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różną barwę i strukturę (luźną lub zwartą). 
W metodzie somatycznej embriogenezy zaini-
cjowane komórki kalusa mają zdolność toti-
potencji, czyli nieograniczonej predyspozycji 
komórek do dzielenia się, z możliwością od-
tworzenia całego organizmu. 

Intensywne badania naukowe nad udo-
skonalaniem i potencjalnymi możliwościa-
mi metody somatycznej embriogenezy waż-
nych gospodarczo gatunków drzew dotyczą: 
Abies (Salaj i Salaj 2003/4; Nawrot-Chora-
bik 2008, 2009), Picea (Mihaljević i Jelaska 
2005, Klimaszewska i współaut. 2010), Pinus 
(Klimaszewska i współaut. 2001, Lelu-Walter 
i współaut. 2008), Taxus (Nhut i współaut. 
2007), Acer (Ďurkovič i Mišalová 2008), Ca-
stanea (Corredoira i współaut. 2003), Quer-
cus (Toribo i współaut. 2005), Salix (Naujoks 
2007) i Ulmus (Malá i współaut. 2007, Ďur-
kovič i Mišalová 2008). Mikrorozmnażając 
większość wymienionych gatunków uzyskano 
kalus drzew o preferowanych cechach siewek 
somatycznych na nim zaindukowanych. Stwo-
rzyło to duże możliwości nie tylko mikrorozm-
nażania dla celów komercyjnych, np. produk-
cja stroiszu i choinek bożonarodzeniowych 
dzięki zakładaniu powierzchni plantacyjnych 
jodły kaukaskiej (Misson i współaut. 2006), 
ale również opracowano procedury i metody, 
które po odtworzeniu mogą przyczynić się 
do otrzymania kalusa pożądanych gatunków 
drzew. Kalus i kultury komórkowe otrzymane 
metodą somatycznej embriogenezy stanowią 
materiał wyjściowy dla rozwoju wielu gałęzi 

W wielu laboratoriach na całym świecie 
rozwinięto nowe kierunki badań użytecznych 
dla leśnictwa. Wprowadzanie nowych metod 
biotechnologicznych, wśród których moż-
na wyróżnić somatyczną embriogenezę, jest 
jedną z przyczyn postępu nauk leśnych. Me-
toda ta daje potencjalnie wysoką wydajność 
mikrorozmnażania (otrzymywanie w krótkim 
okresie wartościowego i wyselekcjonowa-
nego materiału sadzeniowego) (Valledor i 
współaut. 2007), jak również zapewnia inne 
możliwości dzięki udziałowi kalusa. Tkanka 
kalusa umożliwia bowiem prowadzenie ba-
dań patogeniczności na poziomie embrional-
nym (Hendry i współaut. 1993, Nawrot-Cho-
rabik i współaut. 2011, Nawrot-Chorabik 
2014) oraz uzyskiwanie metabolitów wtór-
nych (Mulabagal i Tsay 2004). Krioprezer-
wacja kalusa (Misson i współaut. 2006, Har-
greaves i Menzies 2007, Nawrot-Chorabik i 
Sitko 2014) i uzyskiwanie roślin transformo-
wanych (Walters i współaut. 2005) stało się 
dochodowe. Stąd istnieje duże zainteresowa-
nie metodą somatycznej embriogenezy i po-
średnio otrzymanym dzięki niej kalusem. 

Kalus jako tkankę przyranną w warun-
kach naturalnych można uzyskać u gatunków 
drzewiastych in vitro na izolowanych frag-
mentach roślin, tzw. eksplantatach. Wyho-
dowany kalus ma postać bezkształtnej masy. 
Zbudowany jest z dobrze uwodnionych ko-
mórek, a w zależności od rodzaju i potencja-
łu regeneracyjnego (embriogenny i nieem-
briogenny) oraz gatunku rośliny, przybiera 
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dzeniowy Pinus pinaster wykorzystano do za-
kładania upraw leśnych (Cyr i Klimaszewska 
2002). Należy zaznaczyć, że produkcja siewek 
somatycznych jest bardzo opłacalna. W Polsce 
badania nad mikrorozmnażaniem drzew meto-
dą somatycznej embriogenezy prowadzone są 
głównie w Instytucie Badawczym Leśnictwa w 
Warszawie nad modrzewiem europejskim (La-
rix decidua) (Szczygieł 2005) oraz zróżnico-
waniem genetycznym czereśni ptasiej (Pru-
nus avium) i jarzębu brekinii (Sorbus tormi-
nalis), z możliwością ich plantacyjnej uprawy 
w celu uzyskania wysokowartościowego su-
rowca drzewnego (Szczygieł i Wojda 2008). 
W Instytucie Dendrologii PAN w Kórniku, 
m.in. w Pracowni Biologii Rozmnażania i Ge-
netyki Populacyjnej, prowadzone są badania 
nad somatyczną embriogenezą wybranych 
gatunków drzew iglastych i liściastych (np. z 
rodzajów Picea i Fagus) (Hazubska-Przybył 
i współaut. 2013a), a także krioprezerwacją 
uzyskanej tkanki kalusowej i zarodków so-
matycznych (Hazubska-Przybył i współaut. 
2010, 2012, 2013b). W Zakładzie Fitopatolo-
gii Leśnej, Mykologii i Fizjologii Drzew Uni-
wersytetu Rolniczego w Krakowie również 
trwają prace nad uzyskiwaniem kalusa em-
briogennego i nieembriogennego. Metoda 
somatycznej embriogenezy okazała się odpo-
wiednia dla prowadzenia mikrorozmnażania 
i dalszych eksperymentów biotechnologicz-
nych z włączeniem krioprezerwacji kalusa i 
zarodków somatycznych (Nawrot-Chorabik 
i Sitko 2014). U gatunków z rodzaju Abies: 
A. alba (Nawrot-Chorabik 2008), A. grandis 
(Nawrot-Chorabik 2007), A. nordmanniana 
(Nawrot-Chorabik 2015a) oraz na Pinus sy-
lvestris i P. nigra (Nawrot-Chorabik 2015b) 
i Picea abies (dane niepubl.) uzyskano kalus, 
który wykorzystano m.in. do badań kultur 
dwuorganizmowych in vitro (hodowle du-
alne: kalus-grzyb) (Nawrot-Chorabik 2014) 
oraz badań odporności na stres powodowa-
ny przez metale ciężkie.

