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PROCESS OF SOMATIC EMBRYOGENESIS -  
GENERAL CHARACTERISTICS

S. MALEPSZY, T. WRÓBLEWSKI

Katedra Genetyki i Hodowli Roślin Ogrodniczych, Szkoła Główna Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie

Streszczenie. Somatyczna embriogeneza SE jest zjawiskiem ogólnobiologicznym, zachodzącym w 
kulturach in vitro komórek i tkanek roślin, zarówno na pożywkach płynnych jak i agarowych. 
Najbardziej charakterystyczne jest występowanie SE w kulturach płynnych. W ustalonej embrio- 
gennej kulturze zawiesinowej (UEKZ) można wyróżnić cykl auksynowy i bezauksynowy, a w nich 
cztery stany komórek i tyleż faz. Charakterystyczną cechą UEKZ jest występowanie proembrio- 
genicznej masy (PEM). Częstość, z jaką zachodzi somatyczna embriogeneza, jest bardzo zmienna 
i zależy od wielu czynników endo- i egzogennych. Bardzo istotną rolę odgrywa genotyp. Stadia 
dojrzałe somatycznych zarodków często przypominają odpowiednie stadia zarodków zygotycz- 
nych, chociaż u wielu gatunków występują różnice dotyczące stopnia rozwoju liścieni, wielkości 
i in. Również czas potrzebny do uzyskania poszczególnych stadiów zarodków somatycznych (od 
momentu indukcji PEM) jest zwykle podobny do zarodków zygotycznych.

1. WSTĘP

Somatyczna embriogeneza (SE) jest procesem wytwarzania zarodków z komórek 
innych niż zygota. Ma ona dwie charakterystyczne cechy:

(1) W układzie eksperymentalnym zachodzi głównie w kulturze in vitro.
(2) Istnieje wiele analogii w przebiegu SE i zygotycznej embriogenezy (ZE).
SE jest procesem ogólnobiologicznym. W świecie roślin została opisana u jedno- 

i dwuliściennych, okryto- i nagozalążkowych, zielnych i drzewiastych. Jest to spowo
dowane tym, że w przeciwieństwie do innych Euc icowania u
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2 S. MALEPSZY, T. WRÓBLEWSKI

roślin jest plastyczny i w zasadzie każda żywa, zróżnicowana komórka może stad się 
embriogenną w określonych warunkach. Reinicjacja pełnego cyklu rozwojowego w 
SE musi być związana z przeprogramowaniem wzoru ekspresji genów w komórce i 
uruchomieniem kaskady zmian -  podobnie jak w ZE. Zainteresowanie SE wynika 
głównie z dwóch powodów. Po pierwsze jest ona doskonałym modelem do badań nad 
embriogenezą w ogóle. Drugi powód jest praktyczny i wynika z tego, że tworzenie 
somatycznych zarodków jest formą rozmnażania wegetatywnego i może znaleźć 
zastosowanie w nasiennictwie i szkółkarstwie do produkcji materiału siewnego o 
wysokiej jakości. Technologię tę nazwano sztucznymi nasionami (artificial seeds, 
synthetic seeds) i była ona dyskutowana przez wielu autorów [7,11,16,17].

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie ogólnych uwarunkowań SE, jako wpro
wadzenia do rozważań szczegółowych nad rolą poszczególnych czynników [20], 
jakością roślin [14] i charakterystyką genów [5] uczestniczących w SE.

2. TERMINOLOGIA

Z występowaniem i opisem somatycznej embriogenezy w kulturach in vitro wiąże 
się wiele określeń, z których najważniejsze zostaną przytoczone poniżej.

# Agregat komórkowy -  jest to konglomerat złożony z dwóch lub więcej 
komórek, stanowiący oprócz pojedynczych komórek, podstawowy składnik zawiesin 
komórkowych. W embriogennych kulturach zawiesinowych niektóre z agregatów 
komórkowych mają charakter masy proembriogenicznej i po indukcji embriogenezy 
formują zarodki somatyczne.

#  Eeksplantat -  jest to fragment rośliny lub tkanka używana do zainicjowania 
kultury in vitro. W przypadku gdy pochodzi z rośliny, mówimy o eksplantacie 
pierwotnym określanym często jako stadium inicjalne. Jeżeli eksplantat pochodzi z 
kultury in vitro wcześniej założonej określany jest jako wtórny. W przypadku indu
kowania kultur płynnych eksplantat utożsamiany jest z inokulum.

#  Embrioidalna struktura (embrioid) -  oznacza merystematyczne struktury (o 
czym świadczy nieprzypadkowe uporządkowanie komórek w ich obrębie), które 
jednak nie wykazują wyraźnej biegunowości. Struktury embrioidalne mogą stanowić 
stadium przejściowe w trakcie formowania się zarodka somatycznego z tkanki nie- 
zróżnicowanej lub być efektem jego degeneracji.

#  Indukcja embriogeniczności -  jest to proces wyzwolenia, w pojedynczej 
komórce lub ich grupie, potencjału do formowania zarodka. W tkance zróżnicowanej 
związana jest z odróżnicowaniem i na ogół nadaniem komórkom merystematycznego 
charakteru. Przestrzenne zorientowanie płaszczyzn podziałów w tkance proembrio- 
gennej nigdy nie wykazuje znamion uporządkowania, gdyż te świadczą już o zacho
dzącej morfogenezie.
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CHARAKTERYSTYKA OGÓLNA SOMATYCZNEJ EMBRIOGENEZY 3

#  Indukcja embriogenezy -  jest to proces wyzwolenia z pojedynczej komórki 
lub ich grupy embriogenezy. Faza embriogeniczna tym różni się od proembriogennej, 
że podziały komórek zachodzą w sposób nieprzypadkowy i są przestrzennie zorien
towane podobnie jak to ma miejsce w czasie pierwszych etapów formowania się 
zarodka zygotycznego. Indukcja embriogenezy na ogół ma miejsce po usunięciu z 
pożywki czynnika hamującego embriogenezę (np. auksyny lub po podwyższeniu pH).

#  Kultura zawiesinowa (suspension culture, cell suspension culture) -  zawiesina 
komórkowa, ale w odniesieniu do czasu. Kulturą zawiesinową jest zawiesina komór
kowa, w której następują w czasie określone zmiany np. dyspersja, podziały itd. Dla 
kultur zawiesinowych założonych np. z kalusa, które w kolejnych pasażach nie 
powtarzają parametrów wzrostu, używa się określenia: krótkotrwałe kultury zawiesi
nowe (short-term suspension culture). Z reguły kultury takie cechuje bardzo duża 
różnorodność morfologii komórek i agregatów, które wchodzą w jej skład.

#  Masa proembriogeniczna -  PEM (od ang. proembryogenic mass) -  kilkuna
sto- i kilkudziesięciokomórkowe agregaty występujące w UEKZ, o wielkości z reguły 
nie przekraczającej 0,2 mm. Jeżeli agregat PEM zostanie zaindukowany do embrio
genezy, to jedna lub więcej komórek wchodzących w jego skład zaczyna dzielić się 
w sposób zorganizowany, czego efektem jest powstanie zarodka somatycznego.

# Pasaż -  przeniesienie całej kultury lub jej części na świeżą pożywkę.
#  Posiew -  rodzaj pasażu polegający na przeniesieniu całej kultury lub jej części 

(np. frakcji) na świeżą lub inną pożywkę. Od zwykłego pasażu różni się tym, że w 
czasie operacji tkanka zawieszona jest w płynnej pożywce.

#  Somatyczna embriogeneza SE -  proces morfogenetyczny, w wyniku którego 
z komórki lub komórek roślinnych (z wyłączeniem zygoty i gamet) powstanie 
struktura o morfologii zbliżonej lub identycznej z morfologią któregoś ze stadiów 
rozwojowych zarodka zygotycznego. (Wg definicji Tissue Culture Association, 1990 
jest to proces zainicjowania i rozwoju zarodka z komórek wegetatywnych lub nie-ga- 
met.)

#  Somatyczny zarodek -  struktura powstała w wyniku somatycznej embrioge
nezy wykazująca morfologiczne podobieństwa do zarodka zygotycznego; w praktyce 
mianem zarodków somatycznych są określane pojawiające się najczęściej w kulturach 
tkanek struktury mające wyraźną biegunowość, która w wyniku dalszego ich rozwoju 
odpowiada biegunowości pęd - korzeń rośliny. Kryterium obecności lub braku liścieni 
bądź ich primordiów nie jest tu decydujące.

#  Technika kultury in vitro — materiały i metodyka, którą należy zastosować w 
celu sterylnej uprawy tkanek lub komórek dla osiągnięcia zmian w ich zachowaniu 
lub utrzymaniu ich w określonym stanie.

#  Typ (rodzaj) kultury in vitro -  oznacza stan tkanki lub organów oraz warunki, 
w jakich zachowują się one w określony sposób.

# Ustalona embriogenna kultura zawiesinowa -  UEKZ (long-term embryo ge
nie suspension culture) -  ustalona kultura zawiesinowa, w której kolejnych pasażach
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powtarza się proces indukcji embriogenezy z małych agregatów i pojedynczych 
komórek, co objawia się pojawianiem charakterystycznych agregatów PEM oraz 
wczesnych stadiów rozwoju zarodków somatycznych. Ustalone embriogenne kultury 
zawiesinowe można otrzymywać także z nieembriogennych kultur ustalonych przez 
indukcję w nich embriogeniczności.

# Ustalona kultura zawiesinowa -  UKZ -  kultura zawiesinowa, która powtarza 
parametry wzrostu w kolejnych subkulturach. W literaturze angielskiej określana na 
ogół jako long-term suspension culture. Termin long-term wskazuje na długotermi- 
nowość takiej kultury, co oznaczałoby, że świeżo założonej kultury nie cechuje 
powtarzanie parametrów wzrostu w kolejnych pasażach i na ogół tak bywa (choć nie 
zawsze). W praktyce z reguły zachodzi zależność: w kolejnych następujących po sobie 
pasażach kultura wyrównuje się i każda kolejna subkultura coraz wierniej powtarza 
parametry wzrostu poprzedniej. Wyrównanie parametrów wzrostu wynika z zacho
wania równowagi pomiędzy dyspersją (rozpadaniem się agregatów na mniejsze i 
pojedyncze komórki) i podziałami (prowadzącymi do powstawana większych agre
gatów z małych i pojedynczych komórek).

# Zawiesina komórkowa (cell suspension) -  oznacza stan dyspersji, w którym 
w płynnym środowisku (najczęściej w pożywce) zawieszane są pojedyncze komórki 
i (lub) agregaty komórkowe (z reguły nie przekraczające wielkości 1 mm). Określenie 
zawiesina komórkowa nic nie mówi o zależnościach panujących w układzie, np. 
zdolności do wzrostu, potencjale morfogenetycznym itd.

3. WYSTĘPOWANIE SOMATYCZNEJ EMBRIOGENEZY

Po to aby SE wystąpiła, muszą mieć miejsce przynajmniej dwazdarzenia: indukcja 
embriogeniczności i indukcja embriogenezy, a jednocześnie nie mogą wystąpić wa
runki, które zakłócą jej przebieg. Indukcja embriogeniczności jest nabyciem przez 
komórkę lub grupę komórek kompetencji do embriogenezy. Różne części rośliny 
zachowują się bardzo różnie, jeśli chodzi o indukcję embriogeniczności. Niektóre 
zawierają zawsze znaczną liczbę kompetentnych komórek, inne nie zawierają ich 
wcale. Mówimy wtedy o różnej zdolności do somatycznej embriogenezy lub ogólniej 
o różnej zdolności do regeneracji. Embriogenezę uzyskiwano z różnego rodzaju 
eksplantatów [15]. W piśmiennictwie polskim ostatnią (1990) pracą przeglądową 
dotyczącą SE była publikacja Kononowicz [10].

Obecnie przyjmuje się, że somatyczne zarodki można uzyskiwać z każdego eks- 
plantatu zawierającego żywe, zdolne do podziałów komórki. Embriogeniczność ob
jawiająca się tworzeniem zarodków może być zaindukowana bezpośrednio w eks- 
plantacie lub też w tkance z niego powstałej. W tym drugim przypadku często dzieje 
się to w wyniku kolejnych subkultur tkanki, także na takiej samej pożywce.
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Czynniki decydujące o zajściu SE tkwią więc w samym eksplantacie oraz składzie 
pożywki i warunkach kultury. Znaczenie dwóch ostatnich zestawień dokładniej jest 
omówione w innej publikacji [20]. Ogólnie SE zachodzi na pożywkach stałych 
(zestalonych agarem) oraz płynnych. W niniejszym opracowaniu zostaną przytoczone 
dane dotyczące wyłącznie kultur płynnych.

4. CHARAKTERYSTYKA SE W KULTURZE PŁYNNEJ

SE w kulturze płynnej może być widoczna makroskopowo jako tworzenie zacząt
ków roślin na eksplantacie lub występowanie poza eksplantatem różnych faz rozwo
jowych somatycznych zarodków. Ten pierwszy efekt jest wynikiem indukcji embrio- 
geniczności i embriogenezy w komórkach eksplantatu oraz niezakłóconego rozwoju 
zarodków w wyniku tzw. bezpośredniej somatycznej embriogenezy. Natomiast drugi 
powstaje w wyniku przejścia komórek embriogennych do roztworu lub nabycia takiej 
kompetencji przez komórki oderwane od eksplantatu. W obu przypadkach mamy do 
czynienia z kulturą embriogenną. Różnica pomiędzy dwiema wyżej przedstawionymi 
sytuacjami polega na tym, że po wyjęciu eksplantatów z pierwszej z nich pozostała 
część nie wytworzy somatycznych zarodków. Natomiast w drugiej część kultury 
można użyć do ciągłego powtarzania efektu. Takie postępowanie może doprowadzić 
do otrzymania UEKZ.

SE przebiega w UEKZ zgodnie z pewnym schematem (rys. 1), w którym wyróżnia 
się dwie fazy. Jedna to charakterystyczne niezorganizowane agregaty zwane masą 
proembriogeniczną -  PEM (fot. 1) i druga obejmująca tworzenie się z PEM poszcze
gólnych stadiów zarodka (fot. 1^4). W tworzeniu zarodka bierze udział jedna lub kilka 
komórek PEM. Ponieważ PEM utrzymuje się w obecności auksyn, to fazę tę nazwano 
cyklem auksynowym. Nie oznacza to, że auksyna jest jedynym czynnikiem regulują
cym embriogeniczność. Przyjmuje się, że cykl przedstawiony na rysunku 1 jest 
powszechnie występującym w UEKZ większości roślin.

Ostatnio [9] wyróżniono u marchwi trzy specyficzne stany komórek oraz cztery 
fazy dla obydwu cykli (rys. 2). Typowymi dla cyklu auksynowego są komórki stanu 
0 i fazy 0 oraz stanu I. Pierwsze z nich to kompetentne pojedyncze komórki, które w 
obecności auksyny tworzą embriogenne agregaty komórkowe, czyli stan I. Po usunię
ciu auksyny agregaty te powoli namnażają i powiększają się, pozostając niezróżni- 
cowane -  faza I, po czy następują szybkie podziały komórkowe prowadzące do 
uformowania się globularnych zarodków -  faza II. Te ostatnie przechodzą w stadium 
sercowate i torpedo, a dalej w rośliny -  faza III. Komórki stanu 0 i fazy 0 wyróżnione 
zostały u marchwi jako Komórki Specyficznego Typu 1. Różniły się od pozostałych 
wielkością (były mniejsze) i gęstością, co umożliwiło ich izolację przez wirowanie w 
gradiencie fikolu [13]. Tworzeniu zarodków w UEKZ często towarzyszy wtórna 
embriogeneza. W jej wyniku powstają zarodki przybyszowe z pędowych i hypokoty-
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Fot. 1. Agregaty PEM w ustalonej kulturze zawiesinowej ogórka (podziałka = 0.1 mm). Fot. 2. 
Somatyczne zarodki ogórka, z ustalonej kultury zawiesinowej, w stadiach: globularnym i sercowa- 
tym (podziałka = 1 mm). Fot. 3. Somatyczne zarodki ogórka, z ustalonej kultury zawiesinowej, w 
stadium dojrzałym. Widoczne zredukowane liścienie (podziałka = 1 mm). Fot. 4. Somatyczne 
zarodki ogórka z posiewu zawiesiny typu short-term. Widoczne znaczne zróżnicowanie w rozwo
ju,w tym stadia liścieniowe (podziałka = 1 cm). Fot. 5. Zarodki somatyczne ogórka w stadiach 
sercowatym i torpedo powstałe w wyniku bezpośredniej somatycznej embriogenezy z merystemu 

apikalnego pobranego z siewki (podziałka = 1 mm)
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Rys. 1. Wzrost i różnicowanie w kulturach komórkowych marchwi; tkanka namnażana jest przy 
ciągłej presji auksyny, powstają w niej primordia-pierwsze stadia rozwojowe zarodków, usunięcie 
auksyny powoduje ich dalszy rozwój: PEM -  masa proembriogeniczna, G -  stadium globularne 
zarodka, H -  stadium sercowate zarodka, T -  stadium torpedy, T -  zarodek dojrzały (wg Wetherell

1978 za [2])

Rys. 2. Fazy rozwojowe w somatycznej embriogenezie obserwowane w kulturach marchwi [wg 9J
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8 S. MALEPSZY, T. WRÓBLEWSKI

lowych części embrionów już istniejących. Na fotografii 1 przedstawiono masę 
proembriogeniczną w UEKZ ogórka, czyli odpowiednik wyróżnionego dla marchwi 
stanu 1. Fazy 2 i 3 u ogórka, czyli stadia globularne i sercowate, widoczne są na 
fotografii 2. Dalszy rozwój stadiów liścieniowych (fot. 3) w siewki jest nazywany 
zwykle konwersją w rośliny, rzadziej mówi się o kiełkowaniu. Jakość roślin powsta
jących w wyniku konwersji może być bardzo różna w zależności od warunków 
kultury, konwersji, a następnie adaptacji.

