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LASY Z PROBOWKI.CZY TO MOZLIWE?

Test-tube forests. Is it possible?

Teresa Hazubska-Przybyt (Kornik)

Streszczenie

Odkrycie zjawiska totipotencji komdrek roslinnych niemal pottora wieku temu doprowadzito
do rozwoju efektywnych technik mikrorozmnazania licznych gatunkdw roslin. Obecnie wiele
z nich stosuje sie na skale przemystowa, gtéwnie w hodowli roslin ozdobnych, warzywniczych
i sadowniczych. W ostatnich dziesiecioleciach nastapit rowniez znaczacy postep w rozwoju
technik rozmnazania gatunkow drzew lesnych w kulturach in vitro. Szczegdlnego potencjatu
upatruje sie w metodzie somatycznej embriogenezy, ktora od pewnego czasu jest wtgczana
do lesnych programow hodowlanych w niektdorych krajach swiata. W obliczu nadmiernej
eksploatacji lasow przez cztowieka i w konsekwencji postepujacych zmian klimatycznych,
nowatorskie techniki mikrorozmnazania beda coraz powszechniej stosowane jako narzedzie
wspierajace produkcje drewna na plantacjach lesnych, opartych na rozmnazaniu klonalnym.

Abstract

The discovery of the phenomenon of plant cell totipotency, almost a century and a half ago,
has led to the development of the effective techniques for the multiplication of numerous
plant species. Currently, many of them are used on an industrial scale, mainly in the cultiva-
tion of ornamental, vegetable and fruit plants. In recent decades, there has been significant
progress in the development of the techniques for propagation of forest tree species in in
vitro cultures. Particular potential is seen in the method of somatic embryogenesis, which has
beenincluded inthe forest breeding programs in some countries of the word for some time. In
the face of the excessive human exploitation of forests and as a consequence of the progress-
ing climate change, the innovative micropropagation techniques will be increasingly used as
atool supporting the production of wood in forest plantations based on the clonal reproduction.

Od totipotencji po techniki in vitro

Na przetomie XIX i XX wieku za sprawg austriac-
kiego botanika Haberlandta zrodzita si¢ idea ,,upra-
wy” ro§lin w sztucznych warunkach. Uczony ten
jako pierwszy podjat probe hodowli komorek i tka-
nek roslinnych w sztucznych warunkach na pozywce,
W oparciu o teori¢ totipotencji. Teori¢ t¢ wysnuli juz
w I potowie XIX wieku trzej niemieccy przyrodni-
cy: Schleiden, Schwan i Virchow. Zaktadata ona, ze
komorki ro§linne majg szczegdlng wiasciwosé, po-
legajacg na nieograniczonej zdolnosci dzielenia si¢
1 odtwarzania okreslonych organow, a nawet catego
organizmu. Ostatecznie koncepcja totipotencji roslin
zostala potwierdzona dopiero po 125 latach od jej

ogloszenia, kiedy to w sztucznych warunkach uzyska-
no pierwsze kompletne rosliny z komorek marchwi
i tytoniu [10]. Od tego czasu nastgpit intensywny roz-
woj badan nad mikrorozmnazaniem réznych gatun-
koéw roslin i dzisiaj dysponujemy juz szeroka gama
metod, ktore stosowane sg na skale komercyjng. Kul-
tury in vitro zostaly wykorzystane przede wszystkim
w masowe]j produkcji roslin ozdobnych, warzyw-
niczych i sadowniczych. U drzew pierwszy sukces
w zakresie mikrorozmnazania odniesiono w 1970
roku dla osiki (Populus tremula), kiedy to pierwsza
kompletna roslina wyrosta w sztucznych warunkach
z liscia [11]. Pozytywne wyniki sklonity uczonych
na catym $wiecie do podjecia zaawansowanych ba-
dan nad mozliwoscia rozmnazania réznych gatunkéw
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drzew lesnych w oparciu o technologi¢ kultur in vitro.
Celem jakim im przeswiecal w dalszej perspektywie
byto wdrozenie tego waznego narzgdzia biotechnolo-
gicznego do gospodarki lesnej.

Co warunkuje sukces mikrorozmnazania?