Celem niniejszej pracy jest przestawienie 
danych na temat możliwości wykorzystania 
kalusa namnożonego metodą somatycznej 
embriogenezy drzew. Omówiona zostanie 
metoda embriogenezy, podczas której po-
wstaje ta tkanka przyranna, oraz etapy soma-
tycznej embriogenezy u drzew z uwzględ-
nieniem stosowanych pożywek i sposobów 
dezynfekcji materiału roślinnego i rola jaką 
spełnia kalus pośrednio uzyskany tą metodą 
(pośrednia embriogeneza somatyczna). 

Wszystkie te aspekty pomogą wskazać 
przyszłe kierunki badań w kulturach in vi-

przemysłu, np. uzyskiwanie taxolu z Taxus sp. 
dla farmacji (Cusidó i współaut. 1999, DAS i 
współaut. 2008). W medycynie i kosmetolo-
gii kalus znalazł również zastosowanie, gdyż z 
Juglans regia uzyskano juglon, jeden z najsil-
niejszych w przyrodzie związków antyseptycz-
nych (Bołonkowska i współaut. 2011), oraz z 
Aesculus hippocastanum saponinę, tj. źródło 
substratów do syntezy leków steroidowych 
oraz hormonów (Sparg i współaut. 2004).

W kalusie hodowanym przez wiele lat 
zmienia się stabilność genetyczna, która w 
mikrorozmnażaniu na skalę gospodarczą jest 
niekorzystna ze względu na prawdopodobień-
stwo zmian cech morfologicznych w wyhodo-
wanych in vitro roślinach. Dlatego przy wpro-
wadzaniu na plantacje materiału sadzeniowe-
go pochodzącego z hodowli in vitro wyma-
gane są długoterminowe obserwacje wzrostu 
i rozwoju dużej liczby siewek somatycznych, 
reprezentujących znaczną liczbę genotypów, 
u których brak jest zmienności somaklonalnej 
(Nawrot-Chorabik 2009). Zmienność taka 
polega na zachodzących zmianach genotypo-
wych i fenotypowych w potomnym materiale 
roślinnym, co w przypadku mikrorozmnażania 
drzew zaburza niezmienność gatunku. W ba-
daniach nad metabolitami wtórnymi otrzyma-
nymi z kalusa nie jest to element decydujący, 
ponieważ głównym ich celem jest otrzymanie 
dużej ilości czystego związku organicznego. 
Chcąc uzyskać metabolity wtórne z kalusa lub 
prowadzić innego typu badania biotechnolo-
giczne należy skoncentrować się na optymali-
zacji składu pożywek dla danego gatunku oraz 
pasażować kalus dla szybkiej jego prolifera-
cji. W obu przypadkach powinny być jednak 
spełnione podstawowe założenia hodowli in 
vitro (zewnętrzne warunki hodowli, prawidło-
wa dezynfekcja materiału roślinnego i inne), 
aby w efekcie finalnym wartościowe gatunki 
drzew mogły być produkowane w celach ko-
mercyjnych w laboratoriach kultur tkanko-
wych.

Dotychczas badania w kulturach tkanko-
wych prowadzone są m.in. w Stanach Zjedno-
czonych Ameryki (Plant Tissue Cultures Lab, 
West Lafayette) oraz Kanadzie, gdzie Park 
(2001) włączył do programu hodowli i selek-
cji drzew leśnych somatyczne siewki świerka 
białego (Picea glauca), gatunku najbardziej 
rozpowszechnionego w tym kraju. Ekspery-
ment prowadzone są także w Wielkiej Bry-
tanii (Date Palm Developments), w Izraelu 
(Ginosa Tissue Culture Nurseries Ltd.), we 
Włoszech (Department of Plant Production 
Di.Pro.Ve.) oraz we Francji, gdzie materiał sa-
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zuje konieczność i perspektywę jej stosowa-
nia dla zachowania zagrożonych gatunków 
drzew ważnych gospodarczo i ekologicznie, 
co znajduje przełożenie na podwyższenie 
produktywności leśnej.

tro oraz zwrócić uwagę na znaczenie kalusa i 
jego wkładu w rozwój biotechnologii drzew 
leśnych. Omówiona metoda uzyskiwania ka-
lusa na drodze somatycznej embriogenezy, 
jako alternatywny sposób wegetatywnego 
rozmnażania drzew (Szczygieł 2005), poka-

METODA SOMATYCZNEJ EMBRIOGENEZY DO UZYSKANIA TKANKI KALUSA DRZEW LEŚNYCH

DEZYNFEKCJA MATERIAŁU ROŚLINNEGO DRZEW

Optymalizacja metody dezynfekcji eks-
plantatów w przypadku drzew leśnych jest 
trudna ze względu na duże zasiedlenie więk-
szości roślin przez bakterie i grzyby, m.in. 
endofityczne (Kowalski i Kehr 1992, Na-
wrot-Chorabik i Jankowiak 1999). Procedu-
rę dezynfekcji należy przygotować dla kon-
kretnego gatunku drzewa, a nawet rodzaju 
eksplantatu pierwotnego (zarodków zygo-
tycznych izolowanych z nasion, megagameto-
fitów, fragmentów liści, pąków i innych), dla 
którego środek chemiczny będzie odpowied-
nio dostosowany w zwalczaniu drobnoustro-
jów. Prowadząc dezynfekcje eksplantatów 
drzew leśnych należy postępować wieloeta-
powo. Dezynfekcja eksplantatów niektórych 
gatunków drzew, jak np. z rodziny Fagace-
ae (buk, dąb), jest bardzo uciążliwa (Kraj i 
współaut. 1999) m.in. ze względu na duże, 
twarde nasiona i inne fragmenty pokryte w 
znacznym stopniu drobnoustrojami. Ponadto, 
podczas prowadzenia dezynfekcji w środku 
odkażającym, wskazane jest równomierne 
wytrząsanie w nim nasion celem lepszej pe-
netracji substancji czynnej. Do roztworów 
dezynfekujących warto dodawać substancje 
zmniejszające napięcie powierzchniowe i 
ułatwiające penetrację powierzchni materia-
łu roślinnego, np. Tween 80. W szczególnych 
przypadkach materiał roślinny dodatkowo 
dezynfekuje się roztworami fungicydów lub 
antybiotyków. Dodawanie tego typu związ-
ków może jednak powodować obniżenie 
współczynnika inicjacji kalusa, gdyż substan-
cje te zmniejszają aktywność podziałową ko-
mórek. Skuteczną metodę dezynfekcji nasion 
drzew leśnych zawarto w publikacji Nawrot-
-Chorabik (2014). 