5. FREKWENCJA I CZAS POTRZEBNY NA ODBYCIE SE

Frekwencja powstawania somatycznych zarodków (zwana także wydajnością SE) 
może dotyczyć eksplantatu pierwotnego i kultury zawiesinowej. W pierwszym przy
padku może być wyrażona procentowym udziałem eksplantatów tworzących jeden 
lub więcej zarodków. Zmienność tej cechy może być bardzo duża i wahać się od 
ułamka % do 100%, najczęściej wynosi 20-50%. Zależy ona od rodzaju eksplantatu, 
a także od genotypu dawcy. Na fotografii 5 przedstawiono zarodki somatyczne 
powstałe z merystemu apikalnego (u ogórka eksplantatu bardzo podatnego na zain- 
dukowanie SE).

W kulturze zawiesinowej frekwencję powstawania zarodków odnosi się do:
(1) ogólnej liczby wysianych komórek, agregatów komórkowych lub jednych i 

drugich,
(2) określonej objętości kultury podstawowej, z której dokonywany jest posiew.
Uzyskiwane wydajności są bardzo zróżnicowane w zależności od gatunku, odmia

ny, warunków kultury, a nawet laboratorium. Na przykład najwyższe wartości usta
lonej embriogennej kultury marchwi wynoszą 60 zarodków z 1 ml zawiesiny użytej 
do posiewu [1]. Z 1 ml analogicznej zawiesiny u ogórka uzyskano 21 zarodków [21].

Generalnie, zmiany zachodzące w kulturze in vitro są szybkie. Dotyczy to zarówno 
tempa przyrostów, jak i osiągania określonych stadiów. Czas potrzebny na odbycie 
SE można mierzyć okresem niezbędnym do UEKZ z określonego eksplantatu lub 
czasem, kiedy po posiewie powstaną zarodki określonego stadium. UEKZ otrzymuje 
się po okresie od kilku tygodni do przeszło roku od momentu zainicjowania kultury 
z eksplantatu pierwotnego. Na przykład u ogórka z merystemów wierzchołkowych 
pędu można otrzymać UEKZ po 4-10 miesiącach w zależności m.in. od odmiany i 
warunków kultury. W eksplantacie pierwotnym prazarodki można otrzymać już w 
dziesiątym dniu kultury słupków i pylników u Cichorium intibus [4], podobnie jak we 
fragmentach liści ogórka [12], Okres niezbędny do uzyskania starszych stadiów jest 
odpowiednio dłuższy i np. pokazane na fotografii 5 struktury pojawiały się po 4 tyg. 
od momentu zainicjowania kultury z merystemów.

W UEKZ ogórka zarodki globularne pojawiają się po tym samym mniej więcej 
czasie (12 dni po posiewie na pożywkę bez auksyny), jaki jest potrzebny do powstania
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analogicznego stadium zarodka zygotycznego [18]. Widoczne na fotografii 4 stadia 
liścieniowe rozwinęły się po 21 dniach od momentu posiewu UEKZ na pożywkę 
wolną od regulatorów wzrostu.

6. EMBRIOGENEZA IN VITRO I IN VIVO

Pytanie o podobieństwo pomiędzy somatyczną embriogenezą a zygotyczną intry
guje badaczy w zasadzie od chwili odkrycia SE. Porównania obu tych procesów 
dotyczą przeróżnych aspektów, najczęściej morfologicznej zgodności stadiów (SE i 
ZE) i charakterystycznych białek lub mRNA, a znacznie rzadziej obecności substancji 
charakterystycznych dla poszczególnych faz rozwojowych zarodka. Somatyczne 
zarodki rzepaku syntetyzowały specyficzne białka zapasowe nasion [6] i kruciferynę. 
Z kolei u lucerny stwierdzono różnice w materiałach zapasowych SE i ZE [8], a u soi 
w zawartości tłuszczów [3]. Pod względem morfologicznym zarodki somatyczne 
mogą do złudzenia przypominać zygotyczne np. marchew, lucerna, seler, rzepak, 
świerk [19]. Natomiast somatyczne zarodki ogórka przypominają zygotyczne do 
stadium sercowatego. Starsze stadia są odmienne i zasadnicza różnica polega na 
występowaniu w nich takich nienormalności, jak: niedorozwój lub wytwarzanie wielu 
liścieni i brak plumuli [18,21]. Ponadto różnice te mogą dotyczyć wielkości. U ogórka 
mogą występować zarodki globularne i sercowate bardzo odbiegające rozmiarami od 
zygotycznych [18]. Takie zmiany są charakterystyczne dla większości przebadanych 
gatunków.

Kolejne porównanie somatycznej i zygotycznej embriogenezy dotyczy czasu po
trzebnego do powstania obu rodzajów zarodków. Właściwie dokładnych danych 
porównawczych nie przedstawiono w literaturze, a nasze wstępne obserwacje doty
czące ogórka wskazują, że czas potrzebny do uzyskania dojrzałego stadium zarodka 
ogórka in vitro i in vivo jest podobny [18].

Stabilność genetyczna jest kolejną ważną cechą w porównywaniu zarodków soma
tycznych z zygotycznymi. Dotyczy ona zarówno liczby i struktury chromosomów, jak 
i genów. Regeneracji w kulturach in vitro w ogóle (nie tylko SE) towarzyszy zjawisko 
somaklonalnej zmienności polegające na tym, że część roślin zregenerowanych lub 
ich potomstwa ma zmienione właściwości w porównaniu do roślin z nasion.
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PROCES SOMATYCZNEJ EMBRIOGENEZY -  
CHARAKTERYSTYKA SZCZEGÓŁOWA

PROCESS OF SOMATIC EMBRYOGENESIS -  
DETAILED CHARACTERISTICS

Tadeusz A. WRÓBLEWSKI 

Katedra Genetyki i Hodowli Roślin Ogrodniczych SGGW w Warszawie

Streszczenie. Badania nad somatyczną embriogenezą najdalej są posunięte u marchwi, która w 
kulturach in vitro jest rośliną modelową. Określono wiele czynników, które wpływają na formo
wanie się zarodków somatycznych. Najwięcej uwagi poświęcono składnikom pożywki oraz jej pH. 
Do otrzymywania kultur embriogennych u większości roślin najczęściej używanym czynnikiem 
hormonalnym jest syntetyczny analog auksyny -  2,4-D, jakkolwiek może on być zastępowany 
przez niskie pH pożywki. Techniki cytologiczne przyczyniły się także do lepszego poznania 
fenomenu rozwoju zarodków poza ustrojem rośliny. Okazuje się, że wiele zjawisk zachodzących 
w embriogennych kulturach zawiesinowych ogórka zachodzi w sposób bardzo podobny, jak to ma 
miejsce u modelowej marchwi. Dokładne poznanie somatycznej embriogenezy od strony morfo- 
genetycznej, cytologicznej i biochemicznej stwarza dobre podstawy do badań molekularnych tego 
zagadnienia. Doskonalenie technik sterowania rozwojem zarodków somatycznych umożliwia 
praktyczne wykorzystanie zjawiska w biotechnologii produkcji somatycznych nasion.

1. WPROWADZENIE

Podstawą zachowania ciągłości gatunków zarówno u roślin, jak i zwierząt było 
wytworzenie mechanizmów odtwarzania nowych osobników. Mechanizmy te są tym 
bardziej skomplikowane, im bardziej skomplikowany jest organizm, któremu dają 
początek. Pierwszym etapem ontogenezy jest embriogenezą. Zachodzi ona często w 
ścisłej korelacji z organizmem matecznym. U zwierząt zarodek powstaje z reguły z 
jednej komórki -  zygoty. U roślin właściwości zygoty mają także niektóre komórki 
somatyczne. Rozwij aj ące się z nich zarodki nie są więc zarodkami zygotycznymi tylko 
somatycznymi. Badania nad naturą tego zjawiska są jedną z podstawowych gałęzi
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nauki określanej jako embriologia eksperymentalnaroślin. Podstawowym narzędziem 
tej nauki są kultury in vitro komórek, tkanek i organów roślinnych. Najlepiej poznaną 
rośliną modelową jest marchew [40]. U gatunku tego łatwo jest zaindukować powsta
wanie zarodków w kulturze in vitro, a tym samym marchew stanowi dogodny model 
do badania czynników wpływających na embriogenezę w kulturach tkankowych. W 
Katedrze Genetyki i Hodowli Roślin Ogrodniczych na SGGW podobne badania 
prowadzone są na ogórku.

Zaburzone warunkami kultury in vitro procesy cytodyferencjacji prowadzą do 
zjawisk nienormalnych. Pęd może rosnąć bez korzenia, korzeń natomiast bez pędu. 
W roślinie rosnącej bez zakłóceń cytodyferencjacja jest skorelowana z histo- i orga- 
nogenezą.

Określona komórka merystemu wierzchołkowego przechodząc kolejne podziały 
staje się elementempramiazgi, apotem dalej różnicuje tworząc np. element trachealny 
młodej łodygi. Kultury in vitro i działające w nich czynniki doprowadzają do 
rozprzęganiatych wzajemnych zależności. Komórka może stać się elementem trache- 
alnym, ale niekoniecznie musi znajdować się w łodydze lub liściu. Podobnie w 
przypadku somatycznej embriogenezy, komórka nie musi być zygotą, aby w wyniku 
kolejnych podziałów uformować zarodek; niekoniecznie także musi znajdować się w 
woreczku zalążkowym. Tak więc, kultury in vitro stwarzają możliwość stymulacji 
różnych procesów bez związanych z nimi przemian, które w normalnych warunkach 
są ze sobą ściśle powiązane. Roślina jest mozaiką organów, tkanek, komórek. Komór
ka jest przypisana tkance, tkanka organowi.

Każda komórka budująca ciało rośliny pełni określoną funkcję. Uruchomiona jest 
w niej pewna informacja. Informacja ta pozwala komórce z jednej strony odbierać 
bodźce zewnętrzne, a z drugiej strony reagować na nie. Bodźce zewnętrzne to czynniki 
środowiskowe oraz, a może przede wszystkim, bodźce docierające z komórek sąsied
nich. Komórka merystematycznapodzieli się (i do tego w odpowiedniej płaszczyźnie), 
ale tylko wtedy gdy będzie to zgodne z morfogenetycznym planem organu, czyli 
rozmieszczeniem komórek sąsiadujących. Kompetencje komórek do odbieraniabodź- 
ców i reakcji na nie są niewątpliwie różne i niewątpliwie także pozostają w ścisłym 
związku z cytodyferencjacją.

Dysponując w kulturze in vitro mozaiką komórek odmiennie zróżnicowanych, 
mamy tym samym do czynienia z mozaiką kompetencji. Nie znaczy to oczywiście, 
że w każdej tkance uprawianej w warunkach sztucznych spotykamy się z całym 
spektrum kompetencji i reakcji morfogenetycznych. Co więcej, najbardziej poszu
kiwanymi modelami doświadczalnymi są komórki i tkanki w miarę możliwości 
jednolite. Układy takie stwarzają możliwości dokładnego śledzenia wielu procesów 
fizjologicznych i morfogenetycznych. Stanowią także modele do badań molekular
nych.
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2. DYNAMIKA PRZEMIAN W KULTURACH TKANEK IN VITRO

Elementem charakteryzującym wzrost rośliny, organu lub tkanki uprawianej in 
vitro jest dynamika. Innymi słowami następstwo przemian zachodzących na poziomie 
komórek, tkanek i organów w czasie. Tempo wzrostu rośliny, przyrostów suchej 
masy, podziałów i różnicowania komórek odnoszone są do czasu, w jakim te zmiany 
nastąpiły. W ten sposób opisany proces jest dynamiczny. Pozwala także przewidywać 
zachodzenie określonych zjawisk i w ten sposób zyskiwać chyba najistotniejsze 
informacje o ich naturze, a także wykorzystywać je w praktyce.

Obserwowane w kulturach in vitro zmiany w organizacji komórek są na ogół 
procesami szybkimi. Z reguły zachodzą w czasie kilku, kilkunastu dni trwania kultury. 
Są oczywiście procesy skrajne zachodzące w przeciągu kilku minut lub godzin, atakże 
rozciągnięte na kilka lub kilkanaście miesięcy. Jeżeli kultura tkanki prowadzona jest 
na pożywce bez fosforanów (tzw. głód fosforanowy), podziały komórkowe są zaha
mowane. Dodanie do podłoża brakującego czynnika wyzwala je synchronicznie w 
krótkim czasie. Funkcjonowanie ustalonych, embriogennych kultur zawiesinowych 
związane jest z długotrwałym utrzymywaniem tkanki w kulturze in vitro (np. przez 
10 miesięcy). Formowanie sie somatycznego zarodka w kulturach tkankowych za
chodzi w ciągu kilkunastu dni.

3. KOMPETENCJA KOMÓRKOWA 
W INDUKCJI EMBRIOGENICZNOŚCI

W roślinie rozwijającej się in vivo tylko zygota jest kompetentna do tego, aby w 
wyniku podziałów utworzyć zarodek. U niektórych roślin tę drogę rozwoju podejmują 
także komórki ośrodka (tzw. poliembrionia rzekoma u Citrus [34]). W warunkach 
kultury in vitro embriogeniczność wyzwalana jest w komórkach somatycznych i 
dzięki temu zdolne są one uformować zarodek. Ekspresja informacji genetycznej i 
epigenetycznej ulega w takich komórkach drastycznej zmianie -  komórka odróżnico- 
wuje i w ten sposób ujawnia się jej omnipotencja. Somatyczna embriogeneza jest 
zatem możliwa po spełnieniu dwóch warunków. Po pierwsze komórka lub ich grupa 
musi być kompetentna, a po drugie sama embriogeneza nie może być przez nic 
zakłócona. Komórki proembriogeniczne (zdolne do tego aby stać się embriogennymi) 
mają często różną morfologię [9]. Jeżeli wchodzą w skład eksplantatu pierwotnego 
są często elementami budującymi takie tkanki, jak: merystemy, młody miękisz lub 
młoda epiderma [47], W kulturach tkankowych (a szczególnie w zawiesinie komór
kowej potencjalnie embriogenne komórki) cechują się dużą aktywnością podziałową. 
(Komórki takie zostały u marchwi wyizolowane i określone jako Specyficznego Typu 
1 [31]) W odróżnieniu od komórek embriogennych mogą być bardziej zwakuolizo- 
wane, z wyraźnie widocznymi plastydami. W eksplantacie pierwotnym zaindukowa-
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nie embriogeniczności w komórkach proembriogennych wiąże się z po- budzeniem 
aktywności podziałowej (nie znaczy to bynajmniej, że jest to wystarczające).

