikami ulegajagcymi sekrecji do pozywki w kulturach zawiesino-
wych. Czynniki te wywotujg miedzy innymi zjawisko zwane kondycjonowaniem
pozywki. Sato gtéwnie pochodzace ze sciany komorkowej polisacharydy, proteogli-
kany i polipeptydy [43]. W$réd tych ostatnich duzg cze$¢ stanowia enzymy, takie jak
oksydoreduktazy (np. peroksydazy) i hydrolazy (np. glikozydazy, endoglikanazy).
Peroksydazy z kolei biorg udziat w wigzaniu (usieciowieniu) komponentéw $ciany
komadrkowej i przypuszcza sie, ze wpltywajg na ekspansje komorek. Glikozydazy
natomiast, rozktadajgpolimery sciany pierwotnej iblaszki srodkowej, ktére utrzymuja
komorki roslinne w zespoleniu. Prowadzone sg badania nad kilkoma pozakomér-
kowymi biatkami marchwi EP1, EP2 i EP3 [44,39,8]. EP1 wydzielane jest przez
kultury nieembriogeniczne ijest strukturalnie podobne do glikoprotein S z rzepaku i
rzodkiewnika [33]. W roslinach mRNA tego biatka gromadzi sie w wewnetrznych i
zewnetrznych ostonkach zalgzka [44], Biatko EP2 jest wytwarzane przez komorki
embriogenne i somatyczne zarodki, wierzchotki peddw siewek, rozwijajace sie kwiaty
i dojrzate nasiona. Klon cDNA dla EP2 wyizolowano z biblioteki ekspresyjnej przy
pomocy przeciwciat na EP2, a jego sekwencja wykazuje podobiefAstwo do biatka
transportu lipidéw. Ekspresja genu jest zlokalizowana w protodermie zarodkéw
somatycznych i zygotycznych oraz przejsciowo w epidermie primordiéw lisciowych
i organow kwiatowych. Podejrzewa sie, ze EP2 bierze udziat w transporcie monome-
row kutyny do miejsca syntezy [39], Klon cDNA dla biatka EP3 nie zostat wyizolo-



REGULACJA AKTYWNOSCI GENOW PODCZAS EMBRIOGENEZY U ROSLIN 43

wany, ale otrzymano czesciowg sekwencje aminokwasow i zidentyfikowano jg jako
kwasng endochitynaze wystepujacg w formie zglikozylowanej [8]. Biatko EP3 jest
zdolne do odtworzenia normalnego rozwoju zarodkoéw mutanta tsll (wrazliwego na
podwyzszong temperature), zatrzymujacych swoéj rozwéj w podwyzszonej tempera-
turze na stadium preglobularnym. Zaburzenia rozwoju zarodkéw tego mutanta prze-
jawiajg sie miedzy innymi nienormalnym rozwojem protodermy i brakiem ekspresji
EP2. Zaskakujgce jest spostrzezenie, ze u mutanta tsll, podobny efektjak EP3 ma
czynnik nodulacji (Nod) bedacy lipooligocukrem z Rhizobium [9]. Sugeruje to mozli-
wos$¢ udziatu endochitynazy w tworzeniu roslinnych analogéw czynnikéw Nod.

3.5. INNE MOLEKULARNE MARKERY
SOMATYCZNEJ EMBRIOGENEZY

Aleith i Richter [1] szukali genéw ulegajacych ekspresji w pierwszych dniach po
indukcji embriogenezy w kulturach zawiesinowych marchwi poprzez przegladanie
réznicowe biblioteki skonstruowanej z mRNA kultury w 8 dni po usunieciu 2,4-D
(indukcja). Duza czes¢ wyizolowanych klonéw stanowity geny ulegajace przejscio-
wej ekspresji, ktorej maksimum nastepowato 8 dni po indukcji. Analiza sekwencji
wykazata, ze klon DC2.15 koduje biatko zawierajgce domene bogatg w proline i
rejony podobne do punktow przyczepiania do btony. Klon Dc7.1 koduje mate biatko
zawierajgce segmenty bogate w glicyne i histydyne. Klon Dc9.1, ktérego poziom
ekspresji cechuje sie radykalnym spadkiem po indukcji, koduje réwniez biatko
btonowe o nieznanej funkcji.

