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STEROWANIE MORFOGENEZA ROSLIN W KULTURACH IN VITRO

WSTEP

Rosliny, podobnie jak i inne wyzsze organizmy, przechodza w trakcie cyklu
zyciowego przez faze rozwoju wegetatywnego i generatywnego. Rozwo0j zygoty
w procesie embriogenezy u roslin rozni sie jednak znacznie od analogicznego
procesu u zwierzat. Nie wystepuje w nim etap gastrulacji, a docelowe prze-
strzenne zorganizowanie zarodka jest wytacznie wynikiem ciggu specyficznych
podziatéw zaptodnionej komorki jajowej. Ponadto u roslin proces organogenezy
nie obejmuje catego zarodka, ale jest ograniczony do bazalnego i apikalnego
bieguna, gdzie znajduje sie stozek wzrostu korzenia oraz pedu. Wegetatywny
wzrost roslin w fazie sporofitycznej jest realizowany poprzez rozwéj organow,
ktorych primordia sg widoczne juz w zarodku. Proces organogenezy z wytacze-
niem powstawania tiscieni przebiegajacy w trakcie catego cyklu zyciowego wydaje
sie by¢ gtdwnie pod kontrolg obydwu typoéw merystemow. W okreslonych wa-
runkach merystem stozka wzrostu pedu przechodzi z fazy wegetatywnej w ge-
neratywna. Nastepnie powstajg primordia kwiatowe, z ktérych rozwijaja sie
poszczegdblne elementy kwiatéw.

Od kilku dziesiecioleci prébuje sie dla celéw badawczych oraz praktycznych
sterowac cyklem zyciowym roslin lub modyfikowac jego elementy w warunkach
kultury in vitro. Doprowadzito to do opracowania technologii rozmnazania
klonalnego na duza skale. Réznorodnosc¢ technik jakimi dysponuje sie obecnie
w roslinnych kulturach tkankowych ilustruje rycina 1.

W warunkach kultury in vitro mozemy wyrézni¢ trzy zasadnicze procesy
morfogenetyczne dotyczace wczesnego rozwoju roslin: a) embriogeneze somaty-
czng (SE), b) organogeneze pedowg oraz c) organogeneze korzeniowa.

SOMATYCZNA EMBRIOGENEZA

SE in vitro moze zachodzi¢ bezposrednio z komérek eksplantatu lub posred-
nio przez faze kalusa. Zwykle jest opisywanajako proces prowadzgcy do wytwo-
rzenia, na drodze zblizonej do zygotycznej embriogenezy, bipolarnych struktur
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Rye. 1. Réznorodne techniki namnazania powszechnie stosowane w kulturach tkanko-
wych wykorzystujace totipotencjalne wiasciwosci komérek roslinnych (za Smith
i Drew 1990 zmodyf.).
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z tkanki somatycznej, ktére w odpowiednich warunkach moga wytworzy¢ fun-
kcjonalny system pedowy i korzeniowy, SE jest uwazana za odmienng S$ciezke
rozwojowg od organogenezy (Haccius 1978). Bipolarna struktura powstajaca
z pojedynczej komorki lub ich niewielkiej grupy, zawierajaca obydwa typy
merystemow, nigdy nie jest potgczona systemem wigzek przewodzacych z eks-
plantatem wyjsciowym. Co wiecej zalezno$¢ miedzy SE a organogeneza ma
charakter hierarchiczny. Formowanie organéw pedu i korzenia jest wynikiem
realizacji dwoch odrebnych programoéw genetycznych, ktére przebiegajg podczas
tworzenia sie zarodkOw i sa regulowane przez inne geny. Geny te moga kontro-
lowaé¢ miedzy innymi potozenie merystemu pedu i korzenia, wielkos$¢ zarodka,
prawidtowy przebieg morfogenezy (Kitano i wspoétaut. 1993).