Indukcja embriogeniczności w zawiesinie często łączy się z nierównocennym 
podziałem komórki preproembriogennej. Nierównocenność ta objawia się tym, że 
komórki potomne różnią się wielkością, kształtem i zawartością. Powstająca z ko
mórki proembriogennej komórka embriogenna jest z reguły mniejsza, bardziej izo- 
diametryczna, bogatsza w cytoplazmę. Nierzadko przyjmuje kształt grubej soczewki
[11]. Powstawanie takich komórek często związane jest ze śmiercią komórki matecz
nej (proembriogennej), co objawia się obkurczeniem cytoplazmy [31]. Komórki 
embriogenne dzielą się w sposób niezorganizowany i w wyniku tych podziałów w 
zawiesinie powstają agregaty masy proembriogenicznej (PEM od ang. proembryoge- 
nic mass) [19]. Dopiero z takich agregatów po zaindukowaniu mogą powstawać 
zarodki somatyczne [9].

Stymulowane jonami amonowymi przejście od nieembriogeniczności układu do 
jego embriogeniczności zostało wykazane już przez Halperina w 1966 r. [19]. Kultury 
embriogenne tym różniły się od kultur nieembriogennych, że można było obserwować 
wspomniane agregaty PEM. Po indukcji (usunięcie auksyny -  2,4-D) jedna lub kilka 
komórek budujących agregat formowało zarodek. Krytyczną, minimalną ilością jo 
nów amonowych niezbędną do zainicjowania w kulturach zawiesinowych marchwi 
embriogeniczności były 3 mmole na 1 kg proliferującej tkanki [41].

Okazało się jednak, że obecność w pożywce egzogennej auksyny (zgodnie z 
modelem cyklu auksynowego [4]) nie jest niezbędna do utrzymywania embriogennej 
tkanki w fazie niezróżnicowanej. Dowiódł tego system sterowania somatyczną em- 
briogenezą opracowany dla modelowej marchwi. Czynnikiem, którego presji podda
wane były tkanki, a który hamował różnicowanie, było niskie pH. W jego obecności 
następowało namnażanie się proembriogennej tkanki -  preglobularnych stadiów 
proembrionów (PGSP od ang. preglobular stages proembryos) [37, 38, 39], Tkanka 
ta reagowała wytwarzaniem zarodków na podłożu z ustabilizowanym wyższym pH. 
Nigdzie nie dowiedziono jednak, że dodatek do pożywki auksyny czy utrzymywanie 
niskiego pH jest kluczowym determinantem embriogeniczności.

O tym, że nastąpiła inicjacja embriogeniczności, można się dowiedzieć na ogół 
postfactum -  zaszła somatyczna embriogeneza, a więc komórki, z których uformował 
się zarodek, były embriogenne.

4. EMBRIOGENEZA SOMATYCZNA 
A EMBRIOGENEZA ZYGOTYCZNA

Pierwszym pytaniem, które pojawia się przy rozpatrywaniu tych dwóch zjawisk, 
jest kwestia, co te procesy łączy, a co dzieli. Okazuje się, że postawienie w wielu
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Rys. 1. Wczesne stadia rozwojowe zarodków somatycznych: (A) Droga rozwojowa zarodka 
somatycznego, w czasie której występują wszystkie stadia. (B) Dodatkowe podziały w zarodku 
przed zainicjowaniemplumuli i liścieni powodują powstania dwóch centrów wzrostu, co doprowa
dza w efekcie do rozwoju dwóch kompletnych zarodków połączonych u podstawy. (C) Więcej niż 
dwa centra prowadzą do powstania konglomeratu zarodków. (D) Dodatkowe podziały ko mórek i 
wydłużanie się regionu apikalnego mogące zachodzić w nieco starszym stadium doprowadzają do 
powstawania dwóch zarodków z rozwiniętymi liścieniami, plumulą, hypokotylem i radykulą

(za [3])

przypadkach jednoznacznej granicy jest trudne. Pierwsze histologiczne studium po
równujące te zjawiska przedstawił wspomniany W. Halperin [19] u marchwi. Masę 
proembriogeniczną porównał z wieszadełkiem w woreczku zalążkowym. PEM skła
dał się z kilku komórek -  wieszadełko u marchwi z jednej. Poszczególne stadia w 
embriogenezie somatycznej i zygotycznej u marchwi, a więc globularne, sercowate i 
torpedo odpowiadały sobie wzajemnie. Wynika z tego, że embriogenezą somatyczna 
może zachodzić w sposób niemalże identyczny z zygotyczną. Zbadano także sekwen
cję zdarzeń zachodzących w czasie formowania się zarodka somatycznego z PEM u 
marchwi [13,42],

Techniki cytologiczne (w tym mikroskopii elektronowej) posłużyły do dokładnego 
zdefiniowania komórek budujących agregaty PEM i prześledzenia zmian w czasie 
formowania się zarodków somatycznych oraz zygotycznych. Dużo uwagi poświęcono 
także specyficznemu wybarwianiu określonych fragmentów w rozwijających się 
zarodkach, a także możliwości umiejscowiania w różnych ich częściach wapnia i 
kalmoduliny [42]. Różne części zarodków somatycznych wykazywały odmienne 
powinowactwo do takich barwników, jak: fluphenazyna, czerwień obojętna i oranż 
akrydynowy. Reakcja taka umożliwia poszukiwanie związków specyficznych dla 
tych fragmentów.

http://rcin.org.pl



16 T. A. WRÓBLEWSKI

Pomimo tego że embriogeneza somatyczna może w znacznej mierze przypominać 
formowanie się zarodka zygotycznego, z reguły towarzyszy jej wiele nienormalności. 
U marchwi sklasyfikowano je i wskazano, na którym etapie mogą zachodzić odchy
lenia w rozwoju od wzorca, którym jest oczywiście zarodek zygotyczny [2]. Na 
przykład determinacja zawiązywania się liścieni zachodzi w zarodku zygotycznym w 
czasie przejścia ze stadium globularnego do sercowatego. O tym, że mamy do 
czynienia ze stadium sercowatym, wnioskujemy na ogół na podstawie obecności 
zawiązków liścieni. Taka nienormalność, jak wieloliścieniowość, determinuje się 
również na wspomnianym etapie ontogenezy in vitro. Na miejscu liścieni pojawia się 
czasami tzw. trąbka. (Liścienie zrastają się, a niewykluczone, że jeden liścień przy
biera taki kształt, jak płatki korony w kwiecie rurkowatym.) Taki proces wyraźnie 
obniżał potencjał regeneracyjny zarodków, ale go definitywnie nie wykluczał. W 
wielu przypadkach następował nienaturalny przerost stadium globularnego (taki 
zarodek somatyczny mógł mieć np. 500 pm średnicy w porównaniu z zygotycznym, 
który w tym stadium ma tylko ok. 100 pm). Graficznie anomalie rozwojowe zarodków 
somatycznych oraz momenty, w których mają one miejsce, przedstawiono na rysun
kach 1 i 2.

Rys. 2. Anomalie w rozwoju zarodków 
somatycznych na skutek zmian zachodzą
cych w części apikalnej zarodków i po
działami komórek po zainicjowaniu pri- 
mordiów liścieni. W czasie normalnego 
roz woju zarodka w proembrionie (A) wy- 
róż- nicowuje się apikalna część (B), z 
której rozwijają się dwa primordia dające 
w efekcie dwa oddzielne liścienie (C). 
Między liścieniami w dojrzałym zarodku 
zakłada się merystem zarodkowy, czyli 
plumula(D). Kontynuacja podziałów ko
mórkowych pomiędzy dwoma primordia- 
mi doprowadza do zrastania się dwóch li
ścieni. Zbyt intensywne podziały komór
kowe w proembrionie doprowadzają do 
przerostu części apikalnej (F), w wyniku 
czego na dalszych etapach rozwoju zarod
ka powstaje kilka liścieni (G), które rów
nież mogą się zrastać (H). Jeżeli zbyt mało 
komórek proembrionu dzieli się, to z czę
ści apikalnej zarodka globularnego (I) wy- 
różnicowuje się tylko jedno primordium 
liścieniowe i powstaje jeden liścień, który 
również może się zrosnąć (K). Przedwcze
sna wakuolizacja (L) połączona (lub nie) 
z podziałami komórek doprowadza do 
nadmiernego rozrostu części pumularnej 

(za [3])

http://rcin.org.pl



SZCZEGÓŁOWA CHARAKTERYSTYKA SOMATYCZNEJ EMBRIOGENEZY 17

5. EGZOGENNE CZYNNIKI WPŁYWAJĄCE 
NA SOMATYCZNĄ EMBRIOGENEZĘ

Ogólnie czynniki mające wpływ na embriogeniczność, inicjację somatycznej em 
briogenezy i sam jej przebieg można podzielić następująco (uporządkowano je  w 
kolejności składników, dodawanych do klasycznej pożywki stosowanej w kulturach 
in vitro):

a) Źródło azotu i pH. Azot jest dodawany do pożywek w postaci soli amonowych 
(głównie azotanu, siarczanu i chlorku), wnoszących zredukowaną formę azotu oraz 
azotanów (głównie azotanu potasowego). Ponadto źródło azotu zredukowanego mogą 
stanowić aminokwasy (ze szczególnym uwzględnieniem glutaminy), hydrolizaty 
białkowe (peptony, edamina) oraz mocznik. Należy zaznaczyć, że w przypadku kultur 
tkankowych podobnie jak w odniesieniu do roślin rosnących in vivo azot jest podsta
wowym składnikiem różnicującym wzrost, a także go limitującym.

Łącznie z azotem nieorganicznym wymieniane jest pH, które, jak wiadomo, 
wpływa na całą gamę procesów fizjologicznych (np. aktywności enzymów). Oprócz 
słabo wyjaśnionego oddziaływania azotu (głównie jonów amonowych) i pH na 
embriogeniczność, obydwa te czynniki oddziałują na formowanie się zarodków.

Model stymulacji embriogenezy przez pH przedstawiono na rysunku 3. Pożywki, 
na których zachodził rozwój zarodków, uzupełnione były różnymi (1-5 mM) stęże
niami chlorku amonowego. Wspomniana sól amonowa była jedynym źródłem azotu 
nieorganicznego. Okazało się, że przy zachowaniu rygorystycznych warunków doty
czących czystości materiałów i odczynników udało się z powodzeniem zaindukować 
embriogenezę bez użycia auksyny. Indukcja powstawania somatycznych zarodków 
wyraźnie zależała w tym przypadku od ustalonego na początku kultury pH, i tak przy 
wynoszącym 5,7 zachodziła o wiele częściej niż przy niższym, równym 4,0. Jeżeli 
jedyne źródło azotu w pożywce stanowił jon amonowy, to siłą rzeczy tylko on był 
pobierany wymiennie z protonem, co doprowadzało do spadku pH. O ile spadało ono 
do 4,CM-,5 i w sposób sztuczny (przez buforowanie MES) było na tym poziomie 
utrzymywane, to selektywnej proliferacji ulegał specyficzny typ tkanki PGSP. Tkanka 
ta mogła być utrzymywana przez dłuższy czas w formie niezróżnicowanej pod 
warunkiem ciągłego utrzymywana niskiego pH. Podwyższenie go do 5,7 wyzwalało 
formowanie się zarodków.

W 1979 r. Kamada i Harada [24] opublikowali pracę, która z jednej strony wydaje 
się znakomicie potwierdzać wcześniejsze dane o roli zredukowanej formy azotu w 
indukcji embriogeniczności, a z drugiej dokładnie wyznacza moment tej indukcji. 
Ponadto rzuca ona pewne światło na wpływ, jaki może mieć forma azotu w pożywce 
na formowanie się zarodków. Autorzy posłużyli się opisywanym już modelem (indu
kcja embriogenezy wywoływana usunięciem 2,4-D, [19]) odpowiednio go modyfiku
jąc. Prowadzili oni kultury zawiesinowe tkanki marchwi na dwóch pożywkach, z 
których jedna zawierała jony amonowe, druga natomiast nie. Obie oczywiście uzu-
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Rys. 3. Inicjacja i ustabilizowanie u marchwi kultur Preglobularnych Stadiów Proembrionów 
(PGSP) na zbuforowanej, wolnej od hormonów, półpłynnej pożywce uzupełnionej 1 mMNH4+jako 
jedynym źródle azotu. Dwie tkanki (pochodzące z dojrzałych nasion) [1] były używane jako 
eksplantaty. Uszkodzone [lc] lub pokrojone [ld] dojrzałe zarodki zygotyczne, a także cała owocnia 
[lb] po wykiełkowaniu zarodka [la] mogła być używana do inicjacji globularnych stadiów zarod
ków somatycznych [2a, 2b] po 4 do 8 tygodni na tej samej pożywce. Zainicjowane, globularne stadia 
zarodków często rozwijały się dalej [3], ale jeżeli w czasie proliferacji tkanki pH spadało (jako 
skutek obecności jonów amonowych jako jedynego źródła azotu), to starsze stadia się nie rozwijały 
i powstawała mieszanina zarodków i PGSP [5]. Kolejne pasaże (co 2 tyg.) na świeżą pożywkę o pH 

= 4,5, doprowadzały do ustabilizowania kultury złożonej całkowicie z PGSP [6] (za [39])
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pełnione były 2,4-D w stężeniu jednego ppm. Reakcjami, które obserwowali po 
usunięciu 2.4-D z obydwu układów, były odpowiednio ryzogeneza na podłożu 
wolnym od zredukowanej formy azotu i embriogeneza w pożywce z jonami amono
wymi. Obserwowali oni także reakcje, jakie nastąpiły po zamianie tych dwóch 
układów, tzn. jeżeli dokonano posiewu kultury rosnącej na pożywce ze zredukowaną 
formą azotu na podłoże jej pozbawionej i odwrotnie. Formowanie się somatycznych 
zarodków obserwowano w pożywce z jonami amonowymi, pomimo że w poprzedza
jącej subkulturze na podłożu z 2,4-D brakowało tej formy azotu. Najważniejszy 
nasuwający się wniosek jest taki, że embriogeniczność została w tkance zaindukowa- 
na na podłożu wolnym od auksyny, co dowodzi, że auksyna w indukcji tej kompetencji 
nie jest niezbędna. Ostatnim przykładem regulacji SE przez zredukowane źródło azotu 
jest model opracowany dla bawełny (Gossypium klotzschianum). Indukcja embrio- 
genezy wywoływana była przez wprowadzenie do pożywki glutaminy [33].

Po indukcji somatycznej embriogenezy w zawiesinach marchwi na pożywce 
wolnej od regulatorów wzrostu utrzymanie niższego pH (4,3) podwyższało liczbę 
powstających zarodków, ale zgodnie z modelem Smitha i Krikoriana (rys. 3) hamo
wało ich dalszy rozwój w starsze stadia. Wyższe pH (5,8) obniżało liczbę powstają
cych zarodków, jednak umożliwiało ich dalszy rozwój i w efekcie konwersję w rośliny
[23],

Z przykładów tych wynika jasno, że obecność w pożywce zredukowanego źródła 
azotu jest niezbędna do istnienia w kulturze merystematycznej tkanki embriogennej. 
Z drugiej strony wiadomo, że tkanki embriogenne cechowała wybiórczość do pobie
rania jonów amonowych z pożywki [20].

Reasumując, azot jest najszerzej badanym czynnikiem warunkującym zaistnienie 
somatycznej embriogenezy, ale jego dokładna rola jest jeszcze nie do końca poznana.

b) Potas jako jednowartościowy jon K+. Badanie wpływu potasu na tkanki w 
kulturze in vitro jest trudne, ponieważ na ogół dodawany jest do pożywek w 
relatywnie dużym stężeniu, a tym samym usunięcie go powoduje konieczność usu
nięcia anionów komplementujących. Wprowadzenie tych z kolei w postaci np. soli 
sodowych drastycznie zmienia skład pożywki, a chodzi przecież o badanie wpływu 
jednego elementu -  potasu. Zastąpienie saletry potasowej w pożywce fosforanem 
potasowym (KH2P 0 4) w kulturach marchwi zaowocowało niewielkim obniżeniem 
liczby formujących się zarodków somatycznych, gdy z kolei tę ostatnią sól zastąpiono 
fosforanem sodowym, zarodki nie formowały się w ogóle [7]. Zachowanie takie 
mogło być istotnie efektem niedoboru potasu lub toksycznym działaniem jonu sodo
wego. Trudno przyjąć bez zastrzeżeń informacje dotyczące rzekomego podobieństwa 
kationu potasowego do jonu sodowego [16].

