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1. Koncepcja tzw. sztucznych nasion

omatyczna embriogeneza jest procesem powstawania i rozwoju zarodkow
Ssomatycznych w hodowlach komorek, tkanek i organéw roslinnych. Za-
rodki somatyczne sg prostsani dwubiegunowymi strukturami z wyodrebnipng
osig korzen-ped, nie wykazujacymi potaczenia z tkanka macierzystg w ob-
rebie ktérej regenerujg. Rozwdj zarodkéw obejmuje kolejne stadia: kuliste,
sercowate i torpedy. Dalszg hodowle embrionéw mozna prowadzi¢ z kalusa
embriogennego lub z zawiesiny. Obecnos$¢ osi korzen-ped u zarodka umoz-
liwia jego otoczkowanie i przeniesienie zregenerowanej rosliny do gleby. Oto-
czkowane somatyczne embriony mogg stuzy¢ do produkcji tzw. sztucznych
nasion (11).

Warunki jakie musi spetni¢ somatyczna embriogeneza dla wytwarzania
sztucznych nasion sg nastepujgce;

1) wysoka czesto$¢ embriogenezy, przy czym za stan zadowalajagcy mozna
uznac taki, gdy ponad 50% hodowanej tkanki podlega embriogenezie,

2) dtugotrwatos$¢ embriogenezy objawiajaca sie co najmniej wielomiesiecz-
nym okresem tworzenia embriondw,

3) stabilno$¢ genetyczna danej linii komdrkowej bez mutacji i poliploidy-
zacji w uzyskanych embrionach.

Embriogeneza somatyczna po raz pierwszy zostata odkryta u marchwi (23),
a nastepnie u innych roslin. Musiato uptyna¢ az 20 lat od pierwszych odkry¢
do czasu zrodzenia sie idei praktycznego wykorzystania zarodkdéw somatycz-
nych do produkcji tzw. sztucznych nasion. Byly one pomyslane jako embriony
pozyskiwane w warunkach in vitro, a nastepnie otoczane sztuczng okrywa
zawierajaca przede wszystkim materiaty odZ3rwcze oraz regulatory wzrostu
(12). W poczatkowym okresie badania nad embriogeneza somatyczng ograni-
czaly sie zaledwie do kilku roélin, gtdbwnie marchwi i selera. Od tego czasu
koncepcja sztucznych nasion zostata znacznie rozszerzona i obejmuje obecnie
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zaréwno wiele gatunkéw roélin, jak i wiele rodzajow nasion. Aktualnie sto-
sowane technologie proponuja dwie formy nasion, a mianowicie forme mokra,
w ktdrej zarodki sg kapsutkowane w hydrozelach oraz suchg, w ktorej zarodki
po osiggnieciu stadium dojrzatosci sa bezposrednio suszone. Nalezy podkre-
§li¢, ze forma pierwsza jest stosowana gtdwnie u tych gatunkoéw roslin, ktore
nie wykazujg tolerancji na suszenie.

Dla innych celow niz wysiew do gleby, np. dla bankéw genow, mozna
rowniez otoczkowaé¢ merystemy i réwniez okresla¢ je jako sztuczne nasiona.

Badania nad embriogenezg somatyczng u drzew rozpoczely sie w latach
osiemdziesigtych. Przebieg embriogenezy u drzew zalezy w duzym stopniu od
gatunku rosliny oraz od tego czy jest to roslina okrytozalgzkowa czy iglasta.

Tabela 1
Przyktady embriogenezy somatycznej u drzew

Nazwa Nazwa potoczna Kietkowanie  Konwersja Lit.
Lartx decidua modrzew europejski tak tak (13)
Picea ables $wierk norweski tak nie (5)
Picea glauca $wierk biaty tak nie (10)
Picea taeda Swierk amerykanski tak tak (6)
Pseudotsauga menziesii daglezja nie nie 1)
Fraxinus americana Jesion biedy tak tak (15)
Juglans regia orzech angielski tak tak (24)

2. Metody wytwarzania sztucznych nasion

Proces wytwarzania sztucznych nasion jest dosy¢ skomplikowany i obej-
muje cztery gtéwne fazy:

1) hodowle tkanki proembriogennej in vitro,

2) produkcje zarodkéw somatycznych w duzej skaili w kulturach zsynchro-
nizowanych,

3) przygotowamie zarodkdéw do kietkowania (wychtadzanie, podsuszanie),

4) otoczkowanie w hydrozelu i kapsutkowanie.