INDUKCJA ,EMBRIOGENICZNOSCI" W KOMORKACH SOMATYCZNYCH

Wszystkie komorki somatyczne rosliny zawieraja petny zestaw informacji
genetycznej konieczny do wytworzenia kompletnej i funkcjonalnej rosliny oraz
zapewnienia prawidtowego przebiegu catego cyklu zyciowego. W przeciwienstwie
do zwierzat, u ktérych proces réznicowania uwaza sie w zasadzie jako nieod-
wracalny, u roslin wykazano mozliwos¢ zainicjowania SE praktycznie z kazdej
czesci rosliny. Indukcja SE z tkanek danego eksplantatu musi sie zatem wigzac¢
ze zmiang pierwotnego wzoru ekspresji genéw na ,embriogeniczng” ekspresje
gendéw. Jednym z mechanizmoéw regulacji tej ekspresji moze by¢ metylacja DNA
(Loschiavo iwspétaut. 1989). Dowiedziono réwniez, ze embrio-specyficzne wzory
metylacji DNA sg zwiazane takze z dalszym przebiegiem SE (Vergara i wspo6taut.
1990). Komorki, ktore bedac nieembriogennymi nabraty embriogenicznej kom-
petencji, zostaly okreslone przez Evansa i wspoétautoréw (1981) oraz Sharpa
i wspotautorow (1983) jako ,zaindukowane embriogenicznie zdeterminowane
komérki” IEDC (ang. induced embryogenic determined cell) dla odréznienia od
tych, ktoére juz pierwotnie takg kompetencje posiadaly ,preembriogenicznie
zdeterminowane komorki” PEDCs (ang. preembriogenic determined cells).
Wptyw rodzaju explantatu z punktu widzenia pierwotnej embriogenicznej kom-
petencji komoérek go tworzacych na indukcje SE ilustruje rycina 2. Oczywiscie
schemat przedstawiony na rycinie 2 jest moze nazbyt uproszczony i nie opisuje
wszystkich istotnych rodzajow reakcji morfogenetycznych, ktére zaobserwowa-
no in vitro. Zalozenie, ze tkanki siewek i roslin sg pozbawione pierwotnej
embriogenicznej kompetencji nie w petlni odpowiada rzeczywistosci. Przyktadem
moze by¢ opisana regeneracja bezposrednia z mikroeksplantatow lisciowych
ogoérka (Burza i Malepszy 1995) pokazana na rycinie 5d, bezposrednia embrio-
geneza z korzeni Cameliajaponica (Vieitez iwspo6taut. 1991), czy tez bezposred-
nia embriogeneza z protoplastéw izolowanych z mezofilu liSciowego Brassica
juncea (Eapen i wspoétaut. 1989).

Oprocz regulatoréw wzrostu, w tym szczeg6lnie auksyn, udato sie w wielu
przypadkach zaindukowaé SE dziatajac na eksplantaty warunkami stresowymi,
takimi jak: szok cieplny, warunki beztlenowe, niska temperatua, jony metali
ciezkich (przegl. Merkle i wspétaut. 1995). Przypuszcza sie, ze mechanizm
wyzwalany w tkance pod wptywem stresu lub auksyny jest zblizony do tego,
ktéry pojawia sie w czasie sporogenezy (Herberle-Bors 1985).
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Ryc. 2. Wptyw pierwotnej kompetencji komorek eksplantatu na indukcje SE. Komorki
eksplantatu pierwotnego moga by¢ w stanie kompetencji pomiedzy PEDC (preembrio-
genicznie zdeterminowane komoérki) a non-EC (ang. non-embryogenic cells — komoérki
nieembriogeniczne). (A) Bardzo mtode zarodki zygotyczne majg status najbardziej zblizo-
ny do PEDC i ich odpowiedzig na dziatanie cytokininy bedzie formowanie zarodkow
somatycznych. (B) Bardziej dojrzate zarodki zygotyczne osiggajg stan, w ktérym nie
wystarczyjuz sama cytokinina. Wymagaja auksyny do indukcji zarodkéw somatycznych.
(C) W tkankach roslin zbudowanych z komérek nieembriogenicznych ale embriogenicznie
indukowalnych dziatanie auksyny i cytokininy prowadzi do uformowania sie kalusa
zdolnego do wytworzenia zarodkéw somatycznych (Merkie i wspotaut. 1995).

