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In vitro germination and conversion of somatic embryos

Summary

Somatic embryogenesis (SE), resembling zygotic embryogenesis, is a very
efficient and fast method of vegetative plant propagation. Somatic embryos, the
final products ofthis process, are immediately or after drying and/ or encapsula-
tion used as artificial seeds. SE efficiency is not only dependent on the quantity,
but also on quality of somatic embryos. Although SE has been recorded for spe-
cies across many genera and from a variety of plant tissues, regeneration of
plants from somatic embryos is often a significant problem for some plant spe-
cies. Many efforts have been made to obtain higher levels of germination and
conversion of somatic embryos to plants.

This review will focus on the present knowledge about enhancing the vigor
of somatic embryos with special attention paid to the effect of plant hormones
(gibberellins, ethylene, abscisic acid), on germination and conversion of somatic
embryos and their influence on the storage reserves content (starch, oligosac-
charides), their hydrolytic products (raffinose, sucrose, glucose), and on the ac-
tivity of hydrolytic enzymes (a-amylase).
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1. Wstep

Somatyczne zarodki powstajg w procesie zwanym somatycz-
ng embriogenezg (SE) przypominajgca zygotyczng. Jest to bar-
dzo szybki i wydajny sposob wegetatywnego rozmnazania roslin
pozwalajgcy na uniezaleznienie produkcji cennego materiatu
siewnego od czynnikéw klimatycznych lub umozliwiajgcy przy-
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Fot. 1. Wysuszone (A) i otoczkowane (B) somatyczne zarodki Medicago sativa L. (fot. Jedrzejewski).

Spieszenie tworzenia nasion u roslin charakteryzujacych sie dtugim cyklem ich pro-
dukcji. Somatyczne zarodki moga by¢ bezposrednio lub po wysuszeniu i /lub otocz-
kowaniu wykorzystane jako tzw. sztuczne nasiona (ang, somseed, artificial seed, syn-
thetic seed) (fot. 1).

Pomimo postepu jaki dokonat sie w ostatnich latach w badaniach nad soma-
tyczng embriogeneza, proces ten zostat poznany i stosowany dla setek gatunkéw
roslin wyzszych, nadal istnieje potrzeba optymalizacji warunkoéw tego procesu. Me-
toda ta bowiem ma stuzy¢ do masowego wegetatywnego rozmnazania roslin, musi
by¢ zatem szybka i wydajna, tj. zdolna do wytworzenia kilku milionéw roslin dzien-
nie, a zatem ekonomicznie konkurencyjna w poréwnaniu z produkcjg nasion zygo-
tycznych w warunkach in vivo. Optymalizacja ta wymaga dokfadnego poznania nie
tylko procesdéw powstawania zarodkOw i ostatecznie ich kietkowania i konwersji
w normalnie wyksztalcone rosliny, ale takze mozliwosci ich regulacji, a wiedza
w tym zakresie jest nadal dosy¢ ograniczona.

2. Embriogenezg zygotyczna i somatyczna, podobienstwa i réznice

Wychodzac z zatozenia, ze u roslin wyzszych zarodek zygotyczny podczas swe-
go naturalnego rozwoju w woreczku zalgzkowym ma zapewnione optymalne wa-
runki, to w celu optymalizacji warunkéw produkcji zarodkéw somatycznych w wa-
runkach sztucznych in vitro powinny by¢ uwzglednione nie tylko podobienstwa, ale
gtdéwnie réznice w przebiegu obu tych procesow. U roslin wyzszych mamy do czy-
nienia z r6znymi drogami prowadzacymi do embriogenezy, pierwszego i najwaz-
niejszego etapu w rozwoju rosliny (rys. 1). U wiekszosci gatunkoéw roslin wyzszych
embriogenezg in vivo rozpoczyna sie zaptodnieniem komorki jajowej przez plemnik
i powstaniem diploidalnej zygoty. U okrytozalgzkowych procesowi temu towarzy-
szy potaczenie drugiego plemnika z komoérka centralng i powstanie tkanki odzyw-
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Rys. 1. Rodzaje embriogenezy u roslin wyzszych.

czej - triploidalne bielmo (endosperma). Po zaptodnieniu zatem, zalgzek jest akty-
wowany do inicjacji rozwoju zarodka, endospermy i okrywy nasiennej, czyli w rezul-
tacie do powstania nasienia (rys. 2). Generalnie proces ten u tych roslin przebiega
podobnie, chociaz poszczegblne gatunki réznig sie np. kierunkiem pierwszych po-
dziatéw zygoty, budowa suspensora, budowg i trwatoscig bielma. U roslin dwulis-
ciennych wyrdéznia sie charakterystyczne stadia rozwojowe: wczesno-, srodkowo-
i p6znoglobularne; wczesno- i pé6znosercowate; torpedy; liScieniowe - w ksztalcie
laski i ostatecznie w ksztaitcie litery U. W procesie somatycznej embriogenezy roslin
dwulisciennych wystepujg rowniez podobne stadia takie jak wczesno-, srodkowo-
i p6znoglobularne, wczesno- i péznosercowate, torpedy i liscieniowe (rys. 3) (1,2).
Jednak w przebiegu obu tych proceséw wystepujg zasadnicze réznice:

1) zarodki zygotyczne in vivo rozwijaja sie w woreczku zalgzkowym w wyniku fu-
zji gamet, natomiast somatyczne w naczyniach hodowlanych w warunkach in vitro
bezposrednio z komoérek eksplantu pierwotnego posiadajacych kompetencje do
embriogenezy (embriogeneza bezposrednia) lub z komérek eksplantu, ktére musza
naby¢ kompetencji do embriogenezy najczesciej przez odréznicowanie jego tkanek,
wytworzenie kalusa lub zawiesiny komdrkowej otrzymanej z tego kalusa (embrioge-
neza posrednia) (4,5);