Punktem wyjscia do produkcji jest izolacja tkanki embriogennej z rosliny.
W tym celu pobiera sie wycinki z réznych czesci roslin i doprowadza badz
do bezposredniego uzyskania wolno rosnacych komorek, badz do wytworzenia
embriogennego kalusa. Gtdwn3nn Zrodtem komoérek embriogennych sg takie
czesci roélin jak blaszka lisciowa, koncéwka korzenia, pylniki, ogonki liSciowe,
stupki i ptatki kwiatowe. Materiat ten jest nastepnie sterylizowany poprzez
krotka inkubacje w roztworze aseptykdéw. Najczesciej stosowane sg roztwory
zawierajgce aktywny chlor lub etanol. Po sterylizacji skrawki sa kilkakrotnie
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przemywane sterylng wodg destylowang i umieszczane w ciekiej pozywce.
Najczesciej stosowcma jest pozywka opisana przez Schenka i Hildenbrandta
(SH) lub pozywka B5. Kolejne etapy hodowli polegaja na wielokrotnym pasa-
zowaniu tkanki na roznych pozywkach. Celem tych zabiegdw jest uzyskanie
wzrostu komoérkowego w zawiesinie, to znaczy doprowadzenie do oderwamia
sie komorek od tkanki kalusowej i rozpoczecie ich indywidualnego rozwoju
i rozmnazania w oderwaniu od wprowadzonego pierwotnie wycinka rosliny.
Skiady stosowanych pozywek i warunki ich hodowli sg zréznicowane i zalezg
od indywidualnych wymogéw poszczeg6lnych gatunkdéw roslin.

Kultury zawiesinowe komorek roslin wyzszych sa z reguty niehomogenne,
a populacja komoérek w hodowli wykazuje duze zrdznicowanie stadiéw roz-
wojowych, od pojedynczych komorek i agregacji komdérek proembriogenicz-
nych, az do dojrzatych embrionéw.

Hodowle komérkowe prowadzi sie na ogdt w specjalnych wytrzasawkach—
inkubatorach z regulowang temperatura, oswietleniem i stezeniem dwutlenku
wegla w atmosferze. Mozna do tego celu stosowaé réwniez zwykte wytrzgsawki
mikrobiologiczne umieszczajgc nad nimi odpowiednie oSwietlenie.

Kolejnym waznym etapem hodowli jest przygotowanie fazy proembriogenne;j.
W tym celu hoduje sie komérki na pozywce zawierajacej odpowiednie fltohor-
mony. Najczesciej stosowana jest pozywka MS (Murashige i Skoog) z dodat-
kiem kwasu 2,4-dwu-chlorofenoksyoctowego (2,4-D), petniacego role sztucznej
auksyny. Substancja ta dziata bodZcowo powodujac zapoczatkowanie pier-
wszych stadiow rozwoju zarodkéw somatycznych. Warto jednak zaznaczyé, ze
obecno$é w pozywce 2,4-D moze powodowac zmiany genetyczne oraz poliploi-
dyzacje roslin. Stad tez obecno$¢ tej auksyny powinna by¢ ograniczona tylko
do pierwszych stadiéw fazy proembriogenicznej. Uzyskame komérki proembrio-
genne przenoszone sg nastepnie do innej pozywki, wolnej od auksyn, ktore
hamujg dalszy rozwoj zarodkdéw, w celu rozwoju embriogenezy somatycznej.
W praktyce sterowanie przebiegiem tego procesu odbywa sie poprzez umiejetne
wprowadzanie do pozywek wybranych kinetyn i aminokwasow.

