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Somatic embryogenesis of coniferous plants with Norway spruce
(Picea abies [L.] Karst.) as a model for studies

Summary

Somatic embryogenesis is a relatively new method of vegetative propaga-
tion of conifers. Many possibilities of its application include: cloning of trees for
reforestration and timber production - varieties resistant to environmental
stresses, pests and diseases, as well as valuable ornamental varieties; conserva-
tion of rare and endangered species; provision of cell lines and protoplasts for
genetic manipulations; germplasm preservation; synthetic seed production and
use in basic research on conifer genetics and development.

Conifer somatic embryogenesis was first reported in Picea abies (1,2) and
Larix decidua, in 1985 (3). Since then, this technology has been applied to more
than 30 coniferous species from the genera: Abies, Larix, Picea, Pinus, Pseudotsuga,
Sequoia, Taxus (4-7).

As the general development pattern is similar for many conifers, the proto-
col of Norway spruce can be used as a model system of somatic embryogenesis
in conifers. This protocol can be divided into six stages: 1) induction of embryo-
genic structures, 2) proliferation of embryogenic cultures, 3) maturation of so-
matic embryos, 4) embryo desiccation, 5) in vitro germination and conversion,
and 6) transfer of emblings to soil (8).

Key words:
biotechnology, conifers, micropropagation, Norway spruce, somatic
embryogenesis.



Somatyczna embriogeneza roélin iglastych na przyktadzie $wierka pospolitego (Picea abies [L.| Karst.)

1.Somatyczna embriogeneza roslin iglastych

Somatyczna embriogeneza to jeden ze sposobéw bezptciowego rozmnazania ro-
$lin, w ktérym réznicowane sg zarodki somatyczne. Wykazuje on wiele analogii
z procesem embriogenezy zygotycznej, od ktdrej rézni sie tym, ze zarodki nie po-
wstajg na skutek faczenia sie gamet, lecz z pojedynczych komorek somatycznych
lub ich grup (9).

Od czasu pierwszych obserwacji tworzenia sie zarodkéw somatycznych w kultu-
rach zawiesinowych Daucus carota (10,11), proces somatycznej embriogenezy zostat
opisany dla wielu gatunkéw roslin okrytozalgzkowych (9) i nagozalgzkowych (5).
Pierwsze doniesienia o indukcji kultur embriogenicznych roslin iglastych i produkcji
dojrzatych zarodkéw somatycznych pojawity sie 15 lat temu i dotyczyly dwéch ga-
tunkéw; Picea abies (1,2,12) i Larix decidua (3). Od tego czasu technologia somatycz-
nej embriogenezy roslin iglastych zostata znaczaco udoskonalona. Indukcja struktur
embriogenicznych i produkcja dojrzatych zarodkéw somatycznych sg coraz wydaj-
niejsze, a liczba gatunkdéw, u ktérych uzyskano regeneracje roslin na drodze em-
briogenezy somatycznej stale wzrasta (4,5). Procedura somatycznej embriogenezy.
Jak dotad, zostata opracowana dla ponad 30. gatunkow roslin iglastych z rodzajow:
Abies, Larix, Picea, Pinus, Pseudotsuga, Sequoia oraz Taxus (4-7).

Ogdblny model rozwoju zarodkéw somatycznych Jest podobny dla wielu roslin
iglastych i dlatego Swierk pospolity moze by¢ traktowany Jako gatunek modelowy
w badaniach nad somatyczng embriogenezg tej grupy roslin.

2. Proces somatycznej embriogenezy Picea abies

w procesie reprodukcji $wierka pospolitego na drodze somatycznej embrioge-
nezy mozna wyréznic¢ kilka odrebnych etapdéw, zwigzanych z poszczeg6lnymi sta-
diami rozwoju zarodkow somatycznych i zr6znicowanymi warunkami kultury (8). Sa
to kolejno:

1) indukcja struktur embriogenicznych,

2) proliferacja kultur embriogenicznych (fot. 1a),

3) dojrzewanie zarodkéw somatycznych (fot. Ib),

4) dosuszanie (desykacja) dojrzatych zarodkéw somatycznych (fot. Ic),

5) kietkowanie zarodkéw somatycznych (fot. Id) i wzrost siewek in vitro (fot. le),

6) aklimatyzacja roslin przesadzonych do podtoza mineralnego (fot. If).
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Fot. 1. Reprodukcja $wierka pospolitego na drodze somatycznej embriogenezy: proliferacja tkanki
embriogenicznej (a), dojrzewanie zarodkéw somatycznych (b), dosuszanie (c) i kietkowanie zarodkéow
(d), wzrost siewek in vitro (e) i aklimatyzacja roslin (f).
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Somatyczna embriogeneza roélin iglastych na przyktadzie swierka pospolitego {Picea abies |Lj Karst.)

2.1. Indukcja struktur embriogenicznych

2.1.1. Typy eksplantatéw

W pierwszych doniesieniach o somatycznej embriogenezie Picea abies pisano
0 wykorzystaniu do indukcji kultur embriogenicznych niedojrzatych (1,2) lub doj-
rzatych zarodkéw zygotycznych (1). Pdzniej stosowano tez starsze eksplantaty ini-
cjalne, takie jak liscienie kilkudniowych siewek (13), 18- i 36-dniowe siewki (14), igty
14-miesiecznych ro$lin wyprowadzonych z zarodkéw somatycznych (15), a nawet
igly 26-letnich drzew $wierka (16). Kultury embriogeniczne Picea abies indukowano
takze z dojrzatych zarodkéw somatycznych (17) oraz protoplastow pochodzacych
z embriogenicznych zawiesin komorkowych (18). W masowej reprodukcji $wierka
pospolitego najczesciej jako eksplantaty inicjalne wykorzystywane sg zarodki zygo-
tyczne. Istnieje bowiem zaleznos$¢, ze z wiekiem eksplantatu zmniejsza sie liczba
komorek wykazujacych totipotencje i maleje jego zdolnos$¢ do tworzenia struktur
embriogenicznych. Dla stosowanych jako eksplantaty inicjalne niedojrzatych zarod-
kow zygotycznych czestotliwos¢ indukcji wynosi prawie 100% (12), dla dojrzatych
zarodkéw okoto 50% (19), za$ dla siewek Srednio 40% (14).

2.1.2. Warunki indukcji

Indukcja tkanki embriogenicznej $wierka przeprowadzana jest zazwyczaj w ciem-
nosci (12,20). Struktury embriogeniczne mogg by¢ inicjowane na réznych pozyw-
kach podstawowych (20), w wiekszosci bedacych zmodyfikowanymi formami pozywki
MS (21), takich jak: LP (22), DCR (23), BMI-SI (24), a takze na pozywce LM (25), opra-
cowanej na podstawie biochemicznego skfadu megagametofitu roslin iglastych. Zmo-
dyfikowana pozywka MS o petnym skiadzie makro- i mikroelementéw daje dobre
rezultaty w indukcji tkanki embriogenicznej, gdy eksplantatami inicjalnymi sg nie-
dojrzate zarodki zygotyczne, jest jednak mniej efektywna, gdy wykorzystuje sie doj-
rzate zarodki. W tym przypadku korzystne okazato sie zredukowanie o potowe ste-
zenia pozywki indukcyjnej i wprowadzenie do niej organicznych zwigzkéw azoto-
wych, np. L-glutaminy i asparaginy.

