ROCZNIK POLSKIEGO TOWARZYSTWA DENDROLOGICZNEGO Vol. 70 —2022/2023 « 65-75

Wegetatywne rozmnazanie Swierka serbskiego i pospolitego
w Polsce metoda kultur in vitro z wykorzystaniem
potencjalu somatycznej embriogenezy

Vegetative propagation of Serbian and Norway spruce in Poland
by in vitro culture using the potential of somatic embryogenesis

TERESA HAZUBSKA-PRZYBYL

Instytut Dendrologii Polskiej Akademii Nauk, ul. Parkowa 5, PL-62-035 Kornik
e-mail: hazubska@man.poznan.pl

Submitted: 17 July 2023, Accepted: 4 November 2023

STREszczENIE: Postgpujace zmiany klimatyczne zmniejszaja efektywno$¢é rozmnazania generatywnego $wierkow.
W celu utrzymania istniejacych populacji badZ dostarczenia sadzonek do upraw plantacyjnych niezbedne bedzie
zastosowanie wegetatywnych metod mnozenia drzew. Najbardziej perspektywiczng z nich jest metoda kultur
in vitro, zwlaszcza technika embriogenezy somatycznej. Jednak z uwagi na ztozono$¢ procesu rozwoju zarodka
istnieje konieczno$¢ opracowywania coraz efektywniejszych protokotdéw mmnozenia. Kultury tkankowe §wierka
serbskiego (Picea omorika) i pospolitego (P. abies) indukowano z dojrzatych zarodkéw w obecnosci auksyn
i cytokininy. Uzyskane wyselekcjonowane tkanki embriogenne poddano zabiegowi kriokonserwacji z wy-
korzystaniem stopniowej dehydratacji pod wptywem sacharozy (0,25-1,0 uM; 7 dni) i dzialaniu sterylnym
powietrzem (25°C; 2 h). Aby zwigkszy¢ wydajno$¢ kietkowania, zarodki liscieniowe podsuszano w warunkach
relatywnie wysokiej wilgotnosci wzglednej powietrza (97%) lub suszono w obecno$ci nasyconego roztworu
(NH,),SO, (79%). Wykazano, ze czgstotliwo$¢ indukcji tkanek byla determinowana przez stezenie sacharozy
lub auksyny w pozywce. Rodzaj auksyny warunkowatl parametry wzrostowe zarodkow. Po przechowaniu tkanek
w ciektym azocie obserwowano niemal 100% przezywalno$¢ tkanki embriogennej P. omorika, podczas gdy
u P. abies wynosila ona 54,4%. Uzyskano 45% poziom konwersji dojrzatych zarodkow P. abies w siewki po dwoch
tygodniach utrzymywania zarodkéw w powietrzu o wilgotnosci 97%. W prowadzonych badaniach otrzymano
zdolne do aklimatyzacji sadzonki somatyczne obu gatunkow drzew.

Stowa kluczowe: Picea, prazarodki, tkanka embriogenna, krioprzechowywanie, podsuszanie, siewki somatyczne

ABSTRACT: Progressive climate change is reducing the efficiency of spruce generative reproduction. In order to maintain
existing populations, or to provide seedlings for plantation crops, vegetative methods of tree multiplication will be
necessary. The most promising of these is the in vitro culture method, especially the somatic embryogenesis technique.
However, due to the complexity of the embryo development process, there is a need to develop increasingly efficient
multiplication protocols. Tissue cultures of Serbian spruce (Picea omorika) and Norway spruce (P. abies) were
induced from mature embryos, in the presence of auxins and cytokinin. The resulting selected embryogenic tissues
were subjected to cryopreservation, based on gradual dehydration under sucrose (0.25-1.0 uM; 7 days) and exposure
to sterile air (25°C; 2 h). To increase germination efficiency, cotyledon embryos were either desiccated at relatively
high relative humidity (97%) or dried in the presence of saturated solution of (NH,),SO, (79%). It was shown that the
frequency of tissue induction was determined by the concentration of sucrose or auxin in the medium. The type of
auxin determined the growth parameters of the embryos. After tissue storage in liquid nitrogen, almost 100% survival
of P. omorika embryogenic tissue and 54.4% survival of P. abies was observed. A 45% conversion rate of mature
P, abies embryos to seedlings was obtained after two weeks of treating embryos with 97% humidity. Somatic seedlings
of both tree species, capable of acclimatization, were obtained in the present study.
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66

Teresa Hazubska-Przybyl

Wstep

Swierk serbski (Picea omorika (Pan&i¢) Purk.) i pospolity
(P. abies (L.) H.Karst.) nalezg do rodzaju Picea, ktory li-
czy kilkadziesigt gatunkéw wystepujacych wylacznie na
potkuli péinocnej (Bugata, 2000; Iveti¢ i Aleksi¢, 2019).
Oba taksony majg swdj udzial w tworzeniu lasoéw, choé
w odmiennym zakresie. Pierwszy z nich to gatunek relik-
towy, szczegolnie wrazliwy na zmiany klimatyczne, choé
jednoczesnie najbardziej odporny na zanieczyszczenia prze-
myslowe sposrod wszystkich gatunkdéw swierka. Jego wyste-
powanie jest ograniczone do regionu zajmujacego zaledwie
mniej wiecej 100 km?, lezacego wokot srodkowego biegu
rzeki Driny w srodkowym, gorzystym regionie Batkanow,
na granicy Serbii oraz Bos$ni i Hercegowiny (ryc. 1). Na tym
obszarze stwierdzono wystgpowanie ok. 30 populacji rozne;j
wielkosci, dlatego uznaje si¢ ten gatunek swierka za bardzo
rzadki i jednoczesnie powaznie zagrozony (Ballian i in.,
2006; Iveti¢ i Aleksic¢, 2019). Ostatnie badania wykazaty ne-
gatywny wplyw dlugotrwalej suszy na wzrost tych drzew
w ciggu ostatnich 30—40 lat (Dell’Oro i in., 2020). Ze wzgle-
du na obecny stan populacji $wierka serbskiego, ekstremal-

ne zjawiska klimatyczne oraz staba naturalng regenera-
cje tego gatunku konieczno$cig staje si¢ podjecie dziatan
ochronnych in situ i ex situ, przy czym niecodzowne sa
wszelkie akcje ex situ (np. wspomaganie migracji gatunku),
poniewaz dziatania in situ moga mie¢ efekt krotkotrwaty
i istnieje wysokie prawdopodobienstwo, ze swierk serb-
ski zniknie ze swoich naturalnych siedlisk w najblizszej
przysztosci z powodu gwalttownych zmian klimatycznych
(Iveti¢ i Aleksi¢, 2019).