W modelu sterowania embriogenezą opartym na pH (rys. 3) stosowano pożywkę 
oznaczaną jako DS5. Oprócz wspomnianych modyfikacji dotyczących azotu cecho
wał jąbrak jonów potasowych. Jedyne obecne w pożywce pochodziły z wodorotlenku 
potasowego używanego do doprowadzania pożywki do określonego pH. Dodatek

http://rcin.org.pl



20 T. A. WRÓBLEWSKI

KOH nigdy jednak nie był większy niż 0,1 mmola na 1 1 pożywki [badania własne 
autora]. W porównaniu np. z pożywką Murashige i Skooga [30] zawierającą -23 mM 
K+ i Gamborga [15] -30  mM K+jest to ilość minimalna. Jak więc jest możliwe, że 
kultury PGSP rosły na takiej pożywce przez kilka lat i po indukcji wytwarzały zarodki 
somatyczne? Wynika to prawdopodobnie z tego, że potas nie jest składnikiem stru
kturalnym, takim jak: węgiel, azot czy fosfor. Jeżeli w pożywce jest mało lub brakuje 
któregoś z nich, to proliferacja jest zatrzymana. Nie powstają sacharydy (w tym 
prekursory biopolimerów ściany komórkowej), białka, lipidy czy kwasy nukleinowe. 
W przeciwieństwie do tych pierwiastków rola potasu jest bardziej stymulująca niż 
determinująca. A z drugiej strony reakcją rośliny na niedobór jakiegoś ze składników 
jest nienormalny wzrost. W kulturach in vitro bardzo często chodzi o uzyskanie takiej 
czy innej nienormalności we wzroście, której efektem jest chociażby somatyczna 
embriogenezą.

c) Wapń. Dodawany do pożywek najczęściej w postaci chlorku, ale również i 
azotanu. U marchwi sześciokrotnie wyższe (w porównaniu z pożywką MS) stężenie 
w płynnym podłożu chlorku wapniowego było w stanie znieść wpływ 2,4-D na 
somatyczną embriogenezę. Jak wiadomo, 2,4-D hamuje embriogenezę utrzymując 
tkankę w fazie niezróżnicowanej. Jeżeli dodatek tego regulatora wzrostu do pożywki 
wynosił 2 x 1(T6 M, to efekt jego działania był znoszony przez dodatek 6xl0"3-10~2 
M chlorku wapniowego i w zawiesinie pojawiały się struktury globularne [22]. 
Rozpatrując wapń niewątpliwie należy także pamiętać o jego roli w stabilizacji ściany 
i błony komórkowej [18]. Ponadto wiadomo o roli w somatycznej embriogenezie 
systemu aktywacji fosfataz przez kalmodulinę, która jak wiadomo jest ściśle związana 
zarówno z wapniem, jak i z mechanizmem przekazywania informacji opartym na 
cyklicznym AMP i GTP [40]. Wapń i jego pobieranie, podobnie jak w przypadku 
potasu, jest ściśle związane z działaniem pompy protonowej [6].

d) Węglowodany. Pełnią one w kulturach in vitro dwie zasadnicze role. Po 
pierwsze stanowią źródło węgla organicznego wykorzystywane jako materiał energe
tyczny oraz jako substrat do syntez w szlakach metabolicznych, a z drugiej strony w 
porównaniu z innymi składnikami klasycznych pożywek używanych w kulturach in 
vitro stanowią silne osmoticum. Najczęściej stosowanym w kulturach in vitro węglo
wodanem jest sacharoza. Przed pobraniem jest ona rozkładana przez ekstracelularną 
lub membranową inwertazę do glukozy i fruktozy. W dalszej kolejności są pobierane 
monosacharydy z większą lub mniejszą preferencją do glukozy. Zależności takie 
miały miejsce w kulturach marchwi, lucerny i soi [10,26].

Kultury zawiesinowe marchwi w czasie wzrostu niezorganizowanego (cykl au- 
ksynowy [4]), a także po zaindukowaniu w nich embriogenezy były w stanie wyko
rzystywać jako źródło węgla organicznego także samą: glukozę, fruktozę, mannozę, 
maltozę, rafinozę lub stachylozę [43]. Obecność w pożywce glukozy lub galaktozy 
jest istotna, ponieważ są one prekursorami w biosyntezie mezo-inozytolu -  bardzo 
ważnego składnika budulcowego błon komórkowych [44,45]. Różnice w pobieraniu
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z pożywki monosacharydów przez embriogenne i nieembriogenne kultury były ob
serwowane także u ogórka [8]. Wśród opisanych sacharydów mających wpływ na SE 
w kulturach marchwi należałoby jeszcze wymienić mannitol. Cukier ten był stosowa
ny do podwyższania potencjału osmotycznego głównie płynnych pożywek. 0,2 M 
dodane do pożywki stymulowało podziały komórek Specyficznego Typu 1 [31].

e) Auksyny i ich analogi. Auksyny i związki o podobnym działaniu hamują 
różnicowanie, czyli stymulują odróżni co w anie [46,4]. Oprócz więc tego, że oddzia
łując odróżnicowująco np. na eksplantaty pierwotne wyzwalają w nich embriogenny 
potencjał, mają także bardzo istotny wpływ na przebieg somatycznej embriogenezy 
będącej jak wiadomo z morfogenetycznego punktu widzenia różnicowaniem. Ewi
dentnym tego dowodem jest funkcjonowanie (nie tylko u modelowej marchwi) cyklu 
auksynowego [4]. Próg hamowania somatycznej embriogenezy marchwi ustalono dla
2,4-D na lCT^M, a dla IAA na 10"10M [14]. Rola 2,4-D może polegać na stymulacji 
syntezy endogennego IA A . Zależność ta nie polega jednak na bezpośrednim oddzia
ływaniu na szlaku biosyntezy tego naturalnego regulatora wzrostu z tryptofanu [29], 
U rzepaku do zaindukowania embriogenezy z tkanki proliferującej na pożywce z 
NAA, wystarczała 2 godz. ekspozycja na 2,4-D [11]. Z auksyn używanych do 
zainicjowania somatycznej embriogenezy z różnych eksplantatów i u różnych takso- 
nów, najważniejszy jest niewątpliwie 2,4-D. Poza tym stosowano także 2,4,5-T, 
NAA, picloram, rzadziej IAA i inne.

f) Cytokininy. BAP stymulowała proliferację tkanki marchwi, w efekcie jednak 
hamowała jej embriogenny potencjał. Wykazano, że w zawiesinach marchwi BAP i 
kinetyna hamowały powstawanie zarodków somatycznych na podłożu wolnym od 
innych regulatorów wzrostu, natomiast zeaty na w stężeniu 0,1 mg • l"1 wywierała efekt 
stymulujący [14]. Wyższe stężenia tego regulatora wzrostu proces hamowały. Stymu
lujący wpływ zeatyny był widoczny po dodaniu jej 3 -4  dni po indukcji embriogenezy 
w wolnej od auksyn pożywce.

g) Kwas abscyzynowy -  ABA. W roślinach rosnących in vivo jest łącznie z 
giberelinami związany z regulacją procesów wzrostowych i inicjacji generatywnej 
przez układ fitocliromowy. Ponadto reguluje gospodarkę wodną rośliny, a także 
pojawia się w czasie ekspozycji rośliny na czynniki stresowe i przystosowywanie się 
do nich. Podobna funkcja jak przy dojrzewaniu zarodków zygotycznych przypisana 
została temu związkowi także w czasie embriogenezy somatycznej [2, 14]. Ponadto 
oddziaływał on także bardziej specyficznie. U marchwi jedną z często występujących 
nienormalności w rozwoju zarodków somatycznych jest wieloliścieniowość (rys. 2). 
Pomimo hamowania przez ABA procesu inicjacji powstawania zarodków z tkanki 
proembriogennej, to dalsze fazy były przez ten związek stymulowane. Stymulacja 
polegała na tym, że dodanie do synchronicznej kultury, wtedy gdy zarodki są w 
stadium sercowatym, zwiększało odsetek zarodków rozwijających się normalnie [2], 
Podobne efekty obserwowano także u lucerny i świerka [12].
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h) Etylen. Embriogenne kultury zawiesinowe marchwi syntetyzowały go w czasie 
ekspotencjalnej fazy wzrostu [5], Jako egzogenny, może być wprowadzany do kultur 
in vitro, w dwóch postaciach: jako wolny gaz i jako etephon (związek który w 
kontakcie z wodą rozkłada się, w wyniku czego powstaje wolny gaz). Generalnie 
etylen hamował przebieg SE u wielu roślin (w tym także drzew iglastych). Na odwrót, 
inhibitory biosyntezy etylenu (takie jak Co2+, Ni2+, i Ag+ oraz kwasy: salicylowy i 
acetylosalicylowy wprowadzone w określonych stężeniach) proces stymulowały [5, 
36].

Nieembriogenny kalus Picea abies cechowała dużo większa produkcja etylenu w 
porównaniu z kalusem embriogennym. Należy zwracać także uwagę na konieczność 
dokładnego dobrania stężenia przy traktowaniu wolnym etylenem i etephonem, od 
czego zależy oczekiwany efekt. W czasie indukcji SE z uszkodzonych zarodków 
zygotycznych i merikarpów na wolnym od regulatorów wzrostu podłożu u marchwi 
obserwowano efekt hamowania procesu, jeżeli zawartość tego gazu w atmosferze nad 
kulturą wynosiła 0,5 i 1,0 ppm [39].

i) Poliaminy. Wiadomo, że somatycznej embriogenezie towarzyszy synteza endo
gennych poliamin, a ich poziom zależy od stadium zarodków somatycznych. Dodane 
jako egzogenne wyraźnie stymulowały embriogenezę bezpośrednią z eksplantatów 
pierwotnych u kilku przebadanych gatunków [28]. Metabolizm poliamin wiąże się 
ściśle z metabolizmem azotu [1],

j) Stres. Sam stres jest oczywiście pojęciem bardzo szerokim i nie do końca 
zdefiniowanym. Kultury in vitro tkanek roślinnych można traktować jako stresowe, 
a samo zjawisko wzrostu tkanek w sztucznie stworzonych warunkach jest reakcją 
rośliny na uszkodzenie związane z pobraniem eksplantatu [21,37], traktowanie regu
latorami wzrostu itd. W porównaniu jednak do "normalnych" warunków kultury in 
vitro, zastosowano w nich takie czynniki stresujące, jak: chlorek sodowy, jony metali 
ciężkich (kadm, kobalt, nikiel, cynk) i sacharoza (ta ostatnia w stężeniu 0,3-0,7 M, 
czyli ~ 100-300 g • F 1) [21], W warunkach takich z merystemów apikalnych 
(modelowej marchwi) formowały się somatyczne zarodki bez widocznego udziału 
tkanki kalusowej. Proces ten miał miejsce bez jakiejkolwiek stymulacji egzogennymi 
regulatorami wzrostu. Zarodki somatyczne powstawały także w czasie kiełkowania 
nasion wysterylizowanych w roztworze podchlorynu sodu o wysokim stężeniu (co 
prowadziło do częściowego uszkadzania zawartych w nich zarodków zygotycznych).

6. EMBRIOGENNE KULTURY PŁYNNE U OGÓRKA

Z prowadzonych przez nas badań na ogórku wynika, że merystematyczny chara
kter nie wystarcza do podjęcia przez komórki ukierunkowanych podziałów, w wyniku 
których powstaje somatyczny zarodek. Istotnąrolę (a może kluczową) odgrywają tutaj 
przestrzenne orientacje komórek, czyli informacja pozycyjna. Innymi słowami to, czy
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z grupy komórek o charakterze proembriogennym uformuje się zarodek somatyczny, 
zależy od usytuowania ich w stosunku do innych, nie uczestniczących w formowaniu 
embrionu. (Podobnie jak zygota oprócz kompetencji ma informację pozycyjną.)

Badania na ogórku wskazują, że w większości przypadków auksyna używana do 
indukowania embriogenezy somatycznej jest potrzebna do zaindukowania podzia
łów i wyzwolenia w komórkach potencjału proembriogenicznego (podobną rolę 
odgrywa niskie pH). Obecność auksyny lub presja niskiego pH wydaje się nie być 
jednak kluczowym determinantem przy indukowaniu embriogeniczności w komór
kach proembriogennych. Rolę tę przypisać należy niewątpliwie zredukowanemu 
źródłu azotu, a szczególnie jonom amonowym. Były one niezbędne do indukcji 
embriogeniczności. Merystemy apikalne pobrane z siewek ogórka były w stanie 
reagować wytwarzając somatyczne zarodki na pożywce wolnej od regulatorów wzro
stu. Do zaindukowania tego procesu wystarczało uszkodzenie towarzyszące pobraniu 
eksplantatu i obecność w podłożu jonów amonowych.

W ustalonych kulturach zawiesinowych ogórka (fot. 1) stwierdziliśmy dużo ana
logii do zjawisk opisywanych u marchwi [48], Jeżeli zawiesina proliferuje na pożywce 
uzupełnionej auksyną i jonami amonowymi, to pojawiają się w niej proembriogenne 
Komórki Specyficznego Typu 1 (dzielące się często nierównocennie) i agregaty masy 
proembriogenicznej -  PEM (fot. 2 i 3). Zmiana pożywki, na wolną od 2,4-D dopro
wadza do powstawania zarodków somatycznych z tych agregatów. Ponieważ liczba 
PEM w 1 ml zawiesiny może dochodzić do kilkunasu, tyle też zarodków można 
otrzymać z tej objętości płynnej kultury. Łatwo także wyobrazić sobie wydajność 
takiego systemu, jeżeli z kolby zostanie przeniesiony do skali kilkusetlitrowego 
bioreaktora.

U marchwi stwierdzono histologicznie istnienie dwóch typów masy proembrio
genicznej [42]. Niektóre z jej agregatów były zbudowane z drobniejszych, bogatych 
w cytoplazmę i skrobię komórek, inne z komórek nieco większych, z większymi 
wakuolami, nie zawierających skrobi. Obserwacje prowadzone przez nas na ogórku 
również wskazują na istnienie przynajmniej dwóch typów PEM (fot. 4). Zauważyli
śmy ponadto, że formowanie się zarodków somatycznych odbywa się w zależności 
od struktury tych agregatów [48], przy czym istnieje tu zależność: Im więcej skrobi 
zawiera kilkunasto- lub kilkudziesięciokomórkowy agregat, tym mniej komórek 
wchodzących w jego skład uczestniczy w formowaniu zarodka somatycznego. Od 1 
do 4 lub 5 komórek wchodzących w skład PEM dzieląc się daje początek zarodkowi. 
W skrajnych przypadkach, z agregatów PEM zawierających dużo skrobi, zarodki nie 
powstają w ogóle.

Masa proembriogeniczna powstaje niewątpliwie dwoma drogami. Jedną z nich są 
nierównocenne podziały Komórek Specyficznego Typu 1, drugą natomiast If agmen- 
tacja większych agregatów. W czasie nabywania przez ustalone zawiesiny ogórka 
embriogeniczności w kultur ach pojawiają się komórki skrobionośne. Komórki te mają 
cytryno waty kształt i wewnątrz charakterystyczny układ cytoplazmy. Często także
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Fot. 1. Typowa pojedyncza komórka w ustabilizowanej embriogennej kulturze zawiesinowej 
ogórka. 1 ml kultury zawierał w fazie stacjonarnej ok. 8 x 105 takich komórek (podziałka = 20 jam). 
Fot. 2. Pierwsze podziały komórek Specyficznego Typu 1, w wyniku których powstawały agregaty 
PEM. Strzałką zaznaczono pozostałości komórek proembriogenicznych (podziałka = 20 pm). 
Fot. 3. Agregaty masy proembriogeniczej PEM w ustabilizowanej embriogennej kulturze zawiesi
nowej ogórka. Strzałkami zaznaczono komórki proembriogeniczne, z których powstał PEM (po
działka = 100 pm). Fot 4. Agregat, w którego skład wchodzą dwa typy masy proembriogenicznej 
PEM w kulturze zawiesinowej ogórka. Ciemniejsza, oznaczona strzałką część agregatu zbudowana 
jest z komórek bogatych w skrobię (podziałka = 50 pm). Fot 5. Wydłużone komórki skrobio- 
nośne towarzyszące agregatowi PEM w kulturze zawiesinowej ogórka (podziałka = 50 pm). Fot
6. Globularne i sercowate stadia zarodków somatycznych 9 dni po posiewie ustabilizowanej 
embriogennej kultury zawiesinowej ogórka na wolne od regulatorów wzrostu płynne podłoże.