Etap rozwoju komorek embriogennych i produkcji zarodkéw somatycznych
odb}wa sie w wiekszych naczimiach hodowlanych, zwykle w przystosowanych
do tego celu bioreaktorach. Powiekszanie skaili hodowli jest trudne, gdyz tkan-
ka embriogenna ma bardzo delikatng strukture komorkowg i tatwo ulega
zniszczeniu pod wpltywem sit mechanicznych zwigzanych z mieszamiem i na-
powietrzaniem pozywki. Do hodowli komdérek roslinnych najbardziej przydatne
sg bioreaktory typu air-lift, w ktérych mieszanie odbywa sie na drodze pneu-
matycznej. Dominujg tutaj dwa typy reaktoréw: kolumnowe z powietrznym
podnosnikiem cieczy (rura cyrkulacyjna) i barboterowe (17). W literaturze
dobrze opisano takze bioreaktor wyposazony w wibrujacy dysk stuzacy do
mieszania cieczy. W kulturach rosnacych w zawiesinie wystepuje czesto aglo-
meracja komérek w zbite agregaty. Jest to zjawisko niekorzystne i nalezy
utrzymac taka szybkos$¢ ruchu cieczy, aby agregaty byly rozbijane. 1o$¢ wy-
tworzonych embriondw jest duza i dochodzi do stezenia rzedu kilkudziesieciu
graméw w litrze.
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Duzym utrudnieniem w powiekszaniu skali procesu jest koniecznos¢ sto-
sowania relatywnie duzego objetosciowo wysiewu. Stwierdzono bowiem, ze
inoculum zawiera pewne substancje wytworzone przez wczesniejszg populacje
komorek, ktére sg niezbedne dla namnazania sie nastepnej generacji.

Rozwdj i dojrzewanie embrion6w jest sterowane obecnoscig i odpowiednim
stezeniem substancji regulatorowych, miedzy innymi takich jak kwas abscy-
zynowy (ABA) i giberelina GA3. Kwas abscyzynowy prawdopodobnie sprzyja
akumulacji substamcji zapasowych, takich jak biatka i weglowodany, potrzeb-
ne jako materiat budulcowy i energetyczny przy regeneracji rosliny. Substan-
cja ta powoduje wzrost jednorodnosci embrionéw i zapobiega powstawamiu
form nienormalnych. Proces dojrzewania zarodkow trwa ok. 2-3 tygodni.

Praktyczna realizacja procesu wytwarzania zarodkéw somatycznych w bio-
reaktorach odbywa sie zwykle na drodze hodowli wielostopniowych z miedzy-
etapowg separacjg komdrek. Wsmika to z koniecznosci zmiany sktadu pozy-
wek w poszczeg6lnych etapach hodowli, a szczeg6lnie miedzy faza pro-
embriogenna (inicjacja embriogenezy) a embriogenng (produkcja duzej ilosci
embrionow). Proces embriogenezy zachodzi w bioreaktorze w sposob ciaglty
w catkowicie kontrolowanych warunkach $rodowiskowych. Wydajnos¢ tego
procesu jest zalezna od rodzaju rosliny, temperatury, pH, ciSnienia osmoty-
cznego i obecnosci substancji regulatorowych. Obok tkanki embriogennej
w pozywce ciektej sg obecne stadia posrednie oraz embriony o réznym stopniu
dojrzatosci. Dla uzyskania jednorodnego wzrostu embrionéw doprowadza sie
do synchronizacji komoérek embriogennych, a tym samym do uzyskania jed-
norodnych stadiow rozwojowych zarodkéw. Proces jest zakonhczony po osiag-
nieciu przez zarodki stadium torpedo.

Dalszym etapem produkcji jest odtawianie dojrzatych form embriondw,
wzglednie separacja embrionow tacznie z tkankg embriogenng. Ten drugi spo-
sOb jest czesciej stosowany, chociaz uzyskany materiat jest gorszej jakosci.
Separacja komorek roslinnych jest przeprowadzana gtéwnie metodami filtracji
sitowej, mikrofiltracji ddmamicznej, wirowania oraz sedymentacji. W celu uzy-
skania zdolnosci do kietkowania wydzielone zarodki poddawane sg procesowi
hartowania polegajgcego na ochtodzeniu i podsuszeniu.

Proces produkcji sztucznych nasion konczy sie otoczkowaniem i kapsut-
kowaniem embrionéw, najczesciej w hydrozelach. W tym celu substancje ze-
lujacg miesza sie z embrionami i doprowadza do zelowania. W ten sposob
powstaje sztucznie wytworzona kapsuta zawierajgca dojrzaty embrion.

