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Summary

Somatic embryogenesis, resembling zygotic embryogenesis in vivo, is consid-
ered to be an efficient method of in vitro propagation of a number of agrono-
mically important plant species including Medicago sativa L. and it offers an in vi-
tro experimental system for studying the embryo development. Artificial seed
technology is one of the important applications of the process. Induction of
embryogenesis, embryo development and induction desiccation tolerance are
affected by plant growth regulators.

The review will focus on the effect of plant growth regulators: auxins, cyto-
kinins, gibberellins, abscisic acid, jasmonates, ethylene and inhibitors of its syn-
thesis and action on different phases of somatic embryogenesis in Medicago sa-
tiva L.
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1. Wstep

Somatyczna embriogneza Jest procesem, w wyniku ktérego
z komorek somatycznych tworzg sie zarodki morfologicznie i fi-
zjologicznie podobne do zarodkéw zygotycznych. Proces ten
moze zachodzi¢ w warunkach in vivo lub in vitro. Wystepowanie
tego procesu w warunkach naturalnych zostato po raz pierwszy
opisane przez Strasburgera w 1978 r. (1) jako embrionia przyby-
szowa. Somatyczng embriogeneze w warunkach in vivo stwier-
dzono m.in. u Ranunculus sceleratus, Malaxis paludosa, Bryophyllum
calycinum i Kalanchoe diagremontiana (2).
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W literaturze najczesciej podawano, ze somatyczna embriogeneza w kulturach
in vitro zostata pierwszy raz opisana przez Stewarda w 1958 r. i Reinerta w 1959 r.
(1). Jednak obecnie uwaza sie, ze pierwszenstwo nalezy sie raczej Levinowi, ktory
w 1947 r. otrzymat siewki marchwi wykorzystujgc kultury in vitro marchwi z tkanek
traktowanych kwasem a-naftalenooctowym (NAA). Somatyczna embriogeneza moze
zachodzi¢ u roélin jednolisciennych i dwulisciennych oraz nagozatgzkowych. W 1995 r.
Brown i wsp. (2) zamiescili w pracy wykaz 180 gatunkdéw dwulisciennych roélin ziel-
nych, ktére w warunkach in vitro tworzyty somatyczne zarodki.

Somatyczne zarodki po zapewnieniu im odpowiednich warunkéw przechodza kon-
wersje w rodliny o fenotypie podobnym do roélin, dawcow eksplantéw. Zatem soma-
tyczne komorki posiadajg petng informacje genetyczng embriogenezy, ktéra po za-
dziataniu okreslonych czynnikéw w warunkach in vivo lub in vitro jest wykorzystywana
do generowania zarodkOw, a nastepnie do realizacji petnego cyklu zyciowego rosliny.

Indukcja somatycznej embriogenezy wigze sie z przeprogramowaniem komarki
i uruchomieniem embriogenicznego programu. Rozroznia sie dwa typy komorek.
Pierwszy typ to - zaindukowane embriogennie zdeterminowane komérki (IEDC) to
komorki, ktére nie byty embriogenne i w wyniku indukcji staty sie embriogenne.
Drugi typ to komorki preembriogenicznie zdeterminowane (PEDC), np. komdrki za-
rodka. Zaréwno komorki IEDC jak tez PEDC sg wykorzystywane do produkcji soma-
tycznych zarodkéw. Po zapewnieniu warunkéw umozliwiajacych podziaty komor-
kom PEDC, na tkance eksplantu powstaja zarodki w procesie okreslanym jako bez-
posrednia embriogeneza. Natomiast komorki nieembriogeniczne podczas fazy in-
dukcji embriogenicznosci ulegajg wielokrotnym podziatom w konsekwencji najpierw
powstaje kalus, a nastepnie somatyczne zarodki. Somatyczne zarodki tworzg sie za-
tem w wyniku embriogenezy posredniej. Mozliwo$¢ zachodzenia embriogenezy
w warunkach in vitro ma ogromne znaczenie w badaniach podstawowych oraz dla
praktyki. Somatyczne zarodki sg wykorzystywane w formie tzw. sztucznych nasion
do rozmnazania wegetatywnego roslin na duzg skale, jako sztuczne nasiona wyko-
rzystywane sg uwodnione lub wysuszone somatyczne zarodki, albo zarodki soma-
tyczne uwodnione lub wysuszone i umieszczone w kapsutce zelowej.