2) zarodki zygotyczne podczas rozwoju w stadium wczesnoglobularnym rozwi-
jaja suspensor (wieszadetko), ktére zanika w stadium torpedy lub pozostaje w sta-
dium szczatkowym, natomiast somatyczne nie majg suspensora, np. u lucerny, lipy
drobnolistnej (6) lub w formie zredukowanej u rzepaku (24). Suspensor petni role
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Rys. 3. Poréwnanie embriogenezy zygotycznej i somatycznej u lucerny siewnej (Medicago sativa L.).

transportera substanciji pokarmowych do zarodka, tatwo pobiera substancje synte-
tyzowane w bielmie. Dostarcza on takze hormonéw zarodkom w stadium globular-
nym i sercowatym. Jest miejscem syntezy stymulatoréw wzrostu, cytokinin i auksyn,
najwazniejszych regulatoréw wzrostu w procesie somatycznej embriogenezy, takze
giberelin oraz inhibitora wzrostu, kwasu abscysynowego (ABA), (7);

3) globulame stadia zarodkéw somatycznych sg wieksze niz zygotycznych (3);

4) merystem wierzchotkowy zarodkéw somatycznych jest stabiej rozwiniety, np.
winorosli i lipy (6);

5) zarodki zygotyczne roslin okrytozalgzkowych wytwarzajg jeden (jednoliscien-
ne) lub dwa (dwuliscienne) liscienie, natomiast somatyczne wytwarzajg ich dwa lub
wiecej i czesto niewielkie (3);

6) podczas rozwoju zarodka zygotycznego tworzy sie zawsze bielmo, tkanka
odzywcza dla rozwijajacego zarodka. W dojrzatlym nasieniu u niektérych gatunkow
bielmo moze wystepowacé juz w postaci zredukowanej (nasiona bezbielmowe, np.
lucerna), a zatem w nasionach tych materialty zapasowe (skrobia i biatka) znajdujg
sie gtdbwnie w liscieniach, ktére wypelniajg cate nasienie, a bielmo typu jadrowego,
zawierajgce galaktomannany jako materialy zapasowe ulega redukcji w trakcie roz-
woju zarodka. W rozwoju zarodka somatycznego nie ma procesu tworzenia sie biel-
ma (8);

7) zarodki somatyczne produkujg takie same materialy zapasowe jak zygotycz-
ne, ale w innym czasie, miejscu i w innych ilosciach, np. w zarodkach zygotycznych
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i somatycznych rzepaku syntetyzowane sg te same biatka zapasowe 12 S, ale w za-
rodkach zygotycznych w stadium liscieniowym, a w somatycznych w stadium globu-
larnym i sercowatym i w mniejszych ilosciach (9). W nasionach lucerny w stadium
liscieniowym, gtéwnie w liscieniach i wierzchotkach wzrostu, praktycznie w tym sa-
mym czasie gromadzone sg 3 rodzaje biatek zapasowych klasyfikowanych na pod-
stawie ich rozpuszczalnosci na frakcje — 7S (alflna), 1S (medikagina) i 2S, nato-
miast w somatycznych te same biatka i w tej samej kolejnosci, ale 11 Si 2 S po-
wstajg pozniej i w mniejszych ilosciach niz w zygotycznych i nie w liscieniach tylko
w hipokotylu (10,11). Ponadto w somatycznych zarodkach lucerny gtéwnym mate-
riatem zapasowym jest skrobia, ktéra powstaje na etapie przeksztatcania zarodkow
globularnych w torpedy. W dojrzatym zarodku somatycznym skrobia stanowi 6%
jego suchej masy, a zatem 3 razy wiecej niz w suchym zarodku zygotycznym (2%)
(12). Takze ilos¢ kwasow ttuszczowych jest duzo wieksza w zarodkach somatycz-
nych niz zygotycznych, odpowiednio 17-20% i 11% suchej masy zarodka. Obok skro-
bi weglowodanami zapasowymi w somatycznych i zygotycznych zarodkach lucerny
sg cukry rozpuszczalne di - (sacharoza) i oligosacharydy (rafinoza, stachioza),
z tym, ze w zarodkach somatycznych jest 9 razy wiecej sacharozy niz w nasionach,
co jest zwigzane ze stosowaniem wysokich stezen sacharozy w pozywce podczas
réznicowania i dojrzewania (3-5%). Pomimo jednak tak duzej zawartosci w zarod-
kach sacharozy, ktéra jest substratem w syntezie rafinozy, w poréwnaniu z nasiona-
mi, zawierajg one mniej rafinozy i stachiozy. Zatem w zarodkach somatycznych nie
wiadomo jeszcze dlaczego wystepuja zaburzenia w biosyntezie oligosacharydéw
(13). Zarodki somatyczne lucerny nie zawierajg w ogdle d-pinitolu lub ich galaktozy-
lowych pochodnych w przeciwienstwie do nasion. By¢ moze te wszystkie réznice
spowodowane sg stabo wyksztatconymi liscieniami i brakiem endospermy;

8) zarodki zygotyczne otoczone sg zawsze okrywa nasienng, natomiast w rozwo-
ju somatycznych zarodkéw nigdy ona nie powstaje, stgd nie ma stadium licienio-
wego w postaci ,laski” i odwroconej litery U (3);

