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ROLA CUKROWCOW W ROSLINNYCH KULTURACH
IN VITRO

Role of carbohydrates in plant tissue cultures

Halina BOGUNIA, Lestaw PRZYWARA

Summary. Carbohydrates are necessary in living cells as a source of energy and carbon skeletons for biosynthetic
processes. In tissue culture carbohydrates are also necessary as osmotic agents. Sucrose has been carbohydrate chosen in
most of the experiments. It is assumed that sucrose is the best carbohydrate in culture media because it is the main transport
form of carbohydrate in most species. Despite the widespread and succesful use of sucrose, other sugars have been reported
as being suitable carbon sources for tissue culture of many species. It was found that different patterns of morphogenesis
were attributable to the type of carbohydrate and its concentration. In some experimental systems sugar is the key factor
which determines the induction and type of morphogenetic phenomena. In this paper, the influence of carbon source on
somatic embryogenesis, organogenesis, embryo culture, microspore and anther culture as well as on gynogenetic cultures
was discussed. Moreover, some other aspects of tissue cultures connected with carbohydrates (media autoclaving, utilization

of carbohydrates by cultured plant tissues) were also briefly presented.
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WSTEP

Cukrowce sa nie tylko waznym Zrédiem
energii dla organizméw zywych, ale réwniez
kontroluja wiele ich funkcji zyciowych. Ostat-
nio dowiedziono, ze weglowodany dziataja jako
fizjologiczne sygnaly powodujace represje lub
aktywacje gendw roslinnych uczestniczacych w
wielu zasadniczych procesach zyciowych, ta-
kich jak fotosynteza, oddychanie, synteza i kata-
liza skrobi i sacharozy, metabolizm azotu, obro-
na przed patogenami, odpowiedZ na zranienie,
regulacja cyklu komoérkowego, pigmentacja,
starzenie sie, czy catkowita kataliza protein.
Wiele uwagi po$wigca si¢ obecnie mechani-
zmom rozpoznawania i reakcji ro§lin wyzszych
na cukrowce (sugar sensors) [28, 59] oraz mole-
kularnym badaniom no$nikéw cukréw (transpo-
rteréw) u roslin [30, 79].

W warunkach kultury in vitro cukrowce sg
jedna z pigciu klas podstawowych substancji
niezbednych do wzrostu i rozwoju [16]. Stano-
wia one Zrédlo wegla organicznego, wykorzy-
stywane jako material energetyczny i substrat do
syntez w réznych szlakach metabolicznych,
oraz pelnia rolg silnego osmoticum. W hodowa-
nych tkankach ro$linnych ciagle dostarczanie
cukrowcéw z pozywki jest niezbgdne z powodu
zredukowanej — w wyniku niskiej intensywnosci
$wiatla, ograniczonej wymiany gazowej oraz re-
latywnie wysokiej wilgotnosci — aktywnosci
fotosyntetycznej [34].

W wielu badaniach dowiedziono, ze chemi-
czna natura cukru dodanego do hodowli stanowi
punkt krytyczny w modulacji reakcji morfo-
genetycznej. W przypadku licznych gatunkéw
najlepszym Zrédlem wegla dla podtrzymania
wzrostu in vitro i réznicowania si¢ tkanek jest
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sacharoza. Cukier ten jest tez najczesciej uzywa-
nym i najlepiej zbadanym pod tym wzgledem
weglowodanem. Sacharoza nie zawsze jest jed-
nak optymalnym Zrédiem wegla, a w niektérych
przypadkach moze nawet dziala¢ jako inhibitor
[17]. Wielokrotnie wykazano, ze inne cukrowce
moga skutecznie wspdtzawodniczyé z sacharo-
za w zdolno$ci warunkowania wzrostu i rozwo-
ju w warunkach in vitro.

W niniejszym artykule oméwiono niektére
aspekty dotyczace wplywu cukrowcéw na ro-
$linne kultury in vitro. Najwigcej uwagi poswie-
cono roli cukrowcow jako czynnika morfoge-
nicznego. Zagadnienie to jest stosunkowo stabo
poznane, a wyniki wielu eksperymentéw sg cze-
sto dos¢ niejednoznaczne.

WPLYW AUTOKLAWOWANIA NA CUKROWCE
ZAWARTE W POZYWCE

Podstawowa metoda sterylizacji pozywek
jest ich autoklawowanie. Jak wynika z szeregu
- doniesiefi, procedura ta nie pozostaje bez wpty-
wu na losy kultury in vitro, bowiem pod wpty-
wem wysokiej temperatury nastepuje degrada-
cja cukrowcdéw i wytwarzanie toksycznych pro-
duktéw. Autoklawowanie powoduje ponadto
hydrolize cukrowcéw oraz zmiang pH pozywki.

Owen i in. [57] obserwowali zahamowanie
wzrostu hodowli na autoklawowanych pozy-
wkach zawierajacych fruktoze. Produkty degra-
dacji fruktozy mialy wyraZnie toksyczny chara-
kter. Stwierdzono takze, ze fruktoza ulega sil-
niejszej degradacji w warunkach niskiego od-
czynu. Dane te wskazuja, iz poprzez zwicksza-
nie pH pozywki przed autoklawowaniem moz-
na, przynajmniej czg$ciowo, zapobiegac degra-
dacji fruktozy.