2. Embriogeneza w kulturach in vitro lucerny

Pierwsze doniesienie dotyczace somatycznej embriogenezy w kulturach in vitro lu-
cerny zostato opublikowane w 1972 r. przez Saundersa i Binghama (2). Do tej poiy opu-
blikowano kilkadziesigt prac na temat embriogenezy lucerny, wykorzystywano rozne
pozywki oraz r6zne gatunki, odmiany lub wyselekcjonowane linie. Somatyczne zarodki
lucerny otrzymywano na drodze posredniej jak tez bezposredniej embriogenezy.

W zaleznosci od sposobu produkcji zarodkoéw stosuje sie rozne pozywki oraz
wyroznia sie dwie lub wiecej faz embriogenezy. We wszystkich metodach najwa-
Zniejsza jest pierwsza, a zatem faza indukcji embriogenicznosci.
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SH (2,4'D + kinetyna, 10 dni)

Rys. 1. Produkcja somatycznych za-
SH (20-50 dni) rodkéw Medkago sativa L. na statych po-
zywkach metoda | (3).

Do produkcji somatycznych zarodkéw na drodze posredniej embriogenezy naj-
czesciej stosowane sg dwa sposoby:

1) stosowany przez zespét Browna (3) z Kanady, w ktorym wykorzystywane sa
tylko dwie pozywki zestalone agarem (rys. 1). W metodzie tej eksplanty, najczesciej
ogonki lisciowe, umieszczane sg na pozywce indukujacej, zawierajacej regulatory
wzrostu, a nastepnie sg one przenoszone na pozywke réznicujacg pozbawiong re-
gulatoréw wzrostu. Inkubacja na pozywce pierwszej trwa 10 dni, natomiast na dru-
giej od 20 do 50 dni. Pod koniec okresu inkubacji na pozywce indukujacej tworzy
sie niewielka ilos¢ kalusa. Kalus rozrasta sie na pozywce réznicujacej i po okoto
czterech dniach zaczynajg pojawia¢ sie somatyczne zarodki;

2) wykorzystywany przez zespot McKersiego (4-6) z Kanady polega na stosowa-
niu 4 lub 5 pozywek w tym jednej ptynnej (rys. 2). Procedura obejmuje kilka etapow:
indukcje, synchronizacje, rozwéj zarodka, kumulacje materiatow zapasowych, in-
dukcje tolerancji na desykacje i suszenie. W fazie indukcji tworzy sie kalus, w kto-
rym rozproszone sg proembriogeniczne komorki. Po przeniesieniu do pozywki
ptynnej dochodzi do rozbicia kalusa uwolnienia tych komoérek oraz namnozenia ko-
morek. Pod koniec okresu inkubacji w zawiesinie znajduja sie agregaty niezréznico-
wanego kalusa, anormalne zarodki, skupiska proembriogenicznych komorek, ktére
sg zsynchronizowane w swoim dalszym rozwoju oraz duze pojedyncze komorki
w ksztatcie banana (6). Po frakcjonowaniu zawiesiny w nastepnym etapie wykorzy-
stywana jest tylko frakcja proembriogeniczna (osadzona na siatce 200 pm), ktéra
jest wysiewana na pozywke stala, odpowiednig dla rozwoju zarodkéw. Po okoto
4 dniach pojawiajg sie zielone zarodki w stadium globularnym i sercowatym, a po
7 dniach zarodki w stadium torpedy (rys. 3). Zarodki nalezy przenies¢ na takg sama
pozywke wzbogacong w glutamine. Podczas inkubacji na tej pozywce przez okoto
10 dni zachodzi intensywny wzrost zarodkdw zwigzany z kumulacjg materiatow za-
pasowych. Umownie faze te okre$lono jako pierwszg faze dojrzewania. W drugiej
fazie dojrzewania zachodzi indukcja tolerancji na desykacje. Nastepnie zarodki na-
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FAZA
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DOJRZEWANIE

DOJRZEWANIE

SUSZENIE

Rys. 2. Produkcja somatycznych zarodkéw Medicago sativa L. metoda Il (5).

lezy wysuszyé do wilgotnosci okoto 10-15%. Suszenie jest stopniowe i polega na
przetrzymywaniu zarodkéw przez jeden dzieri kolejno w eksykatorach w atmosfe-
rze o coraz mniejszej wilgotnosci. W wyniku dehydratacji uzyskuje sie zarodki znaj-
dujace sie w spoczynku wzglednym, ktory ustepuje dopiero po zapewnieniu im od-
powiednich warunkéw dla kietkowania.
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dojrzewanie

rozwoj faza | faza Il

stadium torpedo liscieniowe pbznoliscieniowe
globularne

Rys. 3. Rozwej i dojrzewanie somatycznych zarodkéw Medicago sativa L. metoda Il (5).