Warstwa otaczajaca embrion powinna by¢ dla niego neutralna i nie wy-
kazywac niszczgcego dziatania. Chroni ona zarodek i substancje odzywcze
przed utlenianiem i dehydratacjg. Konieczne jest, aby zapewniata ochrone
przed zniszczeniem mechanicznym w czasie przechowywania, transportu
i wysiewania do gleby. Powinna takze zaspokajaé potrzeby z3rwieniowe w pier-
wszym okresie rozwoju rosliny, podobnie jak to ma miejsce w normalnych
zygotycznych nasionach. Aby spetni¢ ten warunek, do otoczki wprowadza sie
kompleks substancji odzywczych, hormondéw, dodatkdéw chemicznych oraz
niekiedy towarzyszaca roslinie mikroflore i pestycydy. Bryitka tzw. sztucznego
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nasiona musi wykazywa¢ odpowiednie rozmiary fizyczne i dobra odpornos¢
mechaniczng tak, aby nasiono mogto by¢ wysizme za pomocg normalnych
siewnikdéw stosowanych obecnie w gospodairstwach rolnych.

Najbardziej przydatnym hydrozelem do kapsutkowania zarodkéw jest al-
ginian sodowy, zelujacy w obecnosci jondw wapniowych. Problemy zwigzane
z kapsutkowaniem embriondw zostaty szeroko przedstawione przez Redenba-
ugh i wsp.(19). Obok alginianu stosowane sa tez karaginan, agair, zelatyna,
gerlit i pektyniam oraz mieszaniny alginianu i karraginamu z gumami roslin-
nymi lub zelatyna. Substamcje te zelujg badZ pod wptywem kompleksowamia
z jonami kationowymi, badz pod wptywem obnizainia temperatury. Dla utrzy-
mania okre$lonej wilgotnosci nasiona brytka hydrozelu jest pokrywama spe-
cjalng powtoka hydrofobowa, hamujaca transfer wody i wysychanie (np. Elvax
4260, Dupont).

Przy produkcji nasion w formie suchej mozliwe sg dwa rozwigzania (20).
Pierwsze z nich polega na wstepn}! otoczkowaniu embrionéw poliksyetyle-
nem, a nastepnie na wysuszeniu takiej mieszaniny w celu uzyskainia zarod-
kéw zdolnych do przezycia (7,8). Drugim rozwigzainiem jest bezpos$rednie su-
szenie zarodkéw somatycznych, bez ich wcze$niejszego otoczkowania. Bada-
nia nad suszeniem zarodkéw somatycznych w atmosferze powietrza o kon-
trolowanej wilgotnosci wzglednej pozwalajg w wielu przypadkach na uzyskanie
wysokiej wydajnosci konwersji embrionow (14,22). Wyniki publikowane w li-
teraturze Swiatowej wskazujg jednak na fakty, gdy bezpo$rednie suszenie
zarodkéw somatycznych obnizato ich stopien kietkowania (4).

Z punktu widzenia nauki o fizjologii roslin suszone zarodki somatyczne
stanowig tylko namiastke naturalnych nasion. Wynika to gtéwnie z tego, ze
pozbawione sg substancji odzywczych umozliwiajgcych im samodzielny rozwoj
w glebie. Przed wysianiem muszg by¢ regenerowane w sztucznych warunkach
i hodowane na bardzo bagatych pozywkach. Znacznie bardziej zblizone do
naturalnych nasion sg zarodki kapsutkowane w hydrozelach raizem z sub-
stancjami wzrostowymi.

Z uwagi ha duze trudnosci w konwersji zarodkow somatycznych do nor-
malnych roslin w glebie duze nadzieje poktada sie w nowej technologii mikro-
rozmnazania drzew w fitotronach o podwyzszonym 2-3-krotnie stezeniu dwu-
tlenku wegla. W hodowlach autotroficznych uzyskano prawie dwukrotne
przyspieszenie tempa wzrostu w stosunku do tradycyjnych kultur miksotro-
ficznych (2,3,9).