Indukcja tkanki embriogenicznej Swierka przeprowadzana jest na pozywce statej,
zawierajgcej auksyne i cytokinine (stosunek molarny 2:1). Inicjowaniu struktur em-
briogenicznych u eksplantatéw pochodzacych z siewek sprzyja wstepne umieszcze-
nie ich na pozywce o wysokiej zawartosci cytokininy (13,26). Obecnos$¢ auksyny
w pozywce stymuluje podziatly mitotyczne komdrek oraz powstawanie stref mery-
stematycznych, utrzymuje wiasciwosci totipotencjalne tkanki i warunkuje tworze-
nie sie struktur embriogenicznych. Cytokininy natomiast stymulujg wzrost komé-
rek, a w obecnosci auksyny takze ich podziat (27). Regulatorami wzrostu stosowany-
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mi najczesciej do indukcji struktur embriogenicznych $wierka sg 2,4-D (kwas 2,4-dwu-
chlorofenoksyoctowy) i BA (6-benzyloaminopuryna). Wykorzystywane sg tez takie
auksyny, jak NAA (kwas a-naftylooctowy), IAA (kwas (3-indolilooctowy), Picloram
(kwas 4-amino-3,5,6-trichloropikolinowy) oraz cytokininy: kinetyna, zeatyna, 2iP (N-izo-
pentenyloadenina) (2,12).

Na indukcje struktur embriogenicznych $wierka maja wptyw takze inne sktadniki
pozywki, takie jak; sacharoza, substancje zestalajgce (ich rodzaj i stezenie) oraz
zwigzki azotowe (19,28,29). Optymalne stezenie sacharozy wynosi zazwyczaj 1-3%
i zalezy od dojrzatosci eksplantatu inicjalnego, zawartosci innych sktadnikéw po-
zywki oraz stezenia substancji zestalajacej (19). Organiczne formy azotu, takie jak
asparagina i glutamina, dziatajg stymulujagco na indukcje tkanki embriogenicznej
i jej dalszg proliferacje, a optymalny dla indukcji stosunek formy amonowej do azo-
tanowej wynosi 1:5 (29).

2.1.3. Pochodzenie struktur embriogenicznych

Na pozywce zawierajgcej auksyne i cytokinine z eksplantatu Inicjalnego mogg
powstawaé trzy rodzaje tkanki (2,30):

1) zielona, ziarnista tkanka z centrami merystematycznymi, z ktérych moga roz-
wijac sie paki przybyszowe,

2) nieembriogeniczny kalus, ztozony z matych, okragtych komorek,

3) poiprzezroczysta, kleista tkanka embriogeniczna, w ktérej miedzy niezorgani-
zowanymi grupami komorek wystepuja liczne biegunowe struktury embriogeniczne.

Tkanka embriogeniczna $wierka pospolitego roznicuje sie z komorek eksplantatu
inicjalnego na drodze embriogenezy bezposredniej. Struktury embriogeniczne moga
réznicowac sie z liscieni, hypokotylu lub epikotylu zarodkéw zygotycznych i siewek
Picea abies (14). Najprawdopodobniej powstajg one na drodze podziatéw pojedyn-
czych komdrek hypokotylu (31) lub z wielokomdrkowych struktur merystematycz-
nych liscieni (14). Pierwsze oznaki réznicowania sie struktur embriogenicznych ob-
serwuje sie w czasie poczatkowych czterech tygodni kultury na pozywce indukcyj-
nej. W niektérych przypadkach powstajg one pojedynczo na eksplantacie, w innych
pokrywajg catg jego powierzchnie (14). Tkanke embriogeniczng mozna tatwo odro6z-
ni¢ od struktur nieembriogenicznych, ze wzgledu na jej $luzowaty, szklisty wyglad.

2.2. Proliferacja kultur embriogenicznych
Embriogeniczne struktury powstajace z eksplantatu inicjalnego zaczynajg proli-
ferowac, dajac poczatek liniom komorkowym. Nie wszystkie zaindukowane linie

kontynuujg jednak proliferacje. U $wierka pospolitego tylko 5-15% eksplantatéw ini-
cjalnych staje sie zrodtem proliferujacych kultur embriogenicznych (14).
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Somatyczna embriogeneza roélin iglastych na przykfadzie $wierka pospolitego (Picea abies |L.| Karst.)

Najwczesniejsze stadia rozwoju zarodkow somatycznych Swierka zostaty najle-
piej poznane w kulturach zawiesinowych. W zaindukowanych liniach embriogenicz-
nych stwierdzono obecnos$¢ dwéch typdéw komorek: silnie zwakuolizowanych i wy-
diuzonych oraz - zaokraglonych, o gestej cytoplazmie. W wiekszosci tworzg one
agregaty o roznej wielkosci i formie, ktore okre$lane sa mianem mas proembrioge-
nicznych (PEM, proembryogenic masses) (32). W zaleznosci od ich morfologii i stopnia
rozwoju wyréznia sie wsrod nich trzy stadia: PEM 1, PEM 1l i PEM 111 W odpowied-
nich warunkach z PEM 1l moga roznicowac sie niedojrzate zarodki somatyczne
0 biegunowej budowie. W zaleznosci od linii komdérkowej i warunkéw kultury ich
liczba jest rézna, ale zazwyczaj w gramie $wiezej masy tkanki embriogenicznej znaj-
duje sie od 200 do okoto 1500 zarodkdéw (33). Skiadajg sie z matych, scisle uto-
zonych komorek merystematycznych, tworzacych zarodki wiasciwe i wyrastajacych
z nich wydtuzonych komdrek, tworzacych suspensory (fot. 2b). Komorki czesci em-
brionalnej charakteryzujg sie gestg cytoplazma z licznymi organellami i duzymi
jadrami, komdrki suspensora sg natomiast silnie zwakuolizowane. Morfologia nie-
dojrzatych zarodkéw somatycznych jest bardzo podobna u réznych gatunkéw Picea
sp., odznaczaja sie one tez duzym podobienstwem do zarodkéw zygotycznych Swier-
ka (2,34).

Proliferujagce na pozywce statej kultury tkanki embriogenicznej wielu genotypow
moga by¢ utrzymywane przez szereg lat, bez utraty zdolnosci do tworzenia doj-
rzatych zarodkéw somatycznych (35).

2.2.1. Rola auksyn i cytokinin w proliferacji tkanki embriogenicznej

Proliferacja kultur embriogenicznych odbywa sie na pozywce o podobnym skia-
dzie jak stosowana do indukcji, zwykle jednak na tym etapie uzywane sg nizsze ste-
zenia auksyn i cytokinin (np. 5 pM 2,4-D, 2 pM BA).

