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ZMIENNOSC W KULTURACH IN VITRO

Variability in in vitro cultures

Bozena BORKOWSKA

Summary. Plant tissuc culture and regenerants of whole plants from cultured cells, tissues and ofgans is essentially an
cextension of vegetative propagation and should result in clonal uniformity. On the other hand variations met in tissue culture
system represent a new source of variability and therefore constitutes a powerful tool for the breeder, especially in

combination with mutagenic treatments and selection in vitro.

The causes of variations can be separated into three sections |. somaclonal variation, 2. epigenic variation and 3. those
caused by variation that existed in the source plants e.g. chimeras. The main difference between epigenic and somaclonal
variation is that somaclonal variation is transmitted during meiosis, whereas epigenic variation is not. Epigenic variation is

reversible during the life of plant.
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WSTEP

Kultury in vitro sq z jednej strony Zrédlem
olbrzymich nadziei na rozwiazanie wielu pro-
blemdéw 1 wprowadzania nowych technologii, z
drugiej jednak strony wzbudzaja niepokdj, czg-
sto wrecz dezaprobate. Powodem negatywnych
opinii o kulturach jest dosy¢ szeroko rozpo-
wszechniona opinia, ze sg one Zrédlem niekon-
trolowanej zmiennosci. W artykule tym chce
podjac prébg wyjasnienia, jak jest naprawde ze
zmiennoscia w kulturach in vitro (w szerokim
znaczeniu pojecia ,kultur”) i na ile sady powta-
rzane na temat niekontrolowanej zmiennosci sa
uzasadnione.

Terminy ,.kultury in vitro” lub , kultury tkan-
kowe” s3 pojgciem bardzo szerokim, obejmuja-
cym tak odleglte od siebie uklady biologiczne
Jak: kultury protoplastéw, kultury komérkowe,
kalusa, zarodkéw somatycznych i wreszcie or-
gandéw — gidwnie pedow. We wszystkich tych
uktadach mamy do czynienia z Zywym materia-
tem biologicznym, a wigc zmienno$¢ must wy-

stgpowac tak jak w calym $wiecie ozywionym.
Nalezy natomiast zastanowic si¢ i ocenic: 1. jaki
charakter ma zmienno$¢ wystepujaca w kultu-
rach tkankowych; 2. z jaka wystepuje czestotli-
woscia oraz 3. czy mamy wplyw na jej wystepo-
wanie.

RODZAJE ZMIENNOSCI

Obecnie funkcjonuja dwa terminy okres$laja-
ce zmienno$¢: zmienno$¢ somaklonalna oraz
epigeniczna (czasern uzywany jest termin ,.habi-
tuation”). Wyrézniana jest réwniez zmiennosé
pozorna.

Zmiennos$¢ somaklonalna — pojecie to zo-
stalo wprowadzone przez Larkina i Scowcrofta
[11] dla okreslenia zmian genetycznych powsta-
tych w komérkach somatycznych rozmnaza-
nych wegetatywnie, a nie w rozmnazaniu gene-
ratywnym. Sa to mutacje stabilne, przenoszone
na potomstwo na drodze rozmnazania plciowe-
go [14, 18]. Wielokrotnie stwierdzano, ze muta-
cje wystepujace w uktadach in vitro maja taki
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sam charakter jak mutacje powstale w warun-
kach naturalnych. Moga wiec to by¢ zmiany w
liczbie chromosoméw prowadzace do powsta-
wania poliploidéw i aneuploidéw; w strukturze
chromosoméw najczgsciej spotykane to translo-
kacje i delecje; zmiany w sekwencji DNA muta-
cje punktowe, zmiany w metylacji DNA i inne
szeroko znane, szczegdlnie w pracach genetycz-
nych {8, 12, 14,2 1].

Preil [18] w konkluzji badan przeprowadza-
nych nad wystgpowaniem zmiennosci somaklo-
nalnej stwierdza, ze jest nieprawdopodobne aby
w kulturach tkankowych mogly by¢ indukowa-
ne biologiczne procesy, ktére uruchamiatyby in-
ne zmiany genetyczne niz zachodzace w catych
organizmach ro$linych.