3. Czynniki decydujgce o embriogenezie lucerny

Wiele endogennych i egzogennych czynnikéw wptywa na somatyczng embrioge-
neze w kulturach in vitro lucerny (2,5). Zasadnicze znaczenie ma genotyp rosliny.
Stwierdzono r6zng zdolno$¢ do embriogenezy u réznych gatunkéw, odmian oraz li-
nii. Istotne znaczenie dla omawianego procesu ma rowniez rodzaj i stezenie regula-
torow w pozywce indukujgcej. Ponadto wiele innych czynnikéw, np. stan fizjolo-
giczny rosliny donora oraz zawartos¢ azotu w pozywce indukujacej i regenerujacej,
a takze jakos¢ i natezenie Swiatta wptywa na produkcje somatycznych zarodkow.

Sposéréd wymienionych czynnikéw niewatpliwie regulatory wzrostu petnig za-
sadniczg funkcje decydujac o uzyskaniu embriogeniczno$ci oraz przebiegu i wydaj-
nosci embriogenezy.
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3.1. Auksyny

Indukcja embriogenicznosci jest mozliwa dzieki zastosowaniu auksyny w pozyw-
ce indukujacej. Zatem naleza one do najwazniejszych regulatoréw uczestniczacych
w kontroli somatycznej embriogenezy. Sa one niezbedne do indukcji i zwykle nie-
potrzebne podczas dalszych stadiow embriogenezy. Dotychczas najczesciej wyko-
rzystywang auksyng byt kwas dwuchlorofenoksyoctowy (2,4-D) w stezeniu od 4,5 do
22,5 pM (3). Indukuje on zaréwno powstawanie kalusa jak tez embriogeneze. Induk-
cje embriogenicznosci obserwowano réwniez pod wptywem kwasu 2,4,5-trgjchlo-
rofenoksyoctowego (2,4,5-T). Kwas indolilo-3-octowy (IAA) lub NAA nie indukowaty
lub indukowaty ja w minimalnym stopniu, natomiast indukowaty powstawanie kalu-
sa. Dlatego sg one wykorzystywane do namnazania kalusa lub kultury zawiesin ko-
morkowych niezdolnych do tworzenia zarodkéw. Okazato sie, ze czas traktowania
auksyng ma istotne znaczenie. Jesli stosowano wysokie stezenie wtedy wystarczat
krétki okres, jesli niskie wtedy nalezato przedtuzy¢ traktowanie. Stwierdzono, ze
wystarczy zastosowac¢ w pozywce indukujacej 2,4-D przez 3-6 dni, aby powstaly za-
rodki na zestalonej agarem pozywce roznicujgcej. Wenzel i Brown (7) wykazali, ze
2,4-D indukuje podziaty komoérek kambium oraz epidermy i subepidermy. W wyniku
podziatbw komdrek kambium powstawat niembriogeniczny kalus. Natomiast kalus
embriogeniczny tworzyt sie w konsekwencji podziatdéw komdrek epidermy i subepi-
dermy.

Przypuszcza sig, ze dziatanie 2,4-D zwigzane jest ze stymulacjg dziatania pompy
protonowej, co prowadzi do polaryzacji membran oraz umozliwia funkcjonowanie
kanatdw, np. odpowiedzialnych za transport jonow potasu do komorek. Na korzysé
tej koncepcji przemawia fakt, ze podwyzszenie stezenia jonOw potasu w pozywce
indukujacej spowodowato znaczne zwigkszenie produkcji zarodkéw (5). Wykazano,
ze prolina uczestniczy w metabolizmie puryn, stymuluje produkcje zarodkéw oraz
podwyzsza dziatanie jondw potasu. W zwigzku z tym pojawifa sie sugestia, ze jony
potasu regulujg metabolizm puryn.

3.2. Cytokininy

Regulatory te, odpowiedzialne za podziaty komoérkowe roslin, sg réwniez wyko-
rzystywane w fazie indukcji somatycznej embriogenezy. Najczesciej stosowana byta
kinetyna w zakresie od 1-5 pM. Znacznie rzadziej wykorzystywano benzyloadenine
(BA), zeatyne lub jej rybozyd. Kinetyna zastosowana podczas indukcji w znacznym
stopniu zwieksza produkcje zarodkéw na pozywce roznicujacej. Meijer i Brown (3)
wykazali okoto pieciokrotne podwyzszenie produkcji zarodkéw w wyniku aplikacji
kinetyny podczas indukcji.
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3.3. Kwas abscysynowy (ABA)