Wieloletnie badania prowadzone na ro6znych
gatunkach ro$lin wykazaly, Zze ich rozmnazanie
w sztucznych warunkach to bardzo skomplikowane
przedsiewzigcie. Powodzenie metody in vitro jest $ci-
$le powigzane z bardzo licznymi czynnikami, decy-
dujacymi o odpowiedzi roslin na zadane im bodzce.
Kluczowe jest przede wszystkim zapewnienie opty-
malnych fizyko-chemicznych warunkow kultury, kto-
re muszg by¢ odpowiednio dostosowane do wymagan
konkretnego gatunku, odmiany czy wrecz klonu ro-
$liny. Prawidlowy wzrost roslin w kulturze in vitro
zalezy od jako$ci, nat¢zenia i obecnosci lub braku
$wiatta, od poziomu wilgotnosci powietrza w steryl-
nych naczyniach hodowlanych oraz od temperatury
otoczenia. Kolejnym, bardzo waznym czynnikiem
jest rodzaj i sktad pozywek (sztucznych podtozy),
ktory zmienia si¢ w zaleznosci od etapu rozwoju ro-
slin. Pozywki skomponowane sa z makro- i mikro-
elementow, witamin, aminokwasow, weglowodanow
iregulatoréw wzrostu, podanych w $cisle okreslonych
dawkach. Kultury drzew lesnych najczesciej utrzy-
mywane sa na pozywce MS, B5, NN, GD lub WPM
[2]. W czasie trwania tego typu hodowli rozwijajg-
ce si¢ rosliny stopniowo zuzywaja sktadniki zawarte
w podtozu. W zwigzku z tym konieczne jest cyklicz-
ne przenoszenie materiatu ro§linnego na $wieze po-
zywki. Wymiana pozywek odbywa si¢ dosy¢ czesto,
co 2 do 6 tygodni, w zaleznosci od gatunku. Efekty
mikrorozmnazania ro$lin uzaleznione s3 w znacznej
mierze od zastosowania odpowiednich regulatorow
wzrostu 1 rozwoju do pozywek. W kulturach in vitro
najwazniejszg rol¢ petnig zwiazki nalezace do grupy
auksyn i cytokinin. Zwigzki z grupy auksyn wykorzy-
stywane sg przyktadowo do ukorzeniana mikropedow
i do zapoczatkowania rozwoju zarodkéw w kulturze
in vitro. Z kolei zwiazki z grupy cytokinin stosowa-
ne sa do pobudzenia regeneracji i zwigkszenia liczby
pedow produkowanych z pgkéw. Waznym regulato-
rem wzrostu i rozwoju w hodowli drzew gatunkow
iglastych jest takze kwas abscysynowy, regulujacy
proces rozwoju zarodkéw wegetatywnych.

Skutecznos¢ metody mikrorozmnazania réznych
gatunkow drzew lesnych jest na ogo6t scisle skorelo-
wana z genotypem, stanem fizjologicznym fragmentu
tkanki pobieranej do zatozenia kultury oraz ogélng
kondycja rosliny matecznej. W przypadku drzew

czynniki te majg szczegélne znaczenie. Drzewa
w przeciwienstwie do roslin zielnych trudniej jest
rozmnozy¢ w sztucznych warunkach, chociazby
z tego wzgledu, ze ich tkanki sg starsze i zainfeko-
wane w wickszym stopniu patogenami (grzyby,
bakterie, wirusy). Jednakze mimo tych ograniczen
wieloletnie badania podejmowane przez naukow-
cow na catym $wiecie zaowocowaly opracowaniem
efektywnych protokolow mikrorozmnazania niekto-
rych gatunkéw drzew lesnych, umozliwiajac tym sa-
mym ich zastosowanie na szerszg skalg. Przyktadowo
w latach 90. ubiegtego wieku w Indyjskim Instytu-
cie Nauki w Bangalore (Indie) uzyskano obiecujace
wyniki dla niektorych gatunkéw o znaczeniu ekono-
micznym. Opracowane procedury mikrorozmnazania
sandalowca biatego (Santalum album), kostragczyny
szerokolistnej (Dalbergia latifolia) oraz trzech ga-
tunkow z rodzaju eukaliptus (Eucalyptus) pozwolity
na przeniesienie roslin z warunkow in vitro do gleby.
Bylo to jednym z pierwszych sygnatow wskazuja-
cych na potencjalne mozliwos$ci zastosowania kultur
in vitro drzew w celach komercyjnych [9]. Znaczace
sukcesy, ktore odnosili naukowcy w poszczegélnych
osrodkach badawczych w kolejnych latach, przyczy-
nity si¢ do wzrostu zainteresowania technologia kul-
tur in vitro i do wlaczenia jej jako obiecujacej metody
rozmnazania wegetatywnego do gospodarki lesnej
w niektorych krajach swiata.