MODELOWE SYSTEMY WCZESNYCH STADIOW SE NA PRZYKLADZIE MARCHWI

Rosling modelowg we wczesniejszych i obecnych badaniach dotyczacych SE
jest Daucus carota. Juzw 1959 r. Reinert opublikowat prace, w ktorej dowodzit,
ze rosliny marchwi pojawiajgce sie w kulturze kalusa powstaty z bipolarnych
zarodkéw rozwijajacych sie z pojedynezych komodrek. Dokiadny przebieg SE
przedstawit Halperin (1966, 1970). Wkroétce po zaindukowaniu powstawania
z eksplantatu pierwotnego kalusa powstajg takze wielokomdrkowe agregaty
o charakterze embriogenicznym nazwane masg proembriogeniczng PEM (ang.
proembriogenic mass).Okreslenie to Halperin utworzytw oparciu o nazewnictwo
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Jeffreya (1895) ,embryogenic mass”i Guerina (1937) ,corps embryogene”,jakim
postuzyli sie, aby opisac¢ zjawisko poliembrionii u kilku gatunkéw Erythronium,
gdzie zygota przeksztatca sie w embriogeniczny wielokomérkowy agregat, z kt6-
rego formutuje sie ostatecznie kilka zarodkéw. PEM cyklicznie rosnie oraz
podlega fragmentacji az do momentu, w ktéorym usuniecie auksyny lub odpo-
wiednie obnizenie jej poziomu nie zapoczatkuje procesu jego zorganizowanego
wzrostu prowadzacego do powstania zarodkéw z komérek powierzchniowych
bogatych w skrobie. Te alternatywne $ciezki rozwojowe zalezne od obecnosci
badz braku syntetycznej auksyny w pozywce zostaly schematycznie zilustrowa-
ne przez Wetherella (1979) (ryc. 3) (za Malepszy i Wréblewski 1994). Jak
dotychczas opublikowano jedng alternatywng do ,,auksynowej” metode dotycza-
cg inicjacji i ustabilizowania u marchwi preglobularnych stadiéw proembrionéw
PGSP (ang. preglobular stage proembryo), na zbuforowanej pozywce wolnej od
regulatoréw wzrostu o niskim pH przedstawiona na rycinie 4 (Smith i Krikorian
1990 za W réblewski 1994).

Ryc. 3. Wzrost i réznicowanie
w kulturach komoérkowych
marchwi; tkanka jest namna-
zana przy ciggtej presji auksy-
ny, powstajg w niej primordia
— pierwsze stadia rozwojowe
zarodkéw, usuniecie auksyny
powoduje ich dalszy rozwéj:
PEM — masa proembriogenicz-
na, G — stadium gtobularne
zarodka, H — stadium serco-
wate zarodka, T — stadium tor-
pedy, P zarodek dojrzaty
(Wetherell 1979 za Malepszy
iwréblewski 1994).