Probowano takze wyizolowac geny indukowane w somatycznej embriogenezie u
Medicago sativa. Wsréd sklonowanych genéw sg klony MsPRPI i MsCal. MsPRPI
koduje bogate w proline biatko $ciany komorkowej pojawiajace sie 1-3 dni po
indukecji, ale nieobecne w zarodkach somatycznych. MsCal to biatko, ktérego poziom
wzrasta po indukcji i ekspresja preferencyjnie zachodzi we wczesnym stadium glo-
bularnym. Przypuszczalniejestto biatko wigzace wapni. Innym genem, preferencyjnie
ulegajagcym ekspresji we wczesnych stadiach embriogenezy u lucerny, jest Mshspl8,
klon kodujacy biatko szoku cieplnego [10]. Wiele sposrdd biatek szoku cieplnego
petni role molekularnych chaperonow, a ich elektroforetyczne obrazy ulegajg zmia-
nom podczas embriogenezy. Mozna wiec przypuszczac, ze zmianie programu rozwo-
jowego, nastepujgcego w czasie inicjacji somatycznej embriogenezy, towarzyszy
aktywno$c¢ biatek zapewniajgcych wiasciwg konformacje innych biatek wymaganych
w tym procesie.

Komamine i in. [26] wyizolowali szereg embriospecyficznch klonéw z synchro-
nizowanej kultury zawiesinowej marchwi. Klon CAR4, ktérego mRNA wystepowato
gtownie w stadium sercowatym i torpedo, wykazywat podobienistwo do bogatych w
proline biatek Sciany komorkowej. Inny charakteryzowany przez te grupe klon CAR1,
wykazywat podobienstwo do czynnika wydtuzania tancucha biatkowego EF1, ajego
transkrypt wykrywalny byt gtoéwnie przed i w stadium globularnym i pozniej, co
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najprawdopodobniej jest zwigzane ze wzmozong aktywnoscig podziatowg komadrek
podczas embriogenezy [26].

Embriogeneza implikuje, rzecz jasna, bardzo wiele zmian ilosciowych w ekspresji
genow mechanizmu podstawowego. Przykladem moga by¢ zmiany ekspresji genow
tubulin w czasie somatycznej embriogenezy marchwi, ktéra wzrasta az pieciokrotnie
pomiedzy stadium globularnym i torpedo. Wigze sie to bezposrednio ze wzrostem
rozmiaréw komaérek w pézniejszych stadiach embriogenezy [7],

3.6. GENY HOMEOTYCZNE W SOMATYCZNEJ EMBRIOGENEZIE

Ostatnio, rozpowszechnia sie poglad o podobienstwie podstawowych proceséw
rozwojowych i biorgcych w nich udziat czynnikoéw biatkowych pomiedzy wieloma,
nawet bardzo odlegtymi ewolucyjnie gatunkami. Prostym sposobem poszukiwania i
izolacji gendbw mogacych odgrywac kluczowa role w somatycznej embriogenezie jest
wiec poszukiwanie homologéw gendéw decydujacych o rozwoju w innych uktadach
eksperymentalnych. Nalezg do nich na przyktad homologi homeotycznych genéw
typu MADS-box, kodujacychregulatory transkrypcji odpowiedzialne zamorfogeneze
kwiatu, o domenie funkcyjnej zakonserwowanej takze w czynnikach transkrypcyj-
nych wystepujacych u cztowieka i drozdzy. Jeden z nich to gen cucul, wyizolowany
z ogorka, o ekspresji zawezonej do kalusa embriogenicznego, zawierajgcego miode
struktury zarodkowe, oraz do owocu. W obrebie zarodka somatycznego transkrypt
genu jest wykrywalny w zewnetrznej strefie czesci radykularnej stadium sercowatego
[16]. Innym przyktadem sg klony wyizolowane z soi, ktérych sekwencje aminokwa-
sowe sg homologiczne do czynnikow transkrypcyjnych, zawierajgcych homeodome-
ne. Geny homeotyczne zawierajgce homeobox wyizolowano juz wczesniej z roznych
organizmow, takich jak Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Homo
sapiens oraz Zea mays, gdzie petnig funkcje decydujacych "przetgcznikéw" w roz-
woju embrionalnym. Transkrypt klonu Sbhl jest obecny we wczesnych stadiach
somatycznych zarodkow, jego poziom wzrasta do momentu uformowania liscieni, po
czym maleje. Sbhl jest takze bardzo stabo wykrywalny w todygach i w hypokotylach
[28].