Wedlug Romano i in. [65] spadek liczby ko-
rzeni w kulturach debu korkowego, obserwowa-
ny na pozywkach zawierajacych kombinacje
réznych weglowodanéw, mégt byé spowodowa-
ny inhibicyjnym oddzialywaniem autoklawowa-
nej fruktozy. Autoklawowana fruktoza i sorbitol
nie byly takze efektywne w promocji prolifera-
cji pedéw. Na pozywkach zawierajacych te cu-
krowce eksplantaty nie formowaty peddw i ro-
sty bardzo stabo. Réwniez glukoza w potaczeniu

z autoklawowang fruktoza byla mniej wydajna
w regeneracji korzeni i ukorzenianiu pedéw, niz
sama glukoza lub sacharoza. Wydaje sie, ze roz-
nice we wrazliwosci poszczegdlnych gatunkéw
na produkty degradacji fruktozy powstajace w
wyniku autoklawowania, takie jak furfural i

" hydroksymetylfurfural [11, 25], moga w istotny

spos6b wptywad na koricowe rezultaty hodowli.

Sawyer i Hsiao [67] wykazali, ze kultury za-
wiesinowe Beta vulgaris utrzymywane w auto-
klawowanej pozywce zawierajacej glukozg, sto-
pniowo traca chlorofil i przestaja rosnac. Na po-
zywkach przygotowanych z glukoza autoklawo-
wang oddzielnie, réznica w tempie konsumpcji
tlenu byta widoczna w postaci znacznych réznic
w ilo$ci suchej masy zawiesiny komérek formo-
wanych w trakcie hodowli.

Zmiana pH pozywki poddanej autoklawo-
waniu i hydroliza cukréw wywotana wysoka
temperaturg byly przedmiotem kilku ekspery-
mentéw. Owen i in. [57] podaja, ze poziom pH
plynnej pozywki po autoklawowaniu byt najwy-
zszy dla pozywki zawierajacej sacharozg i pro-
gresywnie nizszy dla pozywek z maltoza, gluko-
z3 i fruktoza. Jak zaobserwowali Lemos i Baker
[39], pH pozywki spada zaraz po autoklawowa-
niu z pH 5,8 do pH 5,7, a nastgpnie obnizanie
pH jest kontynuowane do korica széstego tygo-
dnia kultury do wartosci pH 4,6. Stopien i tempo
hydrolizy cukrowcéw pod wplywem autokla-
wowania zalezy w duzym stopniu od rodzaju
Zrédia wegla w pozywcee. Hagen i in. {20] podaja,
ze ok. 5% sacharozy zawartej w pozywce hydro-
lizuje do glukozy i fruktozy. Wedtug innego do-
niesienia, glukoza hydrolizowana jest w tempie
okolo pigciokrotnie wigkszym niz sacharoza
[25].

Podobnie jak w przypadku fruktozy, réwniez
autoklawowanie pozywek z sacharoza powodu-
Jje uwalnianie pod wpltywem wysokiej tempera-
tury toksycznych produktéw degradacji cukru
negatywnie wplywajacych na hodowle. Ko-
rzystny wplyw moze mieé w takich przypad-
kach dodanie do pozywki aktywowanego wegla,
ktéry jest dobrym absorbentem. Zjawisko takie
zaobserwowano np. w kulturach pylnikéw
Zea mays [7] i mikrospor Brassica campestris
[19].
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ZUZYCIE CUKROWCOW PRZEZ
EKSPLANTATY W TRAKCIE HODOWLI

Interesujacym zagadnieniem zwiazanym z
kulturg in vitro tkanek roslinnych jest proces
utylizacji cukrowcéw przez eksplantaty. Z ba-
dan nad Actinidia {49] wiadomo, ze autoklawo-
wanie prowadzito do hydrolizy tylko niewielkiej
czesci inicjalnej zawartosci sacharozy w pozyw-
ce do glukozy i fruktozy, podczas gdy zawartosé
sacharozy obnizyla si¢ do 32% po 15 dniach ho-
dowli, 4% po 30 dniach, i 0,08% w koncowym
okresie hodowli (po uptywie 60 dni). Zmniej-
szaniu si¢ zawarto§ci sacharozy w pozywce nie
towarzyszyl réwnoczesny wzrost ilosci tego cu-
kru w eksplantatach. Odnotowano natomiast
znaczny wzrost w pozywce zawarto$ci glukozy 1
fruktozy, ktéry jednak nie réwnowazyl ilosci
zhydrolizowanej sacharozy. Poziom monosa-
charydéw w pozywce pozostawal staly do 30.
dnia hodowli, po czym nastgpowat znaczny jego
spadek w drugim miesigcu kultury. Autorzy po-
stuluja, ze sacharoza zawarta w pozywce ulega
hydrolizie w wyniku aktywno$ci inwertazy
uwalnianej, lub zwiazanej ze Sciang komérkowa
eksplantatéw. Podobnie w kulturach zawiesino-
wych komérek marchwi sacharoza byla wsteg-
pnie hydrolizowana dzigki aktywnosci cytopla-
zmatycznej inwertazy uwalnianej do pozywki
przez komorki uszkodzone w czasie pobierania
eksplantatow (Ueda i in. 1974, cyt. za [49]). W
trakcie przytoczonych tu badan nad Actinidia,
zaobserwowano $cista korelacje pomiedzy
wzrostem hodowli a utylizacjg glukozy, frukto-
zy 1 soli mineralnych. Chromatografia gazowa
wykonana w pozywce, kalusie i li§ciach w okre-
sie najwigkszego zuzycia cukrow ujawnila, ze
prawie cata glukoza i fruktoza, hydrolizowane i
absorbowane w czasie pierwszych 15 dni, byly
zuzywane do podtrzymania wzrostu kultury i
tylko niewielka ich cz¢$¢ byta akumulowana w
kalusie. W 30. dniu kultury stabnaca dostepnos¢é
w pozywce niektérych elementéw mineralnych
prawdopodobnie spowodowata ostabienie wzro-
stu eksplantatéw, ale pobieranie glukozy i fru-
ktozy byto kontynuowane, co prowadzito do
akumulacji tych dwéch cukréw w kalusie i li-
$ciach. W trakcie ostatniego miesiaca hodowli