9) rozwdj zygotycznego zarodka konczy sie generalnie powolnym odwodnie-
niem, ktére powoduje stopniowa redukcje metabolizmu, czyli wraz z utratg wody
z tkanek nasienia zarodek wchodzi w stan spoczynku, jest to wazny etap, wedhug
Kermode (14) niezbedny, dla przejscia nasion z etapu dojrzewania do kietkowania.
Uwodnienie nasion typowych, tj. tolerujgcych odwodnienie (ang. ortodox) prowadzi
do przestawienia programu dojrzewania na kietkowanie. Przeciwnie zarodki nasion
nietypowych charakteryzujacych sie duzg zawartoscig wody i nie znoszacych inten-
sywnego suszenia (ang. recalcitrant) sg niezdolne do przetrwania desykacji i nie
przerywajg rozwoju podczas dojrzewania. Somatyczne zarodki sg typu recalcitrant
i naturalnie nie przechodza okresu uspienia, kielkuja przedwczesnie, a rosliny
z nich otrzymane charakteryzuja sie niskg zdolnoscig do przezywania (15).
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3. Przebieg somatycznej embriogenezy in vitro

Generalnie w somatycznej embriogenezie mozna wyrdzni¢ gtdwne 2 fazy,
pierwszag, w ktorej odréznicowane komorki somatyczne nabierajg kompetencji do
embriogenezy oraz drugg, w ktérej embriogeniczne komaorki ujawniajg swojg em-
briogeniczng kompetencje i réznicujg sie w somatyczne zarodki. Faza pierwsza na-
zywana ,Fazg 0" przez Komamine i wsp. (16), fazg determinacji (ang. determination
phase) przez Rao (17) lub fazg indukcji (ang. induction phase) przez Browna i wsp. (18)
i wielu innych (2). Faza ta nie ma bezposredniego odpowiednika w zygotycznej em-
briogenezie. Faza druga nazywana jest fazg réznicowania (2,18) i ma przebieg po-
dobny do embriogenezy zygotycznej.

14 dni

7 dni

14 dni

7 dni

Rys. 4. Posrednia somatyczna embriogeneza in vitro Medicago sativa L. - rm 2-etapowa oraz 4-eta-

powa.
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Znanych jest wiele metod indukcji somatycznej embriogenezy rdznigcych sie
liczbg i dtugosciag trwania wyréznionych wjej przebiegu etapéw oraz rodzajem sto-
sowanych pozywek. Czesto wymienione 2 fazy, indukcja i réznicowanie, zacho-
dzace na pozywkach statych oddzielone sg dodatkowym etapem, czyli namnaza-
niem zawiesiny embriogennej w pozywce ptynnej, a po réznicowaniu stosuje sie
faze dojrzewania, czesto dwustopniowg (rys. 4). Efektywnos¢ procesu somatycznej
embriogenezy uwarunkowana Jest wieloma czynnikami endogennymi i egzogenny-
mi, sposréd ktorych niewatpliwie regulatory wzrostu petnig zasadniczg role (18,19).
Do najwazniejszych regulatoréw uczestniczacych w kontroli somatycznej embrioge-
nezy nalezg znane stymulatory wzrostu auksyny i cytokininy oraz inhibitor wzrostu
kwas abscysynowy. Rodzaj zastosowanego regulatora i stezenia ulegaja zmianie
w poszczegoélnych etapach somatycznej embriogenezy odzwierciedlajgc zréznico-
wang na nie wrazliwos¢, wynikajgcg m.in, z réznego poziomu endogennych fitohor-
monoéw (18,20,21).

4. Kietkowanie i konwersja somatycznych zarodkdéw (wigor)

Somatyczna embriogeneza Jest zatem procesem kompleksowym, koriczacym sie
uzyskaniem funkcjonalnego zarodka. O przydatnosci somatycznej embriogenezy do
masowe] produkcji roslin decyduje zatem zaréwno ilos¢. Jak i Jakosé otrzymanych
zarodkoéw charakteryzowana czesto, tak Jak dla nasion, terminem wigor. Wigor na-
sion to ich fizjologiczna wtasciwos¢, ktéra przejawia sie w zdolnosci do szybkiego
i rownomiernego kietkowania, wschoddw i rozwoju zdrowych siewek w szerokim
zakresie czynnikdbw Srodowiska, a zatem stanowi kryterium oceny ich Jakosci
(AOSA, 22). Tylko dojrzate zarodki o prawidtowej morfologii, ktére zakumulowaty
wystarczajgco duzo substancji zapasowych i uzyskaty tolerancje na desykacje pod
koniec dojrzewania moga kietkowa¢ i nastepnie ulega¢ konwersji do prawidiowo
uksztattowanych siewek. Kietkowanie suchych somatycznych zarodkéw rézni sie od
kietkowania nasion, poniewaz bardzo czesto nie dochodzi do wyksztatcenia pedow,
zarodek czesto wytwarza tylko korzonek, ale nie liscie. Rzadko ma miejsce odwrot-
na sytuacja, gdzie suchy zarodek somatyczny tworzy tylko ped bez korzeni. Te ob-
serwacje poczynione dla lucerny i innych gatunkéw ro$lin, np. dla rzepaku sugeruja,
ze merystem wierzchotkowy pedu Jest bardziej wrazliwy na stres desykacyjny niz
merystem korzenia, stad kietkowanie somatycznych zarodkéw okreslane Jest Jako
zdolno$¢ do formowania korzonka zarodkowego, a konwersje Jako réwnoczesny
rozwoj korzonka i pedu (23). Chociaz somatyczne zarodki majg zdolnos¢ do kietko-
wania i wytwarzania morfologicznie normalnej rosliny z korzeniem i pedem, to Jed-
nak ich rozwdj Jest wolniejszy. Siewki lucerny otrzymane z nasion osiggaty dwukrot-
nie wyzszg $wiezg mase po 4 dniach niz roslinki otrzymane z somatycznych zarod-
kéw. Ponadto chociaz kietkowanie nasion i somatycznych zarodkéw byto podobne
(okoto 80%), to Jednak pojawienie sie korzonka i pierwszego liscia w nasionach byto
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odpowiednio 2,5 i 4 razy szybsze niz w zarodkach somatycznych (23). Dlatego gene-
ralnie uwaza sie, ze somatyczne zarodki w poréwnaniu do nasion charakteryzuje ni-
ski wigor.