3.7. ROLA METYLACIJI

Nieco danych o zréznicowanej ekspresji genéw w czasie somatycznej embrioge-
nezy pochodzi takze z badan nad metylacja DNA. W wyniku indukcji embriogenezy
poziom 5-metylo-cytozyny gwattownie sie obniza, aby w pdézniejszych stadiach
wzrosngé [27]. Powyzsze zjawisko potwierdzone zostato na przyktadzie dwoch
genomowych klonéw marchwi, z ktérych jeden nie ulegat ekspresji w zarodkach
somatycznych w poréwnaniu z zawiesing i siewkami, gdzie w DNA bylo wiecej
miejsc dostepnych dla enzynu restrykcyjnego Mspl, wrazliwego na metylacje.
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ROSLINY POWSTALE DROGA SOMATYCZNEJ
EMBRIOGENEZY

Zbigniew PRZYBECKI,
Katedra Genetyki i Hodowli Ros$lin Ogrodniczych SGGW w Warszawie

WSTEP

Odpowiedz na pytanie, jaka jest wartos¢ i czym sg rosliny powstate drogg soma-
tycznej embriogenezy, jest wazna nie tylko z poznawczego punktu widzenia, ale jest
tym pilniejsza, im bardziej rozwija sie biotechnologiaroslin. Regeneracja tg drogg ma
coraz wieksze znaczenie szczegélnie tam, gdzie konieczne jest masowe pozyskiwanie
roslin np.: w przypadku klonowania na duzg skale roslin, kiedy rozmnazanie genera-
tywne nie jest mozliwe, przy produkcji somatycznych nasion lub do otrzymywania
roslin o nowych cechach. W zwiazku z tym zaleznie od celu, populacja roslin po
regeneracji powinna mie¢ takie same wiasciwosci lub zawiera¢ osobniki 0 nowych
cechach. Wobec tego wytania sie pytanie, czy mozliwe jest sterowanie tym procesem
tak, aby kultura embriogenna byta wolna od zmian lub "generowata" duzg lub mata
zmienno$¢ wsrod regenerantéw.

Przy produkcji roslin przez somatyczng embriogeneze, oprocz odpowiedniego
sktadu genetycznego (najczesciej wymaganyjestidentyczny ze sktadem genetycznym
dawcy eksplantatu) rosliny te powinny charakteryzowaé sie réwniez duzym podo-
bienstwem fenotypowym do fenotypu wyjsciowego. Regeneracja in vitro czesto
wywotuje bowiem dodatkowg zmienno$¢, ktéra jest zmiennoscig przejSciows i naj-
czesciej pojednym, dwdch pokoleniach zanika. Jednakze zaciemnia ona obraz zmien-
nosci genetycznej, a jest zupetnie nie do przyjecia przy reprodukcji w celach ko-
mercyjnych. Efektem nastepczym kultury jest rdwniez pewien brak zahartowania
roslin uniemozliwiajacy bezposrednie wysadzanie regenerantow do szklarni czy
gruntu. Zregenerowane rosliny wymagajg hartowania, poniewaz warunki kultury
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inaczej ksztattujg wiele whasciwosci, m.in. skérka moze nie mie¢ kutykuli, miekisz
gabczasty moze by¢ nadmiernie rozwiniety. Przeniesienie takich roslin do surowszych
warunkéw powoduje gwattowne wyparowanie wody i utrate turgoru.