Zmiennosé epigeniczna (habituation) — ten
typ zmiennosci jest czgsto obserwowany na ro-
Slinach otrzymanych metoda mikrorozmnaza-
nia. Zmiennos¢ epigeniczna objawia sig gléwnie
zmiana ksztattu, koloru i wielkosci lisci. Moga
wystapi¢ rowniez okresowe zmiany w szybkosci
wzrostu (opoZnienie lub przyspieszenie wzro-
stu). Czesto obserwuje si¢ zwiekszona zdolnosé
do wytwarzania systemu korzeniowego. Niekt6-
re rosliny, np. truskawki wykazuja tendencje do
nadmiernego zawiazywania pakéw kwiato-
wych. Ten typ zmiennosci wystepuje tylko okre-
sowo, a opisane objawy sa typowa reakcja fizjo-
logiczna na warunki istniejagce w kulturach in vi-
tro. Zmiennos¢ epigeniczna rézni sie tym od
zmiennos$ci somaklonalnej, ze nie jest dziedzi-
czona na drodze rozmnazania plciowego, a jej
morfologiczne objawy zanikaja stosunkowo
szybko [6, 8, 15, 21].

Zmiennos¢ pozorna — czesto si¢ zdarza, ze
rosliny otrzymane metoda in vitro réZnig sie w
sposob istotny od rosliny wyjsciowej. Réznice
nie sa jednak spowodowane zaistnieniem
zmiennos$ci w czasie prowadzenia kultur, a jedy-
nie ujawnieniem istniejacych wczesniej (w ro-
Slinie macierzystej) réznych genotypéw. Zjawi-
sko to wystepuje w przypadku zatozenia kultur z
tkanek, ktére sa chimerami. Chimery, czyli ro-
sliny posiadajace wigcej niz jeden genotyp, wy-
stepuja powszechnie. Zréznicowany materiat
genetyczny uzyty do zalozenie kultur musi daé
rosliny rézniace si¢ miedzy soba [21]. Przykla-

dem moga by¢ kultury zaktadane z pakowego
mutanta (sportu) jabloni odmiany Delicious,
charakteryzujacego si¢ obecnoscia na drzewie
krétkopedéw. Rosliny otrzymane metoda
mikrorozmnazania nie sa typem krétkopedo-
wym [8]. Nie jest to jednak wynikiem zmienno-
$ci (jak czesto si¢ sugeruje, dajac przyktad nie-
przydatnos$ci mikrorozmnazania dla sadownic-
twa), tylko zaktadania kultur z tkanki, ktéra nie
posiada genotypu warunkujacego krétkopedo-
wos¢. Otrzymanie roslin rézniacych sie od rosli-
ny macierzystej moze by¢ réwniez wynikiem
uaktywnienia genéw. W czasie calego zycia or-
ganizmu tylko niewielka pula genéw ujawnia
swoje istnienie. W kulturach in vitro istnieja wa-
runki sprzyjajace ekspresji genéw. Otrzymanie
roslin réznigcych si¢ od rosliny wyjsciowej nie
jest wigc zawsze wynikiem powstania mutacji.

CZESTOTLIWOSC WYSTEPOWANIA MUTACJI

Czestotliwo$é  wystepowania zmiennosci
Jjest zwigzana z rodzajem prowadzonych kultur,
z pochodzeniem materiatu biologicznego znaj-
dujacego si¢ w kulturach i z zastosowana meto-
dyka. W najprostszym systemie z punktu widze-
nia biologicznego, a wigc w kulturach protopla-
stéw, kulturach komérkowych i kalusa, zmien-
nos¢ somaklonalna wystepuje z wysoka czestot-
liwoscia. Réwniez zarodki somatyczne, czyli
struktury powstate z komdrek somatycznych
majace budowe podobna do zarodkéw zygoty-
cznych, sg Zrodlem duzej zmiennosci. Ten typ
kultur jest wykorzystywany do prac hodowla-
nych 1 selekcyjnych [7, 13]. Wystepujaca
zmienno$¢ spontaniczna jest wysoce pozadana,
Jak réwniez wprowadzane sa traktowania indu-
kujace zmienno$¢ (zwigkszajace jej czestotli-
wosE).

W przeciwienistwie do celéw hodowlanych,
wystgpowanie zmienno$ci w mikrorozmnazaniu
(kultury pedowe) jest niekorzystne. Jest to za-
gadnienie budzace wiele emocji, dzielace ludzi
zainteresowanych mikrorozmnazaniem na zwo-
lennikéw i przeciwnikdw tej metody.
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WYSTEPOWANIE ZMIENNOSCI W KULTURACH
PEDOWYCH (MIKROROZMNAZANIE)

