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In vitro culture and biotechnology - fulfilled expectations?

Summary

The methods for in vitro culture of plant cells, tissues and organs had fo-
cused much attention in the beginning of the last century, which resulted in set-
ting up the first commercial laboratories over 60 years ago. These laboratories
concentrated their activity on clonal propagation and their economical impor-
tance has been permanently growing. However, some of the applications of in
vitro methods are still not realistic, whereas introduction of other is not satis-
factory. Plant breeding is an example where application of tissue culture tech-
niques is below expectations. There are several reasons for such situation. Two
of them are of biological nature (genotypic effect, somaclonal variation), and
the third reason results from the development of other molecular methods pro-
viding alternative solutions. We suggest that the main limitations in more effec-
tive usage of in vitro methods should be minimized by the development of effi-
cient plant stem cells' culture procedures.

Key words:
micropropagation, somaclonal variation, genotypic effect, plant stem cell.

1. Wprowadzenie

Mineto niedawno 100 lat od pokazania, ze komorki roslinne
mozna uprawia¢ aseptycznie w warunkach sztucznych, co na-
zwano metodg kultury in vitro. Juz wtedy kultura in vitro pobu-
dzata wyobraZznie zaréwno w sferze badarn poznawczych, jak
i praktycznych. Zaowocowato to, jeszcze w latach trzydziestych
ubiegtego wieku, prébami opatentowania tej metody w USA.
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Jednak w efekcie powstato wiele patentow szczeg6towych, zwigzanych ze specyfika
biologiczng poszczegblnych grup roélin, opracowano specjalne rozwigzania tech-
niczne oraz okreslone zabiegi zwane takze procedurami. Najwazniejszym byto jed-
nak powstanie komercyjnych laboratoriow klonowania ro$lin (mikrorozmnazania),
ktére od szescdziesieciu lat sg wazng czescig gospodarki wielu krajow nazywang
przemystem in vitro. Przemyst ten nieustannie rozwija sie, wprowadzajgc wiele udo-
skonalen mozliwych dzieki rozwojowi nauki i techniki, chociaz korzystanie z paten-
tow jest coraz rzadsze. Natomiast od strony biologicznej jedno pozostaje niezmie-
nione, mianowicie do klonowania wykorzystywane sg przede wszystkim struktury
zorganizowane - jak protokormy u storczykow i paki boczne oraz ich odpowiedni-
ki u innych gatunkéw. Poczatkowo przemyst in vitro zajmowat sie wylacznie roslina-
mi ogrodniczymi, ale wprowadzane sg nowe gatunki o innym anizeli rosliny ogrod-
nicze przeznaczeniu. W latach dziewiecdziesiatych ubiegtego wieku przemyst ten
pojawit sie takze w lesnictwie i rolnictwie oraz wrecz zawfadngt miskantem ofero-
wanym do produkcji energii odnawialnej. W uprawie ziemniaka zaczeto wprowa-
dza¢ technologie klonowania polegajacg na indukowaniu organéw spichrzowych
nazwanych mikrobulwkami. Przemyst in vitro zaczat takze poszukiwac bardziej kom-
pleksowych rozwigzan. Wyrazem tego jest rozszerzenie dziatalnosci o hodowle od-
mian wihasnych (gtéwnie w roslinach ozdobnych), ktore ma skutkowa¢ zwiekszeniem
konkurencyjnosci na rynku. Przemyst in Wtro jest wazng sferg gospodarki w wielu
krajach (1), jednak nie wszystkie scenariusze jego rozwoju udato sie zrealizowad.
Do tych ostatnich nalezy na przyklad robotyzacja i automatyzacja klonowania oraz
sztuczne nasiona. Sztuczne nasiona w pierwotnym zamysle bazowaty na embrioge-
nicznych kulturach komérkowych i pozywkach ptynnych. Chociaz technologia ta zo-
stata zastosowana u kilku gatunkdw, to jednak jest to gtdwnie wynik rozszerzenia
pierwotnej definicji, a nie efektéw wyptywajacych z wykorzystania kultur zawiesino-
wych.