W konwencjonalnym rozmnazaniu roslin w warunkach in vitro stosuje sie
poz5Avki zawierajace sacharoze. Powoduje to, ze rosliny nie rosng autotro-
ficznie, lecz miksotroficznie. Czynnikiem wymuszajacym szybki wzrost roélin
jest pozywka bogata w skiadniki mineralne. Dla drzew iglastych nie mozna
stosowa¢ tak bogatych pozywek, stad konieczna jest redukcja stezenia sa-
charozy i niektorych soli mineralnych, szczegdlnie azotowych. Przyspieszenie
wzrostu autotroficznego jest mozliwe poprzez podwyzszenie stezenia dwutlen-
ku wegla oraz zastosowanie oswietlenia silnym Swiattem o wiasciwej bar-
wie (21).
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3.Zastosowanie sztucznych nasion w iesnictwie

Wykorzystanie metod biotechnologicznych w le$nictwie wymaga jeszcze
bardzo wielu badan i odpowiedzi na wiele pytan. Teoretycznie, produkcja
sztucznych nasion drzew, jak sie wydaje, jest bardzo atrakcyjna. W tradycyj-
nej hodowli drzew do osiggniecia stanu zdolnosci drzewa do tworzenia nasion
zygotycznych potrzeba ok. 10-20 lat. Jest to bardzo powazne ograniczenie
szczegOlnie przy roslinach transformowanych, gdzie efekt badan naukowych
jest obserwowany dopiero po bardzo dtugim okresie. Mozliwo$¢ przyspieszenia
tego procesu na drodze embriogenezy somatycznej wydaje sie bardzo atra-
kcyjng perspekt3Twg dla hodowcow.

Redenbaugh i Ruzin (20) wymieniajg nastepujace korzysci ze stosowania
embriogenezy somatycznej in vitro:

1) mozliwo$¢ masowej produkcji tkanki embriogennej z komoérek podda-
nych inzynierii genetycznej,

2) szybkie potwierdzenie transformacji genetycznych w regenerowanych
roslinach,

3) mozliwos$¢ wykorzystania embrionéw do kriokonserwacji w cieklym azo-
cie najlepszych linii produkcyjnych lub jako materiatu dla banku gendw,

4) masowa produkcja i dojrzewamie zarodkéw somatycznych i ich prze-
ksztatcenie w tzw. sztuczne nasiona.

Perspektywa wykorzystania sztucznych nasion zostata przedstawiona przez
Murashige (12) w taki sposéb: ,,aby mogto to mie¢ zastosowanie, metoda klo-
nowania ro$lin musi by¢ wyjatkowo szybka, zdolna do wytworzenia kilku
milionéw roélin dziennie oraz konkurencyjna ekonomicznie w poréwnaniu z
nasionami naturalnymi”. Oznacza to, ze w praktyce konieczna jest duza skala
produkcji oraz wykorzystywanie ro$lin transgenicznych.

Dla zastosowan praktycznych - procent kietkujgcych nasion (sita i energia
kietkowania) jest warunkiem najwazniejszym. W roku 1982 procent kietku-
jacych embriondéw lucerny, z ktérych rozwijaja sie normalne nasiona wynosit
zaledwie 0,5%. PieC lat pdzniej uzyskano juz 70% kietkujgcych nasion. Nalezy
jednak podkresli¢, ze dane te dotyczg warunkow laboratoryjnych, a nie wy-
siewu do gleby. Analogicznych informacji o wynikach prac nad konwersjg
sztucznych nasion drzew nie ma w dostepnej literaturze. Mozna jednak przy-
puszczal, ze stopien regeneracji nasion jest ciggle jeszcze bardzo maty. Osta-
bia to znacznie nadzieje na szybkie opanowanie metody masowej produkcji
nasion, wykorzystujgc do tego celu zarodki somatyczne hodowane in vitro.
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Artificial seeds for plant propagation

Summary

Artificial seeds, consisting of somatic embryos encapsulated with protective coating, have
been proposed as a propagation system of plant propagation. Two types of artificial seeds have
been developed, hydrated immobUlzed in hydrogels, and desiccated. The process of somatic
embriogenesls runs In some steps. At first, the embryogenlc tissue able to grow in suspension
culture must be isolated. Subsequently, this tissue should be inducted by some auxins and
Kinetins Introduced to the liquid medium to start the embryogenesis. The development and
maturation of embryos carry out in special media. To scale up this process the buble column
and air-lift bioreactors are used. The more frequently material to encapsulate the somatic
embryos is alginate hydrogel. The main problem in production of good quality artificial seeds is
low efficiency of embryos conversion to normal plant in soil.
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