 SKŁAD POŻYWEK

Istotnym elementem dla uzyskania ocze-
kiwanych efektów hodowli in vitro kalusa 
drzew jest wybór pożywki wzbogaconej w 
regulatory wzrostu, których rodzaj i stężenia 
ustala się dla danego gatunku. Każdy etap 

metody somatycznej embriogenezy wymaga 
modyfikacji pożywki podstawowej, wyrażają-
cej się głównie zmianami w stężeniach hor-
monów roślinnych. Pożywki stosowane dla 
gatunków drzewiastych są bogate w makro- i 
mikroelementy, witaminy, źródło węgla oraz 
regulatory wzrostu, a niekiedy źródło amino-
kwasów (enzymatyczny hydrolizat kazeiny). 
Gatunki drzew nagozalążkowych preferują 
stałą konsystencję pożywki, a w bioreakto-
rach do produkcji masowej, płynną. Odczyn 
pożywki powinien oscylować w zakresie pH 
od 5,7 do 5,8. Makroelementy (N, K, P, Ca, 
Mg, S) i mikroelementy (Fe, Cu, Zn, Mn, B, 
Mo, I, Al) dodawane są w postaci soli nie-
organicznych (Stefaniak 2004). Niezbędne 
do proliferacji kalusa drzew są także witami-
ny: tiamina (witamina B1), kwas nikotynowy 
(witamina B3), pirydoksyna (witamina B6), 
kwas foliowy (witamina B9), myo-inozytol 
(odmiana izomeryczna witaminy B8, prekur-
sor witamin) i biotyna (witamina H). Źró-
dłem węgla w pożywce są dwucukry, głów-
nie sacharoza. Węglowodany są także stabi-
lizatorami równowagi osmotycznej podłoża, 
przez co wpływają na pobieranie substancji 
warunkujących rozwój komórek embriogen-
nych. Jako substancje zestalające pożywki 
stałe dla drzew leśnych najczęściej stosuje 
się Phytagel, Agargel, rzadziej już agar (natu-
ralny ekstrakt z krasnorostów). Stężenie tych 
substancji w pożywce jest ważne ze względu 
na prawidłowość rozwoju kalusa. Zbyt duże 
stężenie utrudnia dyfuzję, a co za tym idzie, 
zmniejsza dostępność substancji odżywczych 
dla komórek, natomiast zbyt niskie stężenie 
sprzyja występowaniu „szklistości” eksplanta-
tów, tzn. kalus jest zbyt uwodniony, cechują 
go anomalia anatomiczne i fizjologiczne (Ste-
faniak 2004). Szczególne znaczenie w pierw-
szych etapach embriogenezy ma proporcja 
współdziałających ze sobą auksyn i cytokinin. 
Obecność auksyn: 2,4–D (kwas 2,4-dichloro-
fenoksyoctowy), IBA (kwas indolilo-3-masło-
wy), picloram (kwas 4-amino-3,5,6-trichloro-
pikolinowy) jest niezbędna do indukcji so-
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kowe (Stefaniak 2004). W dalszych etapach 
somatycznej embriogenezy stosowany jest in-
hibitor — kwas abscysynowy (ABA) (Nawrot-
-Chorabik 2008), który powoduje dojrzewa-
nie somatycznych zarodków poprzez stadia: 
globularne, sercowate, torpedy i liścieniowe 
(Ryc. 1), a w końcowym etapie ich rozwój w 
siewki. Kwas abscysynowy zwiększa ponadto 
odporność komórek na warunki stresowe.

EKSPLANTATY PIERWOTNE I INICJACJA KALUSA

Eksplantat pierwotny jest to wyjściowy 
materiał roślinny wyłożony na pożywkę, czy-
li fragment rośliny inicjujący kulturę in vi-
tro (pozostałe fragmenty roślinne nazywamy 
eksplantatami wtórnymi) (Zenkteler 1984, 
Szczygieł 2005). W metodzie somatycznej 
embriogenezy stosuje się kilka typów eks-
plantatów pierwotnych: (i) dojrzałe zarodki 
zygotyczne izolowane z dojrzałych nasion 
drzew, (ii) megegametofity, czyli niedojrza-
łe nasiona pobrane z niedojrzałych szyszek z 
zarodkiem i bielmem, (iii) pąki, (iv) igły lub 
liście, (v) korzenie drzew oraz (vi) proto-
plasty komórkowe (Tabela 1). Przy wyborze 
eksplantatu pierwotnego należy wziąć pod 
uwagę wiek tkanek i organów rośliny macie-
rzystej. Najkorzystniej jest pobierać młode 
organy, które mają większy potencjał rozwo-
jowy. Największą skuteczność embriogenezy 
uzyskuje się z nieprzechowywanych megaga-
metofitów i z nasion „świeżych” (czas prze-
chowywania nasion głównie drzew iglastych 
należy ograniczyć do jednego roku). Ważna 
jest również lokalizacja w roślinie i orien-
tacja eksplantatu pierwotnego na pożywce 
oraz sposób jego zagłębienia. Przykładem 
mogą być zarodki zygotyczne, które powin-
ny być usytuowane na pożywce zestalonej 
w pozycji horyzontalnej, istnieje bowiem 
zróżnicowanie rozwoju eksplantatu na po-
żywce, co wynika z naturalnej biegunowo-

matycznej embriogenezy oraz ukorzeniania 
zarodków somatycznych w stadium liścienio-
wym. Rola auksyn polega na stymulacji różni-
cowania komórek eksplantatów pierwotnych, 
co prowadzi do wyzwolenia w komórkach 
potencjału embriogennego. Komórki takie 
szybko dzielą się i tworzą skupiska komórek 
zarodkowych. Cytokininy: BA (benzyloamino-
puryna), KIN (kinetyna), TDZ (thidiazuron), 
sprzyjają proliferacji kalusa i powstawaniu 
zarodków somatycznych w stadium globular-
nym. Cytokininy stymulują biosyntezę kwa-
sów nukleinowych, białek strukturalnych i 
enzymatycznych, hamują aktywność rybonu-
kleaz i proteaz dynamizują podziały komór-

Ryc. 1. Proces somatycznej embriogenezy z 
uwzględnieniem rozwoju kolejnych faz soma-
tycznych embrionów. 