zaobserwowano znaczny wzrost zawartosci sa-
charozy w eksplantatach. Proces ten moze by¢
wyjasniony obecnoscia w komérkach Actinidia
syntetazy sacharozy, ktéra jest aktywna w synte-
zie nowej sacharozy. Pozywka moze by¢ w dal-
szym ciagu uwazana za giéwne Zrédlo glukozy i
fruktozy dla tej syntezy, ale jej szczegdlny
udziat moze pochodzi¢ z fotosyntetycznej
aktywnosci nowo formowanych lidci.

Badania prowadzone nad wykorzystaniem
weglowodanéw w kulturach tkankowych Anno-
na muricata [39] pozwolily stwierdzi¢, ze st¢ze-
nie sacharozy w pozywce wykazuje spadek z 20
mg g'! na poczatku okresu inkubacji do nizsze-
go od 5 mg g'! po 4 tygodniach kultury. Dane te
sugeruja, ze cze$¢ sacharozy ulega konwersji do
heksozy z udzialem inwertazy produkowanej
przez tkanki, co uwidacznia si¢ w postaci wzro-
stu osmolarno$ci i obnizeniu pH pozywki. Czesé
sacharozy zostaje pobrana bezposrednio przez
eksplantaty jako sacharoza lub jako glukoza i
fruktoza. Powoduje to wzrost wewnetrznego
stezenia sacharozy z 4 mg g™ do ponad 10 mg
g’! na koricu 4 tygodnia kultury.

Istotnym zagadnieniem we wszystkich oma-
wianych tu badaniach jest kwestia pomiaru ste-
zenia weglowodanéw w tkankach ro§linnych.
Wspdtczesne techniki, takie jak jadrowy rezo-
nans magnetyczny (NMR) sprzgiony z CSI
(chemical shift imaging), oferuja mozliwo$¢
okreslania st¢zenia cukru w tkankach roslinnych
na nieinwazyjnej drodze, w zwiazku z czym ist-
nieje mozliwo$é wykonywania wielokrotnie po-
wtarzanych pomiaréw w tej samej roslinie [77].

ROLA CUKROWCOW W KULTURACH KALUSA

Literatura na temat kalogenezy, czyli po-
wstawania kalusa, jest bardzo bogata, jednak
poréwnawcze badania nad wplywem réznych
cukréw na produkcje i réznicowanie si¢ kalusa
sa stosunkowo nieliczne i dotycza niewielu ga-
tunkéw. U Linum usitatissimum kalogeniczna
odpowied?7 hipokotyli zalezy giéwnie od Zrédia
wegla [50]. Maltoza wydaje si¢ faworyzowad
kaulogeneze (rozwdj pedéw przybyszowych),
podczas gdy sacharoza stymuluje kalogenezeg i
ryzogenezg (rozwdj korzeni). U soi, na pozywce
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zawierajacej 5 lub 10 g I'! sacharozy, pojawiat
si¢ niewielki brazowy kalus dokota peryferycz-
nych czesci hodowanych liscieni [32]. Kiedy
uzyto 4% sacharozy, produkcja kalusa byto bar-
dzo slaba i ograniczona jedynie do regionéw
uszkodzenia tkanek [37]. U Annona muricata
kalus pojawiat si¢ na eksplantatach hodowanych
na pozywkach z sacharoza, glukoza lub galakto-
za w stezeniu 5-30 g I'! [39].

Obszerne badania nad wptywem weglowo-
danéw na kulture kalusa prowadzili ostatnio
Maataoni i in. [44]) u Albizzia julibrissina. Testo-
wane cukrowce podzielone zostaty na cztery ka-
tegorie pod wzgledem zdolnosci do indukowa-
nia kalogenezy: 1. nie powodujace kalogenicz-
nego efektu, toksyczne dla hodowli — arabinoza,
galaktoza; 2. stabo kalogeniczne — ksyloza, la-
ktoza; 3. Srednio kalogeniczne — maltoza; 4. wy-
soce kalogeniczne — sacharoza, glukoza, frukto-
za. Badania histologiczne wykazaty, ze kalus
powstaly na pozywkach zawierajacych fruktoze,
glukozg i sacharoze byt bardzo masywny i cat-
kowicie pokrywat eksplantaty po 20 dniach.
Maltoza i laktoza indukowata kalogeneze w
mniejszym stopniu. Proliferacja kalusa w obe-
cnosci ksylozy byla bardzo staba i mogta by¢
obserwowana tylko pod mikroskopem. Dodat-
kowo wykazano, ze odpowiedZ kalogeniczna
byta opéZniona w przypadku mniej kalogenicz-
nych cukrowcéw. Kalogeniczne cukrowce indu-
kuja ,.kolonie” sktadajace si¢ z izolowanych ko-
moérek lub mase komoérek zawierajacych kleiste,
$§luzowate substancje. Taka organizacja kalusa,
zalezna od uzytego Zrédta wegla, jest prawdopo-
dobnie zwigzana w duzej czg¢sci z morfogenicz-
na potencja eksplantatow korzeniowych A. juli-
brissina. Stwierdzono, ze chemiczna natura uzy-
tego Zrédla wegla warunkuje nie tylko tempo
formowania si¢ merysteméw, ale takze
péZniejszy rozwdj paczkéw, pedéw, lisci i ca-
tych rodlin. W przypadku wysoko kalogenicz-
nych cukrowcéw, badania cytohistologiczne
ujawnily amylogenezg jako ciagly proces doty-
czgcy réwniez merystematycznych komoérek, w
ktérych raczej nie oczekuje si¢ wystepowania
tego zjawiska. W obecnosci badanych cukrow-
cOéw najwyraZzniej nie nastepuje zmiana metabo-
lizmu z syntezy skrobi na jej degradacje, pra-