Strzałkami oznaczono pozostałości po masie proembriogenicznej (podziałka = 1 mm)
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Fot. 7. Zarodki somatyczne ogórka, w których zastymulowano, relatywnie wysoką zawartością 
jonów azotanowych w pożywce, przerost części radykularnej-korzeniowej. (podziałka = 1 mm). 
Fot. 8. Zarodki somatyczne ogórka, w których zastymulowano (głównie poprzez relatywne zwię
kszenie zawartości jonów amonowych w pożywce) przerost części pędowej-plumularnej. Anomalia 
ta objawia się pojawieniem się bardzo dużych stadiów globularnych. W zarodku zygotycznym 
stadium globularne ma ok. 100-200 (im średnicy (podziałka = 1 mm). Fot. 9. Zarodek somatyczny 
ogórka z trzema liścieniami. Wieloliścieniowość zarodków była także obserwowana w embriogen- 
nych kulturach marchwi (rys.2) (podziałka = 1 mm). Fot. 10. Zarodek somatyczny ogórka, w którym 
nastąpił przerost części pędowej-plumularnej (patrz dla porównania rys. 2) (podziałka = 1 mm). 
Fot. 11. Zarodki somatyczne ogórka, w których nasąpił wyraźny przerost części pędowych 
(plumularnych). Wszystkie zwrócone są biegunemkorzeniowym(radykularnym) w stronę agregatu 
PEM, z którego powstały (objaśnienia w tekście; podziałka = 1 mm). Fot. 12. Zarodki somatyczne 

ogórka zamknięte w alginianowych kapsułkach (podziałka = 1 mm)
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towarzyszą agregatom PEM (fot. 5). Dotychczas jednak nie wyjaśniliśmy roli, jaką 
odgrywają one w powstawaniu masy proembriogenicznej. PEM jest znakomitym 
obiektem do obserwacji najwcześniejszych momentów inicjacji morfogenezy. Od 
jego wielkości zależy to, ile powstanie somatycznych zarodków. Z naszych obserwa
cji wynika, że z agregatów o śr. nie przekraczającej 80-90 pm (-20-30  komórek) 
formuje się na ogół jeden zarodek. Z większych, szczególnie jeżeli są one pofragmen- 
towane, kilka.

W zawiesinach komórkowych możemy mieć do czynienia z dwoma rodzajami 
synchronizacji. Pierwszy dotyczy podziałów komórkowych i uzyskiwany jest np. 
głodem fosforanowym, dmgi typ to synchronizacja procesów.

Synchronizacja procesu somatycznej ebriogenezy doprowadza do wytwarzania 
zarodków somatycznych takiej samej wielkości oraz będących w takim samym 
stadium, a wywołuje ją  usunięcie starej pożywki i zastąpienie jej nową, pozbawioną
2,4-D. W związku jednak z tym, że początek zarodkowi daje jedna lub kilka komórek 
masy proembriogenicznej oraz z tym że z większych agregatów PEM rozwijają się 
szybciej, największą synchronizację procesu można otrzymać używając do zainicjo
wania kultury tylko określonej frakcji agregatów PEM. (Im mniejszej, tym rozwijające 
sie z niezorganizowanych agregatów zarodki są bardziej regularne, ale z jednego ml 
zawiesiny otrzymuje się ich mniej.) Jeżeli używa się do posiewu tyko frakcji zawie
rającej pojedyncze komórki i ew. dwukomórkowe agregaty, zarodki nie rozwijają się 
w sposób synchroniczny, ponieważ i tak wcześniej z pojedynczych komórek powsta
ją  agregaty PEM, a dopiero te po osiągnięciu określonej wielkości formują zarodki. 
U ogórka największą synchroniczność procesu otrzymywaliśmy używając do posie
wu na wolne od regulatorów wzrostu płynne podłoże frakcji 50- 80 pm (fot. 6). Przy 
posiewie frakcji mniejszej od 150 pm otrzymywaliśmy do kilkunastu zarodków 
somatycznych z 1 ml zawiesiny podstawowej, używając większych frakcji -  więcej, 
ale bardziej zróżnicowanych w wielkości i morfologii. Uzyskiwane wydajności są 
porównywalne z wynikami uzyskiwanymi u marchwi [2].

Proporcje części pędowej (plumularnej) do korzeniowej (radykularnej) w rozwija
jących się zarodkach somatycznych ogórka zależą od proporcji i ogólnej zawartości 
jonów amonowych i azotanowych w pożywce. Zmieniając więc zawartości tych 
składników w pożywce można wpływać na rozwój zarodków tak, aby był on zbliżony 
do normalnego [50] (fot. 7 i 8). W rozwijających się na wolnej od auksyny pożywce 
zarodkach somatycznych ogórka zaobserwowaliśmy wiele podobnych jak u marchwi 
anomalii. Wśród nich wytwarzanie wielu liścieni (fot. 10) lub ich zupełny brak (fot. 
10).

Z morfologią zarodków somatycznych wiąże się jeszcze jedno zjawisko, które 
mimo że obserwowane w bardzo wielu pracach, pomijane jest najczęściej w dyskusji. 
Chodzi o polarność w ich rozwoju. W kulturach zawiesinowych typu short-term 
zainicjowanych z kalusau ogórka [25] nie dało się wyraźnie zaobserwować zależności 
we wzajemnym przestrzennym ułożeniu rozwijających się zarodków. W embriogen-
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nych zawiesinach ustalonych (long-term) otrzymanych ze stożków wzrostu u tej 
rośliny formujące się somatyczne zarodki, o ile oczywiście powstaje ich obok siebie 
kilka, były zawsze zwrócone częściami plumularnymi odśrodkowo, radykularnymi 
natomiast dośrodkowo. Odnosi się wrażenie, że proliferacja merystematycznej, api- 
kalnej tkanki, w wyniku której zachodzi rozwój zarodków, "przeszkadza" sobie 
nawzajem. Części plumularne rozwijających się zarodków jakby się odpychały, a 
radykularne przyciągały (fot. 11).

Z naszych doświadczeń wynika, że przebieg zmian pH pożywki w czasie trwania 
wzrostu w kulturze tkanek embriogennych różni się w porównaniu z tkankami 
nieembriogennymi [49]. Charakterystyczne zmiany pH skorelowane były z kolei z 
pobieraniem z pożywki jo^ów amonowych lub azotanowych. Linie embriogenne 
intensywniej pobierały jony amonowe. (Koresponduje to z innymi danymi literaturo
wymi dotyczącymi np. brzozy [32].) Przeprowadzone analizy aktywności syntazy 
glutaminowej nie wykazały istotnych różnic pomiędzy obydwoma typami tkanek, 
wobec tego wszystko wskazuje na to, że istotną rolę w embriogeniczności odgrywa 
aktywność ATP-zależnego, błonowego białka -  pompy protonowej.

8. WYKORZYSTANIE SOMATYCZNEJ EMBRIOGENEZY 
W PRODUKCJI ROŚLINNEJ

Na skalę laboratoryjną embriogenne kultury zawiesinowe oraz kultury zarodków 
somatycznych prowadzone są w objętościach nie przekraczających ldm  . Związane 
jest to z objętością używanych naczyń oraz z niewielkim na ogół zapotrzebowaniem 
na materiał do analiz. Objętość 1 dm3 ustalonej embriogennej kultury zawiesinowej 
ogórka zawiera w plateau wzrostu 40-50 g tkanki. Masę taką otrzymuje się po ok. 14 
dniach z 4-5 gramów inokulum. Posiew takiej objętości kultury na pożywkę wolną 
od regulatorów wzrostu dostarcza z reguły od kilkuset do kilkunastu tys. zarodków 
somatycznych. Łatwo wyobrazić sobie, jakie wydajności mogą być osiągane przy 
przeniesieniu skali takich kultur z kolb do kilkusetlitrowych bioreaktorów.

Oprócz produkcji wtórnych metabolitów jedną z biotechnologii opracowywanych 
i stosowanych u roślinjest produkcja somatycznych nasion (somseed), czyli zarodków 
somatycznych przetworzonych w taki sposób, aby mogły one być użyte komercyjnie 
[17].

Jako somatycznych nasion używa się zarodków somatycznych świeżych i wysu
szonych. Zarówno jedne, jak i drugie mogą być zakapsułkowane w alginianowe (fot. 
12) lub silikonowe otoczki, które podobnie jak łupina nasienna fizycznie ochraniają 
zawarte w nich zarodki. Składnikami takich otoczek mogą być substancje odżywcze, 
regulatory wzrostu, pestycydy i antybiotyki. Kapsułki umożliwiają także stopniową 
hydratację w przypadku zarodków wysuszonych. Wysuszone somatyczne zarodki
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mają tą przewagę nad świeżymi, że można je przechowywać przez dłuższy czas bez 
utraty zdolności do kiełkowania, co w przypadku tych drugich następuje po kilku 
tygodniach. Do suszenia zarodki somatyczne muszą być jednak dużo dokładniej 
przygotowane. Przygotowanie takie polega na hartowaniu przy użyciu m.in. regula
torów wzrostu (np. AB A) i zmianach potencjału osmotycznego środowiska [3,17].

Przyczyny, dla których podejmuje się opracowanie technologii produkcji somaty
cznych nasion dla określonego gatunku, są następujące :

1) praktycznie nieograniczona możliwość produkcji zdrowego i wyrównanego 
materiału siewnego,

2) możliwość masowego rozmnażania tych form, które albo nie wytwarzają nasion 
(cecha bardzo pożądana u niektórych owoców i warzyw), albo nie przekazują korzy
stnych cech generatywnemu potomstwu, a więc ciekawych pojedynków, triploidów i 
mieszańców heterozyjnych;

3) uniezależnienie produkcji materiału siewnego od warunków pogodowych oraz 
pory roku, a także sprowadzenie jej do małej powierzchni laboratorium biotechno
logicznego;

4) możliwość bardzo szybkiego wprowadzania do uprawy nowych odmian (w tym 
otrzymanych z form transgenicznych), przy czym materiał siewny ma jakość super- 
elity;

5) w porównaniu z klasycznymi technikami mikropropagacji przy użyciu kultur in 
vitro (mikrosadzonki z kultury merystemów) materiał siewny w postaci zarodków 
somatycznych można przechowywać i otrzymywać rośliny w dowolnym terminie;

6) ze względu na płynne środowisko kultur istnieje możliwość całkowitej automa
tyzacji procesu produkcji materiału siewnego.

Z drugiej strony pojawiają się problemy, które uniemożliwiają (przynajmniej w 
obecnej chwili) wprowadzenie takich technologii dla niektórych roślin uprawnych. 
Trudności te sprowadzają się do następujących spraw:

1. Nie u wszystkich roślin udaje się otrzymywać somatyczne zarodki, co więcej 
różną predyspozycją do ich wytwarzania cechują się nie tylko odmienne gatunki, ale 
również formy w obrębie gatunku [35,49].

2. Technologia somatycznych nasion wymaga powtarzalnych procedur otrzymy
wania zarodków somatycznych wyrównanych i nadających się do zatrzymania w 
rozwoju, a nie zawsze problemy te udaje się rozwiązać. Opracowanie takich procedur 
jest na ogół długotrwałe (kilka do kilunastu lat).

3. Pomimo że rozmnażanie roślin drogą somatycznej embriogenezy jest formą 
klonowania, czyli rozmnażania wegetatywnego, nie zawsze gwarantuje stabilność 
genetyczną materiału, a co za tym idzie powtarzalność cech w stosunku do materiału 
wyjściowego. Problem ten jest szeroko badany i znane są już techniki pozwalające 
zminimalizować tzw. zmienność somaklonalną.

Dotychczas u żadnej rośliny nie wprowadzono do handlu detalicznego suchych 
somatycznych nasion zdolnych do kiełkowania w warunkach polowych, aczkolwiek
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u wielu gatunków technologia ta jest już z powodzeniem stosowana w produkcji 
sadzonek w specjalistycznych zakładach. Najdalej posunięte są badania nad mar
chwią, selerem, roślinami kapustnymi, kawą, soją, rzepakiem, lucerną, bawełną, 
świerkiem oraz niektórymi roślinami ozdobnymi.

9. ZAKOŃCZENIE

Somatyczna embriogeneza jest obecnie jednym z najintensywniej badanych zja
wisk w kulturach in vitro tkanek roślinnych. Pomimo tego wiele zagadnień z nią 
połączonych pozostaje nadal nierozwiązanych. Dużo uwag poświęca się technikom 
związanym z otrzymywaniem zarodków somatycznych na dużą skalę i sterowaniem 
ich rozwojem tak, aby mogły być użyteczne jako materiał siewny oraz (lub) jako 
substrat do produkcji wtórnych metabolitów. Systemy opracowane w kulturach in 
vitro są także od blisko 10 lat modelami do badań molekularnych. Podobnie, jak w 
przypadku prac histologicznych, ich wyniki otrzymane na materiale pochodzącym z 
kultur, odnoszone są do tego, co dzieje się w roślinie rosnącej in vivo. Znajomość tego 
systemu pozwalającego regenerować kompletne rośliny z tak małych elementów, jak 
pojedyncze komórki i protoplasty, znajduje także zastosowanie przy otrzymywaniu 
roślin transgenicznych (w tym mieszańców somatycznych).
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REGULATION OF GENE ACTIVITY 
DURING PLANT EMBRYOGENESIS
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Szkoła Główna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Streszczenie. Techniki klonowania genów stworzyły nowe możliwości w wielu obszarach badań, 
w tym także w embriogenezie roślin, procesie badanymprzez wielu naukowców innymi metodami. 
Zmiany ekspresji genów w czasie embriogenezy bada się obecnie korzystając z konwencjonalnego 
modelu rozwoju zarodka zygotycznego lub embriogenezy somatycznej w kulturach in vitro. 
Pierwszy model wykorzystuje przede wszystkim bogate kolekcje mutantów zarodkowych. Dzięki 
temu możliwa jest identyfikacja i analiza głównie genów warunkujących akumulację materiałów 
zapasowych, odporność na wysychanie, czy o innej funkcji związanej z późniejszymi fazami 
rozwoju zarodka. Embriogeneza somatyczna stworzyła lepsze możliwości badania różnych genów 
związanych z wczesną embriogenezą, w tym także genów białek pozakomórkowych. Wykorzystu
jąc embriogenezę somatyczną wyizolowano także homologi genów istotnych w lepiej zbadanych 
procesach rozwojowych u odległych systematycznie gatunków i mających 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 development or 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. WSTĘP

Po zapłodnieniu lub od chwili, gdy komórka somatyczna czy gametofit męski 
wchodzi na szlak embriogenezy, proces rozwojowy zarodka wynika z czasowo 
zróżnicowanej ekspresji genów. Od czasu gdy narzędzia biologii molekularnej zna
lazły się powszechnie w użyciu, zbadanie tego procesu stało się wyzwaniem dla 
biologów roślin. Ostatnio pojawia się coraz więcej prac rozpatrujących genetyczne i 
molekularne aspekty embriogenezy [19,42,46,48]. Celem niniejszej pracy jest poka
zanie aktualnej sytuacji w zakresie izolacji i molekularnej charakterystyki genów 
biorących udział w zygotycznej i somatycznej embriogenezie.

Według Raghavana [36] aktywacja genów podczas przejścia komórki somatycznej 
w zarodek jest odmienna od zachodzącej po zapłodnieniu, szczególnie jeśli chodzi o 
początkowe etapy tego procesu. Ponadto metodyka konieczna do zapoczątkowania 
badań w tych dwu systemach, jak i materiał wyjściowy znacznie się różnią. W 
niniejszym opracowaniu molekularne mechanizmy embriogenezy zostaną omówione 
oddzielnie dla embriogenezy zygotycznej i somatycznej. W wielu wypadkach wyniki 
molekularnych badań nad somatyczną embriogenezą są później potwierdzane w 
układzie embriogenezy zygotycznej. Stwarza to wspólną platformę w interpretacji 
wyników badań na obydwu modelach.