ROIA AUKSYN W POWSTAWANIU | ROZWOJU ZARODKOW SOMATYCZNYCH

Duza liczba prac dotyczacych biosyntezy auksyn, ich metabolizmu oraz
transportu w zarodkach somatycznych pokazuje, jak wazna jest ich rola w in-
dukcji SE oraz kontroli prawidtowego przebiegu proceséw morfogenetycznych.
Mechanizm indukcji powstawania zarodkow z komérek somatycznych nie jest
wyjasniony. Nie mniej powszechnie przyjmuje sie, ze przy ciagtej obecnosci
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Ryc. 4. Inicjacja i ustabilizowa-
nie u marchwi kultur preglobu-
larnych stadiéw proembrionéw
(PGSP) na zbuforowanej, wolnej
od hormondéw, potptynnej po-
zywce uzupetnionej 1 mM NH4+
jako jedynym zZrédle azotu.
Dwie tkanki (pochodzace z doj-
rzatych nasion) [1] byly uzywa-
ne jako eksplantaty. Uszko-
dzone [Ic] lub pokrojone [Id]
dojrzate zarodki zygotyczne,
a takze cata owocnia [Ib] po wy-
kietkowaniu zarodka [la] mogta
by¢ uzywana do inicjacji globu-
larnych stadiow zarodkéw so-
matycznych [2a, 2b] po 4 do 8
tygodni na tej samej pozywce.
Zainicjowane, globularne sta-
dia zarodkéw czesto rozwijaty
sie dalej [3], ale jezeli w czasie
proliferacji tkanki pH spadio
(jako skutek obecnosci jonow
amonowych jako jedynego
zrédta azotu), to starsze stadia
nie rozwijaty sie i powstawata
mieszanina zarodkéw PGSP [5].
Kolejne pasaze (co 2 tygodnie)
na $wiezg pozywke o pH = 4,5,
doprowadzaty do ustabilizowa-
nia kultury ztozonej catkowicie
z PGSP (smith i Krikorian
1990 zawréblewski 1994).

auksyny agregaty PEM syntetyzujg wszystkie produkty genéw niezbedne do
osiagniecia przez powstajacy zarodek stadium globularnego. Jednocze$nie jed-
nak obecnos¢ auksyny blokuje dalszy przebieg embriogenezy. Halperin iWethe-
rell (1964) oraz Borkid i wspo6tautorzy (1986) sugeruja, ze do osiggniecia
kolejnych stadiow sg niezbedne nowe produkty, ktére moga by¢ syntetyzowane
dopiero po usunieciu auksyny z pozywki. Ponadto po zaindukowaniu procesu
embriogenezy oddziatywanie auksyny egzogennej zmienia sie o tyle, ze zaczyna
ona by¢ syntetyzowana takze endogennie (Michalczuk i wspotaut. 1992a,
1992b). Wydaje sie prawdopodobnym, ze oddziatywanie obydwu morfogenetycz-
nie aktywnych substancji moze prowadzi¢ do rozregulowania prawidtowo prze-
biegajacego procesu. Kilka prac wykazuje, ze niezaktécony transport polarny
auksyn w zarodku jest niezbedny do prawidtowego przebiegu morfogenezy
(Schiavone i Cooke 1987, Liu i wspoétaut. 1993). Znamiennyjest fakt, ze zarodki
zygotyczne po potraktowaniu inhibitorami transportu auksyn wykazujg znacz-
nie mniejszg dezorganizacje morfogenezy niz zarodki somatyczne. U pierwszych
efektem ich dziatania na stadium globularne byto powstawanie potaczonych
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liscieni, u drugich natomiast brak wyksztatcenia osi podtéznej i zupetny brak
liscieni. Jedna z interesujgcych hipotez ttumaczacych to zaskakujgce zréznico-
wanie przedstawit T. Cooke (za Zimmerman 1993). Twierdzi on, ze w zarodku
zygotycznym w odréznieniu od somatycznego regulacja morfogenezy odbywa sie
poprzez dwa mechanizmy: wewnetrzny oraz zewnetrzny zwigzany z oddziatywa-
niem organizmu matecznego.