W trakcie prowadzenia kultur istnieje wiele
zagrozen, ktére moga spowodowac wystapienie
réznorodnych mutacji. Rdwnoczesnie jednak,
znajac Zrédta zagrozen mozna tak poprowadzié
kultury, aby czgstotliwo$¢ mutacji byla na po-
ziomie naturalnej zmiennosci [19]. Najwie-
kszym zagrozeniem dla stabilnosci cech jest
obecnos¢ w pozywce regulatoréw wzrostu. Jest
rzecza oczywista, ze do prawidlowego réznico-
wania hodowanej tkanki niezbg¢dne sa auksyny i
cytokininy. Rodzaj regulatora, jak i jego stgze-
nie muszg by¢ jednak dobrane niezwykle precy-
zyjnie. Z. auksyn najbardziej niebezpieczna jest
2,4-D (kwas 2,4 dichloro-fenoksyoctowy), uz-
nawana wrecz za czynnik mutagenny [17], sty-
muluje bowiem syntez¢ DNA co w koncowym
efekcie prowadzi do endoreplikacji i fragmenta-
¢ji jadra |20, 21]. W zwiagzku z tym 2.4-D stosu-
je si¢ niezwykle rzadko w mikrorozmnazaniu.
Cytokininy, ktore stymulujg podziaty komérko-
we rdwniez moga byc czynnikiem mutagennym.
Dzieje si¢ to wtedy, gdy podziaty komérkowe
wystgpuja ze zbyt duzg szybkoscia i gdy wyste-
puje niekontrolowane réznicowanie komorek.
Przy zbyt wysokim stezeniu cytokinin w stosun-
ku do auksyn powstaje tkanka kalusowa, ktérej
komdrki bardzo tatwo mutuja (najczgsciej zmie-
nia si¢ ich ploidalnosc). Jest bardzo wysokie
prawdopodobienstwo, ze pgdy wytworzone z
komdrek kalusa nie beda zgodne z oczekiwa-
nym typem [10, 16, 20]. Uwaza sie, ze auksyny
i cytokininy powinny by¢ stosowane w stgZeniu
mozliwie niskim. Istnieje réwniez poglad, ze dla
niektérych gatunkéw jest najlepiej, gdy stosu-
nek molowy obu regulatoréw jest réwny [3, 15,
21]. Najczgsciej w fazie namnazania st¢zenie
auksyny jest znacznie nizsze od ste¢zenia cytoki-
niny, natomiast w fazie ukorzeniania cytokinina
jest w ogdle eliminowana, a auksyna jest stoso-
wana w wysokim stgzeniu (1 mg/l lub wigcej).
Oprécz auksyn i cytokinin réwniez poliaminy,
ktére czasem sa stosowane w kulturach in vitro
moga stymulowac zmiennos¢ [9].

Regulatory wzrostu sa najaktywniejszym
czynnikiem mogacym wywotaé zmiennos¢, ale

nie nalezy lekcewazy¢ réwniez innych zwigz-
kéw chemicznych znajdujacych si¢ w pozywce.
Uogédlniajac, mozna powiedzied, ze kazdy zwia-
zek chemiczny (acznie z pokarmowymi) poda-
ny w zbyt duzej koncentracji moze spowodowac
destabilizacje cech.

Niezmiernie waznym czynnikiem, ktéry mo-
ze decydowaé o wystapieniu zmiennosci jest
czas. Wiele danych wskazuje, ze pojawienie sig¢
zmiennosci jest wprost proporcjonalne do czasu
prowadzenia kultur (liczby pasazy), liczac od
ich zalozenia. Z tego wzgledu poleca sig, aby
przy mikrorozmnazaniu ograniczy¢ si¢ do kilku
czy kilkunastu pasazy [2, 3]. Dane Borkowskiej
[1] wskazuja jednak, zZe nie zawsze czas przeby-
wania w kulturze in vitro jest czynnikiem desta-
bilizujacym cechy pedéw, a nastgpnie otrzyma-
nych ro$lin. Wspétczynnik namnazania i uko-
rzeniania kultur odmian wisni prowadzonych
przez wiele lat (od 0.5 roku do 5 lat) pozostawat
na podobnym poziomie. Réwniez drzewka wis-
ni otrzymane z tych kultur i posadzone do sadu
nie wykazuja zwigkszonej zmiennoSci. Rok
1994 byl czwartym rokiem ich owocowania, a
széstym po wyjeciu roslin ze szkla. Nie zaobser-
wowano zadnych cech zar6wno drzewek jak i
owocow, ktére wskazywatyby, ze w czasie wie-
loletniego przebywania w kulturze in vitro wy-
stapity mutacje. Moze to wskazywac na wysoka
stabilno$¢ genetyczng wisni. Réwniez truska-
wka jest uznawana za rosling stabilna genetycz-
nie [2, 16, 17]. Mimo to zaleca si¢, aby przy
mikrorozmnazaniu nie przekraczac¢ 15 pasazy.