wdopodobnie wskutek represji wiaczonego sy-
stemu enzymatycznego, co moze pozbawiac re-
aktywne komorki energii koniecznej do morfo-
genezy. Potwierdza to wczesniejsze badania
wskazujace, iz nadwyzka w akumulacji skrobi
jest zwiazana z koficem procesu wzrostu (litera-
tura u Maataoni i in. [44]). Hipoteza powyzsza
jest potwierdzona przez fakt, iz uzycie stabo
kalogenicznych cukrowcéw indukowato tylko
bardzo niska akumulacje skrobi, lub nawet po-
wodowalo jej zahamowanie.

W prowadzonych aktualnie badaniach nad
wplywem réznych cukrowcéw na indukcje ka-
lusa u Brassica napus (Przywara i in., dane nie-
publikowane), najwyzsza ilo§¢ tkanki kalusowej
uzyskano na pozywkach z 1% i 3% glukoza w
obecnosci auksyny 2,4-D (okoto o$miokrotny
wzrost $wiezej masy w ciagu 6 miesiecy hodow-
1i). Najnizszy wzrost zanotowano na pozywkach
z ryboza. Pozywki z sacharoza spowodowaty
czterokrotny przyrost biomasy, podczas gdy w
obecnosci fruktozy masa kalusa zwigkszyla sie
tylko péttorakrotnie. W kazdym przypadku uzy-
cie cukrowca w stezeniu 10%, niezaleznie od je-
go rodzaju, indukowalo najmniejszy przyrost
masy kalusa (Ryc. 1).

ROLA CUKROWCOW W SOMATYCZNEJ
EMBRIOGENEZIE

Wptyw cukrowcéw na somatyczng embrio-
geneze byl przedmiotem wielu interesujacych
eksperymentéw. Jedne z pierwszych badan z te-
go zakresu dotyczyly rodzaju Citrus (por. Ben-
Hayyim i Kochba [4]). Galaktoza, laktoza, gli-
cerol i, w mniejszym stopniu, maltoza okazaly
si¢ cukrowcami lepiej stymulujacymi rozwdéj so-
matycznych zarodkéw w przebadanym materia-
le, niz sacharoza.

Obszerne badania nad wptywem réznych cu-
krowcéw na somatyczng embriogeneze u soi
prowadzit Strickland i in. [72]. Najwigkszg licz-
be zarodkéw uzyskano w obecnosci 3% 1 6%
maltozy. W niskich stgzeniach maltoza warun-
kowala optymalna morfologi¢ zarodkéw i ich
konwersje. Wykazano ponadto, ze przy braku w
pozywce jondw amonowych maltoza byta cal-
kowicie nieefektywna w stymulacji embrioge-
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Ryc. 1. Formowanie kalusa u Brassica napus, var. Evita: 1 — na korzeniach, pozywka hodowlana: MS + sacharoza 1% + 2.,4-
D; 2 — na liscieniach, pozywka hodowlana: MS + ryboza 3% + 2,4-D; 3 — na hipokotylu, pozywka hodowlana: MS + frukto-
za 1% + 2,4-D; 4 — na liscieniach, pozywka hodowlana: MS + glukoza 3% + 2,4-D.

Fig. 1. Callus formation in Brassica napus, var. Evita: 1 — on roots, culture medium MS + sucrose 1% + 2,4-D; 2 — on cotyle-
dons, culture medium MS + ribose 3% + 2,4-D; 3 — on hypocotyl, culture medium MS + fructose 1% + 2,4-D; 4 — on cotyle-

dons, culture medium MS + glucose 3% + 2,4-D.

nezy. Réwniez i w tych badaniach sacharoza
uzyta jako pojedyncze Zrédio wegla okazala sie
mniej efektywna niz inne cukrowce. Odmienne
wyniki przyniosty eksperymenty nad somatycz-
na embriogeneza u Trifolium repens [81]. W
przypadku koniczyny wiadnie sacharoza byta
korzystniejszym Zrédtem wegla niz maltoza.
Rola fruktozy w kulturach embriogennych