Rozmnazanie wegetatywne w gospodarce leSnej

Lasy sa jednym z najbardziej ztozonych ekosyste-
mow roslinnych na kuli ziemskiej. Ich powierzchnia
obejmuje obecnie niemal 4 mld ha naszego globu,
a na jednego mieszkanca Ziemi przypada srednio
okoto 0,62 ha lasu. Niestety w ostatnich dziesigcio-
leciach powierzchnie lasow sukcesywnie zmniejsza-
ja si¢. Jedng z wazniejszych przyczyn jest rabunko-
wa eksploatacja zasobow lesnych przez cztowieka.
W konsekwencji dochodzi do znacznego zubozenia
badz utraty catych drzewostanow wraz z unikatowy-
mi gatunkami flory i fauny. Co wigcej, coraz bardziej
widocznym i odczuwalnym rezultatem tej niepoza-
danej, ludzkiej dziatalno$ci sa powazne zmiany kli-
matyczne, rejestrowane w dzisiejszej dobie w roz-
nych regionach $wiata. Sytuacj¢ t¢ moga po czesci
zrekompensowa¢ dziatania podejmowane w niekto-
rych krajach przez sektor le$nictwa w ramach tzw.
zrownowazonej wielofunkcyjnej gospodarki lesnej,
ktore zakladaja oparcie znacznej cze$ci produkcji
surowca drzewnego na plantacjach le$nych przy za-
stosowaniu rozmnazania wegetatywnego (clonal fo-
rest plantations). W tym miejscu nalezy u§wiadomic
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sobie, ze rozmnazanie wegetatywne jest bardzo ko-
rzystne w kontekscie rentownosci plantacji lesnych.
Pozwala ono bowiem skuteczniej w porownaniu
z rozmnazaniem generatywnym zachowac¢ pozadane
cechy hodowlane u potomstwa oraz utatwia szybkie
wprowadzenie do praktyki lesnej wynikow selekcji
drzew. Podczas gdy potomstwo na drodze generatyw-
nej uzyskuje si¢ po kilkudziesigciu latach, sadzonki
wegetatywne mozna wyprodukowa¢ w ciggu 1-2
lat, w zalezno$ci od zastosowanej metody. Plantacje
lesne wspierane przez uprawe sklonowanych, $ci-
sle wyselekcjonowanych osobnikow wartosciowych
drzew umozliwiajg wygenerowanie znacznego zysku
genetycznego i produkcje wyrownanego fenotypowo
materiatu roslinnego. Sa one bowiem zaktadane na
bazie tego samego materiatu rodzicielskiego i skta-
daja si¢ z drzew identycznych genetycznie, czyli ce-
chuja si¢ duza jednolitoscig [ 14]. Plantacje oparte na
rozmnazaniu klonalnym funkcjonuja w USA, Nowej
Zelandii, Australii, Brazylii i Chinach. Rozmnazanie
klonalne odgrywa wazna role zarbwno w zachowaniu
zasobow genowych, jak i mnozeniu rzadkich i zagro-
zonych gatunkow drzew lesnych. Zysk ekonomiczny
ptynacy z kontrolowanych plantacji jest §ci§le powia-
zany z identyfikacja osobnikow o pozadanych dla go-
spodarki lesnej cechach wzrostowych i jakosciowych
oraz z wysoka wydajnoscig technik ich rozmnazania.
Na przestrzeni dziesigtek lat propagacja drzew le-
$nych z uzyciem rozmnazania wegetatywnego podle-
gata i nadal podlega cigglemu doskonaleniu poprzez
wprowadzanie nowych technik i koncepcji na r6z-
nych etapach tego procesu. Rozmnazanie klonalne
staje si¢ coraz bardziej rzeczywisto$cig w swiatowej
gospodarce lesnej, glownie dzigki wczesniejszym
sukcesom odniesionym w ukorzenianiu sadzonek
wegetatywnych, a w obecnej dobie w badaniach nad
somatyczng embriogeneza.