Drugi gatunek, $wierk pospolity, cechuje si¢ szerokim,
naturalnym zasiegiem geograficznym, ktdry obejmuje stre-
fe laséw borealnych od Skandynawii po Ural oraz obsza-
ry gorskie klimatu umiarkowanego (ryc. 2; Montwé i in.,
2014). Swierk pospolity jest takze uprawiany poza swoim
naturalnym zasi¢giem wystgpowania w cieplejszych i such-
szych regionach Europy w celach gospodarczych (Koski
iin., 1997). Drzewo to jest podstawowym gatunkiem w go-
spodarce lesnej w wielu krajach europejskich m.in. Szwecji,
Finlandii czy Polsce. Jego wartosciowe drewno jest wyko-
rzystywane glownie do produkcji celulozy oraz w przemysle
budowlanym. W ciggu ostatnich kilkudziesieciu lat zmia-
ny klimatu znaczaco wptynely na stan europejskich lasow

Ryc. 1. Zasigg wystepowania i pokroj $wierka serbskiego (P. omorika), z ktorego zbierano nasiona, a z nich pobierano zarodki (eksplantaty)
do zapoczatkowania procesu embriogenezy somatycznej (mapa za: Giovanni Caudullo na: commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=48440897,
na licencji: CC BY 4.0)

Fig. 1. Range and tree habit of Serbian spruce (P. omorika), from which seeds were collected and from which embryos (explants)
were taken to initiate somatic embryogenesis (map after: Giovanni Caudullo at: commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=48440897,
released under CC BY 4.0 license)
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Ryc. 2. Zasieg wystepowania i pokroj mtodego $wierka pospolitego (P. abies), z ktorego zbierano nasiona, a z nich pobierano zarodki (eksplantaty)
do zapoczatkowania procesu embriogenezy somatycznej (mapa za: Darekk2 i the [IUCN Red List spatial data na: commons.wikimedia.org/w/index.
php?curid=66679548, na licencji: CC BY 4.0)

Fig. 2. Range and habit of a young Norway spruce (P. abies) tree, from which seeds were collected and from which embryos (explants)
were taken to initiate somatic embryogenesis (mapa za: Darekk2 & the IUCN Red List spatial data at: commons.wikimedia.org/w/index.
php?curid=66679548, released under CC BY 4.0 license)

borealnych i le$nictwa (Subramanian i in., 2016; Sierota i in.,
2019). Obecnie swierk pospolity nalezy do gatunkéow drzew
lesnych najbardziej zagrozonych skutkami zmian klimatu.
Przewiduje sie, ze w ciagu najblizszych kilkudziesigciu
lat jego wystepowanie w Europie znaczaco si¢ zmniejszy
(Dyderski i in., 2018).

Zachodzace obecnie zmiany klimatyczne oraz nieko-
rzystne warunki sSrodowiskowe przyczynia si¢ juz w najbliz-
szej przyszlosci do obnizenia zdolno$ci reprodukcyjnych
obu gatunkow $wierka oraz do znacznego spadku ilosci
dostepnych, zywotnych nasion. W zwigzku z pojawiajacy-
mi si¢ zagrozeniami dla populacji $wierka serbskiego i po-
spolitego nieuchronne bedzie podjecie odpowiednich dzia-
fan, ktére pozwolilyby na zminimalizowanie negatywnych
skutkéw tychze zmian. Jednym z rozwigzan tego problemu
moze by¢ rozwinigcie alternatywnych metod rozmnazania
drzew, opartych na rozwigzaniach biotechnologicznych, ta-
kich jak rozmnazanie na drodze wegetatywnej w kulturach
in vitro (mikrorozmnazanie). U gatunkéw drzew iglastych

bardzo dobra perspektywe daje potencjalnie najbardziej
wydajny sposob mikrorozmnazania, a mianowicie technika
somatycznej embriogenezy.

Konwencjonalne metody rozmnazania
wegetatywnego drzew lesnych

Rozmnazanie wegetatywne to inaczej uzyskiwanie nowych
osobnikéw poprzez regeneracje z fragmentu organizmu
macierzystego. Przyktadem jest rozmnazanie przez zrzezy
u $wierka sitkajskiego (Szczygiet i Hazubska-Przybyl,
2010), odktady (Boratynski i Bugata, 1998) czy przez szcze-
pienie ré6znych gatunkéw z rodzaju Pinus (Pérez-Luna i in.,
2020). Metody te sa juz szeroko wykorzystywane w szkot-
karstwie lesnym, cho¢by w Kanadzie czy Nowej Zelandii,
a rzadziej w krajach europejskich np. Norwegii, Wielkiej
Brytanii, Francji i Niemczech (Lelu-Walter i in., 2013; Den-
chev i Grossnickle, 2019; Egertsdotter i in., 2019). Rozmna-
zanie wegetatywne stosowane jest w leSnictwie z uwagi na
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pozne osiaganie przez drzewa zdolno$ci do wytwarzania
nasion, nieregularne wystepowanie kwitnienia i obradzania
nasion, pogorszenie stanu zdrowotnego lub zamieranie cen-
nych populacji. Przede wszystkim jednak metody te stosuje
si¢ w celu rozmnozenia nowych form roslin, ktére zostaty
otrzymane na drodze krzyzowania, a takze dla uzyskania
wegetatywnego potomstwa drzew doborowych i elitarnych
do zaktadania plantacji nasiennych. W lesnictwie dodatko-
wa zaleta tego sposobu rozmnazania jest mozliwo$¢ szyb-
kiego wprowadzenia do praktyki wynikow selekcji drzew
(Szczygiet, 2005).