Obecna w pozywece do proliferacji cytokinina zapewnia prawidtowg organizacje
czesci embrionalnych zarodkow, za$ auksyna warunkuje réznicowanie sie nowych
struktur embriogenicznych. Zaobserwowano, ze na pozywce zawierajacej wytacznie
cytokinine (BA), zarodki réznych linii komérkowych osiggaty wieksze rozmiary, a ich
czesci embrionalne bardzo silnie sie rozwijaly, zas w obecnosci auksyny (2,4-D),
jako jedynego regulatora wzrostu, zarodki przeksztatcaty sie po pewnym czasie
w niezorganizowane, luzne agregaty komorek (36).

Wysoki poziom egzogennej auksyny i cytokininy w pozywce stymuluje state
namnazanie sie¢ mas proembriogenicznych na drodze asymetrycznych podziatow ko-
mérek embriogenicznych. Spadek zawartosci auksyny w pozywce pod koniec pasa-
zu umozliwia réznicowanie sie z PEM 1l zarodkow somatycznych (32).

Do proliferacji kultur embriogenicznych wykorzystuje sie pozywki state lub ptyn-
ne. Czas podwojenia Swiezej masy tkanki wynosi dla kultur statych 1-2 tygodnie,
a dla zawiesin - 3-4 dni, w zaleznosci od warunkéw prowadzenia kultury i genoty-
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pu. Proliferujgca na pozywce statej tkanka embriogeniczna jest przenoszona na
Swiezg pozywke zwykle co 2-4 tygodnie (35), natomiast zawiesiny uzupetnia sie
Swiezg pozywka co 1-2 tygodnie (37). Kultury zawiesinowe odznaczaja sie szybszym
tempem wzrostu niz kultury state, stwarzajg tez mozliwos¢ wykorzystania bioreak-
torow do ich namnazania (38), wczesniej jednak tracg zdolno$¢ do produkcji doj-
rzatych zarodkéw.

Podobnie jak indukcja, proliferacja tkanki embriogenicznej swierka odbywa sie
zwykle w ciemnosci (12,20). Stwierdzono jednak, ze jakos¢ spektralna Swiatta moze
wywierac silny wptyw na proliferacje kultur embriogenicznych $wierka pospolitego.
Swiatlo niebieskie hamuje wzrost tkanki niektérych genotypéw (39), stymulujac jed-
noczesnie produkcje zwigzkoéw fenolowych (40).

2.2.2. Linie komorkowe

Morfologia niedojrzatych zarodkéw somatycznych Picea abies jest bardzo podob-
na w obrebie jednej linii komorkowej, zarodki réznych linii réznig sie natomiast bu-
dowa i zdolnoscig do dojrzewania. Na podstawie tych réznic wyodrebniono dwie
gtéwne grupy linii komérkowych A i B - wystepujace w kulturach embriogenicz-
nych Swierka pospolitego (18,41).

Linie komdrkowe zaliczane do grupy A zawierajg zarodki somatyczne o rozbu-
dowanej czesci embrionalnej, z ktérej wyrastajg liczne wydtuzone komorki suspen-
sora. Cze$¢ embrionalna sktadajaca sie z ponad 2000 komdrek merystematycznych
jest wyraznie oddzielona od czesci suspensorowej. Zarodki pochodzace z tych linii
sg zdolne do osiggania peinej dojrzatosci w obecnosci egzogennego ABA (20).

W grupie B linii komoérkowych, nazywanej tez stabo rozwinieta, zarodki soma-
tyczne majg nieduzg cze$¢ embrionalng, utworzong z mniej niz 300 komérek, po-
miedzy ktérymi czesto wystepujg zwakuolizowane komorki suspensora. Linie ko-
markowe grupy B reaguja dwojako na obecnos$¢ egzogennego ABA: proliferujg nie-
przerwanie bez jakichkolwiek oznak tworzenia zarodkéw w stadium liscieniowym,
badz tez produkujg tylko nieprawidtowo wyksztatlcone dojrzate zarodki, ktére nie
sg zdolne do kietkowania (20,32). Przypuszcza sie, ze linie grupy B znajdujg sie we
wczesniejszym stadium rozwojowym niz linie grupy A, a ich dalszy rozwdj zostat za-
blokowany (20) lub tez wystepujg u nich zaburzenia w polarnym transporcie endo-
gennych auksyn (32).

Linie grupy A odznaczajg sie szybkim wzrostem na pozywce statej, ale sg trudne
do dtuzszego utrzymania w kulturach zawiesinowych. Linie grupy B proliferujg na-
tomiast powoli na pozywce statej, ale ich zawiesiny charakteryzuja sie stabilnym
wzrostem (42).
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Somatyczna embriogeneza roélin iglastych na przyktadzie $wierka pospolitego (Picea abies [L| Karst.)

2.3. Dojrzewanie zarodkéw somatycznych

Niedojrzate zarodki somatyczne Swierka pospolitego dla dalszego rozwoju
i osiggniecia dojrzatoSci musza zosta¢ poddane dziataniu egzogennego ABA (kwas
abscysynowy) (43). Stymulujacy wptyw ABA na dojrzewanie zarodkéw somatycznych
stwierdzono tez u innych gatunkéw roslin iglastych z rodzaju Picea, Pinus, Abies i La-
rix (6).

2.3.1. Wplyw ABA na dojrzewanie zarodkéw somatycznych

Kwas abscysynowy odgrywa wazng role w procesie embriogenezy somatyczne;j.
W obecnos$ci ABA tkanka embriogeniczna Swierka przestaje proliferowac, a rézni-
cujace sie z mas proembriogenicznych niedojrzate zarodki somatyczne zwiekszaja
swoje rozmiary i zaczynaja gromadzi¢ materiaty zapasowe (44).

Zazwyczaj ABA dostarczany jest w formie racemicznej (%), jako mieszanina enan-
cjomerdw: naturalnego (-I-) i sztucznego (-). jego optymalna zawarto$¢ w pozywce
zalezy od linii komorkowej oraz genotypu $wierka pospolitego i waha sie w grani-
cach od 7 do 60 pM (41). Nalezy wyznaczac jg empirycznie niemalze dla kazdego ge-
notypu z osobna (5). ABA stymuluje dojrzewanie zarodkéw somatycznych oraz gro-
madzenie sie w nich substancji zapasowych, synchronizuje proces dojrzewania, a tak-
ze, zwlhaszcza w wyzszych stezeniach (>20 pM), zapobiega powstawaniu zarodkow
zdeformowanych i przedwczesnie kietkujgcych (4,5,45). Podobnie w procesie zygo-
tycznej embriogenezy, regulator ten odgrywa gtdwna role w akumulacji materiatow
zapasowych i inicjowaniu spoczynku nasion, a takze zapobiega ich przedwczesne-
mu kietkowaniu (46).