Juz w II potowie XX wieku koncepcja wiaczenia
rozmnazania wegetatywnego jako narze¢dzia do za-
ktadania produktywnych plantacji miata przyczynic
si¢ do glgbokiej ewolucji systemow stuzacych do
mnozenia gatunkéow drzew lesnych. Zaktadata ona
propagowanie najbardziej wartosciowych drzew oraz
pozytywny wptyw klonowania na zwigkszenie zaso-
bow przemystowych i jakosci produktu. Na poczatku
lat 70. XX zapowiedzig tego rozwoju byto rozmnaza-
nie gatunkow drzew liSciastych na drodze ukorzenia-
nia zrzezow pedowych na skalg przemystowa [16].
W krajach o umiarkowanym klimacie satysfakcjo-
nujace efekty uzyskano dla kilku przedstawicieli
z rodzaju topola (Populus), wierzba (Salix) czy ro-
binia (Robinia), natomiast w krajach o klimacie tro-
pikalnym lub subtropikalnym — z rodzaju eukaliptus

(Eucalyptus). Te pozytywne rezultaty wynikaly gtow-
nie z faktu, ze drzewa liSciaste odznaczajg si¢ do-
skonatg zdolnosciag do rozmnazania wegetatywnego
oraz relatywnie krotkg rotacjg. Ukorzenianie zrzezow
pedowych nie bylo jednak wystarczajaco efektywne
w przypadku wielu waznych ekonomicznie gatunkow
drzew le$nych, a zwtaszcza tych, ktorych surowiec
stanowilby doskonale zrodto energii i paliwa. Wigk-
szo0$¢ z tych problemow wynikata z przyspieszonych
procesow dojrzewania uzyskanego materiatu roslin-
nego, a w konsekwencji z szybkiej utraty jego pre-
dyspozycji do ukorzeniania. Bariery te dotyczyly
przede wszystkim gatunkow drzew iglastych, w przy-
padku ktorych zrzezy do ukorzeniania mogty by¢ po-
zyskiwane z sadzonek nie starszych niz 5-letnie [8].
Taki stan rzeczy w znacznym stopniu przyczyniat si¢
do ograniczenia liczby roslin dostepnych do uprawy
na plantacjach. W rezultacie ograniczenia zwigzane
z tradycyjnymi metodami mnozenia wegetatywnego
wymusily koniecznos$¢ poszukiwania alternatywnych
metod klonowania gatunkéw drzew w celach komer-
cyjnych.

Alternatywne metody rozmnazania wegetatywne-
go wspomagajq gospodarke leSna

Na poczatku lat 90. XX wieku w Brazylii opraco-
wano technike rozmnazania drzew z mikrosadzonek.
Zrédlem materiatu wegetatywnego byly niedojrzate
lub odmtodzone w kontrolowanych warunkach rosli-
ny, z ktorych pobierano koncowki pedow i ukorze-
niano je w szklarni, przy zapewnieniu odpowiedniej
dla rozwoju temperatury i wilgotno$ci powietrza.
Warunkiem niezbednym w tej technice byta obecno$¢
wierzchotka wzrostu, ktory gwarantowat rozwdj do-
brej jakosci systemu korzeniowego. Mikropniaki po
zbiorze pedoéw szybko regenerowaty nowy materiat,
ktéry mozna byto zbiera¢ cyklicznie w okreslonym
odcinku czasu (co 20 dni latem i co 30 dni zima) [7].
Tymczasem dynamiczny rozwdj kultur in vitro drzew
przyczynit si¢ do powstania nowego, alternatyw-
nego zrodta sadzonek, zapewniajac staly i cyklicz-
ny dostep do materiatu gotowego do ukorzeniania.
Obecnie dwiema podstawowymi metodami, ktorych
efektem jest uzyskanie sadzonek drzew lesnych sa:
organogeneza i somatyczna embriogeneza. W kultu-
rach in vitro, w warunkach sterylnych, rosliny potom-
ne uzyskuje si¢ z fragmentu rosliny, zredukowanego
najczesciej do malenkiego paka, wycinka tkanki lub
nawet pojedynczej komorki, zwanym eksplantatem.
Eksplantant jest pobierany z osobnika mateczne-
go, odkazany w odpowiednio dobranych roztwo-
rach dezynfekujacych i umieszczany na pozywkach
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uzupetlionych sktadnikami odzywczymi. W pierw-
szej z przytoczonych wyzej metod mikrorozmnaza-
nia nowe rosliny tworzg si¢ bezposrednio na eksplan-
tancie (organogeneza bezposrednia) badz z centrow
komorek merystematycznych obecnych w kalusie,
ktorego obecnos¢ poprzedza tworzenie organOw ro-
$linnych (organogeneza posrednia). W laboratorium
produkcyjnym potencjalnie z jednego wytozonego na
odpowiednio dobrang pozywke eksplantatu mozliwe
jest wyprodukowanie w ciggu roku nawet kilku mi-
lionéw roslin potomnych, niezaleznie od warunkow
klimatycznych i pogodowych (Ryc. 1). Dla potrzeb
lesnictwa z wykorzystaniem organogenezy produ-
kuje si¢ przyktadowo brzoze brodawkowata (Betula