4.1. Przyczyny niskiego wigoru somatycznych zarodkéw

Uwaza sie, ze gléwng przyczyng stabego wigoru somatycznych zarodkéw jest
brak odpowiedniej iloSci materiatéw zapasowych (24,25). jednakze nawet, jesli so-
matyczne zarodki zgromadzg stosunkowo wysoki poziom zapaséw, ich wigor jest
mniejszy niz nasion. Istnieje miedzy innymi kilka mozliwych przyczyn:

Inne drogi syntezy materiatéw zapasowych, m.in. skrobi. W nasionach np.
Medicago sativa i Cyamopsis tetragonologa, najwazniejszy weglowodan zapasowy, ga-
laktomannan, magazynowany jest w $cianach komérkowych endospermy, a produk-
ty jej hydrolizy galaktoza i mannoza sg absorbowane przez liscienie i tam jesli nie sg
wykorzystywane w metabolizmie energetycznym, sg przeksztalcane do sacharozy,
a potem do skrobi, rezerwy tymczasowej, ktdra jest mobilizowana, wtedy gdy spada
zawarto$¢ sacharozy w wyniku jej transportu do wierzchotka (24,25). Inaczej jest
w zarodkach somatycznych, nie ma w nich galaktomannanéw, bo nie ma endosper-
my, a jedynym zrédiem dla syntezy akumulowanej skrobi jest pozywka podczas doj-
rzewania zawierajgca 50 g-L"* sacharozy. Roznica w zawartosci materiatdw zapaso-
wych nasion i zarodkdéw i drég ich syntezy oraz akumulacji moze determinowac¢ do-
stepnos¢ skladnikéw odzywczych dla rosnacej rosliny.

- Szybsza hydroliza materiatdw zapasowych w zarodkach somatycznych. Pod-
czas kietkowania somatycznych zarodkéw ubytek materiatdw zapasowych zachodzi
znacznie szybciej niz w nasionach (24). Wynika to prawdopodobnie z braku w za-
rodkach somatycznych bielma z substancjami zapasowymi. W zarodkach somatycz-
nych lucerny ma miejsce szybka hydroliza skrobi, juz po 24 godz. imbibicji na
pozywce regeneracyjnej zawartos¢ jej zmniejszona byta o potowe (24), a nawet jak
wykazano w ostatnich badaniach Kepczynskiej i Zielinskiej (27) o 80%, a po 48 godz.
praktycznie jej zawartos¢ jest bliska zeru. Ten szybki ubytek skrobi (w suchych za-
rodkach byto jej 29 razy wiecej niz po 24 h imbibicji) byt skorelowany z szybkim
wzrostem aktywnosci a-amylazy, odpowiedzialnej za hydrolize skrobi (27). Po 48
godz., kiedy w zarodkach zaczgt pojawiac¢ sie korzonek zarodkowy ponizej 2 mm
aktywnos$¢ enzymu wyraznie spadia. Podobny spadek w aktywnosci tego enzymu
obserwowano podczas kietkowania nasion lucerny (28). Podobnie szybko jak skro-
bia hydrolizowane byly biatka zapasowe, w ciggu 2 dni (24), a zatem sugeruje to, ze
zarodki somatyczne produkujg enzymy hydrolityczne konieczne do mobilizacji tych
zapasOw. Chociaz w zarodkach somatycznych stwierdzono wiecej skrobi i sacharo-
zy niz w nasionach przed imbibicja, to jednak zawarto$¢ biatek zapasowych (stano-
wig jedynie 10% w poréwnaniu z poziomem w zarodkach zygotycznych) jak i ich
prodikktow hydrolizy byla kilkakrotnie nizsza w zarodkach somatycznych niz w zy-
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gotycznych i stad prawdopodobnie wolniejszy jest wzrost korzenia i hipokotyla
oraz rozwoju lisci (24,12). Aby zatem zwiekszy¢ zawarto$¢ materialéw zapasowych
w zarodkach stosuje sie do pozywek sacharoze niezbedng do syntezy skrobi i oligo-
sacharydéw. Najlepszej jakosci zarodki u wielu gatunkéw roslin otrzymano na po-
zywkach zawierajgcych sacharoze w stezeniu 3-5%. Czasami lepszej jakosci zarodki
otrzymywano gdy sacharoze zastgpiono maltozg, np. zarodki kasztana jadalnego
(29). W celu podwyzszenia zawartosci biatlek zapasowych, np. w zarodkach lucerny,
soi stosuje sie do pozywek aminokwasy, arginine, asparagine i glutamine oraz siar-
czany (23,24). Dotad nie sa znane przyczyny, dlaczego somatyczne zarodki nie utyli-
Zujg swoich materiatéw zapasowych jak nasiona. By¢é moze zwigzane to jest z nie-
obecnoscig u zarodkéw somatycznych okrywy nasiennej, ktora w nasionach regulu-
je pobieranie wody i wymiane gazowg i prawdopodobnie to przyczynia sie do stabej
kontroli metabolizmu i tym samym stabego wigoru siewek (24).