Kalus embriogenny jodły kaukaskiej (A. nordmania-
na) z zarodkami somatycznymi w stadium globular-
nym (a); torpedy (b); liścieniowym (c). Bar = 1 mm, 
2 mm (a, b, c).
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FENOTYPOWE CECHY KALUSA DRZEW LEŚNYCH

Kalus drzew leśnych po zainicjowaniu na 
eksplantacie jest niejednorodny, tzn. do oko-
ło 3 tygodnia hodowli in vitro pewne jego 
sektory różnią się cechami morfologicznymi 
(barwą: biała, jasno-kremowa, zielona; konsy-
stencją: fragmenty gęste i rzadsze; strukturą) 
(Ryc. 2a). Po pierwszym pasażu tkanka kalu-
sa staje się jednolita. Kalus embriogenny jest 
przeźroczysty, biały lub kremowy, o konsy-
stencji kleistej, miękkiej, wilgotnej, struktu-
rze luźnej, kłaczkowatej (Ryc. 2a–c, e). Kalus 
nieembriogenny jest barwy od żółtej do zie-
lonej, konsystencji twardej, suchej, strukturze 
upakowanej, zwartej i powierzchni nierów-
nej, wręcz grudkowatej (Ryc. 2d). 

ETAPY METODY SOMATYCZNEJ EMBRIOGENEZY 
I WARUNKI HODOWLI IN VITRO Z UDZIAŁEM 

TKANKI KALUSA

Metoda somatycznej embriogenezy jest 
procesem pięcioetapowym. Tkanka kalu-
sa embriogennego drzew ma swój udział w 
trzech pierwszych etapach. Tkanka kalusa 
nieembriogennego po inicjacji podlega pro-

ści fragmentów roślinnych. Innym, ważnym 
czynnikiem jest termin pobrania eksplanta-
tów. W naszej strefie klimatu umiarkowane-
go pąki należy pobrać wczesną wiosną, me-
gagametofity na przełomie czerwca i lipca 
(w zależności o warunków pogodowych w 
danym roku nasiennym) z zamkniętych szy-
szek, natomiast dojrzałe zarodki zygotyczne 
izoluje się z nieprzechowywanych nasion. 
W ten sposób uzyskuje się stosunkowo wy-
soką wydajność kalusa embriogennego (np. 
u Abies alba 6,0 %), który w dalszym ciągu 
hodowli in vitro jest zdolny do namnażania 
w szybkim czasie i w dużej ilości (Nawrot-
-Chorabik 2008). U Pinus sylvestris nasiona 
powinny być wyłuszczone z zamkniętych 
szyszek, krótko przechowywanych (2–3 dni) 
w temp ok. 24°C (Nawrot-Chorabik 2015). 
Związane jest to z okresem maksymalnego 
natężenia większości przemian metabolicz-
nych i aktywności enzymatycznej komórek 
obserwowanym wiosną. Co ciekawe, zdol-
ność formowania kalusa przez eksplantaty 
Populus alba utrzymuje się na wysokim po-
ziomie od wiosny do jesieni, maleje jedynie 
zimą (Stefaniak 2004). 

Tabela 1. Rodzaj eksplantatu pierwotnego, środek dezynfekujący oraz rodzaj pożywki dla inicjacji 
kalusa in vitro metodą somatycznej embriogenezy gatunków drzew nagozalążkowych na podsta-
wie danych literaturowych. 

Nazwa rodzajowa Eksplantat    pierwotny
Środek dezynfekujący/ 
czas dezynfekcji

Pożywka do  
inicjacji

Abies

zarodki izolowane z dojrzałych na-
sion,

megagametofity

podchloryn sodu NaOCl

5–10% (5-30 min.)
SH1, MCM2, 

Larix

megagametofity,

zarodki izolowane z dojrzałych na-
sion

nadtlenek wodoru H2O2

36% (15 min.)
MSG3

Picea

zarodki izolowane z dojrzałych na-
sion, liścienie,

pąki liściowe,

protoplasty

podchloryn sodu 10% (15 min.)

podchloryn wapnia 7% (20 min.)
MS4, BM-35

Pinus
zarodki izolowane z dojrzałych na-
sion,

nadtlenek wodoru 

7–12% (5–15 min.)

DCR6, LV7,

BM-35

Taxus
zarodki izolowane z dojrzałych na-
sion

podchloryn sodu NaOCl

5–10% (5–30 min.),

podchloryn wapnia Ca(OCl)2  

5–10% (5–30 min.)

MS, WPM8

1Schenk i Hildebrit (1972), 2Bornman i Jansson (1981), 3Becwar i współaut. (1990), 4Murashige i Skoog 
(1972), 5Gupta i Durzan (1986), 6Gupta i Durzan (1985), 7Litvay i współaut. (1985), 8Lloyd i McCown 
(1981)
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dnie od inicjacji, a następnie powstaje ECM 
(ang. embryogenic cell masses), nazwana 
też ESM (ang. embryogenic suspensor mass) 
(Ryc. 1c). Tworzy bezkształtną masę szybko 
dzielących się komórek zróżnicowanych po 
względem wielkości i kształtu (od komórek 
izometrycznych po luźno związane, duże ko-
mórki). Kalus zainicjowany na danym eks-
plantacie nazywany jest linią, która stanowi 
genotyp o pojedynczym garniturze chromo-
somów. W tej fazie należy określić, czy ka-

liferacji i nie ulega przekształceniom organo-
genetycznym.