2. EMBRIOGENEZA ZYGOTYCZNA

2.1. RO LA  INFO RM A CJI M ATECZN EJ

Na podstawie eksperymentów w układach zwierzęcych, takich jak jeżowiec czy 
niektóre płazy, powszechnie akceptowane jest istnienie informacji matrycowej w 
komórce jajowej (mateczne mRNA), poza jądrowym DNA, która służy do syntezy 
białek bezpośrednio po zapłodnieniu [36]. Niewiele wprawdzie wiadomo na temat 
roślin wyższych, jednak prace Nagato [32] wskazują na podobieństwo pod tym 
względem do organizmów zwierzęcych. Otóż kłosy jęczmienia wyłożone na pożywkę 
z 3H-urydyną nie wykazały autoradiograficznie wykrywalnego włączania znakowa
nego związku aż do stadium około stu komórek (czyli po stadium globularnym). 
Jednocześnie śledząc inkorporację 3H-leucyny nie zaobserwowano ograniczenia syn
tezy białek. Wiedząc, że komórki jajowe były zapładniane po wyłożeniu kłosów na 
pożywkę i że komórki zarodka globularnego nie mają dużych zapasów urydyny, 
można stwierdzić, że pierwsze białka zarodka są kodowane na zgromadzonym mRNA 
matki. Meinke [31] podkreśla jednak mniejsze zaczenie matecznego mRNA w em
briogenezie układów roślinnych w porównaniu ze zwierzętami, ze względu na możli
wość indukcji embriogenezy z mikrospor czy komórek somatycznych.
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Innym przykładem wpływu rośliny matecznej jest oddziaływanie środowiska, w 
jakim zarodek się rozwija. Mutacja shrunken endosperm u jęczmienia głównie usz
kadza bielmo i jest przykładem istnienia efektu rośliny matecznej [14].

2.2 mRNA SYNTETYZOWANE DE NOVO
Z anatomicznego punktu widzenia, zarodek roślinny jest stosunkowo prosto zbu

dowany w porównaniu z dojrzałą rośliną czy z zarodkiem zwierzęcym. Wyniki 
hybrydyzacji DNA-RNA wskazują jednak, że około kilkanaście tysięcy różnych 
genów ulega ekspresji na poziomie mRNA w stadium liścieniowym zarodka soi [20] 
i bawełny [18]. Jest to ilość przybliżona do obserwowanej w dojrzałej roślinie. 
Kompleksowość ekspresji genów wydaje się nie być proporcjonalna do złożoności 
strukturalnej, a tym samym w przeciwieństwie do zwierząt embriogeneza roślin nie 
charakteryzuje się redukcją ilości aktywnych genów [19].

Znaczną część nowo transkrybowanych genów w zarodku stanowią geny białek 
strukturalnych i funkcjonalnych, zapewniających stałe działanie komórki, tzw. geny 
mechanizmu podstawowego. Specjalizacja komórkowa, związana z inicjacją orga
nów i funkcjami nasienia, wymaga syntezy specjalnej puli białek. Powinny więc 
zachodzić zmiany aktywności niektórych genów w zależności od stadium zarodka. 
Wyniki badań nad ekspresją różnych genów w czasie embriogenezy można uogólnić 
w postaci schematu przedstawionego na rysunku 1.

Ze względu na trudności techniczne ciężko jest prowadzić badania nad wczesną 
embriogenezą zygotyczną i niewiele wiadomo na ten temat. Pomocne okazuje się 
zjawisko somatycznej embriogenezy, które omówione zostanie w drugiej części 
pracy. Przeważająca część dostępnych danych dotyczy molekularnej charakterystyki 
późniejszych stadiów zarodka. Goldberg i in. [20] porównywali u soi grupy rzadkich 
mRNA w stadium liścieniowym (30 dpz = dni po zapłodnieniu), w "półdojrzałych" 
zarodkach (75 dpz) i w dojrzałym zarodku w stanie spoczynku (125 dpz). Porównania 
te dotyczyły głównie genów aktywnych podczas wzrostu liścieni, gdyż większość 
komórek zarodka w wymienionych stadiach wchodzi w skład liścieni. Ponad 90% z 
15000 różnych mRNA obecnych w "półdojrzałym zarodku" jest wykrywalne w 
stadium liścieniowym i w dojrzałym zarodku. Co więcej, większość z nich jest obecna 
po kiełkowaniu w liścieniach i w liściach. Dane te wykazują, że tylko niewiele 
jakościowych zmian w składzie mRNA zachodzi w liścieniach podczas dojrzewania 
zarodka. Większość rodzajów mRNA jest przechowywana w dojrzałym zarodku i 
jest obecna później w roślinie. Przypuszczalnie więc, niewiele rodzajów transkryptów 
jest specyficzne dla zarodków lub jest obecne w zarodkach w znacznie większej ilości 
niż w innych okresach rozwoju (rys. 1). Galau i Dure [18] szacują, że nie więcej niż 
sto różnych genów ulega w pełni specyficznej ekspresji w czasie embriogenezy. 
Dodatkowo, wyniki porównań produktów translacji in vitro mRNA z zarodków w 
różnym wieku do białek występujących in vivo [4] wskazują na przewagę regulacji
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Rys. 1. Występowanie poszczególnych typów mRNA podczas embriogenezy i kiełkowania (prze
rysowane za [11]); grubość poszczególnych bloków jest proporcjonalna do intensywności wystę

powania; pokazano również orientacyjne czasy występowania typów mRNA

na poziomie transkrypcji w czasie embriogenezy nad późniejszymi możliwymi eta
pami regulacji.

2.3 M U TA N TY  ZA RO D K O W E 
JAKO OBIECU JĄ CA  PER SPEK TY W A  IZO LA CJI 
GENÓW  KLUCZO W Y CH  DLA EM B R IO G EN EZY

Genetyczną i molekularną analizę genów pełniących różne funkcje podczas em
briogenezy ułatwiają mutanty zarodkowe. Pod względem fenotypowym można je 
podzielić na:

(1) zaburzenia wczesnych stadiów morfogenezy i podziałów komórkowych,
(2) zmiany akumulacji barwników i materiałów zapasowych podczas dojrzewania 

nasienia oraz
(3) zakłócenia w przygotowaniu do spoczynku i kiełkowania [31].

K O N STYTU TYW N E (aktyna, tubullna, kalmodulina)

PÓŹNEJ EM BR IO G E N E ZY /W C ^E S N E G O  K IEŁKO W ANIA

STADIUM W CZESNA ŚRODKOWA PÓŹNA DOJRZALE 12go dz. 24 godz.
LISCIENIOWE FAZA DO JRZEW ANIA  NASIO NO

EMBRIOGENEZĄ KIEŁKOWANIE
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DELECJE CZĘŚCI ZARODKA:

APIKALNEJ

CENTRALNEJ

t

BAZALNEJ

TERMINALNYCH

Większość z nich, z wyjątkiem ge
nów niektórych białek zapasowych oraz 
białek LEA (ang. late embryogenesis 
abundant) jest nieznana.

Najtrudniejsze z punktu widzenia te
chnicznego, ale i bardzo interesujące są 
badania nad mutantami przejawiający
mi swój efekt we wczesnych stadiach 
embriogenezy. Nadzieję na szersze zba
danie molekularnych aspektów embrio
genezy budzą szeroko zakrojone prace 
nad mutantami rozwojowymi zarodków 
kukurydzy i rzodkiewnika. Ciekawą ich 
część stanowią mutanty z rozwojem za
rodka zatrzymanym w określonym sta
dium. Otrzymano już kolekcje takich 
mutantów u kukurydzy używając trans - 
pozonów [6] oraz u rzodkiewnika przy 
pomocy T-DNA. Szczególnie obiecują
ce są mutanty rozwoju zarodka rzod
kiewnika otrzymane przez mutagenezę 
EMS [30], Te ostatnie obejmują kilka 
grup w zależności od fenotypu mutanta 
(rys. 2):

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

(2) zaburzenia struktury wzoru ra
dialnego,

(3) zmieniony kształt.
Identyfikacja i analiza tych mutacji

może mieć przełomowe znaczenie w
badaniach genetyczno-molekularnych uwarunkowań morfogenezy we wczesnych 
stadiach rozwoju zarodka. Jedna z mutacji genu GNOM  zaburza asymetryczny podział 
zygoty [29]. Inne z otrzymanych mutacji dotyczą dalszych etapów tworzenia domen 
w osi apikalno-bazalnej (domena apikalna: liścienie, wierzchołek pędu, górna część 
hypokotyla; domena centralna: hypokotyl; domena bazalna: korzeń). Pozostałe z 
omawianych mutacji zakłócają organizację tkanek i kształtu zarodka. Na podstawie 
tych badań przypuszcza się, że około czterdzieści genów odpowiada za ustalenie i 
organizację anatomii zarodka [30]. Niestety, do tej pory żaden z powyższych genów 
nie został scharakteryzowany molekularnie, choć trwają intensywne prace w tym 
kierunku.

FENOTYP
ZARODKA
DZIKIEGO

FENOTYP
MUTANTA

Rys. 2. Rodzaje delecji we wzorze osiowym za
rodka Arabidopsis thaliana powodowane przez 

mutacje (przerysowane za [30])
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2.4. WCZESNA EMBRIOGENEZA
Jednym z przykładów wyraźnych zmian w ekspresji genów podczas wczesnej 

embriogenezy zygotycznej jest gen inhibitora trypsyny Kunitza u soi. mRNA tego 
genu pojawia się już w małej grupie komórek w mikropylarnej części zarodka 
globularnego, które przypuszczalnie są komórkami inicjalnymi merystemu i wystę
puje w dość dużej ilości w obszarze powstawania merystemu w zarodku sercowatym, 
[34]. Inhibitor trypsyny nie stanowi jednak produktu swoistego dla wczesnej embrio
genezy i jest zaliczany do białek nasienia.

2.5. EKSPRESJA BIAŁEK LEA I BIAŁEK NASIENIA
Według rysunku 1 białka nasienia są grupą, której obecność jest specyficznie 

regulowana w zależności od stadium rozwojowego zarodka. Są to dość powszechne 
białka akumulowane podczas embriogenezy i magazynowane w suchym nasieniu. 
Wśród nich białka zapasowe służą za źródło węgla i azotu dla kiełkującego nasienia
[24], natomiast rola białek, takich jak lektyna czy inhibitor trypsyny, nie jest jeszcze 
dokładnie znana [19]. Białka zapasowe są z jednej strony dobrym modelem do 
śledzenia regulacji ekspresji genów roślinnych, a z drugiej ważnym ekonomicznie 
źródłem żywności i surowca dla przemysłu. W przybliżeniu mRNA kodujące te białka 
stanowi 50% całego mRNA zarodka "półdojrzałego" [20]. Goldberg i in. [19] wyróż
niają następujące cechy białek nasienia:

(1) określona, czasowa ekspresja genów kodujących te białka,
(2) wysoka specyfika ich ekspresji, ograniczona wyłącznie do embriogenezy lub 

zaznaczająca się tylko nieznacznie w innych fazach,
(3) regulacja przestrzenna ekspresji tych białek w różnych częściach zarodka (np. 

lektyna wykazuje wyższą ekspresję w liścieniach niż w osi zarodka).
Inną embriospecyficzną grupą są białka LEA (ang. late embryogenesis abundant). 

Ulegająone czasem ekspresji także w innych fazachrozwojowych rośliny jako reakcja 
na suszę i przypuszcza się, że spełniają funkcję ochronną w czasie utraty wody [12].

2.6. MECHANIZMY REGULACJI EKSPRESJI 
EMBRIOSPECYFICZNYCH BIAŁEK

Badania nad aktywnością genów kodujących białka nasienia prowadzone przez 
Wallinga i in. [45] wskazują, że regulacja ekspresji wielu z nich odbywa się na 
poziomie transkrypcji. Posttranskrypcyjna regulacja ma również miejsce. Dowodzą 
tego m.in. różnice w zawartości mRNA lektyny pomiędzy "półdojrzałym" zarodkiem 
a korzeniem dojrzałej rośliny wynoszące kilka rzędów wielkości więcej niż te same 
różnice w poziomie transkrypcji genu lektyny. Może to być wynikiem większej 
stabilności czy też efektywniejszego transportu do cytoplazmy w zarodku niż w 
roślinie.
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Mechanizmy regulacji ekspresji różnych białek nasienia wydają się być wysoce 
konserwatywne. Świadczą o tym wyniki doświadczenia, w którym wkomponowano 
geny tych białek w pochodne plazmidu Ti, następnie transformowano rośliny przy 
pomocy Agrobacteńum tumefaciens i badano ich ekspresję w układach heterologi- 
cznych. Stwierdzono, że u transformantów tytoniu i petunii zostaje zachowana spe
cyfika ekspresji genów takich gatunków, jak: soja, fasola, rzepak, jęczmień, pszenica 
i kukurydza [19](tab.l). Przy pomocy delecyjnych pochodnych promotorów niektó
rych z tych genów zidentyfikowano rejony, a w niektórych przypadkach konkretne 
elementy odpowiedzialne za specyficzną ekspresję w zarodkach (tab. 1) [19,42]. 
Aktywność niektórych zarodkowych genów powiązano z ekspresją genów regulato
rowych. Takimi regulatorami u kukurydzy są Opaque2 dla genów zein [25], C l i R1 
dla genów antocyjanin endospermu oraz Viviparous 1, regulator dwóch poprzednich
[22], Ekspresja embriospecyficznych białek jest także zależna od AB A. Okazało się, 
że kwas abscyzynowy powoduje podwyższoną akumulację mRNA, niektórych białek 
LEA i zapasowych [35,38]. Podobnie jak i w promotorach genów kodujących białka 
nasion, tak i w niektórych genach LEA zidentyfikowano specyficzne elementy. Na 
przykład gen Em z pszenicy ma w promotorze element warunkujący ekspresję zależną 
od AB A i od czynnika transkrypcyjnego EMBP-1 [21].

3. EMBRIOGENEZA SOMATYCZNA

3.1. M A RCH EW  JA K O  M O D ELO W Y  U K ŁAD D O ŚW IA D C ZA LN Y

Notowany w ostatnich latach znaczący rozwój badań nad somatyczną embrioge- 
nezą spowodował także wzrost zainteresowania tym procesem jako modelem do 
badań zróżnicowanej ekspresji genów w czasie morfogenezy. Najszerzej stosowanym 
tutaj modelem jest somatyczna embriogeneza w zawiesinach komórkowych marchwi. 
Model ten polega na utrzymywaniu w stanie niezróżnicowanym zawiesiny składającej 
się z pojedynczych komórek i agregatów komórkowych w obecności 2,4-D. Usunię
cie auksyny z pożywki powoduje indukcję rozwoju zarodków. Układ ten z dość 
prostym systemem sterowania, w którego wyniku można otrzymać embriogenezę z 
pojedynczej komórki somatycznej, wydaje się idealnym do badań biochemicznych i 
molekularnych. Badania aktywacji genów podczas somatycznej embriogenezy wyda
ją  się szczególnie przydatne w śledzeniu wczesnych efektów embriogenezy.