Wszechswiat, t. 121, nr 10—12/2020

pendula), mieszanca topoli osiki i topoli osikowej
(Populus tremula x P. tremuloides), robini¢ akacjo-
wa (Robinia pseudoacacia), czeresni¢ ptasia (Prunus
fruticosa), $wierk pospolity (Picea abies) i modrzew
europejski (Larix decidua). Natomiast w ostatnim
czasie w wielu krajach, wlaczajac Polske, metoda ta
produkowane sg tez liczne sadzonki drzewa tlenowe-
go Oxytree, czyli Paulownia Clon in Vitro 112, w ce-
lach komercyjnych. Klon ten zostat uzyskany w przez
jedna z firm biotechnologicznych w Hiszpanii i obec-
nie stosowany jest w hodowli plantacyjnej zoriento-
wanej na produkcje¢ biomasy oraz bioetanolu. Techni-
ka organogenezy jest szeroko stosowana w bankach
gendw celem zabezpieczenia rezerw genetycznych

Ryc. 1. Liczne pedy wegetatywne topoli szarej (Populus x canescens), uzyskane in vitro metoda organogenezy, namnazane na pozywce
agarowej. Fot. Teresa Hazubska-Przybyt.
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np. debu czy innych gatunkow drzew produkujacych
nasiona typu recalcitrant (o duzej zawartosci wody,
wrazliwe na jej utratg). Stanowi rowniez doskonaly
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wykazywaé nieprawidlowy dalszy rozwoj, dlatego
tak niezmiernie wazne jest zapewnienie im odpo-
wiednich warunkow w kulturze in vitro. W techni-
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Ryc. 2. Prazarodki swierka pospolitego (Picea abies) widziane po wybarwieniu acetokarminem. Komorki merystematyczne zebrane
w region embriogenny, z ktérego formutowany jest zarodek somatyczny (zabarwiony na czerwono) oraz wydtuzone komérki wiesza-
detka (bezbarwne, z widocznymi jgdrami komorkowymi). Fot. Teresa Hazubska-Przybyt.

sposob zachowania in vitro gatunkow rzadkich i gi-
nacych.

Znacznie wyzszym potencjalem mnozenia cechu-
je si¢ jednak druga wymieniona metoda mikrorozm-
nazania — metoda somatycznej embriogenezy, ktora
ze wzgledu na takie dodatkowe atuty, jak mozliwos¢
krioprzechowywania i transformacji genetycznych
kultur oraz automatyzacji procesu, znalazta szczegol-
ne zainteresowanie w le$nictwie §wiatowym, stajac
si¢ metodg pozadang w realizowanych programach
hodowlanych. Stosujac t¢ metode rosliny potomne
uzyskuje si¢ z zarodkoéw zaindukowanych z komo-
rek somatycznych (wegetatywnych), z pomini¢ciem
procesu fuzji gamet. Powstale zarodki somatyczne
sa podobne do zarodkdéw zygotycznych; wykazuja
dwubiegunowa budowe (wierzchotek pedu - korzen)
i takie same stadia rozwojowe [12]. Sa one jednak
pozbawione odzywczego bielma i w rezultacie moga

ce somatycznej embriogenezy wyrdznia si¢ dwie
charakterystyczne fazy. Pierwsza z nich obejmuje
tworzenie si¢ 1 namnazanie niezorganizowanych
agregatow komorkowych, zwanych masg proembrio-
geniczng (PEM, proembryogenic mass) lub tkanka
embriogenng (embryogenic tissue). Moga one by¢
utrzymywane w kulturze przez dtugi czas w obec-
nos$ci auksyny, w ciemnosci. Faza ta nazywana jest
cyklem auksynowym. W agregatach komorkowych
powstaja pierwsze stadia rozwojowe zarodkow.
U gatunkow drzew iglastych sg to charakterystyczne
struktury, tzw. prazarodki (proembryos), sktadajace
si¢ z regionu embriogennego uformowanego z ko-
morek merystematycznych i komorek wieszadetka
(Ryc. 2). Faza druga, ktora zachodzi na $wietle po
usunigciu z pozywki auksyny (i cytokininy), obej-
muje tworzenie si¢ z prazarodkéw poszczegodlnych
stadiow rozwojowych zarodka od globularnego po
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Ryc. 3. Somatyczny zarodek swierka pospolitego (P. abies) z wyraznie wyksztatconymi liscieniami. Fot. Teresa Hazubska-Przybyt.