1. Inicjacja kalusa jest to proces wyzwole-
nia zdolności embriogenetycznej pojedynczej 
komórki lub grupy komórek. Na eksplan-
tacie pierwotnym powstaje kalus embrio-
genny mający u drzew postać kłaczkowatej, 
dobrze uwodnionej masy. Pierwsze powsta-
jące komórki embriogenne nazywamy PEM 
(ang. proembryogenic masses). Kalus em-
briogenny narasta na pożywce ok. 2–3 tygo-

Ryc. 2. Zainicjowany kalus embriogenny na za-
rodku zygotycznym sosny zwyczajnej (P. sylve-
stris) 

(a); charakterystyczny, uwodniony kalus embriogen-
ny drzew nagozalążkowych na przykładzie sosny 
zwyczajnej (b); wydłużone komórki embriogenne jo-
dły pospolitej (A. alba) (c); kalus sosny zwyczajnej 
(P. sylvestris) z widocznymi brązowymi fragmentami 
będącymi wynikiem wytworzonych polifenoli (d); 
proliferowane klony jodły kaukaskiej (A. nordma-
niana), genotyp nr 19 (e). Bar = 1 mm, 2 mm (a, b), 
1 µm (c), 10 mm (d). 
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sadzeniu i adaptacji do warunków ex vitro. 
Konwersja w przypadku metody somatycz-
nej embriogenezy drzew leśnych odnosi się 
do kolejnych stadiów rozwoju somatycznych 
zarodków. Wyróżniamy stadium: globularne, 
sercowate, torpedy, wczesno-liścieniowe i 
liścieniowe (Ryc. 2). Prawidłowe dojrzewa-
nie zarodków zawierających zgromadzone 
substancje zapasowe zapewnia powodzenie 
hodowli in vitro. Zarodki ostatniej fazy roz-
wojowej, tj. liścieniowe, muszą mieć podob-
ną morfologię do zarodków zygotycznych. U 
roślin drzewiastych rozwój zarodka rozpo-
czyna się od małego skupiska komórek em-
briogennych nazwanych prioembriogennymi 
masami (PEM I), zbudowanych z komórek o 
gęstej cytoplazmie, sąsiadujących z pojedyn-
czą, zwakuolizowaną komórką wykazującą 
tendencje do wydłużania. Z grupy komórek 
o gęstej cytoplazmie rozwijają się kolejne, 
wydłużone komórki, które tworzą PEM II. 
Następnie formują się duże agregaty komó-
rek klasyfikowane jako PEM III (Von Arnold 
i Clapham 2008). Zmniejszenie ilości auksyn 
i cytokinin niekiedy stymuluje różnicowa-
nie somatycznych zarodków, ale niezbędne 
do uzyskania formy liścieniowej zarodka jest 
dodanie do pożywki kwasu abscysynowego. 
Pierwszą, widoczną reakcją zarodków soma-
tycznych na kwas abscysynowy jest zmiana 
ich barwy (zarodki bezbarwne). Od tego mo-
mentu zarodek zaczyna się wydłużać i two-
rzyć liścienie. Podczas konwersji zarodków 
somatycznych ma miejsce ekspresja genów, 
których uruchomienie we właściwym cza-
sie zapewnia prawidłową budowę i dalszy 
rozwój zarodka (Gruszczyńska i Rakoczy-
-Trojanowska 2007). Indukcja oraz wzrost 
komórek somatycznych może być pobudza-
ny przez dodanie odpowiednich hormonów, 
które oddziałują na białka wrażliwe na hor-
mony. Na przykład kwas abscysynowy wy-
kazuje działanie względem białka LEA (ang. 
late-embryogenesis abundant protein). Do 
genów kodujących białka wrażliwe na hor-
mony należą m.in. GH3, PIN, ARF, SAUR. Do 
prawidłowego przebiegu somatycznej em-
briogenezy niezbędne są geny regulujące za-
równo poszczególne etapy, jak również cały 
proces. Należą do nich transkrypcyjne czyn-
niki związane z somatyczną embriogenezą, 
takie jak LEC, BBM, WUC, AGL15, które za-
pewniają właściwy rozwój zarodka somatycz-
nego (Yang i Zhang 2011). Konwersja zarod-
ków wymaga udziału światła. 

4. Ryzogeneza, czyli ukorzenianie zarod-
ków somatycznych w stadium liścieniowym 

lus jest embriogenny. W tym celu barwi się 
go acetokarminem, a prazarodki obserwuje 
pod mikroskopem (Gupta i Durzan 1987). 
W kalusie gatunków drzew nagozalążkowych 
widoczne są strefy mas embriogennych, czy-
li małe komórki, których jądra wybarwiają 
się na czerwono oraz długie, bezbarwne ko-
mórki suspensora, o małych jądrach i dużych 
wakuolach (Ryc. 1c). Etap tworzenia kalusa 
zachodzi w ciemności; wskazana jest pod-
wyższona do ok. 75% wilgotność powietrza i 
temperatura 24–25°C. 

2. Proliferacja kalusa niezbędna jest do 
uzyskania odpowiedniej ilości tkanki embrio-
gennej. Namnażanie komórek zachodzi w 
wyniku pasaży kalusa (co 2-3 tygodnie) na 
świeże pożywki o składzie identycznym lub 
zmienionym w stosunku do składu pożywki 
inicjacyjnej. Zwiększenie stężenia cytokinin 
ma korzystny wpływ na kalogenezę, gdyż 
regulatory te stymulują podziały komórko-
we. Dodawany do pożywki enzymatyczny 
hydrolizat kazeiny, szczególnie w przypadku 
gatunków drzew nagozalążkowych, korzyst-
nie wpływa na proliferacje kalusa (Nawrot-
-Chorabik 2008). Nie wszystkie linie kalusa 
są embriogenne i zdolne są do intensywnej 
proliferacji. Tylko pewne genotypy charakte-
ryzują się wysoką wydajnością embriogenezy 
(Ryc. 1e). Pochodzenie materiału roślinne-
go, głównie nasion, ma zasadniczy wpływ na 
zdolności embriogenetyczne kalusa. W fazie 
tej formują się również pierwsze somatyczne 
zarodki w stadium globularnym (Ryc. 2a). W 
przypadku drzew okrytozalążkowych znacze-
nie w procesie indukcji zarodków na namno-
żonym kalusie ma również sam eksplantat, 
np. liść. Młodsze, najbardziej wewnętrzne 
tkanki liścia (stanowiące eksplantat pierwot-
ny) produkują kalus z zarodkami somatycz-
nymi w dużej ilości, natomiast zewnętrzne 
części liścia produkują go znacznie mniej. 
Zarodki mogą być indukowane bezpośrednio 
na zewnętrznym fragmencie liścia (Trigia-
no i Gray 2011). Etap ten, podobnie jak po-
przedni, zachodzi bez udziału światła.