Zawartos¢ endogennego ABA zmienia sie w trakcie dojrzewania zarodkéw soma-
tycznych Swierka. W ciggu pierwszych 14 dni dojrzewania zarodkéw na pozywce
z dodatkiem 40 pM cis, trans (£) - ABA odnotowano gwattowny wzrost zawartosci
(-f) - ABA (ok. 100-krotny) (47). Tkanki i komorki roslinne pobierajg bowiem ABA
gtéwnie na drodze dyfuzji (48), a dostarczony egzogennie ABA bardzo szybko wnika
do tkanek i akumuluje sie w nich, osiggajagc wysokie stezenie. W ciggu kolejnych
czterech tygodni dojrzewania poziom ABA nadal wzrastat, ale w znacznie wolniej-
szym tempie, za$ w ostatnich tygodniach obnizyt sie gwattownie (47). Podobne
zmiany w zawartosci ABA obserwowane sg takze podczas dojrzewania zarodkow zy-
gotycznych rodlin iglastych. U Pinus taeda najwyzsza zawarto$¢ endogennego ABA
odnotowano podczas wczesnego rozwoju zarodkéw zygotycznych, za$ wyraznie
nizszg w pozniejszych fazach dojrzewania (49).

Aby zredukowac wysoki poziom zawartych w tkance embriogenicznej auksyn
i cytokinin, hamujacy dojrzewanie zarodkdéw, czesto przed dojrzewaniem umiesz-
cza sie jg na kilka dni na pozywce bez regulatoréw wzrostu, z dodatkiem wegla ak-
tywnego (50,51), ktory posiada zdolno$¢ adsorbowania egzo- i endogennych zwigz-
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koéw. Przy obecnosci w pozywce zar6wno auksyny jak i cytokininy, ABA nie stymulu-
je dojrzewania zarodkéw somatycznych Swierka (48). W niektorych doniesieniach
pisze sie jednak o korzystnym wplywie dodanej do pozywki do dojrzewania auksy-
ny (IBA lub NAA, 1-10 pM) (50-52) lub cytokininy (BA, 1-5 pM) (53). Obecno$¢ auksy-
ny w pozywce do dojrzewania zarodkéw stymuluje rozwoj ich liscieni, jak réwniez
ich pdzniejsze kietkowanie, cytokinina wptywa natomiast korzystnie na wczesne
stadia dojrzewania zarodkow, stymulujac rozwdj ich czesci embrionalnych (36,53).

2.3.2. Rola PEG (glikol polietylenowy) w procesie dojrzewania zarodkow

Korzystny wptyw obnizenia potencjatu wodnego pozywki na dojrzewanie zarod-
kéw somatycznych zaobserwowano po raz pierwszy u Picea glauca (51). Stwierdzo-
no, ze zastosowanie PEG 4000 zwiekszyto trzykrotnie wydajno$¢ dojrzewania za-
rodkéw Picea glauca i ich zdolno$¢ kietkowania, a ponadto stymulowato gromadze-
nie sie w zarodkach zapasowych lipidéw (54). Korzystny wptyw PEG na dojrzewanie
zarodkoéw somatycznych zaobserwowano tez u Picea abies (55).

Glikol polietylenu to powszechnie stosowany w somatycznej embriogenezie Swier-
ka, nie przenikajacy do komorek zwigzek osmotycznie czynny. Obniza on potencjat
wodny pozywki, hamuje proliferacje tkanki i stwarza podczas dojrzewania stres
wodny, podobny do naturalnego, ktéry poprzedza dojrzewanie nasion i prowadzi
do stopniowej desykacji zarodkéw (54).

W ostatnich latach pojawiaty sie tez doniesienia méwiace o niekorzystnym wpty-
wie wyzszych stezen PEG (7,5%) na morfologie zarodkéw somatycznych $wierka po-
spolitego (56,57), ich zdolno$¢ kietkowania i wzrost regenerowanych roslin (58),
jednak nizsze stezenie PEG (3,75%) nie powodowato takich negatywnych efektéw.

Na dojrzewanie zarodkéw somatycznych Swierka wplywa tez rodzaj i stezenie
substancji zestalajacej pozywke oraz weglowodanéw. U Picea niariana i P. rubens
przy zastosowaniu Gelrite’'u (0,2-0,5%) uzyskano 3-5 razy wiecej zarodkOw niz przy
uzyciu Difco Bacto-agaru (0,7-1,0%) (59). Korzystny wptyw na dojrzewanie zarodkow
ma tez obecno$¢ w pozywce maltozy, ktéra zwieksza jej cisnienie osmotyczne i sty-
muluje rozwoj czesci embrionalnych zarodkéw somatycznych (60).

Dojrzewanie zarodkdw somatycznych Swierka odbywa sie zazwyczaj na pozywce
statej. Podejmowane sg proby przeprowadzania tego etapu w pozywkach ptynnych,
z zastosowaniem bioreaktorow, obserwuje sie tu jednak duza asynchronizacje roz-
woju zarodkéw (56,61). Nie udato sie uzyskaé, jak dotad, zarodkow Swierka w sta-
dium liscieniowym, bezposrednio w pozywce plynnej (62).

Dojrzewanie zarodkéw somatycznych trwa u Picea abies od | do 3 miesiecy (41),
w zaleznosci od linii komorkowej i genotypu. Zdolno$¢ zarodkéw somatycznych do
dojrzewania rézni sie w istotny sposéb pomiedzy genotypami i liniami komorkowy-
mi Swierka. Wydajng produkcje dojrzatych zarodkéw somatycznych zapewniajg na
razie tylko dobrze rozwiniete linie komdérkowe, nalezace do grupy A (20). Najlepsze
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Z nich daja setki (63), a nawet tysiace (40) dojrzatych zarodkéw z jednego grama
Swiezej masy tkanki embriogenicznej.

2.3.3. Rozwéj zarodkoéw somatycznych

Von Arnold i Hakman (43) wyréznity w rozwoju zarodkéw somatycznych Picea
abies cztery kolejne stadia, ktére obserwowane sg tez u innych gatunkéw $wierka:

stadium | - zarodki o czesci embrionalnej ztozonej z matych komorek o gestej
cytoplazmie i suspensorze utorzonym z dtugich, silnie zwakuolizowanych komorek;
znajdujg sie w poOtprzezroczystej tkance embriogeniczne;j:

stadium 2 - zarodki z wyraznie wyodrebnionym merystemem pedowym, nie-
przezroczyste, kremowe do bladozéttych; w stadium globutarnym i torpedy; sg
nadal przytwierdzone do otaczajacej tkanki za posrednictwem komérek suspensora;

stadium 3 - zarodki o rozwinietych liscieniach znajdujace sie na powierzchni
tkanki, z ktdrej powstaty, z suspensorem lub bez; koloru od kremowego do jasno-
zielonego;

stadium 4 - kietkujace zarodki somatyczne - zregenerowane mate, zielone ro-
$liny, o czesciowo wydtuzonych liscieniach i lekko wydtuzonym hypokotytu, z za-
poczatkowanym wzrostem radykuli.