- Uszkodzenie somatycznego zarodka podczas desykacji. Wiadomo, ze zywot-
nos¢ somatycznych zarodkéw moze by¢ utracona podczas suszenia. Stosuje sie roz-
ne metody desykacji, szybkie 2-godzinne w przeptywie powietrza pod komorg lami-
narng lub kilkudniowe poprzez stopniowe przenoszenie do eksykatorow o coraz
nizszej okreslonej wilgotnosci (23). Nieodpowiednie suszenie w nieodpowiednim
stadium moze spowodowaé uszkodzenie zarodkow, dlatego niezbedne jest zaindu-
kowanie odpornosci na desykacje. Niedostateczna indukcja tolerancji na desykacje
moze by¢ przyczyng obnizenia wigoru somatycznych zarodkoéw (31,32).

- Szybsze pecznienie zarodkdéw somatycznych z powodu braku okrywy nasien-
nej, co moze by¢ przyczyna ich uszkodzenia i stabego wigoru, np. zarodkéw mar-
chwi (33). Wiadomo, ze szybkie pobieranie wody przez nasiona, czyli szybkie pecz-
nienie ma niekorzystny wpltyw na ich kietkowanie (26). Dlatego wazne jest utrzyma-
nie poczatkowego stopnia pobierania wody na niskim poziomie.

- Anormalny rozw6j stozka wzrostu pedu w zarodkach somatycznych, ktéry ob-
serwowano u marchwi (34).

- Staby rozwdj liscieni w somatycznych zarodkach, a zatem materiaty zapasowe
gromadza sie gtéwnie w hipokotylu, a nie w liscieniach. W nasionach sa dwa gtéwne
centra metaboliczne: organy magazynujgce (endosperma i tiscienie), gdzie rezerwy
sg hydrolizowane, oraz wydtuzajacy sie wierzchotek zarodka, do ktérego docierajg
produkty hydrolizy i tam sg wykorzystywane do réznych syntez zwigzanych z po-
wiekszaniem sie komdrek. W konsekwenciji imbibicja wysuszonych zarodkéw soma-
tycznych uruchamia aktywnos$¢é metaboliczng i zapoczatkowuje wydtuzanie tych sa-
mych komorek, w ktérych jednoczesnie ma miejsce hydroliza materialdw zapaso-
wych komoérek. Usytuowanie proceséw anabolicznych i katabolicznych w tym sa-
mym miejscu moze powodowaé brak kontroli metabolizmu i w konsekwencji obni-
za¢ wigor (24).
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4.2. Hormonalna regulacja kietkowania i konwersji

Sposréd wielu endogennych i egzogennych czynnikoéw wplywajgcych na soma-
tyczng embriogeneze w kulturach in vitro takich jak genotyp rosliny, stan fizjolo-
giczny rosliny, jakos¢ i natezenie Swiatla, rodzaj i stezenie makro- i mikroelemen-
téw, niewatpliwie regulatory wzrostu (auksyny, cytokininy, kwas abscysynowy) de-
cydujg o uzyskaniu embriogenicznosci oraz przebiegu i wydajnosci embriogenezy.
Danych dotyczacych udzialu hormondéw w regulacji kietkowania i konwersji jest
zdecydowanie mniej.

Znanych jest wiele danych dotyczacych zastosowania fitohormondw do poprawy
wigoru wielu nasion. Najczesciej stosowane sg gibereliny. Istniejg réwniez infor-
macje dotyczace poprawy wigoru somatycznych zarodkéw przez te hormony. Gibe-
reliny to bardzo liczna grupa regulatoréw wzrostu i kietkowania nasion syntetyzo-
wanych przez wierzchotkowe czesci korzeni, najmtodsze liscie pedéw, preciki, roz-
wijajace sie nasiona. W nasieniu bogatym Zrodiem giberelin sg - tarczka, liScienie,
endosperma oraz o$ zarodka. Wiadomo réwniez, ze duze iloSci giberelin, obok auk-
syn, cytokinin i ABA, gromadzi sie w suspensorze rozwijajgcego sie zarodka zygo-
tycznego i dlatego uwaza sie, ze petnig one gtéwng role w embriogenezie zygotycz-
nej (7). Stwierdzono takze, ze suspensor nie tylko jest przekaznikiem giberelin do
rozwijajgcego sie zarodka Phaseolus, ale rowniez w komodrkach suspensora sg one
syntetyzowane (35,36). Podobne zwigzki znaleziono w suspensorach Tropoeolum
maius (37) i Cytisus laburnum (38), Najwieksze zapotrzebowanie na endogenng gibe-
reline podczas wzrostu elongacyjnego wierzchotka wzrostu zarodka zygotycznego
przypada pomiedzy stadium globularnym a wczesnoliscieniowym (39). Mechanizm
stymulacji przez gibereline wzrostu elongacyjnego wierzchotka jest jeszcze stabo
poznany (40).