3. Konwersja zarodków somatycznych 
uformowanych na kalusie embriogennym. 
Zjawisko konwersji określa się jako rozwój 
somatycznych embrionów w rośliny o iden-
tycznym genotypie jak eksplantat pierwotny, 
zdolnych do wzrostu i rozwoju ex vitro, wy-
kształconych morfologicznie, tj. z korzeniem, 
pąkiem szczytowym i pierwszymi organami 
asymilacyjnymi (Becwar i współaut. 1989). 
Rzadziej konwersję definiuje się jako prze-
żywalność zregenerowanych siewek po wy-
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rystematyczna, kambium, nie wytwarza jesz-
cze drewna. Niewielkie liście, skąpo pokryte 
kutikulą oraz słabo wykształcony system ko-
rzeniowy mogą doprowadzić do zamierania 
siewek. Aby uniknąć takiej sytuacji należy 
zapewnić siewkom stabilność, np. w donicz-
kach celulozowo-torfowych, oraz optymalne 
oświetlenie przypominające warunki natu-
ralne. Zakres światła białego pokrywa się z 
zakresem światła fotosyntetycznie czynne-
go (ang. photosynthetically active radiation, 
PAR) o długości fal 400–700 nm. W takich 
warunkach zachodzi indukcja syntezy chloro-
filu, rozwoju chloroplastów oraz formownie 
organów przybyszowych z komórek kalusa. 
Szczegółowe warunki zewnętrzne hodowli 
in vitro opisano w pracach Woźny i Przybył 
(2004) i Nawrot-Chorabik (2012).

zachodzi częściowo w ciemności. Zarodki z 
wykształconymi liścieniami widoczne są w 
tkance kalusa embriogennego, gdzie kiełkują 
i rozwijają się w siewki somatyczne. Takie za-
rodki przenosi się na pożywki do kiełkowa-
nia. Najczęściej są one ubogie w makro- i mi-
kroelementy oraz cukier, często pozbawione 
regulatorów wzrostu. Do pożywek tych cza-
sami wprowadza się auksynę [kwas 4-(3-in-
dolilo) masłowy (IBA)] spełniającą funkcję 
ukorzeniacza. Zdolność do kiełkowania so-
matycznych embrionów otrzymanych meto-
dą somatycznej embriogenezy jest stosunko-
wo niska i wynosi średnio ok. 15% (Cornu i 
Geoffrion 1990, Salajova i współaut. 1995).

5. Aklimatyzacja somatycznych siewek do 
warunków zewnętrznych prowadzona jest ex 
vitro w świetle. Jest ona trudna. Młode siew-
ki drzew są wiotkie, gdyż wtórna tkanka me-

WYKORZYSTANIE KALUSA W BIOTECHNOLOGII ROŚLIN

Biotechnologia roślin wykorzystuje róż-
ne metody m.in. dla poprawy jakości roślin, 
zwiększenia ich odporności na czynniki 
stresowe i otrzymania substancji wtórnych 
przydatnych człowiekowi. Pierwsze badania 
dotyczyły opracowaniem metod mikrorozm-
nażania roślin uprawnych. W latach 50. XX 
w. otrzymano pierwsze zarodki somatycz-
ne marchwi (Steward 1958), a siedem lat 
później zarodki drzewa sandałowego (San-
talum album) (Rao 1965). Po raz pierwszy 
kalus drzew iglastych uzyskano u Picea abies 
(Hakman i współaut. 1985, Chalupa 1995), 
a zsekwencjonowanie DNA pierwszej rośli-
ny uprawnej, ryżu, miało miejsce dopiero w 
2002 r. (Goff i współaut. 2002).

Kalus embriogenny i nieembriogenny, 
jako tkanka powstająca w pośredni sposób 
podczas somatycznej embriogenezy, pierwot-
nie był wykorzystany do badań nad metaboli-
tami wtórnymi. Hodowle kalusa prowadzone 
są na pożywkach zestalonych lub płynnych, 
czyli tzw. kulturach zawiesinowych. Z zawie-
sinowych kultur in vitro gatunków drzewia-
stych łatwiej pozyskuje się metabolity wtór-
ne, w porównaniu z pożywkami zestalonymi. 
Produkowane przez kalus metabolity wyko-
rzystywane są w farmakologii do produk-
cji leków, jako naturalne barwniki i środki 
zapachowe, a nawet pestycydy (Bourgaud 
i współaut. 2001). Od lat 90. kultury tkan-
kowe drzew nabrały znaczenia, szczególnie 
w poznawaniu szlaku biosyntezy paclitaxelu 
(Taxol) u rodzaju Taxus (Wang i współaut. 