FAKTY WYSTEPOWANIA ZMIENNOSCI SOMAKLONALNE]J
W KULTURACH EMBRIOGENNYCH

Embriogeneza somatyczna przez dtugi czas byta uwazana przez badaczy za droge
rozwoju roélin z kultur in vitro, ktéra nie wywotuje zmiennosci wsrdd regenerantéw.
Uwazano, ze zmienno$¢ somaklonalna wystepuje wsrod roslin powstatych w drodze
organogenezy. Gtéwna przyczyna takiego stanu rzeczy miat by¢ fakt, ze embriony
somatyczne pochodza od jednej komorki, natomiast rozw6j organéw inicjowany jest
przez wigkszg liczbe komdérek [5, 21, 25]. Dowodzono tez istnienia embriogennej
selekcji. Feher i inni [8] znalezli u lucerny niejasne korelacje miedzy zmiennoScig
liczby chromosomow i liczbgtworzonychembrioiddw. Duzaliczbanormalnychro$lin
byta otrzymywana wbrew duzej czestotliwosci nienormalnych komérek. Réwniez
wsrdd komérek globularnych embrioidéw izolowanych z kalusa byto bardzo mato z
nienormalnymi chromosomami. Stad wniosek, ze wystgpita embrionalna selekcja
faworyzujgca komorki normalne. Sity selekcyjne mogg dziata¢ na réznych pozio-
mach, wsérod rédznych gatunkdw roslin.

WSsréd nowszych prac coraz czeSciej pojawiaty sie doniesienia, ze populacje roslin
uzyskanych drogg embriogenezy somatycznej nie sgjednorodne, wobec tego kultury
embriogenne generujg zmienno$¢. Linacero i Vasquez [11) wykazali, ze u czterech
odmian zyta zmienno$¢ wystepowata wsrod roslin otrzymanych z kalusa embrional-
nego zaréwno drogg embriogenezy somatycznej, jak i organogenezy przynajmniej z
taka sama czestotliwoscig, ale np.: formy albinotyczne wystepowaty dwarazy czesciej
wsrdd roslin otrzymanych przez embriogeneze. Podobnie zmienno$¢ somaklonalng
w potomstwie roslin regenerowanych przez embriogeneze somatyczng znaleZli Steen
i inni [19] u buraka cukrowego, Damiani i inni [6] u Lotus corniculatus, Orton [16] u
selera, Wang i Holi [23] u Trifolium pratense, Malepszy i Nadolska-Orczyk [12] u
ogorkéw. Szczegolnie duzo doniesien dowodzacych istnienia wiekszej lub mniejszej
zmiennosci somaklonalnej wsrod roslin uzyskanych drogg embriogenezy somatycz-
nej ukazuje sie ostatnio. Na samym tylko tegorocznym VIII Miedzynarodowym
Kongresie Roslinnych Kultur Tkankowych i Komoérkowych we Florencji przynaj-
mniej dziewie¢ doniesien byto natentemat. Jak powszechnejest to zjawisko, dowodzi
fakt, ze zmiennos$¢ somaklonalng znaleziono nawet po embriogenezie roslin iglastych
[10] uznawanych za wyjatkowo stabilne w przypadku regeneracji ta droga.

Zmiennos¢ ta jest rowniez bardzo intensywnie badana na poziomie DNA, z
wykorzystaniem technik RLFP i szczegdlnie dynamicznie rozwijajacych sie technik
opartych na amplifikacji DNA metodg PCR [1, 7,10, 15,21],
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CZYNNIKI MODULUJACE ZMIENNOSC SOMAKLONALNA
W KULTURACH EMBRIOGENNYCH

Bardzo interesujace wydaja sie wyniki badan nad zmiennoscig somaklonalng
0g6rkéw uzyskanych drogg somatycznej embriogenezy. Malepszy i Nadolska- Orczyk
[12] stwierdzili istnienie zmiennosci somaklonalnej w pokoleniu segregujagcym po
embriogenzie z kalusa uzyskanego z eksplantatow lisciowych. Jednakze Plader i inni
[17] uzyskali drogg bezposredniej embriogenezy z kultur matych skrawkdéw z bardzo
miodych lisci regeneracje bez zmiennosci. Badano pokolenia RO, (pokolenie regene-
rantdw) Rj, (pierwsze pokolenie segregujace - wyroste z nasion roélin R0) i R2
(drugie pokolenie segregujace). Nie byto nawetprzejSciowych zmian w pokoleniu RO,
ktére zazwyczaj wystepuja, chociazby jako efekt fizjologiczny kultury. Z drugiej
jednak strony réwniez drogg bezposredniej embriogenezy, z kultury protoplastow
otrzymanych ze szczeg6lnie wysoce embriogenicznego kalusa zelowatego (GLC) i
ustalonej embriogennej kultury zawiesinowej ogérkéw (EUKZ) w pokoleniu RO nie
uzyskano wprawdzie zadnych wariantéw, ale za to w segregujacych pokoleniach R {
i R290% roslin byto zmienionych. Jest to obraz przypominajacy klasyczng mutage-
neze, gdy pokolenie Mj (nie segregujace) jest na ogo6t nie zmienione (z wyjatkiem
efektow somatycznych), a mutanty pojawiajg sie w M2. Mozna by wobec tego sadzic,
ze wszystkie te zmiany sg uwarunkowane przez allele recesywne.