liscieniowe (Ryc. 3). Zarodki somatyczne gatunkow
drzew iglastych wymagaja do petnego rozwoju obec-
nosci kwasu abscysynowego (ABA) oraz podwyz-
szonego cisnienia osmotycznego pozywki (poprzez
dodanie zwigkszonego st¢zenia sacharozy i glikolu
polietylenowego PEG). Wzrost i réznicowanie so-
matycznych zarodkéw u gatunkow drzew iglastych
przedstawia Ryc. 4. Po osiggnigciu stadium li§cienio-
wego zarodki przechodza etap kietkowania i ulegaja
konwersji w somatyczng rosling (somatic emblings).
Mikrosadzonki uzyskane w wyniku somatycznej em-
briogenezy sa znacznie silniejsze niz mikropedy re-
generujace na drodze organogenezy i nie wymagaja
ukorzeniania, co znacznej mierze utatwia adaptacje
ro$lin somatycznych do warunkéw naturalnych. Od
konca ubiegtego wieku wykazano mozliwos¢ mno-
zenia na drodze somatycznej embriogenezy zar6wno
gatunkoéw drzew lisciastych (z rodzaju Eucaliptus,
Quercus), jak 1 iglastych (z rodzaju Pinus, Picea,
Abies, Larix). Dla kilku gatunkéw drzew lesnych me-
toda ta przynosi obecnie na tyle dobre rezultaty, ze
mogtaby by¢ wdrozona na skalg przemystowa [5].

Somatyczna embriogeneza zrédlem dodatkowych
korzysci dla hodowli laséw

W obliczu zachodzacych dzisiaj zmian klimatycz-
nych le$nictwo zmuszone bedzie stawi¢ czota nowym
zagrozeniom ekologicznym, ktore beda wptywaly na
rozmieszczenie drzew. Niezbedne wowczas bedzie
zwigkszenie ochrony zasobow genowych, co bedzie
si¢ wigzalo z wykorzystaniem mozliwosci tkwiacych
w krioprzechowywaniu, czyli deponowaniu materia-
hu roslinnego w ultraniskiej temperaturze cieklego
azotu (-196°C). Krioprzechowywanie jest bardzo
wazng metoda, wspierajagcg mikrorozmnazanie drzew
z wykorzystaniem potencjalu somatycznej embrioge-
nezy. Tkanki embriogenne uzyskane w wyniku so-
matycznej embriogenezy moga zmieniaé si¢ w czasie
lub moga zosta¢ utracone po kilku miesigcach prze-
noszenia na $wieze pozywki. Ich przechowywanie
in vitro obarczone jest ryzykiem zmian somaklonal-
nych i utratg materiatu na skutek kontaminacji. Jed-
nakze wypracowane procedury krioprzechowywania
daja mozliwo$¢ zabezpieczenia wyselekcjonowa-
nych wartosciowych genotypow, zarowno w formie
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CYKL
AUKSYNOWY

- AUKSYNA
+ ABA 1 PEG

Ryc. 4. Wzrost i roznicowanie w kulturach tkankowych gatunkéw drzew iglastych; tkanka embriogenna namnazana w obecnosci au-
ksyny (i cytokininy), powstaja z niej prazarodki, ktdre po usunieciu auksyny i dodaniu kwasu abscysynowego (ABA) i glikolu polietyle-
nowego (PEG), przechodza dalszy rozwdj: PEM — masa proembriogeniczna, G — stadium globularne zarodka, S — stadium sercowate
zarodka, T — stadium torpedy, L — dojrzaty zarodek w stadium liscieniowym. Fot. Teresa Hazubska-Przybyt.