Dunstan (64) zmodyfikowat te klasyfikacje, do stadium 3 zaliczajac zarodki z wi-
docznymi primordiami liscieniowymi, za$ do stadium 4 (wczesnego i péznego) -
zarodki o uformowanych liscieniach.

Budowa rozwijajacych sie zarodkéw somatycznych i zygotycznych Swierka jest
bardzo podobna (44). We wczesnej fazie dojrzewania zaréwno jedne, jak i drugie
posiadajg nieduze czesci embrionalne (zarodki wihasciwe) i silnie rozwinigte suspen-
sory (fot. 2a,b). Dojrzewajace zarodki szybko zwiekszajg swoje rozmiary, stajg sie
nieprzezroczyste, a ich organy ostatecznie roznicujg sie (fot. 2c¢,d). W odr6znieniu
od zarodkow zygotycznych Swierka, u jego zarodkéw somatycznych liscienie nie za-
krywajg wierzchotka wzrostu, lecz tworzg wokoét niego gwiazdzista rozete (fot.
2e,ij- W dojrzatych zarodkach somatycznych swierka pospolitego wykryto te same
biatka zapasowe, ktére wystepuja w zarodkach zygotycznych (65), stwierdzono jed-
nak mniejszg zawartos$¢ lipidéw (66).

Niepozadanym zjawiskiem wystepujagcym podczas dojrzewania zarodkéw soma-
tycznych jest ich przedwczesne kietkowanie, polegajgce na wydtuzaniu sie pedu
przy jednoczesnym braku elongacji korzenia (67). Inne obserwowane zaburzenia to
powstawanie zarodkOw nadmiernie uwodnionych lub zdeformowanych: zgrubia-
tych, ze zredukowang lub zwiekszong liczba liscieni, z liScieniami zros$nietymi lub
niewyksztatconymi, czy tez z wydtuzonym hypokotylem i niedorozwinigtymi liscie-
niami (68).

Dojrzewanie zarodkéw somatycznych moze by¢ przeprowadzane w ciemnosci
(20) lub na Swietle (12,69). Stwierdzono, ze Swiatlo czerwone moze stymulowaé
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Fot. 2. Stadia rozwoju zarodkéw somatycznych $wierka: niedojrzate zarodki (a, b), stadium globu-
larne i cylindryczne (c), liScieniowe wczesne (d) i pozne (d, e).
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produkcje dojrzatych zarodkéw somatycznych S$wierka pospolitego, podczas gdy
Swiatlo niebieskie hamuje ten proces (40).

2.4. Kietkowanie zarodkéw somatycznych i wzrost siewek

W pierwszych badaniach nad somatyczng embriogeneza Swierka pospolitego
dojrzate zarodki przenoszono bezposrednio z pozywki do dojrzewania na pozba-
wiong regulatoréw wzrostu pozywke do kietkowania (12). Przy tej metodzie tylko
nieliczne zarodki kietkowaty i rozwijaly sie w rosliny, a gtdbwnym problemem byto
zahamowanie wzrostu ich korzeni.

2.4.1. Dosuszanie zarodkéw somatycznych

Znaczacym udoskonaleniem technologicznym somatycznej embriogenezy roslin
iglastych byto poddanie dojrzatych zarodkéw czeéciowemu dosuszaniu (partial dry-
ing, partial desiccation) w warunkach wysokiej wilgotnosci wzglednej, wynoszacej
okoto 95% (51). Efektem tego zabiegu, powodujgcego okoto 5% utrate wilgotnosci
przez zarodki, bylo zwiekszenie ich zdolnosci kietkowania do 90%, skrécenie czasu
wyrastania korzeni, lepsze zsynchronizowanie elongacji korzeni z wydtuzaniem sie
hypokotylu i wzrostem liscieni, a takze zwiekszenie zdolnosci roslin do przezycia
po przesadzeniu do podtoza mineralnego (45,51). Kong i Yeung (70) stwierdzili, ze
dosuszanie zarodkéw somatycznych Picea glauca poprawia organizacje ich meryste-
mu wierzchotkowego, prowadzac do wytworzenia jednej, zwartej warstwy komorek
w czesci apikalnej, co wptywa korzystnie na wzrost regenerowanych roslin.

W procesie embriogenezy zygotycznej desykacja uwazana jest za moment kon-
czacy rozwdj nasion, wazny dla ich przejécia z etapu dojrzewania do kietkowania.
Czesciowe dosuszanie dojrzatych zarodkéw somatycznych obniza poziom ich endo-
gennego ABA (71), a zbyt wysoka zawartos¢ ABA w zarodkach roslin iglastych wptywa
niekorzystnie na ich dalszy rozwoj (72).

2.4.2. Warunki kietkowania zarodkéw somatycznych i wzrostu siewek

W procesie somatycznej embriogenezy Swierka terminem ,,kietkowanie” okre$la
sie etap wyrastania korzenia u podstawy zarodka somatycznego (51). Dalszy wzrost
wydtuzeniowy korzenia i epikotylu, do momentu osiggniecia przez mtode rosliny
zdolnosci do autotroficznego trybu zycia w podtozu mineralnym, nazywany bywa
.konwersjg” lub ,,wzrostem siewek in vitro" (73,74).

Dla prawidtowego dalszego rozwoju dojrzate zarodki somatyczne umieszcza sie
na pozywce nie zawierajgcej regulatorow wzrostu (43). Najlepszy wzrost korzeni
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obserwuje sie u zarodkéw umieszczonych w ustawionych pochyto szalkach, z wierz-
chotkami wzrostu skierowanymi ku gorze i liscieniami zagtebionymi w pozywce
(50). Liscienie zarodkdw somatycznych odgrywajg bowiem wazng role w absorbo-
waniu sktadnikéw odzywczych, podobng do tej, jakg obserwuje sie u kietkujacych
nasion (75).

Do kietkowania zarodkéw somatycznych Swierka wykorzystuje sie pozywke sta-
13, nie zawierajacg regulatorow wzrostu, czesto z dodatkiem wegta aktywnego.
U wiekszosci genotypow zapewnia ona 90% zdolnos$¢ kietkowania zarodkéw (35).
Dodatek wegta aktywnego wptywa stymutujaco na dalszy wzrost korzeni i pedéw
siewek, a korzenie wyrastajagce w jego obecnosci sg grubsze, z licznymi wto$nikami
(6,76). Dla stymulacji tworzenia korzeni przez zarodki somatyczne do pozywki do-
dawana jest niekiedy auksyna (77,78).

Pozywka stosowana do kietkowania zarodkdéw musi zawiera¢ sacharoze, zarodki
somatyczne $wierka nie sg bowiem zdolne do kietkowania autotroficznego. lzolo-
wane z nasion zarodki zygotyczne takze wymagaja egzogennych weglowodanéw do
wytworzenia korzeni w kulturze in vitro, co sugeruje, ze sktadniki odzywcze nie-
zbedne w czasie przechodzenia od hetero- do autotroficznego wzrostu zarodkéw
zapewnia w warunkach naturalnych megagametofit (75).