W kulturach pedowych wyréznia si¢ 2 typy
pedéw: katowe i przybyszowe. Pedy katowe po-
wstaja z niezréznicowanej tkanki merystematy-
cznej. Powstaly pak, a nastepnie wyrastajacy
ped zawiera dokladnie ten sam genotyp co tkan-
ka macierzysta. Uwaza sig, Ze ro§liny pochodza-
ce z pedéw katowych sa wiernym odbiciem ro-
$liny wyjsciowej, a prawdopodobiefistwo wy-
stapienia mutacji jest minimalne [5, 21]. Zupel-
nie inaczej wyglada sytuacja przy powstawaniu
pedéw przybyszowych. Paki a nast¢pnie pedy
przybyszowe powstaja z komorek, ktére juz sa
zréznicowane, np. z komdrek epidermy lub z
komoérek potozonych subepidermalnie. Pedy
przybyszowe moga réwniez powstawac z tkanki
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kalusowej. Kalus jest tkanka niestabilna genety-
cznie i jego komérki moga wykazywac rézny
stopieri ploidalnosci, a wiec genotyp pedu be-
dzie taki jak danej komérki z ktérej powstat, a
nie jak rosliny wyjsciowej [19, 20]. Autorzy zaj-
mujacy si¢ mikrorozmnazaniem uwazaja wiec,
ze pobieranie do ukorzeniania wytacznie pedéw
katowych zapewnia otrzymanie roslin o takich
samych cechach jak roslina wyjsciowa.

ZASTOSOWANIE MIKROROZMNAZANIA

Rozmnazanie roslin ogrodniczych metoda
kultur in vitro wprowadzono najpierw dla roslin
kwiaciarskich, nastgpnie warzywniczych, na
koficu rozszerzono jej stosowanie na rosliny sa-
downicze. Obecnie metoda in vitro jest opraco-
wana i stosowana dla bardzo wielu gatunkéw ro-
slin. W Polsce mikrorozmnazanie ciagle napoty-
ka na olbrzymie opory, szczegélnie jezeli chodzi
o rosliny sadownicze, nawet wtedy, gdy korzy-
sci z tej metody sa ewidentne. Chodzi tu gléw-
nie o produkcj¢ materiatu szkétkarskiego-mate-
cznikowego. Rosliny otrzymane metoda mikro-
rozmnazania wykazuja cechy juwenilne, a wiec
maja bardzo wysoka zdolno$¢ ukorzeniania sie i
wzrostu wegetatywnego. Mateczniki, np. tru-
skawek, zakladane z sadzonek in vitro sa znacz-
nie bardziej produktywne niz z tradycyjnie
otrzymywanych ro§lin [2, 3, 6, 22].

Mimo licznych oporéw metode mikrorozmna-
Zania rozpoczeto stosowac réwniez do otrzymania
zdrowego szkétkarskiego materiatu sadownicze-
0. Metoda ta pozwala bowiem na otrzymanie ro-
slin wolnych od choréb wirusowych i innych pato-
gendéw, np. patogenéw glebowych [6].

Kultury pedowe sa coraz czesciej jedyna do-
puszczalna ,formg” przewozenia czy wymiany
materiatu roslinnego. Sterylne kultry in vitro
stanowia bowiem zabezpieczenie przed rozprze-
strzenianiem choréb czy szkodnikéw przeno-
szonych wraz z materialem ro$linnym.

PODSUMOWANIE

Mikrorozmnazanie nie moze by¢ oczywiscie
uwazane za metodg uniwersalng, ktéra powinna
zastapi¢ tradycyjne metody rozmnazania. Nie

ma jednak podstaw, aby uwazac ja za nieprzy-
datna. Tak jak kazda metoda prowadzona nie
umiejetnie, z cala pewnoscia nie da dobrych wy-
nikéw. Nie bedzie to jednak wina metody. Obe-
cnie prowadzone sa w Instytucie Sadownictwa i
Kwiaciarstwa badania nad wystepowaniem
zmiennosci u truskawek i wisni otrzymywanych
metoda in vitro. Celem tych prac jest otrzymanie
danych, ktére pozwolityby okresli¢ warunki sto-
sowania mikrorozmnazania w praktyce sadow-
niczej. Prace dotycza ,.etapu w szkle”, ale réw-
niez uprawy roslin po wyjeciu ze szkla. Niepo-
wodzenia (giéwnie niewyréwnany wzrost) spo-
tykane w uprawie ro$lin sadowniczych, pocho-
dzacych z mikrorozmnazania sa czesto SpOwo-
dowane uprawianiem ich jak rosliny rozmnaza-
ne tradycyjnie. Tymczasem niezbedna jest opty-
malizacja trzech czynnikéw: dostepnosci sktad-
nikéw pokarmowych, wody i odpowiedniego
podtoza.
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