Tradycyjne metody rozmnazania wegetatywnego
drzew (ukorzenianie zrzezéw pe¢dowych lub korzenio-
wych, szczepienie, odrosty, odktady) majg jednak pewne
ograniczenia. Wymagaja one m.in. koniecznosci stosowa-
nia matecznikow, ktore w celu zachowania zdolnosci do
regeneracji przez rosliny mateczne musza by¢ odpowied-
nio pielggnowane. Efektywnosé tych metod jest wysoka
tylko w przypadku pozyskiwania materiatu z mtodych
ro$lin matecznych. U drzew gatunkow iglastych wystepuje
u otrzymanych sadzonek wegetatywnych wzrost plagio-
tropowy (niekorzystny wzrost pedu rownolegle lub uko-
$nie wzgledem podtoza), a przy szczepieniu dochodzi na
0g6t do wyrastania z podktadek pedow, ktore konkuruja
ze zrazami. Dodatkowo, w przypadku metod tradycyjnych
wydajnos¢ rozmnazania z jednego osobnika matecznego
jest bardzo ograniczona (Szczygiet, 2005; Rosvall, 2019).
Ograniczeniem s3 rowniez wysokie koszty produkcji sa-
dzonek. Dla przyktadu: w Finlandii i Szwecji $wierk po-
spolity rozmnazany jest rutynowo poprzez cigcie korzeni,
jednakze z powodu wysokich kosztow produkcji metoda ta
nie zostata dotychczas wprowadzona do masowej produk-
cji roslin (Hogberg i Varis, 2016).

Mnozenie drzew in vitro z wykorzystaniem
techniki somatycznej embriogenezy

Potencjalnie znacznie wyzsza wydajnos$cig rozmnazania
drzew le$nych charakteryzuja si¢ metody oparte na mikro-
rozmnazaniu, a wérdd nich na szczegoélng uwage zastuguje
technika somatycznej embriogenezy. Jej istota jest uzyski-
wanie roslin z zarodkow powstalych z komoérek wegeta-
tywnych (somatycznych), a wigc z pominigciem procesu
zaptodnienia i zygoty. Podstawowa zaleta metody soma-
tycznej embriogenezy jest jej nieograniczony potencjat
regeneracji roslin, takze tych ulepszonych genetycznie
oraz mozliwos$¢ selekcji 1 masowego rozmnazania elitar-
nych genotypow. Podczas selekcji siewek somatycznych
uwzgledniane sg parametry stosowane w tradycyjnej ho-
dowli i selekcji drzew: forma, wzrost, a takze odpornosé
na szkodniki i choroby oraz czynniki abiotyczne (Nawrot-
-Chorabik i in., 2021, 2022). Metoda ta pozwala ponad-
to na dostarczenie do szkoélek materialu sadzeniowego
w stosunkowo krétkim czasie od momentu zaindukowania
kultur, mniej wigcej od 12 do 18 miesigcy w zaleznosci od
gatunku drzewa (Cyr i in., 2001). Ponadto rezultatem roz-
mnazania roslin ta technika jest podniesienie poziomu roz-
norodno$ci materiatu ro§linnego w poroéwnaniu z tradycyj-
nym ukorzenianiem sadzonek. Somatyczna embriogeneza

daje mozliwo$¢ wygenerowania niemal nieograniczonej
liczby ramet (tzn. pojedynczych ukorzenionych pedow be-
dacych fragmentami wieloczg$ciowego organizmu roslin-
nego, rozprzestrzeniajacego si¢ wegetatywnie) lub klonow
z danej linii embriogennej i uzyskania kilku ramet z duzej
liczby linii tego typu (Rosvall, 2019).

Inng strategia jest wykorzystanie somatycznej embrio-
genezy do produkcji roslin donorowych wybranych klonow
badz tez potomstwa dla wspomagania rozmnazania poprzez
cigcie materialu szkotkarskiego (Bonga, 2015). Zysk gene-
tyczny, jaki uzyskuje si¢ w krotkim czasie, stosujac metode
somatycznej embriogenezy, jest znacznie Wyzszy w porow-
naniu z tradycyjnymi metodami. W przysztosci waznym
zastosowaniem somatycznej embriogenezy bytoby rozmna-
zanie drzew z tkanek somatycznych pochodzacych ze star-
szych testowanych drzew, poniewaz pozwalaja one na lep-
sze prognozowanie wydajnosci produkcji w okresie rotacji
anizeli drzewa mlode (Rosvall, 2019).

Produkcja somatycznych roslin na
potrzeby biznesu, lesnictwa i celem
zachowania zasobow genowych

Przed zastosowaniem techniki somatycznej embriogenezy
na skale gospodarcza poszczegdlne etapy mnozenia ma-
terialu sg poddawane szczegdtowej analizie (Grossnickle
i Major, 1994; Egertsdotter i in., 2019), tak aby opracowac
metodyke zapewniajaca jak najwyzsza produktywnos$¢ pro-
cesu. Glownym celem jest uzyskanie licznych zarodkow
w dojrzalym (lisScieniowym) stadium, ktére bytyby iden-
tyczne pod wzgledem morfologicznym i fizjologicznym
z zarodkami pochodzacymi z nasion. Ostatecznie funk-
cjonalne somatyczne siewki powinny spetnia¢ takie same
kryteria jak materiat sadzeniowy otrzymany w tradycyjny
sposob. Dodatkowsg zaletg jest mozliwo$¢ rozmnazania tg
metodg genotypow nie tylko o unikatowym charakterze,
ale 1 zagrozonych wyginigciem.

Obecnie material sadzeniowy kilku gatunkéw drzew le-
$nych, produkowany metoda somatycznej embriogenezy,
stosowany jest do zaktadania upraw lesnych w Kanadzie, Sta-
nach Zjednoczonych czy Nowej Zelandii (Denchev i Gross-
nickle, 2019; Egertsdotter i in., 2019) w ramach tzw. lesnic-
twa klonalnego (ang. clonal forestry). Jak dotad jednak roz-
mnazanie ta3 metodg prowadzone jest gtoéwnie przez sektor
prywatny i przedsiebiorstwa lesne (Lelu-Walter i in., 2013).