Z chwilg rozpoczecia kietkowania zarodkéw somatycznych nastepuje szybkie
uruchomienie zgromadzonych w nich substancji zapasowych. U dwutygodniowych
siewek nie stwierdzono juz obecnosci gtownych zapasowych potipeptydow (79).
Gdy korzenie osiggna dtugos¢ 0,5-1 cm, rosliny mozna przenie$¢ do nasgczonych
pozywka bloczkdw celulozowych lub perlitu, a po 6-8 tygodniach wzrostu w warun-
kach wysokiej wilgotnosci powietrza, mozna przesadzic je do podtoza mineralnego
(80).

Whyrastajgce z zarodkéw somatycznych rosliny nazywane sg siewkami somatycz-
nymi {somatic seedlings (74); emblings (74,81)) lub roslinkami {plantlets lub germinants
(80); somatic embryo-derived plantlets (82)). Sg one zwykle bardziej zwarte niz siewki
roslin iglastych w tym samym wieku i odznaczajg sie grubszymi hypokotylami.

Kietkowanie zarodkéw somatycznych Swierka przebiega lepiej w ciemnosci niz
na $wietle bialym (43,83). Swiatto niebieskie silnie hamuje kietkowanie zarodkéw
i wzrost ich korzeni, podczas gdy Swiatto czerwone wyraZznie stymuluje ten proces
(82).

2.5. Przesadzanie roélin do gruntu

Zregenerowane miode rosliny z rozwinietymi liscieniami, rosngcymi epikotylami
i korzeniami moga by¢ przenoszone do niesterylnych warunkéw. Poczatkowo umiesz-
cza sie je w szklarni, a po pewnym czasie przesadza na zewnatrz. Mtode rosliny sa-
dzi sie do lekkiego podtoza, bedgcego zwykle mieszaning torfu, piasku i perlitu lub
wermikulitu. W poczgtkowym etapie aklimatyzacji przykrywa sie je folig lub innym
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przezroczystym tworzywem, zapewniajgcym utrzymanie wysokiej wilgotnosci po-
wietrza (80).

Zdolnos¢ roslin do przezycia po przeniesieniu do warunkéw ex vitro stanowi
nadal duzy problem technologiczny w somatycznej embriogenezie Swierka pospoli-
tego. Prawidlowa aklimatyzacja roslin zalezy od wyksztatcenia dobrze rozwinietej
czesci epikotylowej, zdolnej do fotosyntezy. U miodych roslin uzyskanych in vitro
z zarodkoéw somatycznych epikotyl jest jednak zwykle zbyt stabo rozwiniety, aby za-
pewnié¢ dostatecznie wysoka wydajno$¢é fotosyntetyczng, umozliwiajacg roslinom
samozywnos¢ i przetrwanie w warunkach ex vitro (6).

CzeSciowym rozwigzaniem tego problemu moze by¢ wydtuzenie okresu wzrostu
siewek in vitro (50,51). Korzystny wptyw na wzrost roslin wyprowadzonych z zarod-
kow somatycznych ma tez zabieg czesSciowego dosuszania zarodkow przed kietko-
waniem (45). Wykazano, ze zarodki, ktore nie byty poddawane dosuszaniu, Kietkujac
wytwarzaty nadmiernie uwodnione hypokotyle i gorzej aklimatyzowaly sie ex vitro.
Kietkowanie zarodkéw i zdolnos¢ roélin do przezycia w warunkach ex vitro moze tez
poprawi¢ wykorzystanie mikoryzy (84,85). Wazna jest rowniez stopniowa aklimaty-
zacja roslin przy nizszej wilgotnosci powietrza i wiekszym natezeniu Swiatta, a za-
tem w warunkach zblizonych do panujacych w szklarni (35).

W przeprowadzonych testach polowych wykazano, ze odpowiednio przygoto-
wane rosliny wyprowadzone z zarodkéw somatycznych $wierka pospolitego byty
zdotne do przezycia w warunkach polowych w podobnym stopniu jak siewki tego
gatunku, a w pierwszym roku uprawy nie ujawnity sie réznice morfotogiczne miedzy
nimi. W obrebie jednego klonu rosliny uzyskane z zarodkéw somatycznych odzna-
czaty sie wyjatkowo wyréwnanym wzrostem, w poréwnaniu z mniej od nich wyréw-
nanymi siewkami (30). Rosliny, ktére zaaklimatyzowaly sie i przezyly po wysadzeniu
do gruntu stanowity u Picea mariana 60% (86), u P. glauca-engelmannii 80% (83) i u P. si-
tchensis 90% (87).

3. Mozliwosci zastosowania somatycznej embriogenezy roslin iglastych

Somatyczna embriogeneza odznacza sie wieloma zaletami, pod wzgledem kto-
rych przewyzsza inne techniki mikrorozmnazania roslin iglastych. Przede wszystkim
proces ten odznacza sie bardzo wysokim wspétczynnikiem rozmnazania, z jednego
eksplantatu inicjatnego mozna bowiem uzyska¢ teoretycznie nieograniczong liczbe
zarodkoéw somatycznych. Zastosowanie bioreaktoréw w hodowli kultur zawiesino-
wych umozliwia przy tym szybka produkcje zarodkéw na bardzo duza skale (74).

Somatyczna embriogeneza znajduje coraz czesciej zastosowanie w hodowli ro-
$lin iglastych z wykorzystaniem technik inzynierii genetycznej. Kultury embrioge-
niczne roslin iglastych umozliwiajg bowiem uzyskiwanie genetycznie zmodyfikowa-
nych linii komoérkowych i bezposrednio z nich transgenicznych zarodkéw somatycz-
nych, przeksztatcajacych sie w zmodyfikowane rosliny. lIzolacja protoplastow z em-

BIOTECHNOLOGIA 4 (59) 210-226 2002 223



Monika Joanna Latkowska

briogenicznych kultur komoérkowych stwarza mozliwo$¢ zastosowania w hodowli
roslin iglastych somatycznej hybrydyzacji lub cybrydyzacji. Somatyczna embrioge-
neza pozwala przy tym na unikniecie lub zminimalizowanie ryzyka wystgpienia
zmiennos$ci somaklonalnej (7).

Niedojrzate zarodki somatyczne roslin iglastych nadajg sie do dtugoterminowe-
go przechowywania w ciektym azocie, dzieki czemu moga by¢ wykorzystywane do
tworzenia bankow gendw, moga tez stanowi¢ rezerwy przechowywane podczas te-
stow polowych wyprowadzonych z nich roslin, bedacych efektem zabiegdéw hodow-
lanych (68).

Dojrzate zarodki somatyczne roslin iglastych, poddane wczesniejszej desykacji,
mozna przechowywac przez kilka miesiecy w niskiej temperaturze, mozna tez pod-
dawac je enkapsulacji, otrzymujac sztuczne nasiona (61).