MIKROPROPAGACJA

Mikropropagacja jest definiowana jako proces namnazania in vitro pakéw
bocznych na skutek zniesienia dominacji wierzchotkowej oraz regeneracji z nich
genetycznie jednorodnych roslin. Pionierskie prace w tej dziedzinie wykonali
miedzy innymi Georges Morel, ktéry pracowat nad wyprowadzaniem wolnych od
wirusow roslin z kultur merystemdéw pedu; Folke Skoog i Carlos Miller, ktérzy
wyjasnili role odgrywang przez cytokininy w morfogenezie pedu; zespét Kenn-
etha Timonna, ktéry zajmowat sie zagadnieniami dominacji wierzchotkowej (za
Vasil 1994). W przeciggu ostatnich czterdziestu lat dzieki tym obserwacjom
z powodzeniem opracowano wiele wysoce wydajnych i niezawodnych metod
szybkiej masowej klonalnej propagacji gtownie roslin dwulisciennych. Jako
jeden z podstawowych w kulturach in vitro proces mikropropagaciji jest przed-
stawiony schematycznie na rycinie 1

W porownaniu z SE organogeneza pedowa jest znacznie lepiej poznana
i kontrolowana w warunkach kultur in vitro. Na pewno jeszcze wiele czasu
uptynie zanim SE bedzie tak powszechnie i skutecznie stosowana, jak mikro-
propagacja.

Trzebajednak bezstronnie przyznaé, ze proces tenjest bez poréwnania mniej
skomplikowany i dlatego nie bedzie tak szczegétowo oméwiony jak SE. Zasady
klonowania in vitro i in vivo sg podobne. Latwos$¢ operowania ta technika wynika
z faktu, ze tkanki w zadnym momencie kultury nie przechodza przez faze
odréznicowania iwykorzystuje sie tutaj naturalng funkcje merystemu wierzchot-
kowego pedu, ktérego morfogenetyczna aktywnos¢ jest Scisle genetycznie zdefi-
niowana oraz podlega samoregulacji. Zmienno$¢ somaklonalna, ktora czesto jest
opisywana w kulturach embriogenicznych, w kulturach merystemow jest zjawi-
skiem bardzo rzadkim.

KULTURA PRIMORDIOW PEDOWYCH

Najbardziej zaawansowang z biotechnologicznego punktu widzenia jest me-
toda mikropropagacji nazwana kulturg primordiow pedowych (Tanaka i Ikeda
1983). Ze wzgledu na matg popularnosc tej cennej metody w naszym kraju warto
ja krotko scharakteryzowac. Kulture taka zaktada sie izolujgc z pgkéw wierz-
chotkowych merystemy z 2-3 primordiami liSciowymi. Precyzyjnie pobrane
eksplantaty umieszcza sie w ré6znych pozywkach ptynnych zawierajacych auksy-
ne i cytokinine (najczesdciej NAA i BAP). Najtrudniejsza faza kultury jest jej
stabilizacja. Prawidtowe dopracowanie wszystkich parametréw, do ktérych na-
lezy zaliczy¢ skiad pozywki, objetos$¢ ptynu i tkanki w probéwce, predkosé¢ zjaka
obraca sie tarcza rotora, czas i intensywnos¢ oswietlenia, temperatura, czesto-
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tliwos¢ pasazowania decyduje o powodzeniu. Nieprawidtowo dobrane warunki
prowadza do wytworzenia kalusa badZ zdeformowanych struktur pedowych,
prawidtowe zas stabilizujg kulture w zamknietym cyklu namnazania sie primor-
diow pedowych. Czesto, jak na przyktad w przypadku ogoérka (ryc. 5a, c) (Burza,
dane nieopublikowane), tworzg duze agregaty przypominajace strukturg skupi-
ska zarodkéw globularnych, z tym ze posiadajg zielone zabarwienie chlorofilu
powstajgcego w tkankach pod wpltywem oswietlenia. W trakcie trwania kultury
agregaty te podlegaja fragmentacji. W takim stanie tkanka moze by¢ namnazana
latami. Po wytozeniu na zestalone pozywki szybko dochodzi do powstawania
pedow, ktdre sa nastepnie ukorzeniane. Powyzej przedstawiony sposob masowej
propagacji zostat zastosowany z powodzeniem u wielu gatunkéw roslin dwuli-
Sciennych, jednolisciennych i drzewiastych. Podstawowymi jego walorami jest
mozliwo$s¢ mechanizacji na poziomie zblizonym, jak dla SE, oraz wysoki poten-
cjat regeneracyjny niezbedny, na przykiad, w procedurze uzyskiwania roslin
transgenicznych.