jest mniej znana. U Rosa rugosa Kunitake i in.
[35] zaobserwowali wyzsza wydajnos¢ fruktozy
w indukowaniu somatycznej embriogenezy w
poréwnaniu do sacharozy. Podobna zalezno§c
opisano dla kultur embriogennych Picea maria-
na [74, 75]. Natomiast w przypadku Abies alba
[68] glukoza, sacharoza i galaktoza indukowaty
rozwdj 1 dojrzewanie somatycznych zarodkéw,
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podczas gdy fruktoza nie miata takiego oddzia-
fywania. Liczne eksperymenty wykazaly, ze
szczegblne wazne znaczenie dla indukcji i prze-
biegu somatycznej embriogenezy ma stezenie
cukrowca w pozywce. Czestotliwosé formowa-
nia embriogenicznego kalusa z niedojrzatych
zarodkéw Zea mays byla okoto 65% wyisza na
pozywkach zawierajacych 12% sacharoze, niz
na tej samej pozywce z 3% cukrem [43]. Z ba-
dafi Emons i in. [12] nad embriogeneza somaty-
czng w kulturach zawiesinowych kukurydzy
wynika, Ze zaréwno mannitol, jak i sacharoza
promowaly embriogeneze, ale sacharoza w ste-
zeniu 6% wplywala ponadto na akumulacje
skrobi i optymalne dojrzewanie zarodkéw so-
matycznych. Obecno$¢ 2% sacharozy induko-
wala natomiast formowanie pedéw i korzeni
droga organogenezy posredniej. Z kolei, w przy-
padku Picea abies niskie (1%) stezenie sacharo-
zy okazalo si¢ optymalne dla inicjacji somatycz-
nej embriogenezy z dojrzatych zarodkéw [1].
Zarodki somatyczne soi indukowane na 4% sa-
charozie wykazywaly wyraZnie nizszy procent
kietkowania w poréwnaniu z zarodkami pocho-
dzacymi z pozywki zawierajacej 0,5%, 1% i 2%
sacharozg [37]. Wzrost steZenia sacharozy w po-
zywce wplywa na polepszenie jakosci zarodkéw
somatycznych lucerny [38], co moze byé zwia-
zane z odzywczym i osmotycznym oddziatywa-
niem tego cukru. Diuzsze dziatanie wysokiego
stezenia sacharozy w fazie dojrzewania zarod-
kéw ma bardzo podobny efekt do dlugiej ekspo-
zycji na kwas abscysynowy (ABA) — znacznie
obniza jako$¢ zarodkéw somatycznych i akumu-
lacj¢ bialek zapasowych. Jest mozliwe, ze sa-
charoza oddzialywuje poprzez stymulacje endo-
gennej syntezy ABA. U Pisum sativum wysokie
stezenie cukrowcéw wptywa nie tylko na indu-
kcje somatycznej embriogenezy, ale takze na
rozw6j zarodkéw somatycznych [42]. Procent
zarodkdw globularnych wzrasta wraz ze wzro-
stem stezenia monosacharydéw. Optymalnym
stezeniem cukru dla rozwoju zarodkéw somaty-
cznych wydaje si¢ by¢ 252 mM.

Bardzo interesujace badania zjawisk morfo-
genetycznych prowadzone byly ostatnio u He-
lianthus annuus [29]. Wykazano, iz kluczowym
czynnikiem determinujacym morfogeneze w

kulturach niedojrzatych zarodkéw stonecznika
Jest stezenie sacharozy w pozywce. Przy steze-
niu wynoszacym 87 mM indukowana byta orga-
nogeneza, natomiast 350 mM stezenie sacharo-
zy indukowalo somatyczna embriogenezg. Pré-
by z uzyciem pozywek rézniacych si¢ rodzajem
i stezeniem cukrowca oraz ci$nieniem osmoty-
cznym pokazaly, iz pewien progowy poziom za-
warto$ci cukru w pozywce i ciSnienia osmotycz-
nego byly wymagane do indukcji somatycznej
embriogenezy, ale nie dla indukcji organogene-
zy. Rodzaj uzytego cukru byl tutaj mniej wazny.
Cukry odgrywaja zatem podwdjng role w indu-
kcji somatycznej embriogenezy u stonecznika,
dziatajac jako czynnik odzywczy i osmotyczny.
W warunkach stalego ciSnienia osmotycznego
liczba zaindukowanych zarodkéw somatycz-
nych wzrasta jako funkcja stezenia sacharozy.

Zawarto$¢ cukru jest waznym czynnikiem w
dojrzewaniu zarodk6w somatycznych réwniez u
ro§lin szpilkowych. Zwigkszanie poziomu sa-
charozy przyspiesza dojrzewanie zarodkéw so-
matycznych u Pinus strobus [14], Picea maria-
na i P. rubens [74, 75]. U §wierka stezenie wy-
zsze niz 6% (175 mM) hamuje dojrzewanie za-
rodkéw somatycznych, podczas gdy 6% (333
mM) poziom fruktozy lub glukozy w pozywce
podtrzymuje ich rozwdj.

ROLA CUKROWCOW W ORGANOGENEZIE

Wplyw cukrowcéw na organogeneze w kul-
turach in vitro jest poznany stosunkowo stabo.
Ponadto, wigkszo$¢ badan prowadzono na pozy-
wkach uzupelnionych w egzogenne regulatory
wzrostu, ktére moga zaburzaé wewng¢trzng row-
nowage badanego materiatu, stad wyniki sg nie-
kiedy trudne do interpretacji.