GA3 zaplikowany do pozywki regeneracyjnej stymulowat kietkowanie somatycz-
nych zarodkow Aescu/us hippocastanum, Citrus sinensis, Coryllus avellana (41), Medicago
sativa L (27) oraz konwersje Medicago falcata, M. sativa (41,27), Dioscorea alata L.
(43), Corydalis yanhusuo (44). Zapotrzebowanie somatycznych zarodkow lucerny na
gibereline podczas kietkowania i konwersji potwierdzono w badaniach Kepczyn-
skiej i Zielinskiej (27) z wykorzystaniem ancymidolu, inhibitora biosyntezy gibere-
lin. Ancymidol zastosowany w stezeniu 0,1 i | pM powodowat drastyczng redukcje
procentu kietkowania o 42 i 84,5%, oraz konwersji 0 72 i 87% w poréwnaniu do kon-
troli. Zatem ten hamujgcy wptyw ancymidolu wskazuje, ze te procesy wymagajg en-
dogennych giberelin. Obserwowany stymulujgcy, chociaz niewielki, wptyw gibereli-
ny w stezeniu 1| pM na wspomniane procesy, moze wskazywa¢, ze poziom endogen-
nych giberelin jest raczej wystarczajacy dla kietkowania i konwersji tych zarodkéw.

Odmienng reakcje na obecnos¢ w pozywce ancymidolu wykazywaly somatyczne
zarodki szparaga jadalnego, inhibitor ten w stezeniach 1,2 i 3 pM zwiekszat wyraz-
nie procent konwersji (45), co Swiadczy o braku zapotrzebowania na gibereline pod-
czas tego procesu. Skoro brak jest w rozwoju somatycznych zarodkéw wielu roslin
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suspensora, miejsca gromadzenia sie i syntezy miedzy innymi giberelin, podjeto
probe wyjasnienia czy aplikacja GA3 podczas namnazania sie zawiesiny embriogen-
nej lucerny, czyli we wczesnych stadiach tworzenia sie somatycznych zarodkéw
w stadium globularnym, bedzie miata wpltyw na kietkowanie powstatych z komérek
tej zawiesiny zarodkéw lucerny. Wczesniej ustalono, ze egzogenna GA3 hamuje
wzrost kalusa, stymuluje indukcje i tworzenie zarodkéw lucerny na pozywkach
statych (46). Chociaz giberelina w stezeniu | pM obecna podczas kietkowania sty-
mulowata ten proces, to podana w tym samym stezeniu podczas profiferacji zawie-
siny w 3 i 4 dniu powodowata nie tytko zahamowanie jej namnazania o 80% oraz
catkowitg ticzbe otrzymanych zarodkéw, ate réwniez zahamowanie kietkowania
0 ponad 60% i konwersji somatycznych o ponad 10% uzyskanych z tej zawiesiny za-
rodkéw (47). Hormon ten uzyty w pigtym dniu namnazania zawiesiny nie miat wply-
wu na ilos¢ otrzymanej zawiesiny i liczbe zarodkdéw, natomiast takze hamowat
kietkowanie i konwersje. Zastosowanie gibereliny w 100 razy nizszym stezeniu
w trzecim dniu namnazania zawiesiny embriogennej zwiekszyto produkcje zarod-
kéw somatycznych w stadium globutarnym, chociaz nie zwiekszyto to ostatecznie
procentu skietkowanych i konwertujgcych zarodkéw tucerny. Na podstawie tych wy-
nikéw wyraznie wskazuje sie na rézng wraztiwos¢ tkanek na egzogenna gibereline.
Zastosowana w tym samym dniu hamnazania w najwyzszym stezeniu (1 pM) hamo-
wata badane procesy, natomiast w sto razy nizszym (0,01 pM) stymulowata tworze-
nie zarodkow w stadium globularnym i nie hamowata regeneracji somatycznych za-
rodkéw. Zastosowanie ancymidotu (0,1 i 1 mM) podczas proliferacji zawiesiny em-
briogennej spowodowato hamowanie wytwarzania zawiesiny komérkowej, zarod-
kéw, ich rozwoju, a takze kietkowanie i konwersje. Na podstawie tych wynikéw su-
geruje sie, ze gibereliny syntetyzowane we wczesnych stadiach rozwoju (3, 5, 7
dzien proliferacji zawiesiny) wymagane sg zaréwno do produkciji jak i do kietkowa-
nia i konwersji somatycznych zarodkdéw lucerny. Zapotrzebowanie na gibereline
podczas wydtuzania osi zarodkéw oraz rozwoju liscieni stwierdzono podczas em-
briogenezy somatycznej z mikrospor Brassica napus (40). Po zastosowaniu unikona-
zolu, inhibitora biosyntezy giberelin, do 10-dniowych kultur zarodkéw globularnych
obserwowano hamowanie rozwoju liscieni i wydluzania osi zarodka.

Na podstawie tych wynikéw przypuszcza sie, ze giberetiny sg niezbedne w pro-
cesie somatycznej embriogenezy lucerny. Podjeto prébe wyjasnienia mechanizmu
ich dziatania, gdyz brak jest danych na ten temat (27). W nasionach mechanizm
dziatania tych hormonéw najtepiej poznany zostat podczas kietkowania nasion zb6z
| polega na indukcji przez gibereliny syntezy i aktywacji a-amylazy odpowiedzialnej
za hydrolize magazynowanej skrobi do rozpuszczalnych cukréw szybko wykorzysty-
wanych w procesach rozwoju zarodka (25). W 2004 r. Godbole i wsp. (48) wykazali
podwyzszenie aktywnosci a-amylazy podczas wczesnego kietkowania zarodkdéw so-
matycznych rosliny jednolisciennej, bambusa. Kepczynska i Zielinska (27) wykazaty
po raz pierwszy, ze u roslin dwulisciennych egzogenna giberelina obecna w pozyw-
ce regeneracyjnej drastycznie przyspieszala utylizacje skrobi w zarodkach soma-
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tycznych lucerny. Przeciwnie, ancymidol obecny w pozywce spowalnial proces zani-
ku skrobi. Przyspieszenie utylizacji skrobi przez gibereline i spowolnienie tego pro-
cesu przez jej inhibitor syntezy, ancymidol, bylo skorelowane odpowiednio ze
wzrostem lub spadkiem aktywnos$ci a-amylazy pod ich wplywem. Stymulujgcy za-
tem wplyw gibereliny na kietkowanie i konwersje somatycznych zarodkéw lucerny
realizowany jest poprzez przy$pieszenie rozkladu materialu zapasowego jakim jest
skrobia w wyniku aktywacji a-amylazy. W uzyskanych wynikach wskazuje sie réw-
niez, ze zawarto$¢ skrobi moze by¢ markerem wigoru somatycznych zarodkéw lu-
cerny.