Ryc. 5. a — kalus embriogeniczny C. sativus odm. Borszczagowski; b — zarodki

somatyczne powstajace z kalusa embriogenicznego; ¢ — tkanka merystematyczna po-

wstajgca w kulturze primordiéw pedowych; d — zarodki somatyczne bezposrednio
powstajace z mikroeksplantatow lisciowych.
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WSPOLCZESNE TECHNOLOGIE NAMNAZANIA ROSLIN W KULTURACH
TKANKOWYCH

Metody kultur tkankowych sg obecnie stosowane przez ponad szes¢set firm
biotechnologicznych na catym sSwiecie, ktére produkuja rocznie ponad pieéset
milionéw roslin prawie pieédziesieciu tysiecy odmian (Vasil 1994). Prawie catos¢
produkcji powstaje przy wykorzystaniu technologii mikropropagacji. Nadal po-
wazng bariere rozwojowa stanowia wysokie koszty jednostkowe. Szczegélnie
intensywne prace nad automatyzacjag mikropropagacji przy wykorzystaniu pre-
cyzyjnych robotéw wyposazonych w mozliwos¢é komputerowej analizy obrazu sa
prowadzone w Japonii (KURATAI Kozai 1992). Catkowicie zintegrowany, automa-
tyczny proces mikropropagacji konczacy sie nawet automatycznym wysadza-
niem roslin do ziemi (vitromatic process) zostat opracowany w lzraelu (Levin
i wspotaut. 1988, Levin iVasil 1989).

Przy duzej skali produkcji konieczne jest zastosowanie biofermentoréw
0 znacznych objetosciach, co wiaze sie z dodatkowymi problemami natury
technicznej i biologicznej. Akita i Takayama (1994) opracowali technologie pro-
dukcji mikrobulw ziemniaka w dziesieciolitrowych fermentorach. Powodzeniem
zakonczyla sie takze proba wykorzystania piecsetlitrowych bioreaktoréw do
namnazania pedow Stevia rebaudiarta (Akita i wspoétaut. 1994). Uzyskano
wysoki stopien namnazania wynoszgcy sto czterdziesci.

PODSUMOWANIE

Proces sterowania morfogenezg roslin in vitro nadal pozostaje w sferze badan
leksperymentéw w skali laboratoryjnej. W szczegdlnosci stwierdzenie to odnosi
sie do SE. Z drugiej jednak strony dotychczas uzyskane wyniki badan jednozna-
cznie wskazuja, ze przed tego typu technologiami jest duza przysztos¢ i nalezy
rozwijac je takze w naszym kraju jako integralny element nowoczesnego rolnictwa.

CONTROL OF PLANT MORPHOGENESIS IN CULTURE IN VITRO
Summary

Many attempts were made during the last decades to control and modify the life cycle of the
plants cultured in vitro, both for research and practical purposes. The two essential morphogenetic
processes in early plant development which are most important from the biotechnological point of
view, are somatic embryogenesis (SE) and shoot organogenesis.

In contrast to animals in which the process of cell differentiation is considered irreversible, it
has been demonstrated that SE can be initiated from practically any part of a plant. Auxin plays a
fundamental role in formation and development of somatic germs. Disturbances in the course of SE
are caused to a large extent by lack of cooperation in this proces of the parental organism, which is
known to be essential in zygotic embryogenesis.

In comparison with SE, shoot organogenesis is much better understood and controlled under
the culture in vitro conditions. From the biotechnological point of view, the most advanced
propagation method is that called shoot primordia culture. Its main advantages are: the possibility
of mechanisation on a level similar to that with SE, and high regeneration potential of plant cells
indispensable, e.g., in the procedure of obtaining transgenic plants.

15 — Kosmos
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