W literaturze §wiatowej niewiele uwagi poswigcono ba-
daniom nad somatyczna embriogeneza §wierka serbskiego.
Kilka doniesien w tym zakresie ukazato si¢ w latach dzie-
wigcédziesiatych ubieglego wieku i na poczatku obecnego
1995; Salopek i in., 1997; Trami$ak-Milakovi¢ i in., 1999;
Leljak-Levani¢ i in., 2009). W zwiazku z narastajacym
problemem zagrozenia naturalnych stanowisk wystepo-
wania P. omorika i konieczno$cig podjecia dziatan ex situ
w celu jego ochrony niezbedne sg dalsze badania nad
mozliwos$cia zachowania jego zasobow genowych
m.in. z wykorzystaniem narzedzi biotechnologicznych.
Taka role moze spetnia¢ technika somatycznej embrioge-
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nezy w powigzaniu z kriokonserwacjg (przechowywanie
w ultraniskiej temperaturze ciekltego azotu, tzn. —196°C)
otrzymanych ta drogg tkanek embriogennych.

Z kolei badania nad somatyczng embriogenezg §wierka
pospolitego sa intensywnie prowadzone od momentu uzy-
skania jego pierwszych somatycznych siewek w 1985 r.
(Chalupa, 1985; Hakman i in., 1985). Pomimo to wiele pro-
bleméw zwigzanych z wydajnoscig procesu somatycznej
embriogenezy u tego gatunku nadal nie zostalo rozwigza-
nych, jak na przyklad indukcja embriogenezy z eksplan-
tatow wegetatywnych czy utrata zdolnosci do regeneracji
zarodkéw z otrzymanych tkanek embriogennych (Hudec
iin.,2016; Saloneniin.,2017; Dahrendorfiin.,2018). W kon-
sekwencji uniemozliwia to masowa produkcje sadzonek
somatycznych, zarowno w celach komercyjnych, jak i dla
gospodarki lesnej. W zwigzku z powyzszym studia nad mi-
krorozmnazaniem P. abies tym sposobem wcigz wymagaja
poglebienia (Hudec i in., 2016; Carlsson i in., 2019; Varis
i in., 2021), aby doktadniej pozna¢ mechanizmy bioche-
miczne i molekularne kontrolujace rozwoj somatycznego
zarodka. Dlatego obecnie dla wielu badaczy §wierk pospoli-
ty nadal stanowi doskonaty gatunek modelowy w badaniach
nad réznymi aspektami somatycznej embriogenezy gatun-
kow drzew iglastych.

Mozliwosci i wyzwania zwigzane
z technika somatycznej embriogenezy
swierkow

Somatyczna embriogeneza to bardzo zlozony, wieloetapo-
wy proces rozwoju zarodka somatycznego, determinowany
zarowno kompetencja eksplantatu, z ktorego indukowana
jest kultura embriogenna, jak i szeregiem warunkow fizy-
ko-chemicznych. Z tego powodu wymaga ona dokladnego
opracowania odrgbnych procedur dla kazdego etapu rozwo-
ju zarodka, poczynajac od indukcji tkanki embriogenne;j,
poprzez jej namnazanie, dojrzewanie zarodkow, az po ich
ostateczny rozwdj w somatyczne siewki. Kazdy gatunek,
a nawet genotyp, wymaga osobnego potraktowania, ponie-
waz wypracowane metody nie sg uniwersalne, co w rezul-
tacie powoduje, ze studia nad somatyczng embriogeneza
drzew nie sg szeroko rozpowszechnione.

W wielu laboratoriach §wiatowych badania nad moz-
liwoscig mikrorozmnazania drzew, szczegdlnie nad tech-
nikg embriogenezy somatycznej, zostaly zapoczatkowane
w latach 1985-1990, natomiast w Polsce w potowie lat 90.
XX w. w Instytucie Badawczym Lesnictwa w Sgkocinie
Starym przez panig mgr Krystyne Szczygiel. Od poczatku
obecnego wieku tematyka badawcza w tym zakresie jest
kontynuowana i rozwijana w Instytucie Dendrologii Pol-
skiej Akademii Nauk w Korniku (Hazubska i Szczygiet,
2003; Szczygiet i in., 2007; Hazubska-Przybyt i Bojarczuk,
2016; Hazubska-Przybyt i in., 2020; Varis i in., 2021; Miku-
fa i in., 2022). W IBL opracowano przede wszystkim pro-
tokoty mikrorozmnazania gatunkéw drzew lesnych, takich
jak: $wierk pospolity, jodta pospolita i modrzew europejski
(praca doktorska Krystyny Szczygiel (2003)). Natomiast
w ID PAN badania skupialy si¢ przede wszystkim na opty-

malizacji protokolow mikrorozmnazania i krioprzechowy-
wania uzyskanych tkanek embriogennych §wierka serbskie-
go i pospolitego. Badania nad somatyczng embriogeneza
podejmowano réowniez w Szkole Gloéwnej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie (Latkowska, 2002) oraz na Uni-
wersytecie Przyrodniczym w Krakowie (Nawrot-Chorabik,
2016). Podobnie jak w innych laboratoriach badawczych
P. abies postuzyt jako gatunek modelowy.

Wdrozenie techniki mikrorozmnazania drzew do danego
laboratorium jest procesem zmudnym i czasochtonnym, wy-
maga bowiem zaréwno wypracowania odpowiednich tzw.
protokoléw (tzn. doktadnie opisanych procedur postgpowa-
nia), ktore umozliwialyby prowadzenie kultur tkankowych
i bylyby dostosowane do okreslonego gatunku drzewa, jak
1 zagwarantowania dost¢pu do specjalistycznej infrastruk-
tury hodowlanej. Sukces jest uwarunkowany dostepnoscia
zardwno aseptycznych pokoi laboratoryjnych oraz hodow-
lanych, gdzie mozna wyprodukowaé nieograniczong liczbe
somatycznych sadzonek, jak i szklarni, w ktorych mozliwa
jest Scista kontrola warunkéw niezbgdnych do prawidtowe-
go wzrostu oraz aklimatyzacji ro$lin somatycznych do, jakze
odmiennego, sSrodowiska naturalnego. Etap ten jest punktem
newralgicznym w rozmnazaniu metodg in vitro, poniewaz
decyduje o mozliwosci szerszego zastosowania techniki em-
briogenezy somatycznej u drzew lesnych na duza skale.