Kwas abscysynowy (ABA), znany inhibitor wzrostu, stosowano zar6wno w po-
zywce indukujacej jak tez roznicujacej w metodzie | oraz w indukujacej, w zawiesi-
nie i podczas dojrzewania zarodkéw w metodzie Il. ABA obecny w pozywce indu-
kujacej hamowat tworzenie zarodkOw na pozywce roznicujacej (8). Zastosowanie
tego fitohormonu podczas drugiej fazy, a zatem w pozywce rdznicujacej, rowniez
zahamowato tworzenie zarodkow (9). Zatem egzogenny ABA hamowat indukcje em-
briogenicznosci wywotang przez 2,4-D oraz proces embriogenezy. By¢ moze wptyw
ABA jest zwigzany z inhibicjg podziatbw komdrkowych.

Inhibitor biosyntezy ABA, fluridon, obecny w pozywce indukujacej lub rézni-
cujagcej (metoda Il) obnizyt produkcije zarodkéw (10). Mozna zatem przypuszczac, ze
pewna ilo$¢ endogennego ABA jest potrzebna zaréwno podczas indukcji embrioge-
nicznosci, jak tez do prawidtowego przebiegu embriogenezy. Nie mozna jednak wy-
kluczy¢, innego ubocznego wptywu fluridonu nie zwigzanego z regulacja biosyntezy
ABA.

Udziat ABA w embriogenezie mozna oceni¢ bardziej precyzyjnie wykorzystujac
metode druga, poniewaz umoztiwia ona wyodrebnienie kitku stadiéw embriogene-
zy. ABA zastosowany podczas indukcji rowniez zahamowat tworzenie zarodkéw na
pozywce przewidzianej dla rozwoju zarodkéw (dane nie publikowane). Obecnosé
ABA w zawiesinie spowodowata zmniejszenie jej masy prawdopodobnie w wyniku
inhibicji podziatéw komdrkowych i w konsekwencji obnizenie produkcji zarodkéw
(4). Po wysuszeniu zarodkdw w przeptywie powietrza przez 24 h i umieszczeniu ich
na bibule wysyconej woda nie ulegaty one konwersji w rosliny. Podobnie nie otrzy-
mano roslin z zarodkdw jesli ABA byt obecny w zawiesinie, jesti ABA podano pod-
czas rozwoju zarodkow, wtedy zarodki pomimo wysuszenia ulegty konwersji. Wyni-
ki te wskazuja, ze ABA jest odpowiedziatny za indukcje tolerancji na desykacje (4).
Somatyczne zarodki sg wrazliwe na ABA w stadium pomiedzy torpedo a wczesnym
stadium liscieniowym. Wczesniejsze lub pdzniejsze traktowanie ABA nie indukuje
tolerancji na desykacje. Zamiast ABA mozna zastosowac szok termiczny lub czescio-
we suszenie lub stres osmotyczny. Takie traktowanie stymuluje w zarodkach synte-
ze endogennego ABA odpowiedzialnego za indukcje tolerancji na desykacje (11,12).
Mozliwos$¢ indukcji tolerancji na dehydratacje ma ogromne znaczenie dla technolo-
gii produkcji sztucznych nasion, poniewaz umozliwia ich wysuszenie do wilgotnosci
okoto 10-15% bez ryzyka utraty zdolnosci do kietkowania. Mozliwe jest zatem prze-
chowywanie i dystrybucja suchych zarodkow.

Obecnie uwaza sie, ze egzogenny ABA spetnia kilka istotnych funkcji w procesie
embriogenezy. Jedng z nich jest inhibicja przedwczesnego kietkowania zarodkow
w kulturach. Zarodki somatyczne w odréznieniu od zygotycznych nie posiadajg
w swoim rozwoju fazy spoczynku. Przetrzymywane zbyt dtugo na pozywce rdézni-
cujacej (metoda 1) lub w fazie pierwszej dojrzewania (metoda Il) ulegajg konwersji
w siewki. Druga funkcja polega na indukcji genetycznego programu w zarodku, kto-
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ry inicjuje biochemiczne i fizyczne zmiany wywotujac tolerancje na dehydratacje.
McKersie i wsp. (5) wykazali, ze indukcja tolerancji na desykacje zarodkéw lucerny
zwigzana jest z kumulacjg witaminy E.