Somatyczna embriogeneza moze znalez¢ zastosowanie w rozmnazaniu roslin
iglastych o niskim plonie nasion, jak Picea abies, Larix sp., klonowaniu odmian od-
pornych na stresy srodowiskowe, choroby i szkodniki, rzadkich odmian ozdobnych,
jak np. odmiany $wierka ktujacego {Picea pungens) o niebieskim zabarwieniu igiet,
w zachowaniu gatunkéw rzadkich i zagrozonych, a takze w badaniach podstawo-
wych dotyczacych genetyki i rozwoju roslin iglastych (5).

Duze zainteresowanie somatyczng embriogeneza roélin iglastych i szybki postep
badan w tej dziedzinie prowadza do jej systematycznego udoskonalania. Szczegol-
nie waznym zagadnieniem, ktéremu duzo uwagi poswieca sie w osrodkach badaw-
czych w wielu krajach, jest opracowanie warunkéw efektywnej indukcji struktur em-
briogenicznych na eksplantatach pochodzacych z dojrzatych drzew, o pozadanych
cechach fenotypowych. Trwaja tez intensywne badania nad zwiekszeniem efektyw-
nosci dojrzewania i kietkowania zarodkéw somatycznych roslin iglastych (30). So-
matyczna embriogeneza roslin iglastych jest nie tylko przedmiotem zainteresowa-
nia o$rodkéw naukowych, znajduje takze zastosowanie w masowej reprodukcji ro-
$lin dla potrzeb lesnictwa, przemystu drzewnego i papierniczego (88,89).

Literatura

Chatupa V., (1985), Comm. Inst. For., 14, 57-63.

Hakman I., Fowke L. C., von Arnold S., Eriksson T., (1985), Plant Sci., 38, 53-59.

Nagmani R., Bonga j. M., (1985), Can. j. For. Res., 15, 1088-1091.

Tautorus T. E.,, Fowke L. C., Dunstan D. I, (1991), Can. j. Bot., 69, 1873-1899.

Attree S. M., Fowke L. C., (1993), Plant Celi, Tiss. Org. Cult., 35, 1-35.

Jain S., Gupta P., Newton R., (1995), Somatic Embryogenesis in Woody Plants, 3 - Gymnosperms, Klu-

wer Ac. Publ., Netherlands.

7. Jain S., Gupta P., Newton R., (1999), Somatic Embryogenesis in Woody Plants, 4, Kluwer Ac. Publ.,
Netherlands.

8. Grossnickle S. C., Cyr D., Polonenko D. R, (1996), Tree Planters’ Note, 47, 48-57.

9. Ammirato P. V., (1983), Handbook ofPlant Cell Culture, 1, Eds. Evans D. A., Sharp W. R., Ammirato P.
V., Yamada Y., 82-123, Macmillan, Inc. New York.

10. Steward F. C., Mapes M. 0., Mears K, (1958), Am. j. Bot., 45, 705-708.

o gk wN e

224 PRACE PRZEGLADOWE



11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.

26.
27.

28.
29.
30.

31.
32.
33.
34.
35.

36.
37.
38.

39.
40.

41.
42.
43.
44,
45.

46.
47.

48.

49.
50.
51.
52.

Somatyczna embriogeneza roélin iglastych na przyktadzie $wierka pospolitego {Picea abies [L.] Karst.)

ReinertJ., (1958), Naturwiss., 45, 344-347.

Hakman 1, von Arnold S., (1985), J. Plant Physiol., 121, 149-158.

LeluM-A., Boulay M. P., Bornman Ch. H., (1990), New Forests, 4,125-135.

Mo L. H,, von Arnold S., (1991), J. Plant Physiol., 138, 223-230.

Ruaud J. N., Bercetche J., Paques M., (1992), Plant Celi Rep., 11, 563-566.

Westcott R. J., (1994), Plant Celi Rep., 14, 47-49.

Mo L. H., von Arnold S., Lagercrantz U., (1989), Plant Celi Rep., 8, 375-378.

Egerstdotter U., von Arnold S., (1993), J. Plant Physiol., 141, 222-229.

von Arnold S., (1987), J. Plant Physiol., 128, 233-244.

von Arnold S., Clapham D., Egertsdotter U., Mo L. H., (1996), Plant Growth Reg., 20, 3-9.
Murashige T., Skoog F., (1962), Physiol. Plant., 15, 473-497.

von Arnold S., Eriksson T., (1981), Can. J. Bot., 59, 870-874.

Gupta P. K., Durzan D. J., (1986), In Vitro Cell Dev. Biol., 22, 685-688.

Krogstrup P., (1986), Can. J. For. Res., 16, 664-668.

LitvayJ. D., Johnson M. A., Verma D., Einspahr D., Kaustinen H., (1981), Inst. Paper Chem. Tech.
Pap. Series No.115, Appleton, WI.

Lelu M-A. P, Bornman Ch. H., (1990), Plant Physiol. Biochem., 28, 785-791.

Davies P. j., (1987), Plant Hormones and Their Role in Plant Growth and Development, Martinus Nijhoff
Publ.

Tremblay L., Tremblay F. M., (1991), Plant Cell, Tiss. Org. Culture, 27, 95-103.

Bozhkov P. V., Mikhalina B., Shiryaeva G. A., Lebedenko L. A., (1993), j. Plant Physiol., 142, 735-741.
von Arnold S., Egertsdotter U., Ekberg I., Gupta P., Mo H., Norgaard j. V., (1995), Somatic Embryoge-
nesis in Woody Plants, 3 - Gymnosperms, 17-36, Eds. Jain S., Gupta P., Newton R., Kluwer Ac. Publ.
Netherlands.

Nagmani R., Becwar M. R, Wann S. R, (1987), Plant Cell Rep., 6, 157-159.

Filonova L. H., Bozhkov P. V., von Arnold S., (2000), j. Exp. Bot., 51, 249-264.

Becwar M. R., Noland T. L, Wann S. R., (1987), Plant Cell Rep., 6, 35-38.

Hakman 1, Rennie P., Fowke L. C., (1987), Protoplasma, 140, 100-109.

Kvaalen H., (1994), Somatic embryogenesis in Norway spruce [Picea abies (L.) Karst]. Interactions between
the gaseous environment and growth regulators. Doctor Sci. Thesis. Agric. Univ. of Norway, As.
Bellarosa R., Mo L. H., von Arnold S., (1992), Ann. Bot., 70, 199-206.

Egerstdotter U., von Arnold S., (1998), j. Exp.Bot., 49, 155-162.

Gupta P. K., Pullman G., Timmis R., Kreitiner M., Carlson W. C., Grob j., Welty E., (1993), BioTTech-
nology, 11, 454-459.

Latkowska M. j., Kvaalen H., Appelgren M., (2000), In Vitro Cell. Dev. Biol.-Plant, 36, 57-60.
Latkowska M. J., Kvaalen H., Appelgren M., (1998), Abstracts of the Fifth Annual Meeting of COST
822 Working Group 2, Erfurt, 37-41.

jalonen P., von Arnold S., (1991), Plant Cell Rep., 10, 384-387.