Znaczenie tych rezultatow wynika rowniez z tego, ze mamy tutaj dwa przypadki
bezposredniej, somatycznej embriogenezy i w jednym zmiennos¢ jest bliska zeru
(eksplantaty lisciowe), mimo ze tkanka nie jest jednorodna, aw drugim blisko 100%
(protoplasty). Z drugiej strony z takich samych lub podobnych eksplantatow w
zaleznoSci od rodzaju embriogenezy - posredniej lub bezpos$redniej uzyskano zmien-
nos¢ lub nie. Jednakze nalezy zauwazy¢, ze w przypadku regeneracji z protoplastow
embriogeneza byta bezposrednia, biorgc za punkt odniesienia protoplasty.Protoplasty
te pochodzity natomiast z GLC (gel-like callus) i EUKZ, czyli z tkanki odréznicowa-
nej. Wobec tego w rzeczy samej byta to embriogeneza posrednia, a nie bezposrednia,
(biorgc za punkt odniesienia eksplantaty, z ktérych otrzymano GLC i EUKZ)
podobnie jak w przypadku kalusa lisciowego. Jednakze czestotliwo$¢ zmian po
kulturze protoplastow byta znacznie wieksza. Wydaje sie, ze mozna to wyttlumaczyé
z jednej strony znacznie dtuzszym okresem odroznicowania i stanu kompetencji w
przypadku protoplastow. Wiadomo, ze sama dtugos¢ fazy odréznicowania zwieksza
juz prawdopodobienstwo zmian. Jednocze$nie komorki te bedac w stanie embriogen-
nym (kultura embriogenna) wykazujg bardzo wielko$¢ wrazliwos¢ (sg bardzo plasty-
czne co do kierunku rozwoju) nawszelkiego rodzaju bodzce. Wobec tego bardzo duza
liczba operacji (szczegdlnie pozbawienie komorek Scian) i zmian $rodowiska konie-
cznych do otrzymania protoplastow i pézniejszych etap6w ma znaczny wptyw naich
zmienno$¢. Doswiadczenie to rdwniez dowodzi, ze sam fakt rozwoju embrionéw z
pojedynczych komorek nie likwiduje zmiennosci somaklonalnej. Brak wiec bytoby
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tu presji selekcyjnej preferujacej rozwo6j embrionéw tylko z komérek bez mutacji. Z
drugiejjednak strony gdyby nawet taka presjaistniata, to mutanty pojawity sie dopiero
w pokoleniu segregujagcym, co sugeruje, ze mutacje te i tak nie miaty wptywu na
zdolno$¢ do embriogenezy, poniewaz byty w stanie heterozygotycznym, a te ktore
wywieraty negatywny wptyw na rozwéj zarodkéw somatycznych, zostatyby wyeli-
minowane. Isniataby wiec w takim przypadku selekcja fenotypow dzikich. Wydaje
sie, ze dos¢ czeste sg przypadki, ze pokolenie ROregenerantow powstatych w wyniku
somatycznej embriogenezy nie wykazuje zmiennosci, co potwierdzatoby przedsta-
wione whnioski. Morrish i inni [14] dopuszczajg rowniez pojawienie sie mutacji
dopiero w rozwijajacych sie embrionach, co prowadzitoby do chimeryzacji. Nie
wydaje sig, aby takie zjawisko wystgpito tutaj, poniewaz prawdopodobnie wystgpita-
by réwniez zmiennos$¢ po bezposredniej embriogenezie ze skrawkow lisci. Obserwa-
cja Morrisha jednak sugeruje mozliwo$é wystagpienia form zmienionych nawet po
rzeczywiscie bezposredniej embriogenezie (bezposrednia embriogeneza z protopla-
stéw byta quasi bezposrednia, jak wyzej przedstawiono). Dlaczego jednak nie wysta-
pita zmiennos$¢ wsrdd regenerantdw powstatych droga bezposredniej embriogenezy
ze skrawkow bardzo mitodych lisci, ktdre majg juz komorki o réznej ploidalnosci.
Jezeli wtakich liSciach mozliwajestbezposredniaembriogeneza, to znaczy, ze istnieja
tam komorki, ktdre majg kompetencje embriogenna lub jg uzyskujg bez potrzeby
odréznicowywania, co jest cecha charakterystyczng komaérek, ktére zachowaty cechy
komorek embrionalnych, niedojrzatych. Ko mérki takie pod wptywem odpowiednich
bodzcow tatwo inicjujgproces embriogenezy. Kompetentnymi sg najczesciej komorki
diploidalne (u form diploidalnych), natomiast komérki o innej ploidalnosci, bedgjuz
prawdopodobnie zréznicowane i bez kompetencji. Poniewaz stworzone zostaty wa-
runki do inicjacji embriogenezy, a nie odréznicowywania, komorki o wyzszej ploi-
dalnosci nie zapoczatkujg embriogenezy. Im miodszy jest organ, tym komorek zdol-
nych do inicjacji embriogenezy jest wiecej, wobec tego wieksza powinna by¢ wydaj-
nos¢ regeneracji. Tak wiec z przedstawionych rezultatéw wynika:

1. Wystgpienie zmiennos$ci somaklonalnej ws$rod roslin uzyskanych drogg soma-
tycznej embriogenezy zalezy przede wszystkim od tego, czy regeneracja nastgpita z
odréznicowanych wczes$niej komdrek czy nie. Z innych zrodet wiadomo, ze réwniez
czas po odréznicowaniu ma wptyw na czestotliwo$¢ zmian [9, 13,14].

2. Na wystgpienie zmiennosci somaklonalnej badanych cech nie ma wptywu ilo$é
komarek biorgcych udziat w inicjacji embrionu.

Ztozonos¢ problemu zwiegkszajg jeszcze takie czynniki, jak niekiedy trudnosci z
rozréznieniem miedzy somatyczng embriogenezg a organogeneza. Bebeli i inni [3]
regenerowali rosliny z niedojrzatych embrionéw pieciu siostrzanych linni r6znigcych
sie zawartoscig heterochromatyny telomerycznej. Linie te wykazaty istotne réznice
reakcji morfogenetycznej poczynajac od niezréznicowanych wolno rosnacych kalu-
sOw produkujacych mato peddw przez kultury organogeniczne z wysokg czestotliwo-
$cig tworzenia pedéw do kultur z bardzo wysokg czestotliwoscig somatycznej
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embriogenezy. Analiza zmiennosci somaklonalnej w regenerowanych roslinach wy-
kazaaniejasny zwigzek niestabilnosci i sposobu regeneracji. Linie znajstabszareakcja
i regeneracaj z niezréznicowanych struktur byly najstabilniejsze co do mutacji
puntowych i chromosomalnych. Natomiast najbardziej embriogenne linie byty $re-
dnio zmienne. Najbardziej niestabilne linie byty organogeniczne [4], Niejesttojednak
prawidtowos¢ uniwersalna, poniewaz nie bylo takich prawidtowos$ci np. ujeczmienia
[18].

Inng mozliwos$cig sterowaniazmiennoscia in vitro moze by¢ fakt wykrycia aktyw-
nosci odwrotnej transkryptazy u Nicotiana glauca juz po 24-48 godzinach od wyto-
zenia eksplantatébw [7]. Pojawiajgca sie odwrotna transkryptaza by¢ moze bierze
udziat w przejsciowej amplifikacji DNA. Z komoérek z aktywna transkryptaza wyizo-
lowano zamplifikowane klony DNA wykazujace wysoki stopiet homologii z retro-
transpozonem typu Copia. Dodatek azydotymidyny natychmiast znosit aktywno$¢
rewertazy.