2001). Elicytory, czyli różne organizmy lub 
związki [biotyczne (grzyby, mikroorganizmy) 
i abiotyczne (światło UV, zamrażanie, pew-
ne związki chemiczne np. herbicydy)] biorą 
udział w regulacji procesów zachodzących 
w komórce w odpowiedzi na zagrożenia ze-
wnętrzne. Odgrywają pewną rolę przy two-
rzeniu wtórnych metabolitów. Jak podaje 
Cline i Coscia (1988), niezależnie od fitohor-
monów zawartych w pożywce, homogenat 
grzyba Dendryphion penicillatum stymulo-
wał powstawanie alkaloidu sangwinaryny do 
wartości 460 µg/g świeżej masy kalusa maku, 
co w porównaniu z hodowlą kontrolną (40 
µg/g) ponad 10-krotnie zintensyfikowało jego 
produkcję. Alkaloid ten ma zastosowanie w 
zapobieganiu i ochronie przed rakiem skó-
ry. Innym przykładem jest zastosowanie pre-
paratów grzybowych z Aspergillum niger i 
Rhizopus oryzae, które prócz tego, że powo-
dowały 3-krotnie większą produkcję przeciw-
bólowego glikozyd plumbaginy w kulturze 
zawiesinowej rośliny kwitowej Plumbago 
rosea, to zwiększały o ok. 10% uwalnianie 
produktu do pożywki (Komaraiah i współ-
aut. 2002).  Drzewa z rodzaju Betula, Salix, 
Populus wytwarzają: monoterpeny i izopro-
teidy (u brzozy) oraz glikozydy fenolowe (u 
rodziny Salicaceae), które znalazły nie tylko 
zastosowanie w przemyśle farmaceutycznym 
i kosmetycznym, ale również mają silne dzia-
łanie odstraszające zwierzęta roślinożerne. 
Przed rozwinięciem liści poziom niektórych 
metabolitów znacząco wzrasta (do 7,9%), po 
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Do założenia kultur dualnych wykorzystu-
je się klony kalusa, które wyprowadzono z 
poszczególnych genotypów (linii), a namno-
żono dzięki metodzie somatycznej embrioge-
nezy (Nawrot-Chorabik 2013). Daje to moż-
liwość wyboru genotypów roślin, które są 
odporne na dany patogen i które w wyniku 
dalszych analiz biotechnologicznych będzie 
można mikrorozmnożyć. Według Nawrot-
-Chorabik (2014) kultury dualne in vitro 
(kalus-grzyb) mogą posłużyć w przyszłości 
do przygotowania wiarygodnych testów do 
oceny patogeniczności i stopnia zagrożenia 
ze strony grzyba. Ta biotechnologiczna me-
toda może przyczynić się także do poznania 
szlaków metabolicznych substancji wtórnych 
wytwarzanych zarówno przez kalus, jaki i en-
dofityczne grzyby.

Kalus embriogenny uzyskany metodą so-
matycznej embriogenezy można przecho-
wywać w ciekłym azocie. Technika kriopre-
zerwacji jest uznawana za najlepszą metodę 
długoterminowego przechowywania tkanek 
roślinnych hodowanych in vitro. Podczas 
przechowywania przez długi czas materiału 
roślinnego w niskiej temperaturze zatrzyma-
niu ulegają podziały komórkowe i procesy 
metaboliczne. Tak właśnie przechowywane 
są: kalus, zarodki somatyczne, pyłek, pąki 
i nasiona drzew. Stosunkowe niskie koszty 
metody krioprezerwacji oraz niewielka po-
wierzchnia przechowywania pozwalają na 
stałe powiększanie banków genów i wzboga-
canie ich o nowe, cenne genotypy zagrożo-
nych gatunków drzew, ważnych gospodarczo 
oraz ekologicznie (Nawrot-Chorabik i Sitko 
2014). Warunkiem powodzenia krioprezer-
wacji jest podniesienie tolerancji tkanek na 
stres dehydratacji i stres wywołany rehydra-
tacją po rozmrożeniu. Przeżycie komórek w 
procesie dehydratacji i mrożenia zapewnia 
stan niekrystaliczny, tj. witryfikacji. Podczas 
stresu dehydratacji najbardziej narażone na 
uszkodzenia są białkowo-lipidowe błony 
cytoplazmatyczne, gdyż wielonienasycone 
kwasy tłuszczowe fosfolipidów błonowych 
łatwo ulegają peroksydacji. Ponadto podczas 
mrożenia i rozmrażania materiału roślinnego 
może dojść do spontanicznych mutacji, mogą 
zajść zmiany biochemiczne oraz strukturalne 
na poziomie komórkowym. Dlatego proces 
krioprezerwacji powinien odbywać się we-
dług ściśle określonej procedury (Nawrot-
-Chorabik i Sitko 2014), a materiał roślinny 
dokładnie przeanalizować zarówno przed, 
jak i po procesie mrożenia (Nawrot-Chora-
bik 2009). Berjak i Pammenter (2013) zazna-

czym pod koniec lipca gwałtownie spada (do 
0,3%) (Palo 1984). Znaczyłoby to, że rośliny 
ewolucyjnie wykształciły mechanizm obron-
ny przed intruzem, jednak nie jest on do 
końca poznany. Metabolity wtórne wytwarza-
ne są intensywnie przez grzyby. Zagadnienie 
to badali u grzybów endofitycznych Schulz i 
współaut. (2002). Grzyby te wytwarzają izo-
enzymy niezbędne do kolonizacji rośliny-go-
spodarza i dobrze rozwijają się w apoplaście 
jej komórek. Grzyby i rośliny żyjące w tzw. 
mutualizmie czerpią z niego obopólne korzy-
ści, gdyż endofity kolonizujące korzenie np. 
modrzewia uzyskują substancje odżywcze, a 
drzewo dzięki grzybowi jest zabezpieczone 
przed owadami roślinożernymi. Jeśli jednak 
równowaga mutualizmu zostanie zaburzona, 
mogą pojawić się objawy chorobowe drze-
wa powodowane przez grzyby (Schulz i 
współaut. 2002). Ponadto grzyby endofitycz-
ne produkując metabolity wtórne pełnią rolę 
mykobiontów. W ten sposób syntetyzowane 
są fenole, izokumaryny, terpenoidy i inne 
(Tkacz 2000, Tan i Zou 2001). Dotychczaso-
we wyniki badań wskazują na słuszność pro-
wadzenia dalszych badań nad kontrolą synte-
zy metabolitów wtórnych zarówno w komór-
kach roślin, jak i grzybów. Zasadne wydaje 
się również prowadzenie analiz pod kątem 
obniżania kosztów ekstrakcji i oczyszczania 
metabolitów wtórnych. Uzyskane wyniki po-
zwolą na poszerzenie wiedzy w zakresie ba-
dań: fizjologiczno-biotechnologicznych (ho-
dowla kalusa nieembriogennego przy użyciu 
metody somatycznej embriogenezy), fitopa-
tologicznych (określenie stopnia wirulencji 
grzybów na podstawie tempa ich wzrostu i 
zmian fenotypu kalusa) oraz biochemicznych 
(analiza białek produkowanych przez kalus 
w warunkach stresowych, prowadzona meto-
dą SDS-PAGE).