Egerstdotter U., von Arnold S., (1995), Physiol. Plant., 93, 334-345.

von Arnold S., Hakman 1., (1988), J. Plant Physiol., 132, 164-169.

Hakman 1., (1993), Physiol. Plant., 87, 148-159.

Roberts D. R., Webster F. B., Flinn B. S., Lazaroff W. R., Cyr D. R., (1993), Synseeds. Applications of
Synthetic Seeds to Crop Improvement, 427-450, Ed. Redenbaugh K., CRC Press.

Kermode A. R, (1990), Crit. Rev. Plant Sci., 9, 155-194.

Latkowska M.J., ukaszewska A. j., Rybczynski J.J., Chmiel H., (2000), Zesz. Probl. Post. Nauk RoL,
473, 119-125.

Dunstan D. |, Dong j-Z., Carrier D. j., Abrams S. R, (1998), In Vitro Cell. Dev. Biol.-Plant, 34,
159-168.

Kapik R. H., Dinus R. j.. Dean J. F. D., (1995), Tree Physiol., 15, 465-490.

Becwar M. R., Noland T. L., WyckoffJ. L., (1989), In Vitro Cell. Dev.BioL, 25, 575-580.

Roberts D. R., Sutton B. S. C., Flinn B. S., (1990), Can. j. Bot., 68, 1086-1090.

Jain S. M., Dong N., Newton R.j., (1988), Plant Sci., 65, 233-241.

BIOTECHNOLOGIA 4 (59) 210-226 2002 225



Monika Joanna Latkowska

53.
54.
55.

56.

57.

58.
59.
60.

61.
62.
63.

64.
65.
66.
67.

68.
69.

70.
71.
72.
73.

74.

75.
76.

77.

78.
79.
80.

81.
82.
83.
84.
85.
86.
87.
88.

89.

226

Bozhkov P. V., Lebedenko L. A., Shiryaeva G. A., (1992), Plant Celi Rep., 11, 386-389.

Attree S. M., Moore D., Sawhney V. K, Fowke L. C., (1991), Ann. Bot., 68, 519-521.

Tingstad H., (1993), Oksygen og delvis tOrking pavirker mengden og sammensetning av lagringsfett i so-
matiske embryo as gran (Picea abies (L.) Karst.). Forest Res. Inst., Agricultural Univ. of Norway, As.
Kumstyfova L., Albrechtova j., Lipavska H., Svobodova Fl., Vondrakova Z., (1999), Biologia, 54, sup-
pi. 7, 30.

Svobodova Fl., Albrechtova j., Kumstyrova L., Lipavska Fl., Vagner M., Vondrakova Z., (1999), Plant
Physiol. Biochem., 37, 209-221.

Bozhkov P. V., von Arnold S., (1998), Physiol. Plant., 104, 211-224.

Tremblay L., Tremblay F. M., (1991), Plant Sci., 77, 233-242.

Gupta P. K., (1996), Method for regeneration of coniferous plants by somatic embryogenesis, US Patent
No. 5,506,136.

Attree S. M., Pomeroy M. K, Fowke L. C., (1994), Plant Cell Rep., 13, 601-606.

Gupta P. K., (1999), Biologia, 54, suppl. 7, 66-67.

Norgaard J. V., Duran V., johnsen 0., Krogstrup P., Baldursson S., von Arnold S., (1993), Can. j. For.
Res., 23, 2560-2567.

Dunstan D. 1, (1988), Can. j. For. Res., 18, 1497-1506.

Flakman 1., Stabel P., Engstrom P., Eriksson T., (1990), Physiol. Plant., 80, 441-445.

Feirer R. P., ConkeyJ. Fl, Verhagen S. A., (1989), Plant Cell Rep., 8, 207-211.

Norstog K., (1982), Experimental embryology ofvascular plants, 25-51, Ed.johri B. M., Springer-Verlag,
New York.

Park Y. S., Barrett j. D., Bonga j. M., (1998), In Vitro Cell. Dev. Biol.-Plant, 34, 231-239.

Webb D. T., Webster F.,, Flinn B. S., Roberts D. R, Ellis D. D., (1989), Can. j. For. Res., 19,
1303-1308.

Kong L, Yeung E. C. (1992), In Vitro Cell Dev. Biol.-Plant, 28P, 125-131.

Find j. 1., (1997), Plant Sci., 128, 75-83.

Lelu M-A,, Label P., (1994), Physiol. Plant., 92, 53-60.

Flay E. 1, Charest P. j., (1999), Somatic Embryogenesis in Woody Plants, 4, 61-96, Eds. Jain S., Gupta P.,
Newton R., Kluwer Ac. Publ. Netherlands.

Gupta P. K., Grobj. A., (1995), Somatic Embryogenesis in Woody Plants, 1,81-98, Eds. Jain S., Gupta P.,
Newton R., Kluwer Ac. Publ. Netherlands.

Brown C. L., Gifford E. M., (1958), Plant Physiol., 33, 57.

Latkowska M. j., (2000), Wptyw rodzaju $wiatta i regulatoréw wzrostu na somatyczng embriogeneze
Swierka pospolitego {Picea abies (L.) Karst.), praca doktorska, Wydz. Ogrodnictwa i Architektury Krajo-
brazu SGGW.

Afelej. C., Saxena P. K., (1995), Somatic Embryogenesis in Woody Plants, 3, 99-110, Eds. Jain S., Gupta
P., Newton R., Kluwer Ac. Publ. Netherlands.

Slaby K., Havel L., (1998), Biologia, 54, suppl. 7, 15.

Misra S., Attree S. M., Leal I, Fowke L. C., (1993), Ann. Bot., 71, 11-22.

Klimaszewska K., (1995), Somatic Embryogenesis in Woody Plants, 3, 67-79, Eds. Jain S., Gupta P.,
Newton R., Kluwer Ac. Publ. Netherlands.

Libby W. J., (1986), J. For., 84, 37-38.

Kvaalen H., Appelgren M., (1999), In Vitro Cell. Dev. Biol.-Plant, 35, 437-441.

Webster F. B., Roberts D. R., Mclnnis S. M., Sutton B. C. S., (1990), Can.J. For. Res., 20, 1759-1765.
Sasa M., Krogstrup P., (1991), Scan. J. For. Res., 6, 129-136.

Piola F., Rohr R, von Aderkas P., (1995), Physiol. Plant., 95, 575-580.

Attree S. M., Budimir S., Fowke L. C., (1990), Can.J. Bot., 68, 30-34.

Krogstrup P., (1990), Plant Sci., 72, 115-123.

Grossnickle S., (1999), Somatic Embryogenesis in Woody Plants, 3, 97-123, Eds. Jain S., Gupta P.,
Newton R., Kluwer Ac. Publ. Netherlands.

Sutton B. C. S., Polonenko D. R., (1999), Somatic Embryogenesis in Woody Plants, 3, 263-291, Eds. Jain
S., Gupta P., Newton R., Kluwer Ac. Publ. Netherlands.

PRACE PRZEGLADOWE