U $wierkow kultury embriogenne najczgsciej induku-
je sie z zarodkow niedojrzatych lub dojrzatych (ryc. 3A),
pobieranych ze $wiezych albo przechowywanych nasion.
Niedojrzate zarodki, jako fizjologicznie mlodsze, sa bar-
dziej podatne na zapoczatkowanie procesu embriogene-
zy w kulturze in vitro. Z kolei wzbudzenie embriogenezy
starszych eksplantatow (np. pakdéw szczytowych lub bocz-
nych) pobieranych z w pelni wyksztatlconych drzew jest
nadal problematyczne. Jak dotad najstarszym rodzajem
eksplantatu wegetatywnego, z ktorego zaindukowano tkan-
ke embriogenng (ryc. 3B), byly paki pierwotne pochodzace
z 10-letnich drzewek P. glauca (Klimaszewska i in., 2011).
W przypadku $wierka pospolitego i serbskiego tkanke em-
briogenna mozna tez zaindukowac z tzw. wtornych eksplan-
tatow, czyli z somatycznych zarodkow wyhodowanych z tka-
nek embriogennych kolejnych generacji (Hazubska-Przybyt
i Bojarczuk, 2008). Co cickawe, tego rodzaju eksplantaty
zachowuja swoistg ,,pami¢¢”, ktoéra pozwala na poprawe
efektywnosci produkcji zarodkéw somatycznych z nowo za-
indukowanej tkanki embriogennej w kolejnym etapie proce-
su. Wykazano réwniez, ze podobng ,,pami¢¢ embriogenng”
zachowuja eksplantaty wegetatywne pobierane z drzewek
wyhodowanych z zarodkéw somatycznych. W takim przy-
padku czgstotliwos¢ indukeji tkanki byta znaczaco wyzsza
anizeli z eksplantatow pobieranych z drzewek uzyskanych
na drodze generatywnej (80% vs 10%; Ruaud i in., 1992).

O wydajno$ci pierwszego etapu somatycznej embrio-
genezy decyduje nie tylko rodzaj oraz wiek eksplantatu,
jego pochodzenie, ale i sktad chemiczny pozywki (makro-
i mikroelementy, witaminy, aminokwasy, cukry stanowigce
zrodto energii i roslinne regulatory wzrostu) oraz warunki
hodowlane (temperatura, ciemno$¢, rodzaj naczyn laborato-
ryjnych etc.). I tak na przyktad wykazalismy, ze czgstotliwos¢
indukcji tkanek okreslonych genotypdéw u obu gatunkow
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Ryc. 3. Dojrzate zarodki P. omorika jako eksplantaty (A) podatne na indukcje tkanki embriogenne;j (B), specyficznej, klaczkowatej tkanki roslinnej (C)
zawierajacej wezesne stadia somatycznych zarodkow, zdolnej do namnazania w nieograniczonych ilosciach

Fig. 3. Mature P. omorika embryos as explants (A) susceptible to induction of embryogenic tissue (B), a specific flocculent plant tissue (C)
containing early somatic embryo stages capable of multiplying in unlimited quantities

$wierka byla determinowana przez st¢zenie sacharozy lub
auksyny w pozywkach (Hazubska-Przybyt i in., 2016). W
przypadku gatunkéw drzew iglastych, w tym Swierkow,
decydujaca role w indukcji embriogenezy, ale takze na ko-
lejnych etapach rozwoju somatycznego zarodka, odgrywa
genotyp eksplantatu, z ktérego otrzymano kulture embrio-
genng (Szczygiet i in., 2007; Hazubska-Przybyt i in., 2020).
Im wiegcej tkanek embriogennych okreslonych genotypow
bedzie wykazywato zdolno$¢ do namnazania i produkcji
somatycznych zarodkow, tym szanse wdrozenia techniki
somatycznej embriogenezy do praktyki hodowlanej beda
wyzsze. Jednakze u wigkszosci gatunkdéw drzew iglastych
naukowcy borykaja si¢ z problemem utraty zdolnosci na-
mnazania tkanek roslin okreslonych genotypéw oraz ich
potencjalu do wytwarzania somatycznych zarodkéw. Jest to
réwnoznaczne ze znacznym zmniejszeniem roéznorodnosci
mnozonego materiatu, co ogranicza praktyczne stosowanie
tej techniki mikrorozmnazania.

Tkanki embriogenne namnazane s3 na ogot na tych sa-
mych pozywkach (ewentualnie o nieco obnizonej dawce
cytokininy) i w takich samych warunkach (ciemnosc¢) jak
podczas ich indukcji z eksplantatow (ryc. 3C). Wickszosé
gatunkoéw drzew iglastych do zapoczatkowania procesu

embriogenezy wymaga obecnosci auksyny i cytokininy
w pozywce. Z auksyn zazwyczaj stosuje si¢ kwas 2,4-di-
chlorofenoksyoctowy (2,4-D), czasami rowniez kwas
I-naftylooctowy (NAA) lub 4-amino-3,5,6-trichloropiko-
linowy (Pikloram) w zakresie st¢zen 9,0-10,0 uM, a z cy-
tokinin benzyloadening (BA) w st¢zeniach 4,5-5,0 uM.
Kultury embriogenne $wierkéw sg indukowane i namna-
zane na statych lub potplynnych pozywkach. Wykazano
ponadto, ze tkanki P. abies maja rowniez zdolnos¢ do na-
mnazania w kulturach ptynnych (Filonova i in., 2000a;
Viliméki i in., 2021). W dalszej perspektywie daje to
mozliwo$¢é czeSciowej automatyzacji procesu, ograni-
czenia kosztow robocizny i w efekcie obnizenie kosztow
produkcji roslin somatycznych $wierka, co w niedalekiej
przysztosci bedzie miato kluczowe znaczenie dla wdro-
zenia techniki somatycznej embriogenezy do zastosowan
praktycznych na szerszg skale.