Kalus nieembriogenny jest niezbędny do 
założenia kultur dualnych in vitro z udzia-
łem grzybów o różnych właściwościach tro-
ficznych (Nawrot-Chorabik 2013, 2014). 
Nawrot-Chorabik i współpracownicy (dane 
niepubl.) badali, które grzyby wywołują w 
kalusie charakterystyczne reakcje obronne. 
Wyniki pokazały, że kalus nieembriogenny 
Pinus sylvestris poddany czynnikowi stre-
sowemu (grzyb należący do silnych pato-
genów), w odpowiedzi wytworzył białka o 
niskiej masie cząsteczkowej, które prawdo-
podobnie należą do roślinnych białek od-
pornościowych typu PR (ang. pathogenesis 
related). Potwierdzenie tych sugestii wyma-
ga dalszych badań. 
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nia w metabolizmie komórkowym. Pamiętać 
należy, że zbyt wysokie stężenie ołowiu po-
woduje nie tylko choroby roślin, ale przede 
wszystkim niszczy środowisko przyrodnicze.

Wprawdzie kalus drzew zaindukowany in 
vitro metodą somatycznej embriogenezy jest 
poddawany intensywnym badaniom, jednak 
wiele zagadnień nadal pozostaje nierozwią-
zanych. Szczególnie ważne jest opracowanie 
takiej metody embriogenezy, aby uzyskany 
in vitro kalus był jak najlepszej jakości. Bada-
nia biochemiczne powinny obejmować ana-
lizę białek wytwarzanych przez kalus, które 
kodowane są przez geny odpowiedzialne za 
poszczególne procesy biochemiczne i fizjolo-
giczne. Będzie to niewątpliwie pomocne dla 
rozwoju selekcji, hodowli, fizjologii i biologii 
molekularnej drzew leśnych oraz użyteczne 
dla różnych gałęzi gospodarki.

czają, że przechowywanie kultur in vitro w 
ciekłym azocie, to jedyny sposób skutecznej 
ochrony materiału roślinnego podczas długo-
terminowego przetrzymywania, pozwalający 
na utrzymywanie niskiej zawartości wody w 
tkankach zarodków i osi zarodkowych w na-
sionach kategorii orthodox, czyli wytrzyma-
łych na wysokie odwodnienie. Do kategorii 
tej należą nasiona drzew rodzaju Populus i 
Salix. 

Kalus embriogenny i nieembriogenny 
może być również wykorzystywany w bada-
niach biotechnologicznych nad wpływem 
metali ciężkich na drzewa leśne. Analizy 
wpływu miedzi, ołowu i kadmu prowadziła 
Nawrot-Chorabik (dane niepubl.), potwier-
dzając wcześniejsze wyniki Agrawal i Shar-
ma (2006), mówiące iż ołów i kadm powodu-
ją silniejsze aniżeli pozostałe metale zaburze-

ZASTOSOWANIE TKANKI KALUSA W BIOTECHNOLOGII DRZEW LEŚNYCH: BADANIA IN VITRO

Streszczenie

Kalus występujący w warunkach ex vitro jako 
tkanka przyranna jest obiektem badaniach biotech-
nologicznych in vitro takich jak: uzyskiwanie meta-
bolitów wtórnych, analiza patogeniczności na pozio-
mie embrionalnym, krioprezerwacja materiału roślin-
nego, uzyskiwanie roślin transformowanych i analiza 
wpływu metali ciężkich na rośliny. Kalus otrzymuje 
się m.in. metodą somatycznej embriogenezy i orga-
nogenezy in vitro jako jej pośredni efekt. Istnieje 
duże zainteresowanie otrzymaniem kalusa drzew 
leśnych. Kalus roślin drzewiastych zaindukowany 
w warunkach in vitro pod wpływem elicitorów w 
postaci grzybów produkuje metabolity wtórne: mo-
noterpeny i izoproteidy z Betula sp. oraz glikozydy 

fenolowe u rodziny Salicaceae. Substancje te znalazły 
zastosowanie nie tylko w przemyśle farmaceutycz-
nym i kosmetycznym, ale również mają silne dzia-
łanie odstraszające zwierzęta roślinożerne. Kultury 
dualne in vitro wykazały, że kalus nieembriogenny 
poddany wpływowi czynników stresowych (grzyb 
patogeniczny) wytwarza białka odpornościowe o 
niskiej masie cząsteczkowej. Daje to podstawę do 
oceny stopnia patogeniczności grzyba na poziomie 
embrionalnym. Krioprezerwacja kalusa embriogen-
nego znajduje szerokie zastosowanie w rozszerzaniu 
banku genów. Badano także wpływ metali ciężkich 
na kalus. 

THE USE OF CALLUS TISSUE IN FOREST TREE BIOTECHNOLOGY: STUDIES IN VITRO

Summary

Callus, occurring ex vitro as wound tissue, is 
a subject of extensive biotechnological in vitro re-
search, including: obtainment of secondary me-
tabolites, pathogenicity studies at embryonic level, 
cryopreservation of plant material, obtainment of  
transformed plants and  influence of heavy metals 
on plants. Callus  can be obtained, among others, 
as an indirect effect of somatic embryogenesis and 
organogenesis in vitro. Hence, there is considerable 
interest in application of this method in forest trees 
and in callus obtained as a result thereof. Callus 
of woody plants, induced in vitro under the effect 
of elicitors in the form of fungi, produces second-
ary metabolites, such as: monoterpenes and isopre-
noids in Betula sp. and phenolic glycosides in the 
family Salicaceae. These secondary metabolites  have 
been used not only in the pharmaceutical and cos-

metic industries, but also as strong repelling  agents 
against herbivores. On the other hand, studies in 
dual in vitro cultures have shown that non-embry-
ogenic callus of e.g. Pinus sylvestris subjected to a 
stress factor such as pathogenic fungus, produces in 
response low molecular weight proteins classified 
as PR-type (pathogenesis related) immune proteins. 
These observations give the basis for the assessment 
of pathogenicity and the level of threat posed by the 
fungus at the cellular level. Also, cryopreservation of 
embryogenic callus is widely used, among others, in 
gene bank reservoirs of valuable plant genotypes. 
Biotechnological studies involving callus of different 
forest tree species complement and support the de-
velopment of disciplines such as physiology, phyto-
pathology or plant breeding and selection. 
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