Ponadto stwierdzono, ze zahamowanie biosyntezy giberelin podczas namna-
zania zawiesiny embriogennej lucerny powoduje zaburzenia akumulacji di- i oligo-
sacharydéw w zarodkach (brak sacharozy i rafmozy, obecna tylko stachioza), co
w konsekwecji obnizyto ich regeneracje (47). Prawdopodobnie zaburzenia w synte-
zie gibereliny moga powodowaé zatem zaklécenia w akumulacji weglowodanéw
jako materiatéw zapasowych.

Innym hormonem, ktory nalezatoby bra¢ pod uwage w kontek$cie wigoru nasion
jest etylen, znany stymulator kietkowania nasion wielu gatunkéw roslin, proceséw
dojrzewania i starzenia roslin (49,50). jest on zarazem inhibitorem wzrostu roslin.
Produkujg go wszystkie organy roslin wyzszych - liscie, todygi, korzenie, bulwy,
kwiaty, owoce, nasiona, siewki oraz bakterie i grzyby (50-52). Wiadomo, ze hormon
ten wydzielany jest przez kultury komérek, tkanek i organéw w warunkach in vitro
i ulega kumulacji w zamknietych naczyniach hodowlanych (53,54). Etylen produko-
wany jest z rdzng intensywnoscig we wszystkich etapach somatycznej embriogene-
zy i zalezy od gatunku rosliny, typu komaorek, tkanek i organéw, ich stadium fizjolo-
gicznego oraz stezenia dodanych auksyn i/ lub cytokinin, a takze ABA w kulturach in
vitro. Czynnikiem limitujgcym produkcje etylenu we wszystkich etapach somatycz-
nej embriogenezy lucerny jest gtdwnie zawartos¢ kwasu l1-aminocyklopropa-
no-1-karboksylowego, ACC, prekursora biosyntezy etylenu oraz aktywnos$¢ oksyda-
zy ACC, enzymu katalizujacego przeksztalcanie ACC do etylenu (55-57). Niewiele
jest danych dotyczgcych udziatu etylenu w regeneracji somatycznych zarodkow.
Kong i Yeung (58) obserwowali, ze etylen moze powodowaé wytworzenie duzych
przestworoéw miedzykomérkowych w wierzchotkach wzrostu pedu somatycznych
zarodkow Picea glauca, co obniza zdolno$¢ do konwersji. Zablokowanie produkcji
etylenu przez azotan srebra (AgNO3) w somatycznych zarodkach pszenicy zapo-
biegto ich przedwczesnemu kietkowaniu (59). Zahamowanie syntezy etylenu w za-
rodkach lucerny przez jego inhibitory aminoetoksywinyloglicyne (AVG) i kwas salicy-
lowy podczas kietkowania i konwersji spowodowato silne ograniczenie tych proce-
séw (47). Inhibicja tych proceséw zwigzana byla z zahamowaniem aktywnosci
a-amytazy przez te inhibitory, co w konsekwencji doprowadzito do zablokowania
hydrolizy skrobi podczas regeneracji somatycznych zarodkéw lucerny. Nie tylko za-
tem giberelina, ale i etylen wptywa na aktywnos¢ tego enzymu. Zastosowanie inhi-
bitora dziatania etylenu 1-metylocykiopropenu (1-MPC) we wczesniejszym etapie
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somatycznej embriogenezy, tj. podczas namnazania zawiesiny embriogennej silnie
zahamowato ten proces, co w konsekwenciji drastycznie ograniczyto catkowitg licz-
be otrzymanych z niej zarodkéw oraz zahamowato ich rozwéj. Otrzymano niewiele
zarodkéw w stadium liscieniowym, co uniemozliwito sprawdzenie ich regenerac;ji.
Zastosowanie tego inhibitora podczas réznicowania, réwniez ograniczyto produk-
cje zarodkow i ich rozwdj, a takze spowodowato 60% inhibicje kietkowania i kon-
wersji zarodkow fiscieniowych (47). Sg to jedyne dane udziatu etylenu w kietkowa-
niu i konwersji somatycznych zarodkow.