Tkanki embriogenne namnazane in vitro zawieraja spe-
cyficzne struktury o charakterystycznej budowie morfolo-
gicznej zblizonej do pierwszych etapow rozwoju zarodka
w nasieniu. Struktury te to tzw. prazarodki (ang. proem-
bryos), sktadajace si¢ ze skupiska intensywnie dzielacych
si¢ komorek merystematycznych tworzacych tzw. region

Ryec. 4. Wezesne stadium rozwojowe zarodka P. omorika (A); wybarwiony na czerwono region embriogenny z komérkami merystematycznymi, z ktorego
rozwija si¢ dojrzaty zarodek somatyczny oraz wydtuzone bezbarwne komorki wieszadetka. Dojrzate (liscieniowe) zarodki P. abies (B) przed wytozeniem na
pozywke do kietkowania

Fig. 4. Early developmental stage of a P. omorika embryo (A); red stained embryogenic region with meristematic cells, from which the mature somatic
embryo develops, and elongated, colorless hanger cells. Mature (cotyledonous) embryos of P. abies (B) before transfer to the germination medium
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embriogenny, ktore z czasem przeksztatcajg si¢ w zarodek
somatyczny, oraz z wydtuzonych, silnie zwakuolizowanych
komorek tworzacych wieszadetko (ryc. 4A).

W obrebie tychze tkanek Filonova wraz z zespotem
(2000b) zidentyfikowata prazarodki w réznych stadiach
rozwojowych 1 wyroznita trzy rodzaje tzw. struktur pro-
embriogennych (ang. proembryogenic structures — PEMs).
Sa to struktury typu PEM I oraz PEM II i najbardziej za-
awansowane pod wzgledem budowy anatomicznej struk-
tury typu PEM III, ktore w odpowiednich warunkach sg
w stanie przejs¢ do etapu dojrzewania (ryc. 4B). Tkanka
zawierajaca prazarodki moze by¢ namnazana w kulturze
in vitro dlugotrwale w obecno$ci auksyny oraz cytokini-
ny. Nasze ostatnie badania wykazaty, ze u obu gatunkow
$wierka $rednia liczebnos$¢ prazarodkow w tkankach em-
briogennych zalezata istotnie od rodzaju zastosowanej
auksyny (Hazubska-Przybyt i in., 2020). Po zastosowaniu
w pozywce kombinacji regulatorow wzrostu NAA/BA
uzyskalismy istotnie wyzsza liczbg prazarodkow w po-
réwnaniu z wariantami Pikloram/BA i 2,4-D/BA. Rodzaj
zastosowanej auksyny wplywal takze znaczaco na $red-
nig wielko$¢ regionu embriogennego prazarodka w jego
poszczegolnych stadiach rozwojowych (PEM I, PEM 11
i PEM III). Tkanki embriogenne, ze wzgledu na obecnos¢
wczesnych stadiow rozwojowych zarodka, sa doskonalym
materiatem do przechowywania w cieklym azocie. Tkanki
utrzymywane zarowno in vitro, jak i w warunkach ultrani-
skiej temperatury, sa potencjalnie bardzo wydajnym mate-
riatem wyj$ciowym do wyprodukowania nieograniczonej
liczby dojrzatych zarodkéw obu testowanych gatunkéw
swierka.

Powigzanie techniki somatycznej embriogenezy z moz-
liwoscig krioprzechowywania tkanek embriogennych to
wazne rozwigzanie w przypadku gatunkéw drzew igla-
stych. Pozwala ono na zredukowanie prac manualnych
zwigzanych z utrzymywaniem kultur, na ograniczenie do
minimum ryzyka kontaminacji i zmian somaklonalnych
w namnazanych tkankach oraz na znaczng redukcje po-
wierzchni, na ktérej przechowuje si¢ tysigce genotypow
linii embriogennych okreslonego gatunku drzewa. Krio-

konserwacja jest pomocnym narzedziem w standardowych
programach hodowlanych, kiedy potrzeba bardzo dtugiego
czasu, aby dokona¢ identyfikacji genotypu w testach polo-
wych. Jednoczes$nie drzewa osiagajg w tym czasie wiek,
ktory uniemozliwia ich rozmnazanie przy zastosowaniu me-
tod wegetatywnych. W rezultacie dochodzi do utraty cen-
nych genotypow, ktoére moga stanowic¢ drzewa rodzicielskie
dopiero w kolejnej generacji. Krioprzechowywane tkan-
ki, po ich rozmrozeniu i namnozeniu w kulturze in vitro,
moga by¢ wykorzystywane dla potrzeb roéznego rodzaju
programéw genetycznych. Dzigki kriokonserwacji tkan-
ki embriogenne moga by¢ tez wykorzystane do ochrony
zasobow genowych, poniewaz nie tracg one juwenilnosci
i zachowujg stabilno$¢ materialu genetycznego (Szczygiet,
20006), dlatego sg one cze¢sto stosowane do zachowania ro-
$linnych zasoboéw genowych w bankach klonéw linii elitar-
nych, cennych pod wzgledem ekonomicznym (Cyr, 1999).