3.2. PIERW SZE BIO CH EM ICZN E M A RK ERY  
SO M A TY CZN EJ EM BR IO G EN EZY

Pierwsze badania zmierzające do ogólnej charakterystyki genów ulegających eks
presji w tym układzie badawczym można przedstawić następująco (za Raghavanem 
[36]):

http://rcin.org.pl



40 M. K. FILIPECKI, T. WRÓBLEWSKI, S. MALEPSZY

TABELA 1. Zestawienie różnych białek nasion (przerysowane z [19], zmodyfikowane)

Białko/gen Gatunek Specyfika ekspresji 
zachowana w układzie 
heterologicznym

Obszary promotora 
ważne dla specyfiki 
ekspresji

ß-konglicynina, podjednostka a'/Cgyl soja tytoń, petunia +1 do -159
ß-konglicynina, podjednostka ICgy4 soja tytoń, petunia ?
lektynaJLel soja tytoń +1 do -77
glicynina, podjednostka AiaBlbIGyl soja tytoń +1 do -66
inhibitor trypsyny Kunitza/ATt/7 soja tytoń ?
inhibitor trypsyny Kunitza/Af/2 soja tytoń ?
inhibitor trypsyny Kunitza/ATh3 soja tytoń ?
vicilina groch ? ?
legumina AJlegA groch tytoń ?
legumina B llegB fasola tytoń ?
fitohemagglutynina, podj. LIdlec2 fasola tytoń +1 do -125
faseolina fasola tytoń ?
krucyferyna rzepak ? ?
napina rzepak rzepak +1 do -300
hordeina jęczmień tytoń +37 do -512
glutenina, ciężki polipeptyd pszenica tytoń -5 do —438
glutenina, lekki polipeptyd pszenica tytoń -160 do-326
zeina, polipeptyd 19 kDa kukurydza petunia ?
zeina, polipeptyd Z4 kukurydza tytoń +1 do -549
HRGP (hydroxyproline-rich kukurydza ? ?
glycoprotein)
HyPRP (hybridproline-rich protein) kukurydza ? ?
heliantyninaJHaG3-D słonecznik tytoń -322 do -725

1. Już w 6 godzin po przeniesieniu do pożywki bez auksyny następuje wzrost 
syntezy mRNA w porównaniu z zawiesiną rosnącą w obecności 2,4-D, jednocześnie 
jest obserwowane obniżenie stężenia wolnych aminokwasów w embriogenicznych 
liniach komórkowych.

2. Indukcja embriogenezy w zawiesinach marchwi na pożywce bez auksyny 
podlega regulacji na poziomach transkrypcyjnym i translacyjnym, ponieważ inhibitor 
poliadenylacji nie zatrzymuje syntezy białek, a rozwój zarodka zatrzymuje się w 
stadium globularnym. Innym możliwym wytłumaczeniem tego zjawiska jest determi
nacja molekularna rozwoju embrioidu już na pożywce z 2,4-D.

3. Zmianie ekspresji genów podczas somatycznej embriogenezy towarzyszą różne 
zmiany biochemiczne, takie jak:

(a)ponad dwukrotny wzrost steżenia putresceiny, spermidyny i sperminy w ko
mórkach embriogennych w 24 godziny po usunięciu 2,4-D oraz wzrost aktywności 
dekarboksylazy argininowej i dekarboksylazy S-adenozylmetioniny, enzymów bio
rących udział na szlaku biosyntezy wymienionych poliamin (poliaminy mają zdolność 
wiązania grup kwasowych kwasów nukleinowych),
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(b) różnice we wzorach elektroforetycznych izoenzymów, takich jak dehydroge
naza glutaminianowa i inne [2,13],

(c) wzrost względnej zawartości histonu HI w stosunku do pozostałych białek 
histonowych w kulturze embriogennej,

(d) zmiany w elektroforetycznych obrazach białek szoku ciepłego,
(e) występowanie dwóch embriospecyficznych białek E l i E2, pojawiających się 

w kilka godzin po indukcji somatycznej embriogenezy u marchwi [40,41]. Podobnie 
w innych układach doświadczalnych zaobserwowano zmiany na elektroforezogra- 
mach białek [15], choć częściej ilościowe.

3.3. BIAŁKA LEA TAKŻE ULEGAJĄ EKSPRESJI 
PODCZAS SOMATYCZNEJ EMBRIOGENEZY

Na końcu powyższego zestawienia wyników pierwszych badań biochemicznych 
aspktów somatycznej embriogenezy wymieniono obserwacje dotyczące zmiany w 
elektroforetycznych obrazach białek. Otóż badania białek stały się pomostem łączą
cym ze współczesną biologią molekularną. Ponieważ na początku embriogenezy brak 
jest znacznych zmian w różnorodności i intensywności syntezy białek, występują 
trudności w izolacji genów o specyficznej ekspresji we wczesnym rozwoju zarodka. 
Choi i in.[5] zastosowali metodę immunoadsorbcji do wzbogacania przeciwciał na 
ekstrakty z zarodków somatycznych. Stosując takie przeciwciała wyizolowano z 
biblioteki ekspresyjnej klony cDNA o preferencyjnej ekspresji w czasie embriogene
zy. Jeden z nich, Dc8 kodował hydrofilne białko wykazujące podobieństwo do białek 
typu LEA [12]. Wzór ekspresji był podobny w zarodkach somatycznych i zygotycz- 
nych marchwi. Niski poziom transkryptu Dc 8 stwierdzono w niezróżnicowanych 
kulturach komórkowych, natomiast podczas tworzenia zarodków globularnych nastę
pował wzrost jego zawartości. Produkt genu jest także obecny w dojrzałych zarodkach 
zygotycznych i w niewielkich ilościach w bielmie marchwi. Pomimo obecności już 
we wczesnych etapach embriogenezy przypuszcza się, że białko Dc8 pełni rolę 
podczas odwadniania nasion, podobnie jak inne białka LEA [3,17]. Ekspresja innego 
genu marchwi, Dc59, badanego jednocześnie z Dc8, jest także indukowana we 
wczesnej embriogenezie [5,23]. Dc59 wykazuje homologię do białka błonowego 
ciałek tłuszczowych kukurydzy. Pomimo że mRNA dla Dc8 i Dc59 pojawiają się już 
w stadium globularnym, to ich obecność jest raczej skorelowana z późniejszym 
stadium sercowatym. Hormon 2,4-D, jeden z głównych czynników regulujących 
somatyczną embriogenezę marchwi, którego usunięcie z kultury prowadzi do rozwoju 
zarodków somatycznych, nie powoduje zahamowania ekspresji Dc8 i Dc59. Inny 
regulator wzrostu, ABA, powoduje akumulację tylko mRNA Dc59 w organach 
zarodkowych. Białkowe ekstrakty jądrowe z zarodków somatycznych wykazywały 
wiązanie do pięciu sekwencji (elementów) promotoraDc59, wskazując na możliwość 
regulacji ekspresji tego genu przez inne białka zarodka. Elementy te były homologi
czne do występujących w obrębie promotora genu Dc8, którego fragmenty skutecznie
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konkurują przy wiązaniu ekstraktów jądrowych przez sekwencje promotora Dc59
[23]. Ekspresja Dc8 i Dc59 występuje także w skiełkowanych zarodkach somatycz
nych w przeciwieństwie do siewek z nasion, co tłumaczy się brakiem okresu spoczyn
ku, który zmieniałby całkowicie tory transkrypcji genów. Inny klon cDNA, Dc3, ulega 
także ekspresji podczas procesu somatycznej embriogenezy. Chociaż specyficzność 
ekspresji w masie proembriogenicznej i w zarodkach somatycznych nie jest całkowita, 
to wyraźny jest jej wzrost już we wczesnych etapach po indukcji. Obecność transkryp- 
tu Dc 3 już w niezróżnicowanej kulturze marchwi, przy obecności 2,4-D, sugerować 
może wczesną indukcję embriospecy ficznych genów związaną z nabyciem potencjału 
embriogenicznego [47,37]. Przewidywana sekwencja aminokwasów białka Dc3 (na 
podstawie sekwencji DNA), wykazuje podobieństwo do białektypuLEA,takjakDc8. 
Seffens i in. [37] zaliczają gen Dc3 do grupy RED (regulated environmentaly-deve- 
lopementaly). Są to geny, które w fizjologicznie normalnych warunkach ulegają 
ekspresji w sposób zgodny z fazami rozwoju i mogą być określane jako tkankowo lub 
procesowo specyficzne. Jednak w nienormalnych warunkach, jak np. stres środowi
skowy, geny RED mogą ulegać aktywacji w tych tkankach czy w fazach rozwojo
wych, w których normalnie nie są aktywne. Do nich właśnie zalicza się geny LEA. 
Dc3 ulega indukcji w warunkach deficytu wodnego i pod wpływem AB A.

3.4. BIAŁKA POZAKOMÓRKOWE
Pewną częścią badań nad somatyczną embriogenezą na poziomie molekularnym 

są prace nad czynnikami ulegającymi sekrecji do pożywki w kulturach zawiesino
wych. Czynniki te wywołują między innymi zjawisko zwane kondycjonowaniem 
pożywki. Są to głównie pochodzące ze ściany komórkowej polisacharydy, proteogli- 
kany i polipeptydy [43]. Wśród tych ostatnich dużą część stanowią enzymy, takie jak 
oksydoreduktazy (np. peroksydazy) i hydrolazy (np. glikozydazy, endoglikanazy). 
Peroksydazy z kolei biorą udział w wiązaniu (usieciowieniu) komponentów ściany 
komórkowej i przypuszcza się, że wpływają na ekspansję komórek. Glikozydazy 
natomiast, rozkładają polimery ściany pierwotnej i blaszki środkowej, które utrzymują 
komórki roślinne w zespoleniu. Prowadzone są badania nad kilkoma pozakomór- 
kowymi białkami marchwi EP1, EP2 i EP3 [44,39,8]. EP1 wydzielane jest przez 
kultury nieembriogeniczne i jest strukturalnie podobne do glikoprotein S z rzepaku i 
rzodkiewnika [33]. W roślinach mRNA tego białka gromadzi się w wewnętrznych i 
zewnętrznych osłonkach zalążka [44], Białko EP2 jest wytwarzane przez komórki 
embriogenne i somatyczne zarodki, wierzchołki pędów siewek, rozwijające się kwiaty 
i dojrzałe nasiona. Klon cDNA dla EP2 wyizolowano z biblioteki ekspresyjnej przy 
pomocy przeciwciał na EP2, a jego sekwencja wykazuje podobieństwo do białka 
transportu lipidów. Ekspresja genu jest zlokalizowana w protodermie zarodków 
somatycznych i zygotycznych oraz przejściowo w epidermie primordiów liściowych 
i organow kwiatowych. Podejrzewa się, że EP2 bierze udział w transporcie monome
rów kutyny do miejsca syntezy [39], Klon cDNA dla białka EP3 nie został wyizolo
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wany, ale otrzymano częściową sekwencję aminokwasów i zidentyfikowano ją  jako 
kwaśną endochitynazę występującą w formie zglikozylowanej [8]. Białko EP3 jest 
zdolne do odtworzenia normalnego rozwoju zarodków mutanta t s l l  (wrażliwego na 
podwyższoną temperaturę), zatrzymujących swój rozwój w podwyższonej tempera
turze na stadium preglobularnym. Zaburzenia rozwoju zarodków tego mutanta prze
jawiają się między innymi nienormalnym rozwojem protodermy i brakiem ekspresji 
EP2. Zaskakujące jest spostrzeżenie, że u mutanta t s l l ,  podobny efekt jak EP3 ma 
czynnik nodulacji (Nod) będący lipooligocukrem z Rhizobium [9]. Sugeruje to możli
wość udziału endochitynazy w tworzeniu roślinnych analogów czynników Nod.

3.5. INNE MOLEKULARNE MARKERY 
SOMATYCZNEJ EMBRIOGENEZY

Aleith i Richter [1] szukali genów ulegających ekspresji w pierwszych dniach po 
indukcji embriogenezy w kulturach zawiesinowych marchwi poprzez przeglądanie 
różnicowe biblioteki skonstruowanej z mRNA kultury w 8 dni po usunięciu 2,4-D 
(indukcja). Dużą część wyizolowanych klonów stanowiły geny ulegające przejścio
wej ekspresji, której maksimum następowało 8 dni po indukcji. Analiza sekwencji 
wykazała, że klon DC2.15 koduje białko zawierające domenę bogatą w prolinę i 
rejony podobne do punktów przyczepiania do błony. Klon Dc7.1 koduje małe białko 
zawierające segmenty bogate w glicynę i histydynę. Klon Dc9.1, którego poziom 
ekspresji cechuje się radykalnym spadkiem po indukcji, koduje również białko 
błonowe o nieznanej funkcji.

Próbowano także wyizolować geny indukowane w somatycznej embriogenezie u 
Medicago sativa. Wśród sklonowanych genów są klony M sPRPl i M sCal. M sPRPl 
koduje bogate w prolinę białko ściany komórkowej pojawiające się 1-3 dni po 
indukcji, ale nieobecne w zarodkach somatycznych. MsCal to białko, którego poziom 
wzrasta po indukcji i ekspresja preferencyjnie zachodzi we wczesnym stadium glo- 
bularnym. Przypuszczalnie jest to białko wiążące wapń. Innym genem, preferencyjnie 
ulegającym ekspresji we wczesnych stadiach embriogenezy u lucerny, jest M shspl8, 
klon kodujący białko szoku cieplnego [10]. Wiele sposród białek szoku cieplnego 
pełni rolę molekularnych chaperonów, a ich elektroforetyczne obrazy ulegają zmia
nom podczas embriogenezy. Można więc przypuszczać, że zmianie programu rozwo
jowego, następującego w czasie inicjacji somatycznej embriogenezy, towarzyszy 
aktywność białek zapewniających właściwą konformację innych białek wymaganych 
w tym procesie.

Komamine i in. [26] wyizolowali szereg embriospecyficznch klonów z synchro
nizowanej kultury zawiesinowej marchwi. Klon CAR4, którego mRNA występowało 
głównie w stadium sercowatym i torpedo, wykazywał podobieństwo do bogatych w 
prolinę białek ściany komórkowej. Inny charakteryzowany przez tę grupę klon CAR1, 
wykazywał podobieństwo do czynnika wydłużania łańcucha białkowego EF1, a jego 
transkrypt wykrywalny był głównie przed i w stadium globularnym i później, co
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najprawdopodobniej jest związane ze wzmożoną aktywnością podziałową komórek 
podczas embriogenezy [26].

Embriogeneza implikuje, rzecz jasna, bardzo wiele zmian ilościowych w ekspresji 
genów mechanizmu podstawowego. Przykładem mogą być zmiany ekspresji genów 
tubulin w czasie somatycznej embriogenezy marchwi, która wzrasta aż pięciokrotnie 
pomiędzy stadium globularnym i torpedo. Wiąże się to bezpośrednio ze wzrostem 
rozmiarów komórek w późniejszych stadiach embriogenezy [7],

3.6. GENY HOMEOTYCZNE W SOMATYCZNEJ EMBRIOGENEZIE
Ostatnio, rozpowszechnia się pogląd o podobieństwie podstawowych procesów 

rozwojowych i biorących w nich udział czynników białkowych pomiędzy wieloma, 
nawet bardzo odległymi ewolucyjnie gatunkami. Prostym sposobem poszukiwania i 
izolacji genów mogących odgrywać kluczową rolę w somatycznej embriogenezie jest 
więc poszukiwanie homologów genów decydujących o rozwoju w innych układach 
eksperymentalnych. Należą do nich na przykład homologi homeotycznych genów 
typu MADS-box, kodujących regulatory transkrypcji odpowiedzialne zamorfogenezę 
kwiatu, o domenie funkcyjnej zakonserwowanej także w czynnikach transkrypcyj- 
nych występujących u człowieka i drożdży. Jeden z nich to gen cucul, wyizolowany 
z ogórka, o ekspresji zawężonej do kalusa embriogenicznego, zawierającego młode 
struktury zarodkowe, oraz do owocu. W obrębie zarodka somatycznego transkrypt 
genu jest wykrywalny w zewnętrznej strefie części radykularnej stadium sercowatego
[16]. Innym przykładem są klony wyizolowane z soi, których sekwencje amino kwa
sowe są homologiczne do czynników transkrypcyjnych, zawierających homeodome- 
nę. Geny homeotyczne zawierające homeobox wyizolowano już wcześniej z różnych 
organizmów, takich jak Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Homo 
sapiens oraz Zea mays, gdzie pełnią funkcję decydujących "przełączników" w roz
woju embrionalnym. Transkrypt klonu Sbhl jest obecny we wczesnych stadiach 
somatycznych zarodków, jego poziom wzrasta do momentu uformowania liścieni, po 
czym maleje. Sbhl jest także bardzo słabo wykrywalny w łodygach i w hypokotylach 
[28].