Genetyczna stabilno$¢ w kulturach jest w duzym stopniu réwniez warunkowana
genotypowo [13,14,24], R6znice miedzy genotypami moga by¢ bardzo duze. Morrish
i inni [14] badali zachowanie sie dwdch linii izogenicznych, rdéznigcych sie trzema
cechami (dominujgco dziedziczona purpurowa barwa peddw, dwie recesywnie dzie-
dziczone, zékej paskowatosci i pdznego kwitnienia - ta ostatnia sprzezona z barwa
pedow). Jedna z tych linii byta cakowicie stabilna przynajmniej do drugiego pokolenia
(R2) rozszczepiajgcego sie, druga natomiast po 12 miesigcach regeneracji data okoto
0,02% roslin bez purpurowych pedéw i 92% !z deficjencja chlorofilowg (czestotli-
wos$¢ zmian w tej linii zalezata tez od czasu kultury). Takie réznice w indukowaniu
zmiennos$ci miedzy genotypami ttumaczy sie architekturg genetyczng i wptywem
stresu srodowiskowego na stabilno$¢ genomu [2,22].

PODSUMOWANIE

Z przedstawionych faktéw wytania sie obraz dos¢ ztozonych zaleznosci miedzy
jakosciag (genotyp i fenotyp) roslin uzyskanych drogg somatycznej embriogenezy a
najrozmaitszymi czynnikami dziatajgcymi przed, w czasie i po kulturze. Tak wigc do
najwazniejszych czynnikow zmniejszajgcych zmienno$¢ somaklonalng w kulturach
embriogennych mozna zaliczy¢ regeneracje zjak najmniej zr6znicowanych komorek,
tak aby nie byto koniecznoS$ci odréznicowywania. Jestto chyba zasada najwazniejsza.
Jezeli komdrki muszg by¢ odréznicowane, to bardzo istotny jest czas kultury - im
krotszy, tym mniejsza zmienno$¢, oraz genotyp roslin dawcéw eksplantatéw. Nie ma
rezultatéw jednoznaczych co do roli zdolnosci do regeneracji i selekcji podczas
embriogenezy. Poznane sgjuz pewne ogélne prawidtowosci co do zaleznosci miedzy
regeneracjg przez somatyczng embriogeneze a zmiennoscig somaklonalng, jednak
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precyzyjniejsze sterowanie tym procesem wymaga poznania zachowania sie indywi-
dualnych genotypow.
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Zarzad Fundacji Biologii Komorki i Biologii Molekularnej postanowit przyznacé
nagrode naukowg w roku 1994 za wyrodzniajacg sie, oryginalng prace z zakresu
biologii komorki, indywidualng lub zespotowg, wykonang wytgcznie w krajowe;j
placéwce naukowej, opublikowang w latach 1992-1994 w czasopismie figurujgcym
w Current Content. Wysoko$¢ nagrody w 1994 r. wyniesie 6 000 000 zi.

Zgtoszenia wraz z dwoma odbitkami nalezy kierowa¢ do dnia 15 listopada 1994 r.
pod adresem Fundacji.

Fundacja Biologii Komorki i Biologii Molekularnej
ul. Marymoncka 99, 01-813 Warszawa
lei. 340 344, fax 340470

Komunikat Redakcji "Postepow Biologii Komorki*

Redakcja "Postepdw Biologii Komérki" pragnie kontynuowaé porzadkowanie
polskich mian z zakresu biologii komoérki, a w szczegdlnoSci miana dotyczace:
morfologii komérek i ich funkcji oraz biologii molekularnej. W zwigzku z tym
prosimy o nadsytanie na adres Redakcji propozycji mian do konca listopada kazdego
roku, aby mozna opublikowac je w zeszycie 1nastepnego roku. Wszystkie uwagi do
propozycji, ktére nadejda do Redakcji do korhca wrzesnia bedg opublikowane w
zeszycie 4 wraz z propozycjg ostateczng mian. Po kilku latach natej podstawie bedzie
mozna opublikowac suplement "Postepéw" zawierajacy przyjete miana.

Uktad nadsytanych propozyciji:

proponowane odpowiednik definicja,
miano (nazwa)  w j. angielskim blizszy opis
w j. polskim i synonimy miana

Redakcja
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