Z dotychczasowych badan wynika, ze zna-
czenie morfogenetyczne ma zaréwno rodzaj, jak
i stezenie cukru w pozywce, przy czym réznym
cukrom przypisuje sie¢ rézne wzory morfoge-
netyczne [47]. I tak, uwaza si¢, ze glukoza jest
wydajniejsza w regeneracji rozwoju pedéw
przybyszowych (kaulogenezie), podczas gdy sa-
charoza w indukcji rozwoju korzeni (ryzogene-
zie). Kiedy sacharoza lub glukoza byly dodane
w stezeniu 88 mM, pozywki z glukoza okazaty



Rola cukrowcow w roslinnych kulturach in vitro

31

sie lepsze w indukowaniu kaulogenezy z eks-
plantatéw lisci u Solanum melongena, niz pozy-
wki z sacharoza [53]. Podobne wyniki uzyskano
w badaniach nad Phaseolus coccineus [17]. W
optymalnym stezeniu glukoza byla prawie trzy-
krotnie bardziej efektywna niz sacharoza w in-
dukowaniu posredniej kaulogenezy. Réwniez w
przypadku Rosa pozywki z glukoza (w stezeniu
111 mM) lepiej nadawaly si¢ do stymulowania
produkcji pedéw, niz pozywki zawierajace sa-
charozg (59 1 117 mM) [24, 25]. Obecnoé¢ glu-
kozy w pozywce jest bardzo pozadana, ponie-
waz cukier ten jest prekursorem w biosyntezie
mezo-inozytolu, waznego sktadnika budulco-
wego bton komérkowych [83].

Podobnie jak w somatycznej embriogenezie,
réwniez w przypadku organogenezy rola frukto-
zy jest do$¢ niejasna. Stwierdzono np., ze cukier
ten jest bardzo korzystny w przypadku kultur
tkankowych jednych gatunkéw, a szkodliwy lub
mato wydajny dla innych [65]. By¢ moze przy-
czyng tak réznych wynikéw jest sposéb steryli-
zacji pozywki. Jak wspomniano wczesniej,
autoklawowanie fruktozy wywoluje degradacje
tego cukru i produkcje toksycznych zwiazkéw.
Wydaje si¢, ze dodanie glukozy i fruktozy do
pozywek powinno by¢ korzystne, bowiem jako
cukry redukujace zwykle nie transportowane
w rurkach sitowych, moga by¢ tatwo pobierane i
metabolizowane, stanowigc dobre Zrédlo wegla
w kulturach in vitro [82].

Ciagle dostarczanie wegglowodanéw z pozy-
wki bylo konieczne do rozwoju korzeni z frag-
mentéw pedu jabloni [58]. Na pozywkach po-
zbawionych Zrédia wegla korzenie nie formo-
waly si¢. Uzupelnienie pozywki sacharoza w
stezeniu 29-59 mM stymulowalo rozwéj korze-
ni oraz formowanie si¢ kalusa. Najwyzsza cze-
stotiwo$¢ ryzogenezy (100% eksplantatéw)
wystapila na pozywkach zawierajacych kombi-
nacj¢ sacharozy i sorbitolu (59/29 mM) oraz
glukozy i sorbitolu (117/59 mM). Wydaje sie, ze
zwigkszenie potencjalu osmotycznego spowo-
dowane dodaniem sorbitolu, mogto wptynaé na
polepszenie procesu formowania korzeni na
fragmentach pedéw. Sorbitol okazat si¢ korzyst-
nym Zrédlem wegla dla indukcji organogenezy
réwniez u Annona muricata. W przypadku tego

gatunku tylko pozywka zawierajaca sorbitol by-
ta zdolna do promocji formowania pakéw przy-
byszowych i inicjacji pedéw na eksplantatach
[39]. Po 6 tygodniach inkubacji na pozywce in-
dukcyjnej sorbitol stymulowat rozwéj Srednio
2,66 pedow na eksplantat, podczas gdy galakto-
za uzyta jako pojedyncze Zrédio wegla lub w po-
faczeniu z sorbitolem, indukowata produkcje
tylko 0,1 pgdu na eksplantat.

Wydajno$¢ organogenezy w kulturach Trifo-
lium michelianum wzrastata wraz ze wzrostem
stezenia sacharozy w pozywce do 4%. Na po-
zywce zawierajacej 8% sacharoze zaobserwo-
wano wyrazny spadek liczby zregenerowanych
pedow [33]. Réwniez w przypadku ryzogenezy
u Artemisia annua optymalne okazato sie steze-
nie 40 i 30 g/l sacharozy [78]. Odwrotne zjawi-
sko zaobserwowano w trakcie badan na Coffea.
Formowanie organéw wystapito dopiero na po-
zywkach o wysokim poziomie sacharozy, acz-
kolwiek sporadycznie wystepowalo ono takze w
nizszych st¢zeniach cukru [5].

ROLA CUKROW W HODOWLI ZARODKOW
ZYGOTYCZNYCH

Cisnienie osmotyczne pozywki, regulowane
przez cukrowce, odgrywa bardzo wazna role w
hodowli zarodkéw zygotycznych in vitro. Za-
rodki niedojrzale wymagaja znacznie wyzszego
ciSnienia osmotycznego niz zarodki dojrzate.
Zaleznos¢ ta, odkryta przez Rietsema i in. [64]
w trakcie eksperymentéw z hodowla zarodkéw
Datura stramonium, zostala p6Zniej potwier-
dzona przez wielu autoréw [52, 62, 84].