Tkanki embriogenne gatunkow drzew iglastych to bar-
dzo dogodny materiat do przechowywania w cieklym azocie.
Jednym z naszych celéow bylo zatem opracowanie innowa-
cyjnej metody kriokonserwacji tkanek P. abies i P. omo-
rika z wykorzystaniem stopniowej dehydratacji przed ich
zamrozeniem w cieklym azocie. Metoda stopniowej de-
hydratacji (ang. pre-growth dehydration method) tkanek
embriogennych opiera si¢ na zjawisku witryfikacji, czyli
szybkim schlodzeniu, co w efekcie powoduje przejscie
wody w staty stan skupienia bez powstawania krysztalow
lodu, ktore uszkodzityby komorki tych tkanek. W naszych
eksperymentach material byt wstgpnie traktowany (pod-
dany prekulturze) pozywkami zawierajagcymi sacharoze
we wzrastajacych dawkach (0,25 M sacharozy przez 24 h,
0,5 M przez 24 h, 0,75 M przez 2 dni, 1,0 M przez 3 dni)
przez 7 dni, w temperaturze 25°C i w ciemnosci. Zabieg ten
prowadzit do osmotycznej dehydratacji materiatu (ryc. 5A).
Po uptywie tego czasu fragmenty tkanki (ang. clumps) byty
poddawane dalszemu podsuszaniu — w sterylnym powietrzu
nad Zelem krzemionkowym, az do utraty przez nie wody
do zawartosci ok. 20% (ryc. 5B). Po tych zabiegach probki
zamrazano w ciekltym azocie na 24 h. Nastepnie tkanki byty
rozmrazane w temperaturze 42°C i stopniowo uwadnia-

Ryc. 5. Kriokonserwacja tkanki embriogennej $wierka metoda stopniowej dehydratacji.
A — dehydratacja osmotyczna tkanki na pozywce z sacharoza (0,25-1,0 M); B — suszenie fragmentow tkanki (clumps) w sterylnym powietrzu
nad zelem krzemionkowym; C — regeneracja tkanki embriogennej po rozmrozeniu z cieklego azotu (fot. A. Obarska)

Fig. 5. Cryopreservation of Picea embryogenic tissue by stepwise dehydration.
A — osmotic dehydration of tissue on sucrose medium (0.25-1.0 M); B — drying of tissue fragments (clumps) in sterile air over silica gel;
C — regeneration of embryogenic tissue after thawing from liquid nitrogen (photo A. Obarska)
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ne na pozywkach zawierajacych sacharoze (od najwyzszej
do najnizszej dawki) i ostatecznie przenoszone na pozyw-
k¢ do namnazania, na ktorej podejmowaty wzrost (ryc. 5C;
Hazubska-Przybyt i in., 2010).

Opracowana przez nas procedura pozwolita na uzy-
skanie niemal 100% przezywalnosci tkanki embriogennej
P. omorika, ktora z sukcesem namnazata si¢ w kulturze
in vitro po kriokonserwacji. Z kolei w przypadku P. abies
powyzsza procedura zostala nieco zmodyfikowana ze
wzgledu na niska przezywalno$¢ tkanki po zabiegu krio-
konserwacji. Z tego powodu pozywki zawierajace sacha-
roz¢ o okreslonych stezeniach zostaly uzupetlione dodat-
kowo 10 uM ABA, co w efekcie poprawito wydajnosc
metody. Uzyskana przezywalno$¢ tkanki embriogennej
wynosita wowczas 54,4%, podczas gdy zastosowanie
samej sacharozy dato tylko 20% przezywalnosci tkanki
(Hazubska-Przybytiin., 2013). Jednocze$nie dodatek ABA
do pozywek na etapie prekultury wplynat pozytywnie na
zdolnos¢ tkanek embriogennych do formowania wigkszej
liczby zarodkow w stadium dojrzatym.

Zaleta opracowanej przez nas metody jest to, ze nie
wymaga ona stosowania toksycznego dimetylosulfotlenku
(DMSO) rutynowo uzywanego w innych technikach krio-
konserwacji. Wedlug niektérych doniesien DMSO moze
przyczyniaé si¢ do pewnych niepozadanych zmian, zaré6w-
no na poziomie biochemicznym, genetycznym, jak i epige-
netycznym (Finkle i in., 1985; Aronen i in., 1999). Z tego
powodu nowa procedura stanowi¢ moze bezpieczniejsza
alternatyw¢ w stosunku do innych metod krioprzechowy-
wania kultur embriogennych §wierka.

Zarodki we wcezesnych stadiach rozwojowych obecne
w tkankach embriogennych, zar6wno przechowywanych
w cieklym azocie, jak 1 w kulturze in vitro, mozna stymu-
lowaé¢ do dojrzewania. U §wierkow rozwoj zarodkow so-
matycznych jest pobudzany poprzez zastgpienie auksyny
i cytokininy w pozywkach namnazajacych kwasem abscy-
synowym (ABA). ABA pobudza akumulacje materiatow
zapasowych (biatka i lipidy), ktére sa niezbedne do pra-
widlowego i zsynchronizowanego rozwoju zarodkow, oraz
odpowiada za zahamowanie ich przedwczesnego kietkowa-
nia. Zarodki somatyczne gatunkéw drzew iglastych prze-
chodzg kilka etapow rozwojowych (globularne, sercowate,
torpedy, wezesnoliscieniowe i liscieniowe). Ich dojrzewa-
nie jest zazwyczaj wspomagane poprzez ekspozycje tkanek
embriogennych na stres osmotyczny, np. w obecnosci wy-
sokiego st¢zenia cukréw lub zwigzkow o wysokiej masie
molekularnej, takich jak glikol polietylenowy 4000 (PEG
4000), badz tez poprzez ekspozycj¢ na obnizong tempera-
ture otoczenia. Wyniki naszych badan wykazaly znaczacy
wplyw stezenia ABA i stresu osmotycznego na dojrzewa-
nie 1 produkcje somatycznych zarodkéw obu gatunkow
swierka, co w efekcie determinowato jako$¢ uzyskane-
go materialu roslinnego (Hazubska-Przybyt i in., 2016).
Przyktadowo, PEG 4000 jest stosowany w celu poprawie-
nia jakosci somatycznych zarodkdéw u niektérych gatun-
kow drzew iglastych (Ahn i in., 2017; Jouini i in., 2023).
Z naszych eksperymentéw wynika jednak, ze w przypad-
ku $wierka jego wptyw moze by¢ uzalezniony od gatun-
ku drzewa oraz od genotypu tkanki embriogennej, z kto-

rej rozwijaja si¢ somatyczne zarodki (Hazubska-Przybyt
i Wawrzyniak, 2017). Z kolei ostatnio badania Tikkinena
i wspotpracownikéw (2018) wykazaty mozliwo$¢ po-
prawienia rozwoju zarodkéw podczas ich kietkowania
i konwersji w siewki po przechowywaniu dojrzatych
(w stadium liScieniowym) somatycznych zarodkow
P abies w temperaturze 4°C.