3.4. Kwas jasmonowy (JA) i jego ester (JA-ME)

Zwigzki jasmonowe, kwas jasmonowy (jA) i jego ester (JA-ME), wptywajg na nie-
ktore procesy podobnie jak kwas abscysynowy, natomiast w pewnych procesach
dziatajg antagonistycznie (13). Zwiazki jasmonowe zastosowane podczas indukcji
hamowaty tworzenie zarodkdéw na pozywce rdznicujacej, co wskazuje na inhibicje
indukcji embriogeniczno$ci wywotang przez 2,4-D (8). Podane w pozywce rézni-
cujacej réwniez hamowaty tworzenie zarodkow (8,9). Zwigzki jasmonowe charakte-
ryzowaty sie mniejsza aktywnoscig niz kwas abscysynowy. Przypuszcza sie, ze zwiazki
jasmonowe nie indukujg tolerancji na desykacje (dane nie publikowane).

3.5. Gibereliny

Niewiele jest danych na temat wykorzystania giberelin, znanych stymulatoréw
wzrostu, w regulacji somatycznej embriogenezy. Stwierdzono, ze u niektorych ga-
tunkéw podwyzszaja one wydajnos¢, a u innych hamujg ten proces. Kwas giberelo-
wy (GA3) podany podczas indukcji podwyzszyt liczbe uzyskanych zarodkoéw na
pozywce rdznicujacej, co sugeruje jego udziat w indukcji (14). GA3 w pozywce rézni-
cujacej zdecydowanie podwyzszyt liczbe otrzymanych zarodkéw az o 300% w sto-
sunku do kombinacji bez gibereliny. Paklobutrazol, inhibitor biosyntezy giberelin,
spowodowat obnizenie liczby otrzymanych zarodkéw niezaleznie czy zastosowano
go podczas indukcji, czy drugiej fazy. Dane te wskazujg na udziat endogennych gi-
berelin w regulacji somatycznej embriogenezy; endogenne gibereliny sg potrzebne
podczas rozwoju zarodkéw oraz, by¢ moze, podczas fazy indukciji.

3.6. Etylen

Zdolno$¢ do produkcji etylenu, najprostszego pod wzgledem budowy fitohor-
monu, zwigkszala sie podczas pierwszych 10 dni na pozywce indukujgcej, a nastep-
nie znacznie obnizata sie w miare wydtuzania inkubacji na pozywce rdznicujacej
(15). Jony kobaltu, ktére hamujg przeksztatcanie prekursora etylenu, ACC, do etyle-
nu obnizaly jego produkcje podczas indukcji. Zastosowanie ich podczas indukcji nie
wptyneto na tworzenie zarodkdw na pozywce réznicujacej, jony kobaltu hamowaty
produkcije etylenu i tworzenie zarodkéw, gdy byty obecne podczas drugiej fazy. Wy-
niki te sugerowaty, ze wysoka produkcja etylenu podczas indukcji nie ma znaczenia
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dla tego procesu. Fitohormon ten jest jednak potrzebny podczas procesu embrioge-
nezy. 2,5-norbornadien (NBD), specyficzny inhibitor wigzania etylenu do jego recep-
toréw, nie wplywat istotnie na proces indukcji embriogenicznosci, natomiast hamo-
wat tworzenie zarodkéw na pozywce réznicujacej (16). Zatem dziatanie endogenne-
go etylenu jest niepotrzebne podczas indukcji, a niezbedne dla rozwoju i dojrzewa-
nia zarodkow.

4. Podsumowanie

Kolejne stadia rozwoju somatycznego zarodka uzaleznione sg od obecnosci réz-
nych regulatoréw wzrostu. Znaczenie poszczegdlnych regulatoréw w embriogene-
zie mozna oceni¢ na podstawie ich wplywu na embriogenicznos¢ i proces embrioge-
nezy. Przydatna w tych badaniach jest mozliwo$¢ stosowania inhibitoréw biosynte-
zy lub dziatania fitohormondw. Wybor metody otrzymywania somatycznych zarod-
kéw decyduje o stopniu doktadnosci uzyskanej informacji. Zastosowanie metody
pierwszej pozwala okresli¢ ich udziat w indukcji embriogenicznosci. Wptyw na pro-
ces embriogenezy opiera si¢ na ocenie liczby uzyskiwanych zarodkéw w obecnosci
danego regulatora na pozywce rdznicujacej. Oceniany jest zatem ostateczny wynik
i nie wiadomo, ktory etap rozwoju lub dojrzewania zarodkéw podlegat kontroli.
Bardziej przydatna zaréwno w badaniach jak tez dla celéw praktycznych jest meto-
da druga. Umozliwia ona okre$lenie udziatu regulatoréw w poszczegdlnych sta-
diach embriogenezy. Dlatego badania dotyczace znaczenia zwigzkdéw jasmonowych,
giberelin i etylenu w procesie embriogenezy lucerny nalezy poszerzy¢ wykorzys-
tujac metode druga.
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