3.7. ROLA METYLACJI
Nieco danych o zróżnicowanej ekspresji genów w czasie somatycznej embrioge

nezy pochodzi także z badań nad metylacją DNA. W wyniku indukcji embriogenezy 
poziom 5-metylo-cytozyny gwałtownie się obniża, aby w późniejszych stadiach 
wzrosnąć [27]. Powyższe zjawisko potwierdzone zostało na przykładzie dwóch 
genomowych klonów marchwi, z których jeden nie ulegał ekspresji w zarodkach 
somatycznych w porównaniu z zawiesiną i siewkami, gdzie w DNA było więcej 
miejsc dostępnych dla enzynu restrykcyjnego Mspl, wrażliwego na metylację.
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ROŚLINY POWSTAŁE DROGĄ SOMATYCZNEJ 
EMBRIOGENEZY
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Katedra Genetyki i Hodowli Roślin Ogrodniczych SGGW w Warszawie

WSTĘP

Odpowiedź na pytanie, jaka jest wartość i czym są rośliny powstałe drogą soma
tycznej embriogenezy, jest ważna nie tylko z poznawczego punktu widzenia, ale jest 
tym pilniejsza, im bardziej rozwija się biotechnologia roślin. Regeneracja tą drogą ma 
coraz większe znaczenie szczególnie tam, gdzie konieczne jest masowe pozyskiwanie 
roślin np.: w przypadku klonowania na dużą skalę roślin, kiedy rozmnażanie genera- 
tywne nie jest możliwe, przy produkcji somatycznych nasion lub do otrzymywania 
roślin o nowych cechach. W związku z tym zależnie od celu, populacja roślin po 
regeneracji powinna mieć takie same właściwości lub zawierać osobniki o nowych 
cechach. Wobec tego wyłania się pytanie, czy możliwe jest sterowanie tym procesem 
tak, aby kultura embriogenna była wolna od zmian lub "generowała" dużą lub małą 
zmienność wśród regenerantów.

Przy produkcji roślin przez somatyczną embriogenezę, oprócz odpowiedniego 
składu genetycznego (najczęściej wymagany jest identyczny ze składem genetycznym 
dawcy eksplantatu) rośliny te powinny charakteryzować się również dużym podo
bieństwem fenotypowym do fenotypu wyjściowego. Regeneracja in vitro często 
wywołuje bowiem dodatkową zmienność, która jest zmiennością przejściową i naj
częściej po jednym, dwóch pokoleniach zanika. Jednakże zaciemnia ona obraz zmien
ności genetycznej, a jest zupełnie nie do przyjęcia przy reprodukcji w celach ko
mercyjnych. Efektem następczym kultury jest również pewien brak zahartowania 
roślin uniemożliwiający bezpośrednie wysadzanie regenerantów do szklarni czy 
gruntu. Zregenerowane rośliny wymagają hartowania, ponieważ warunki kultury
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inaczej kształtują wiele właściwości, m.in. skórka może nie mieć kutykuli, miękisz 
gąbczasty może być nadmiernie rozwinięty. Przeniesienie takich roślin do surowszych 
warunków powoduje gwałtowne wyparowanie wody i utratę turgoru.

FAKTY WYSTĘPOWANIA ZMIENNOŚCI SOMAKLONALNEJ 
W KULTURACH EMBRIOGENNYCH

Embriogeneza somatyczna przez długi czas była uważana przez badaczy za drogę 
rozwoju roślin z kultur in vitro, która nie wywołuje zmienności wśród regenerantów. 
Uważano, że zmienność somaklonalna występuje wśród roślin powstałych w drodze 
organogenezy. Główną przyczyną takiego stanu rzeczy miał być fakt, że embriony 
somatyczne pochodzą od jednej komórki, natomiast rozwój organów inicjowany jest 
przez większą liczbę komórek [5, 21, 25]. Dowodzono też istnienia embriogennej 
selekcji. Feher i inni [8] znaleźli u lucerny niejasne korelacje między zmiennością 
liczby chromosomów i liczbątworzonychembrioidów. Dużaliczbanormalnychroślin 
była otrzymywana wbrew dużej częstotliwości nienormalnych komórek. Również 
wśród komórek globularnych embrioidów izolowanych z kalusa było bardzo mało z 
nienormalnymi chromosomami. Stąd wniosek, że wystąpiła embrionalna selekcja 
faworyzująca komórki normalne. Siły selekcyjne mogą działać na różnych pozio
mach, wśród różnych gatunków roślin.

Wśród nowszych prac coraz częściej pojawiały się doniesienia, że populacje roślin 
uzyskanych drogą embriogenezy somatycznej nie są jednorodne, wobec tego kultury 
embriogenne generują zmienność. Linacero i Vasquez [11) wykazali, że u czterech 
odmian żyta zmienność występowała wśród roślin otrzymanych z kalusa embrional
nego zarówno drogą embriogenezy somatycznej, jak i organogenezy przynajmniej z 
taką samą częstotliwością, ale np.: formy albinotyczne występowały dwa razy częściej 
wśród roślin otrzymanych przez embriogenezę. Podobnie zmienność somaklonalną 
w potomstwie roślin regenerowanych przez embriogenezę somatyczną znaleźli 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 
ogórków. Szczególnie dużo doniesień dowodzących istnienia większej lub mniejszej 
zmienności somaklonalnej wśród roślin uzyskanych drogą embriogenezy somatycz
nej ukazuje się ostatnio. Na samym tylko tegorocznym VIII Międzynarodowym 
Kongresie Roślinnych Kultur Tkankowych i Komórkowych we Florencji przynaj
mniej dziewięć doniesień było na ten temat. Jak powszechne jest to zjawisko, dowodzi 
fakt, że zmienność somaklonalną znaleziono nawet po embriogenezie roślin iglastych 
[10] uznawanych za wyjątkowo stabilne w przypadku regeneracji tą drogą.

Zmienność ta jest również bardzo intensywnie badana na poziomie DNA, z 
wykorzystaniem technik RLFP i szczególnie dynamicznie rozwijających się technik 
opartych na amplifikacji DNA metodą PCR [1, 7,10, 15,21],
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CZYNNIKI MODULUJĄCE ZMIENNOŚĆ SOMAKLONALNĄ 
W KULTURACH EMBRIOGENNYCH

Bardzo interesujące wydają się wyniki badań nad zmiennością somaklonalną 
ogórków uzyskanych drogą somatycznej embriogenezy. Malepszy i Nadolska- Orczyk
[12] stwierdzili istnienie zmienności somaklonalnej w pokoleniu segregującym po 
embriogenzie z kalusa uzyskanego z eksplantatów liściowych. Jednakże Pląder i inni
[17] uzyskali drogą bezpośredniej embriogenezy z kultur małych skrawków z bardzo 
młodych liści regenerację bez zmienności. Badano pokolenia R0, (pokolenie regene- 
rantów) Rj, (pierwsze pokolenie segregujące -  wyrosłe z nasion roślin R0) i R2 
(drugie pokolenie segregujące). Nie było nawet przejściowych zmian w pokoleniu R0, 
które zazwyczaj występują, chociażby jako efekt fizjologiczny kultury. Z drugiej 
jednak strony również drogą bezpośredniej embriogenezy, z kultury protoplastów 
otrzymanych ze szczególnie wysoce embriogenicznego kalusa żelowatego (GLC) i 
ustalonej embriogennej kultury zawiesinowej ogórków (EUKZ) w pokoleniu R0 nie 
uzyskano wprawdzie żadnych wariantów, ale za to w segregujących pokoleniach R { 
i R2 90% roślin było zmienionych. Jest to obraz przypominający klasyczną mutage- 
nezę, gdy pokolenie Mj (nie segregujące) jest na ogół nie zmienione (z wyjątkiem 
efektów somatycznych), a mutanty pojawiają się w M2. Można by wobec tego sądzić, 
że wszystkie te zmiany są uwarunkowane przez allele recesywne.

Znaczenie tych rezultatów wynika również z tego, że mamy tutaj dwa przypadki 
bezpośredniej, somatycznej embriogenezy i w jednym zmienność jest bliska zeru 
(eksplantaty liściowe), mimo że tkanka nie jest jednorodna, a w drugim blisko 100% 
(protoplasty). Z drugiej strony z takich samych lub podobnych eksplantatów w 
zależności od rodzaju embriogenezy -  pośredniej lub bezpośredniej uzyskano zmien
ność lub nie. Jednakże należy zauważyć, że w przypadku regeneracji z protoplastów 
embriogeneza była bezpośrednia, biorąc za punkt odniesienia protoplasty. Protoplasty 
te pochodziły natomiast z GLC (gel-like callus) i EUKZ, czyli z tkanki odróżnicowa- 
nej. Wobec tego w rzeczy samej była to embriogeneza pośrednia, a nie bezpośrednia, 
(biorąc za punkt odniesienia eksplantaty, z których otrzymano GLC i EUKZ) 
podobnie jak w przypadku kalusa liściowego. Jednakże częstotliwość zmian po 
kulturze protoplastów była znacznie większa. Wydaje się, że można to wytłumaczyć 
z jednej strony znacznie dłuższym okresem odróżnicowania i stanu kompetencji w 
przypadku protoplastów. Wiadomo, że sama długość fazy odróżnicowania zwiększa 
już prawdopodobieństwo zmian. Jednocześnie komórki te będąc w stanie embriogen- 
nym (kultura embriogenna) wykazują bardzo wielkość wrażliwość (są bardzo plasty
czne co do kierunku rozwoju) na wszelkiego rodzaju bodźce. Wobec tego bardzo duża 
liczba operacji (szczególnie pozbawienie komórek ścian) i zmian środowiska konie
cznych do otrzymania protoplastów i późniejszych etapów ma znaczny wpływ na ich 
zmienność. Doświadczenie to również dowodzi, że sam fakt rozwoju embrionów z 
pojedynczych komórek nie likwiduje zmienności somaklonalnej. Brak więc byłoby
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tu presji selekcyjnej preferującej rozwój embrionów tylko z komórek bez mutacji. Z 
drugiej jednak strony gdyby nawet taka presja istniała, to mutanty pojawiły się dopiero 
w pokoleniu segregującym, co sugeruje, że mutacje te i tak nie miały wpływu na 
zdolność do embriogenezy, ponieważ były w stanie heterozygotycznym, a te które 
wywierały negatywny wpływ na rozwój zarodków somatycznych, zostałyby wyeli
minowane. Isniałaby więc w takim przypadku selekcja fenotypów dzikich. Wydaje 
się, że dość częste są przypadki, że pokolenie R0 regenerantów powstałych w wyniku 
somatycznej embriogenezy nie wykazuje zmienności, co potwierdzałoby przedsta
wione wnioski. Morrish i inni [14] dopuszczają również pojawienie się mutacji 
dopiero w rozwijających się embrionach, co prowadziłoby do chimeryzacji. Nie 
wydaje się, aby takie zjawisko wystąpiło tutaj, ponieważ prawdopodobnie wystąpiła
by również zmienność po bezpośredniej embriogenezie ze skrawków liści. Obserwa
cja Morrisha jednak sugeruje możliwość wystąpienia form zmienionych nawet po 
rzeczywiście bezpośredniej embriogenezie (bezpośrednia embriogeneza z protopla
stów była quasi bezpośrednia, jak wyżej przedstawiono). Dlaczego jednak nie wystą
piła zmienność wśród regenerantów powstałych drogą bezpośredniej embriogenezy 
ze skrawków bardzo młodych liści, które mają już komórki o różnej ploidalności. 
Jeżeli w takich liściach możliwa jest bezpośrednia embriogeneza, to znaczy, że istnieją 
tam komórki, które mają kompetencję embriogenną lub ją  uzyskują bez potrzeby 
odróżnicowy wania, co jest cechą charakterystyczną komórek, które zachowały cechy 
komórek embrionalnych, niedojrzałych. Ko mórki takie pod wpływem odpowiednich 
bodźców łatwo inicjująproces embriogenezy. Kompetentnymi są najczęściej komórki 
diploidalne (u form diploidalnych), natomiast komórki o innej ploidalności, będą już 
prawdopodobnie zróżnicowane i bez kompetencji. Ponieważ stworzone zostały wa
runki do inicjacji embriogenezy, a nie odróżnicowywania, komórki o wyższej ploi
dalności nie zapoczątkują embriogenezy. Im młodszy jest organ, tym komórek zdol
nych do inicjacji embriogenezy jest więcej, wobec tego większa powinna być wydaj
ność regeneracji. Tak więc z przedstawionych rezultatów wynika:

1. Wystąpienie zmienności somaklonalnej wśród roślin uzyskanych drogą soma
tycznej embriogenezy zależy przede wszystkim od tego, czy regeneracja nastąpiła z 
odróżnicowanych wcześniej komórek czy nie. Z innych źródeł wiadomo, że również 
czas po odróżnicowaniu ma wpływ na częstotliwość zmian [9, 13,14].

2. Na wystąpienie zmienności somaklonalnej badanych cech nie ma wpływu ilość 
komórek biorących udział w inicjacji embrionu.

Złożoność problemu zwiększają jeszcze takie czynniki, jak niekiedy trudności z 
rozróżnieniem między somatyczną embriogenezą a organogenezą. Bebeli i inni [3] 
regenerowali rośliny z niedojrzałych embrionów pięciu siostrzanych linni różniących 
się zawartością heterochromatyny telomerycznej. Linie te wykazały istotne różnice 
reakcji morfogenetycznej poczynając od niezróżni co wanych wolno rosnących kalu
sów produkujących mało pędów przez kultury organogeniczne z wysoką częstotliwo
ścią tworzenia pędów do kultur z bardzo wysoką częstotliwością somatycznej
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embriogenezy. Analiza zmienności somaklonalnej w regenerowanych roślinach wy- 
kazaa niejasny związek niestabilności i sposobu regeneracji. Linie z najsłabszą reakcją 
i regeneracąj z niezróżnicowanych struktur były najstabilniejsze co do mutacji 
puntowych i chromosomalnych. Natomiast najbardziej embriogenne linie były śre
dnio zmienne. Najbardziej niestabilne linie były organogeniczne [4], Nie jest to jednak 
prawidłowość uniwersalna, ponieważ nie było takich prawidłowości np. u jęczmienia
[18].

Inną możliwością sterowania zmiennością in vitro może być fakt wykrycia aktyw
ności odwrotnej transkryptazy u Nicotiana glauca już po 24-48 godzinach od wyło
żenia eksplantatów [7]. Pojawiająca się odwrotna transkryptaza być może bierze 
udział w przejściowej amplifikacji DNA. Z komórek z aktywną transkryptazą wyizo
lowano zamplifikowane klony DNA wykazujące wysoki stopień homologii z retro- 
transpozonem typu Copia. Dodatek azydotymidyny natychmiast znosił aktywność 
rewertazy.

Genetyczna stabilność w kulturach jest w dużym stopniu również warunkowana 
genotypowo [13,14,24], Różnice między genotypami mogą być bardzo duże. Morrish 
i inni [14] badali zachowanie się dwóch linii izogenicznych, różniących się trzema 
cechami (dominująco dziedziczona purpurowa barwa pędów, dwie recesywnie dzie
dziczone, żółtej paskowatości i późnego kwitnienia -  ta ostatnia sprzężona z barwą 
pędów). Jedna z tych linii była cako wicie stabilna przynajmniej do drugiego pokolenia 
(R2) rozszczepiającego się, druga natomiast po 12 miesiącach regeneracji dała około 
0,02% roślin bez purpurowych pędów i 92% ! z deficjencją chlorofilową (częstotli
wość zmian w tej linii zależała też od czasu kultury). Takie różnice w indukowaniu 
zmienności między genotypami tłumaczy się architekturą genetyczną i wpływem 
stresu środowiskowego na stabilność genomu [2,22].

PODSUMOWANIE

Z przedstawionych faktów wyłania się obraz dość złożonych zależności między 
jakością (genotyp i fenotyp) roślin uzyskanych drogą somatycznej embriogenezy a 
najrozmaitszymi czynnikami działającymi przed, w czasie i po kulturze. Tak więc do 
najważniejszych czynników zmniejszających zmienność somaklonalną w kulturach 
embriogennych można zaliczyć regenerację z jak najmniej zróżnicowanych komórek, 
tak aby nie było konieczności odróżnicowy wania. Jest to chyba zasada najważniejsza. 
Jeżeli komórki muszą być odróżnicowane, to bardzo istotny jest czas kultury -  im 
krótszy, tym mniejsza zmienność, oraz genotyp roślin dawców eksplantatów. Nie ma 
rezultatów jednoznaczych co do roli zdolności do regeneracji i selekcji podczas 
embriogenezy. Poznane są już pewne ogólne prawidłowości co do zależności między 
regeneracją przez somatyczną embriogenezę a zmiennością somaklonalną, jednak
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precyzyjniejsze sterowanie tym procesem wymaga poznania zachowania się indywi
dualnych genotypów.
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