tkanek embriogennych, jak i somatycznych zarodkow,
nawet przez wiele lat. Strategia taumozliwia bezpiecz-
ne zachowanie materiatu hodowlanego w bankach ge-
néw podczas badan potomstwa w testach polowych.
W ciekltym azocie mozliwe jest tez deponowanie ge-
notypow tatwych do transformacji genetycznej lub
genetycznie zmodyfikowanych drzew. Fakt ten nie
pozostaje obojetny dla gospodarki lesnej w perspek-
tywie mozliwosci uzyskania ulepszonego materiatu
do realizacji przysztych programéw hodowlanych.
Dla drzew GMO, ze wzgledow prawnych, bezpiecz-
ne przechowywanie przez dluzszy czas w bankach
genoéw moze by¢ jedyna opcja. Technika somatyczne;j
embriogenezy jest doskonatym narzedziem biotech-
nologicznym, ktore w lesnictwie moze by¢ stosowane
do tworzenia drzew transgenicznych, czyli drzew

o zmienionych genomach. Dzigki tej technice mozli-
we jest uzyskanie osobnikdéw o pozadanych, korzyst-
nych dla le$nictwa cechach jako$ciowych. Tym bar-
dziej, ze generalnie istota klonowania drzew lesnych
jest polepszenie ich jakosci poprzez identyfikacje
niewielkiej liczby osobnikéw o zestawie cech naj-
bardziej pozadanych dla hodowli lesnej. Naleza do
nich m.in.: forma drzewa, jako$¢ i produkcja drewna,
zdolno$¢ wzrostu, tolerancja na rozne trudne warunki
srodowiskowe oraz podatno$¢ na rozmnazanie wege-
tatywne [13]. Transformacje genetyczne w znacznej
mierze utatwiaja osiagniecie tego celu. Geny kodu-
jace okreslone cechy, np. odpornosci na patogeny
grzybowe, szkodniki owadzie czy herbicydy, inte-
gruja sie z DNA gospodarza i powstaja w ten spo-
sob drzewa GMO tatwiejsze w uprawie plantacyjne;j.
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Obecnie najczgsciej modyfikowanym gatunkiem
drzewa w warunkach laboratoryjnych jest topola,
ktora posiada najprostszg budowe DNA i latwo re-
generuje si¢ in vitro. Z kolei gatunki drzew iglastych,
takie jak np. sosna czy $wierk, posiadaja bardziej
skomplikowany genom, w zwigzku z czym trudniej
jest uzyska¢ odmiany transgeniczne w przypadku
tych drzew. Niemniej jednak dla takich gatunkow jak:
Picea glauca, Pinus radiata, Abies nordmanniana,
Castanea sativa, Quercus robur wykazano pozytyw-
ne wyniki transformacji genetycznej, wykorzystujac
do tego celu kultury embriogenne badz somatyczne
zarodki [3]. Mimo sukcesow obecnie prace nad trans-
genicznymi drzewami le$nymi sg na etapie doswiad-
czalnym i nie beda szybko wprowadzane do praktyki
les$nej. Testowanie uzyskanych roslin transgenicz-
nych w warunkach polowych wymaga specjalnych
zezwolen, wydawanych przez rzady krajowe. I cho¢
testy tego typu prowadzone sg na calym $wiecie, jak
dotad komercyjne plantacje transgenicznych drzew
nie zostaty zatozone. Wyjatkiem sg Chiny, gdzie ko-
mercyjnie uprawiane sg transgeniczne topole odpor-
ne na owady. Jednakze z punktu widzenia gospodarki
le$nej badania nad transgenicznymi drzewami wy-
daja si¢ uzasadnione ze wzgledu na perspektywe zy-
sku ekonomicznego po ich wprowadzeniu do upraw
plantacyjnych. Oszacowano, ze jeszcze do niedawna
okoto 1/3 przemystowej produkcji drewna okragtego
pochodzito z plantacji lesnych. Prognozuje sig, ze do
2050 roku produkcja ta wzrosnie do 75%. Aby byta
onaoptacalna, wymagana jest bardzo dobrajako$¢ ma-
teriatu, ktora z pewnoscia mozna uzyska¢ wiaczajac
do hodowli lesnej technologi¢ kultur in vitro (zwtasz-
cza metod¢ somatycznej embriogenezy) i genetycz-
nie ulepszone sadzonki. Oplacalno$¢ produkcji roslin
ta drogg mozna zwigkszy¢ siggajac po nowatorskie
osiggnigcia techniczne. Przyktadem jest automatyza-
cja procesu mikrorozmnazania drzew poprzez zasto-
sowanie do produkcji somatycznych zarodkow tzw.
bioreaktorow, czyli naczyn z pozywkami ptynnymi,
ktore sg cyklicznie mieszane i dobrze napowietrzane
(Ryc. 5). Badania podejmowane w ostatnim dziesie-
cioleciu przez rozne osrodki naukowe dla gatunkow
drzew lesnych wskazujg na pozytywny wplyw tego
rozwigzania, zarbwno w aspekcie poprawienia liczby
i jako$ci produkowanych zarodkow, jak i obnizenia
kosztow pracy laboratoryjnej. Dowodem sa chociaz-
by wyniki doswiadczen hiszpanskich naukowcow
z Instituto de Investigationes Agribidlogicas de Ga-
licia w Santiago de Compostella, ktore wykazaty,
ze zastosowanie systemu tymczasowego zanurze-
nia hodowli w pozywkach ptynnych (TIS, tempo-
rary immersion system) pozwolitlo na zwigkszenie