Odpowiednio dobrane ci$nienie osmotyczne
Jjest szczegolnie wazne przy hodowli zarodkéw
w bardzo wczesnych stadiach rozwojowych. W
miar¢ rozwoju zarodkéw powinno nastgpowac
stopniowe obnizanie ci$nienia, podobnie jak to
ma miejsce podczas embriogenezy in situ [66,
71]. Zbyt drastyczne zmiany ci$nienia powoduja
z reguly zahamowanie rozwoju zarodkéw i w
konsekwencji ich zamieranie. Specjalny system
eksperymentalny umozliwiajacy hodowle bar-
dzo miodych zarodkéw bez koniecznosci prze-
noszenia ich na pozywki o obnizonym ci$nieniu
osmotycznym opracowal Monnier [51, 52].
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Ryc. 2. System dwuwarstwowej hodowli zarodkéw zygoty-
cznych Brassica napus L.: a — plastikowy pojemnik hodow-
lany; b — warstwa pozywki z 6% sacharoza; ¢ — zarodek
zatopiony w gornej warstwie pozywki; d — warstwa pozy-
wki bez sacharozy.

Fig. 2. A double-layer culture system for zygotic embryos
of Brassica napus L.: a — plastic culture tube; b — top layer
with 6% sucrose; ¢ — embryo embedded in top layer me-
dium; d — bottom layer medium without sucrose.

Ostatnio zastosowano do hodowli wezesnoglo-
bularnych zarodkéw Brassica juncea [41] oraz
B. napus [18] metode hodowli dwuwarstwowej
(Ryc. 2), ktéra umozliwila rozwdj zarodkow
mniejszych niz 50 pm.

Wysoka zawarto§é cukru w pozywce korzy-
stna dla rozwoju prazarodkéw, dziata na ogot
hamujaco na rozwéj zarodkéw dojrzatych. Sze-
reg danych na ten temat dotyczy m.in. gatunkéw
zrodzaju Brassica [9, 18, 26, 27,41, 61]. Zarod-
ki rzepaku dojrzewaty, gdy stezenie sacharozy
w pozywce byto stopniowo obnizane z 350 mM
do 60 mM [9]. W innych doswiadczeniach mor-
fologicznie normalne siewki uzyskano tylko na
pozywce zawierajacej 1% stgzenie sacharozy
[18]. Podobne wyniki podano dla zarodkéw
mieszaficowych B. napus x B. oleracea [61]
oraz wczesno-globularnych zarodkéw zygoty-
cznych B. juncea [41]. Wykazano, ze hodowla
zarodk6w rzepaku na plynnej pozywce 0 wyso-

kim stezeniu sacharozy (13%), powoduje zmia-
ny wewnetrznej struktury komorek i obfitg aku-
mulacje skrobi (Rahman, 1993, cyt. za [27]).
Odpowiednio dobierajac zawartos¢ cukru w po-
zywce mozna réwniez regulowaé rozwdj zarod-
kéw Pisum sativum [8]. Obnizanie stezenia sa-
charozy do 2% (58 mM) indukowato wczeéniej-
sze kietkowanie niedojrzatych zarodkéw, nato-
miast dodanie cukru hamowato ich rozwaj.
Informacje na temat wplywu réznych cu-
krowcéw na hodowle in vitro zarodkéw zygoty-
cznych sa nieliczne (por. Zenkteler [84]), przy
czym wigkszo$¢ danych dotyczy sacharozy.

ROLA CUKROWCOW W KULTURACH
ANDROGENICZNYCH

Wptyw cukrowcéw na kultury androgenicz-
ne byt przedmiotem licznych eksperymentéw u
wielu gatunkéw roélin jedno — i dwulisciennych.
Jednym z najlepiej poznanych pod tym wzgle-
dem obiektéw jest rodzaj Brassica. Powszech-
nie stosowane protokoty hodowli izolowanych
mikrospor B. napus podaja sacharoze (zwykle w
stezeniu 8-17%) jako optymalny skiadnik od-
zywcezy 1 osmotyczny wymagany dla indukcji
haploidalnych zarodkéw [13]. Takze w kultu-
rach pylnikéw B. campestris sacharoza okazala
sie lepszym Zrédiem wegla, niz mannitol i sorbi-
tol, ktére nie powodowaly indukcji podzialow
embriogenicznych [21]. W przypadku mikro-
spor rzepaku, zamiast sacharozy mozna réwniez
z powodzeniem stosowac jako osmoticum glikol
polietylenowy o wysokiej masie czasteczkowej
(PEG 4000) [26, 27]. Wykazano, ze zarodki roz-
wijajace si¢ z mikrospor na pozywce zawieraja-
cej PEG $ciSle przypominaly zarodki zygotycz-
ne, podczas gdy wysokie stezenie sacharozy
(13%) miato wyraznie morfogenetyczny wplyw
na rozwoj zarodkéw androgenetycznych. Wyso-
ki poziom sacharozy wptywa korzystnie na ho-
dowle pylnikow pszenicy [2, 85] i dyni Cucurbi-
ta pepo [48]. U dyni pozywki zawierajace 90 g I'!
sacharozy indukowatly rozw6j najwigkszej licz-
by kaluséw zdolnych do organogenezy, nato-
miast najwiekszy procent zregenerowanych ro-
§lin uzyskano na pozywce wzbogaconej 150 g I
sacharozy.
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U niektérych gatunkéw inne niz sacharoza
cukrowce maja korzystniejszy wplyw na kultury
androgeniczne. Jak podaja Scott i Lyne [69],
maltoza w stezeniu 175 mM jest optymalnym
Zrédlem wegla dla rozwoju izolowanych mikro-
spor Hordeum vulgare. W obecnosci sacharozy,
glukozy i fruktozy mikrospory zamieralty w cia-
gu trzech pierwszych dni inkubacji. Zamieranie
mikrospor nastepowalo rowniez na pozywkach
zawierajacych kombinacje maltozy z sacharoza,
glukoza i fruktozg. Brak Zrodia wegla w pozyw-
ce powodowal §mieré mikrospor dopiero po
dtuzszym okresie inkubacji. Zdaniem autoréw,
degeneracja mikrospor nie mogta by¢ spowodo-
wana przez wzrost osmoticum pozywki, ponie-
waz wysokie stezenia maltozy lub mannitolu nie
miaty wiekszego wplywu na zywotnos¢ komo-
rek. Sacharoza, glukoza i fruktoza oddziatywuja
zatem toksycznie na hodowane komérki. Przed-
stawione wyniki pokazuja réwniez, ze izolowa-
ne mikrospory reagujg odmiennie na warunki
kultury niz pylniki, bowiem udato si¢ wczesniej
uzyskaé¢ embrioidy z pylnikéw inkubowanych
na pozywce zawierajacej wymienione trzy cu-
kry ([15], Hunter 1988, cyt. za [69]). W kolejnej
pracy Scott i Lyne [70] wykazali, ze wplyw sa-
charozy i glukozy zalezy od momentu, w kt6-
rym cukry te byly dodane do pozywki, oraz od
ich stezenia. Niskie stezenia glukozy (ponizej 2
mM) nie mialy szkodliwego wplywu na mikro-
spory, jednak nie byty one zdolne do tworzenia
embrioidéw. Glukoza w stgzeniu 40 mM powo-
dowata §mier¢ mikrospor, jesli byla dodana do
trzeciego dnia inkubacji; dodana péZniej nie ha-
mowata ich rozwoju. W przypadku sacharozy,
toksyczny efekt byl nieodwracalny juz po 6 go-
dzinach inkubacji mikrospor. Nalezy w tym
miejscu zaznaczy¢, ze z innych badan [23, 80]
wynika, iz sacharoza jest optymalnym Zrédiem
wegla w hodowlach androgenicznych jeczmienia.