Aby poprawi¢ jako$¢ somatycznych siewek P. abies
i P. omorika, testowali$my skuteczno$¢ zabiegu czgScio-
wego podsuszania i suszenia zarodkow. Efektem obnizenia
zawartosci wody w dojrzalych zarodkach jest z reguly po-
prawa jakosci siewek oraz wzrost liczby roslin zdolnych
do aklimatyzacji w warunkach szklarniowych. Somatyczne
zarodki w stadium liscieniowym zostaty poddane procedu-
rze podsuszania w warunkach relatywnie wysokiej wilgot-
no$ci wzglednej powietrza (97%) lub suszeniu w obec-
nosci nasyconego roztworu siarczanu amonu (NH,),SO,
(79%). UzyskaliSmy najwyzsza skuteczno$¢ procedury
czgsciowego podsuszania dla zarodkow P. abies, dla kto-
rego po dwoch tygodniach w warunkach 97% wilgotno-
$ci powietrza stwierdzono 45% poziom konwersji dojrza-
lych zarodkéw w siewki (Hazubska-Przybyt i in., 2015).
W przypadku zarodkéw P. omorika procedura ta okaza-
a si¢ nieskuteczna z uwagi na staby wzrost hipokotylu,
co uniemozliwilo uzyskanie prawidtowo wyksztatlconych
siewek. Druga testowana przez nas procedura byla mniej
skuteczna, a nawet prowadzita do obumierania zarodkow.

Wedtug niektorych danych literaturowych stezenie re-
gulatoréow wzrostu, ktore stosowano w pozywkach przed
dojrzewaniem zarodkow, warunkowalo poziom produkcji
zarodkow u gatunkow drzew iglastych z traktowanych tka-
nek embriogennych (Klimaszewska i in., 2001; Leljak-Le-
vani¢ i in., 2009). Postawiono hipotezg, ze zahamowanie
rozwoju zarodkdw moze wynika¢ z nadmiernego nagro-
madzenia auksyn i cytokinin w tkankach embriogennych,
co zapobiega procesowi réznicowania i wzrostu zarodkow
(Klimaszewska i in., 2001). Wyniki naszych badan poka-
Zuja, ze egzogenne auksyny znaczaco wptywaty na rozwaj
hipokotylu i korzonka zarodkowego u obu gatunkéw §wier-
ka podczas kietkowania somatycznych zarodkow. Bardziej
zsynchronizowany rozwoj korzenia i hipokotylu uzyskano
dla P. abies po uprzednim traktowaniu tkanek NAA/BA,
natomiast u P. omorika synchronizacja rozwoju obu tych
organow byta nizsza (Hazubska-Przybyt i in., 2020).

Problem z kietkowaniem zarodkow somatycznych
i konwersja w siewki jest nadal nierozwigzang kwestig
u wielu gatunkéw roslin rozmnazanych in vitro, wlacza-
jac w to drzewa (Garcia i in., 2019). W ostatnio przepro-
wadzonym przez nas eksperymencie tylko 30% zarodkow
swierka pospolitego i 5% zarodkow $wierka serbskiego
przeksztalcito si¢ w siewki, mimo ze ponad 95% zarod-
kéw obu gatunkow wykazywato zdolnos$¢ do kietkowania
(Hazubska-Przybyt i in., 2020). Najcze¢sciej wynikato to
ze wspomnianych utrudnien zwigzanych z zaburzenia-
mi w synchronizacji wzrostu pedu i korzenia, zwlaszcza
w przypadku siewek $wierka serbskiego, co uniemozliwi-
o aklimatyzacje¢ tych roslin do warunkow szklarniowych.
Niemniej jednak we wcze$niej podejmowanych probach
uzyskaliSmy w Instytucie Dendrologii PAN prawidtowo
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Ryc. 6. Aklimatyzacja siewek P. omorika i P. abies w tzw. doniczkach Jiffy (A) i wzrost rocznych sadzonek somatycznych w glebie (B)

Fig. 6. Acclimatization of P. omorika and P. abies seedlings in so-called Jiffy pots (A) and growth of annual somatic seedlings in soil (B)

wyksztatcone siewki i sadzonki somatyczne obu gatun-
kéw swierka, ktére byty zdolne do wzrostu w warunkach
pozalaboratoryjnych (ryc. 6A i 6B; Hazubska-Przybyt
i Bojarczuk, 2008).

Badania nad optymalizacja metody somatycznej embrio-
genezy 1 kriokonserwacja tkanek embriogennych $wierka
serbskiego i pospolitego byly prowadzone w ramach dwoch
projektow badawczych, finansowanych przez Komitet
Badan Naukowy (nr 3PO6L 055 25) i przez Narodowe Cen-
trum Nauki (nr NN 309 130 837) oraz w ramach badan
statutowych ID PAN.

Podsumowanie

Przedstawiona metoda wegetatywnego rozmnazania drzew
droga somatycznej embriogenezy daje mozliwosci produ-
kowania wysokiej jakosci sadzonek obu gatunkow §wier-
ka. Wiaczenie dodatkowych metod wspomagajacych ten
proces, takich jak kriokonserwacja materiatu roslinnego
i automatyzacja niektorych etapow produkcji somatycz-
nych siewek, moze da¢ podstawe do wdrozenia zaprezen-
towanej metody w szerszej skali gospodarczej. Wyniki na-
szych badan pokazuja, ze znajdzie ona zastosowanie nie
tylko w celach $cisle komercyjnych, ale takze ekologicz-
nych. Metoda somatycznej embriogenezy moze stanowié
bardzo dobre narzgdzie pozwalajace na zachowanie bio-
roznorodnosci biologicznej zagrozonych gatunkow drzew,
co zostalo wykazane na przykladzie §wierka serbskiego.
W dobie intensywnych zmian klimatycznych, na ogo6t nie-
korzystnych dla gatunkéw drzew iglastych, moze ona sta-
nowi¢ doskonatg alternatywe dla tradycyjnie stosowanych
metod, ktorych wydajnos¢ jest czgsto ograniczona.
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