produktywnosci somatycznych zarodkéw dgbu
szyputkowego (Quercus robur) do 85 000/m?> w po-
rownaniu z tradycyjnie prowadzona hodowla, gdzie
wydajno$¢ ta wynosita 12 000/m? [6]. Zastosowanie
tego systemu prowadzenia hodowli przyczynito si¢
w znaczacy sposob do zwigkszenia nie tylko poziomu
synchronizacji rozwoju zarodkow, ale takze do po-
prawienia liczby prawidtowo rozwinigtych zarodkow
liscieniowych, co finalnie przektadato si¢ na znaczne
obnizenie tak kosztow robocizny, jak i kosztow pro-
dukcji siewek. W przypadku gatunkéw drzew igla-
stych opracowanie metody produkcji somatycznych
siewek z wykorzystaniem bioreaktorow wymaga
jeszcze poszukiwan takich rozwigzan technicznych,
ktore uwzgledniatyby specyfike wymagan procesu
somatycznej embriogenezy u tej grupy ro$lin [15].
Obnizenie kosztéw produkcji somatycznych siewek
gatunkow drzew lesnych jest obecnie najwicksza
przeszkoda uniemozliwiajaca wiaczenie tej techno-
logii do programow hodowlanych. Bedzie to nie-
mozliwe tak dtugo, jak dtugo koszty produkcji roslin
somatycznych beda znacznie przewyzsza¢ koszty
produkcji roslin bazujacej na tradycyjnych metodach
mnozenia wegetatywnego [11].

Somatyczna embriogeneza w Swiatowym leSnictwie

Rozwoj techniki somatycznej embriogenezy wraz
z postgpem technologicznym pozwolit na zatoze-
nie plantacji opartych na klonowaniu wybranych
gatunkow drzew iglastych z rodzaju Pinus i Picea
w Stanach Zjednoczonych, Kanadzie, Nowej Zelan-
dii czy Australii [4]. Juz ponad ¢wier¢ wieku temu
w kanadyjskiej prowincji New Brunswick utworzono
pierwsze plantacje sosny wejmutki (Pinus strobus),
sosny Banksa (Pinus banksiana), $wierka biatego
(Picea glauca) 1 czarnego (Picea mariana) [8].
W latach dwutysigecznych w Stanach Zjednoczonych
firma komercyjna CellFor Inc. (obecnie Arborgen)
produkowata somatyczne sadzonki sosny taeda (Pi-
nus taeda). Dzialania te sg nadal podejmowane, po-
niewaz w ostatnich latach firma JDI, zajmujaca si¢
produkcja sadzonek drzew lesnych, wykazywala za-
interesowanie produkcja sadzonek wegetatywnych
z wykorzystaniem technologii opartej na somatycznej
embriogenezie [1]. W Nowej Zelandii w celu obnize-
nia kosztow produkcji ukorzeniania zrzezow pedo-
wych niektoére organizacje wykorzystuja do tego celu
somatyczne sadzonki, z ktoérych pozyskuje sie pedy
[5]. W niektorych krajach europejskich (Szwecja,
Francja, Finlandia, Dania czy Hiszpania) podejmo-
wane sg dziatania zmierzajace ku obnizeniu kosztow
produkcji somatycznych sadzonek gatunkow drzew
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lesnych do poziomu pozwalajagcego na wdrozenie drzew, tak by tworzy¢ z nich plantacje lesne, ktore
somatycznej embriogenezy w europejskiej gospo-  zaspokajalyby w znacznej mierze rosngcy w dzisiej-
darce lesnej [5]. Odpowiedz na pytanie, czy bedzie szym $wiecie popyt na surowiec drzewny, pozostaje
mozliwa masowa produkcja somatycznych sadzonek  juz tylko kwestia czasu.

Ryc. 5. System stuzacy do automatyzacji produkgji roslin w kulturze in vitro na przyktadzie bioreaktora 'RITA'. Fot. Teresa Hazubska-
-Przybyt.
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