Maltoza jest korzystniejszym niz sacharoza
Zrodtem wegla réwniez w przypadku androgeni-
cznych kultur ziemniaka [3], pszenicy [31, 36,
55, 56], lucerny [73], ryzu [40] i Triticale [31,
45, 46].

Na koniec nalezy dodaé, ze oprocz rodzaju i
stgzenia cukrowca zawartego w pozywce, istot-
ny wptyw na androgeniczne kultury moze mie¢

takze autoklawowanie pozywki, podczas ktdre-
g0 uwalniane sa toksyczne produkty degradacji
cukréw. Ponadto gwaltowne zmiany w ci§nieniu
osmotycznym, spowodowane termiczna degra-
dacja sacharozy do glukozy i fruktozy, moga za-
ktéci¢ prawidtowy rozwdj embrioidéw. Nie za-
notowano natomiast wiekszych zmian ciSnienia
osmotycznego w przypadku pozywek z maltoza.
Raquin [63] udowodnit, ze produkty hydrolizy
sacharozy maja hamujacy wplyw na rozwdj
androgenetycznych zarodkéw u Petunia. Fru-
ktoza znaczaco obnizata procent formowania sig¢
embrioidéw z mikrospor u pszenicy [54]. Wre-
szcie nalezy zaznaczyd, Ze reakcja na Zrodio we-
gla moze by¢ w duzym stopniu uzalezniona od
genotypu, dlatego tez mozna oczekiwac réznych
rezultatéw, nawet w przypadku tego samego ga-
tunku [76].

ROLA CUKROW W GYNOGENEZIE

W przeciwiefistwie do hodowli mikrospor i
pylnikéw, rola cukrowcéw w indukcji gynoge-
nezy jest bardzo stabo poznana. Brak w literatu-
rze krytycznych opracowan na ten temat, a nieli-
czne dane dotycza gtéwnie buraka. Bossoutrot 1
Hosemans [6] testowali trzy podstawowe pozy-
wki wzbogacone 1 mg I'! BA i 3% lub 8% sa-
charozg. W efekcie uzyskali 0,2% regeneracj¢
gynogenicznych roélin. Doctrinal i in. [10] za-
stosowali w indukcji gynogenezy dwustopnio-
wy proces, w ktérym stezenie sacharozy bylo
wyzsze w pierwszej pozywce indukcyjnej (6—
8%) i nizsze w pozywce drugiej (3—6%). W do-
§wiadczeniu tym zaobserwowano takze sezono-
wy efekt i wplyw genotypu, ktérego rezultatem
byla 6-10% czestotliwosé indukcji gynogenezy.

W podsumowaniu nalezy stwierdzic, ze po-
dobnie jak w hodowli niedojrzatych zarodkéw i
bardzo miodych zalazkéw izolowanych tuz po
zaptodnieniu, zawierajacych zygote lub kil-
kukomérkowe prazarodki [22, 60], do hodowli
niezaptodnionych zalazkéw konieczne jest sto-
sowanie pozywek o wysokim ci§nieniu osmoty-
cznym. Najlepsze wyniki uzyskuje si¢ stosujac
sacharoze; inne weglowodany, jak np. maltoza,
wydaja si¢ by¢ mniej efektywne w tym przypad-
ku. Zagadnienie to wymaga dalszych badan.
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