Hormonem, ktéry ma istotny wptyw na rozwoj zarodkéw zaréwno zygotycznych
jak i somatycznych jest powszechnie wystepujacy u roslin inhibitor wzrostu i kietko-
wania nasion, zwany tez markerem stresu abiotycznego i biotycznego, kwas abscy-
synowy (ABA). Podczas rozwoju zarodka zygotycznego i somatycznego odpowie-
dzialny jest za synteze bialek zapasowych, bialek z grupy LEA (ang. late embryogene-
sis abundant), indukcje nabywania tolerancji na desykacje i spoczynek czyli zapobie-
ga przedwczesnemu kietkowaniu (25). Podczas somatycznej embriogenezy u wielu
gatunkéw roslin, w czasie dojrzewania, jego obecnosc jest niezbedna, zwykle w ste-
zeniach 10-50 pM. Szczegodlnie wazne jest to dla roslin iglastych, chociaz jeszcze
nie wiadomo dlaczego, jednakze niski wigor somatycznych zarodkéw moze by¢ wy-
nikiem pozostatosci ABA wczesniej zaaplikowanego podczas dojrzewania (31). jego
synteza podczas somatycznej embriogenezy lucerny jest zréznicowana. Stwierdzo-
no, ze w ogonkach lisciowych lucerny jego poziom jest wysoki, a nastepnie podczas
wzrostu kalusa i zawiesiny embriogennej znacznie sie obniza, prawie do zera, po
czym nastepuje wzrost proporcjonalny do stadium rozwoju zarodka, od globularne-
go do wczesnoliscieniowego (57). W stadium pdéznoliscieniowym zawartos¢ ABA
Znowu sie znacznie obniza i osigga poziom zblizony do zawartosci w zarodkach
w stadium globularnym. Wylozenie zarodkéw po6znoliscieniowych na pozywke doj-
rzewajacg wzbogacong 20 pM powodowato maksymalny wzrost poziomu ABA, co
w konsekwencji zapobiegto ich przedwczesnemu kietkowaniu i zaindukowato tole-
rancje na desykacje. Istnieje jednakze mozliwos¢, ze to znaczne podwyzszenie za-
wartosci ABA podczas dojrzewania moze mie¢ ujemne konsekwencje dla kietkowa-
nia i konwersiji. Rudus$ i wsp. (21) wykazali, ze ABA jest inhibitorem regeneracji so-
matycznych zarodkéw lucerny. Potwierdzeniem tej sugestii sg wyniki otrzymane
z zastosowaniem do pozywki regenerujacej, fluridonu, inhibitora biosyntezy ABA
(47). Zablokowanie biosyntezy ABA w zarodkach podczas kietkowania i nieznaczna,
ale istotna poprawa ich kietkowania na pozywce zawierajacej | pM fluridonu, wska-
zuje, ze zarodki zawierajg zbyt wysoka pozostatos¢ ABA po dojrzewaniu w obecnos-
ci tego inhibitora (20 pM). Wydaje sie, ze poziom ABA w uzyskanych zarodkach so-
matycznych moze by¢ czynnikiem limitujacym ich wigor. Podczas suszenia soma-
tycznych zarodkéw zmniejsza sie w nich jego zawarto$¢ (60), ale metody suszenia
sg rozne, stad aktualnie nie wiadomo jak zmienia sie zawartosS¢ ABA podczas tych
zabiegbéw. Ponadto mozna przypuszczac, ze jakikolwiek stres podczas procesu SE
moze zwiekszy¢ w tkankach zawartos¢ ABA lub innych tzw. stresowych hormonéw.
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np. jasmoniandw. Stwierdzono czterokrotne zwigkszenie zawartosci ABA i kwasu
jasmonowego, a dziesieciokrotne prekursora biosyntezy zwigzkéw jasmonowych
kwasu oksofitodienowego (OPDA) w ogonkach lisciowych poddanych sterylizacji
(75% etanol, 5,5% podchloryn sodu, trzykrotne ptukanie sterylng woda) w poréwna-
niu do zawartosci w ogonkach nie sterylizowanych (57). Nie zaobserwowano nato-
miast zmian w zawartosci auksyny (IAA), podstawowego stymulatora wzrostu dla
procesu somatycznej embriogenezy, a zatem pula endogennych inhibitoréw wzro-
stu w poczatkowej fazie somatycznej embriogenezy zostaje podwyzszona z powo-
du stresu. Inne abiotyczne czynniki stresowe podczas uprawy ro$lin matecznych,
np. niska wilgotnos¢, prawdopodobnie moga zwiekszaé zawartos¢ wspomnianych
inhibitoréw wzrostu. Stwierdzono, ze somatyczne zarodki lucerny uzyskane z eks-
plantéw pobranych z roslin matecznych rosngcych w fitotronie o zredukowanej wil-
gotnosci wzglednej (40%) w stosunku do optymalnej (80%) kietkowaly gorzej az
0 50% (61). Wyniki te stanowig potwierdzenie wczesniejszych informacji Bewley’a
| Blacka (25), ze warunki stresowe panujgce podczas uprawy roslin matecznych
moga drastycznie obnizy¢ ilos¢ i jako$¢ somatycznych zarodkéw lucerny.

5. Podsumowanie

Somatyczna embriogeneza jest wielostopniowym procesem regeneracyjnym roz-
poczynajacym sie od otrzymania proembriogenicznej masy komorek (ang. PEMs),
a nastepnie obejmujacym réznicowanie somatycznych zarodkéw, dojrzewanie, de-
sykacje i regeneracje roslin (kietkowanie i konwersja). Do skutecznego zrealizowa-
nia tego procesu wiele manipulacji czynnikami fizycznymi i chemicznymi musi mie¢
miejsce we wilasciwym czasie. Chociaz zostat dokonany wielki postep w poznaniu
mechanizmoéw kontrolujgcych somatyczng embriogeneze, gtéwnie jej indukcje oraz
réznicowanie zarodkéw to nadal istnieje potrzeba uzupetnienia wiedzy dotyczacej
kontroli procesu dojrzewania, z udzialem ABA, oraz kietkowania i konwersji soma-
tycznych zarodkéw. Nalezy tez dokladnie ustali¢ dla poszczegdinych gatunkéw ros-
lin, kiedy i jakie czynniki powodujg staby rozwdj liscieni, gtéwnych organéw odpo-
wiedzialnych za odzywianie zarodkéw somatycznych i w rezultacie za ich wigor.
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