Innym, obok mikropropagacji, waznym obszarem gospodarczego wykorzystania
kultury in vitro jest produkcja okre$lonych substancji, przede wszystkim biologicz-
nie czynnych i potrzebnych gtéwnie w przemysle farmaceutycznym i przemystach
pokrewnych (np. kosmetyczny) oraz w przemysle dodatkéw do zywnosci. Jednakze
w tym zakresie przykladéw komercyjnego wykorzystania jest niewiele, pomimo in-
tensywnych badan i sporych oczekiwan (21).

Kolejnym bardzo waznym obszarem gospodarczego wykorzystania kultur in vitro
jest hodowla roslin. Oczekiwania dotyczace tego obszaru byly inspirowane spekta-
kularnymi (w sensie metodycznym) osiggnieciami lat siedemdziesigtych ubiegtego
wieku. Nalezaty do nich m.in. uzyskanie mieszanca somatycznego ziemniaka z po-
midorem (stynne pomato i topato), fuzje komorek cztowieka i protoplastéw tytoniu,
fuzje protoplastow izolowanych z gamet oraz wiele innych. Perspektywy jakie tutaj
nakres$lano byly niejednokrotnie fascynujgce i chociaz pojedyncze sukcesy miaty
miejsce (22), to jednak zakres i efekty wprowadzonych rozwigzan (nade wszystko
w sensie powszechnosci stosowania), na pewno nie sa w petni satysfakcjonujace.
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Wydawato sie, ze kultura in vitro pozwoli pokona¢ wiele ograniczen wystepujacych
w hodowli nowych odmian. Oczekiwano m.in. zastosowania hybrydyzacji do prze-
noszenia gendéw miedzy gatunkami oraz uzyskiwania mieszancow petnych (nowe
gatunki uprawne): szybkiej homozygotyzacji z wykorzystaniem podwojonych hapto-
idéw; ,,podstawiania” cytoptazmy przy tworzeniu komponentéw mesko-sterylnych
do produkcji odmian heterozyjnych; uzyskiwania $cisle okreslonych kombinacji ge-
notypowych przez fuzje protoplastéw w ziemniakach dihaploidalnych. Duzych utat-
wien oczekiwano z zastosowania selekcji okre$lonych mutantéw (7).

Jedli doktadnie przyjrzeé sie przyczynom niespetnienia wielu oczekiwan, szcze-
gdblnie w hodowli roslin, to mozna je uja¢ w trzy kategorie. Jedne majg charakter
biologiczny, drugie sg wynikiem pojawienia sie nowych mozliwosci ( przede wszyst-
kim powstatych dzieki rozwojowi biologii molekularnej), a trzecie sg spowodowane
zbyt duzymi kosztami poszczegdblnych rozwigzan. Na przyktad inzynieria genetycz-
na dos¢ radykalnie zmniejszyta znaczenie hybrydyzacji i setekcji mutantéw jako zro-
det nowych cech.

Sposrod wymienionych kategorii ograniczen chcielibySmy skupic¢ sie na przyczy-
nach biologicznych. Sg one pochodng dwdch probleméw o charakterze podstawo-
wym zwigzanych z samg kultura. Pierwszym jest efekt genotypu w kulturze -
przede wszystkim wydajno$¢ regeneracji i jakos¢ roslin zregenerowanych, nato-
miast drugim jest powszechnos$¢ wystepowania zmienno$ci somaklonalnej. Obydwa
te zjawiska wystepuja ze szczegdlnym nasileniem w przypadku sytuacji w ktérych
regeneracja jest zwigzana z odréznicowaniem. Sadzimy, ze szczeg6ty podane w dal-
szej czesci tego artykutu uzasadnig ten punkt widzenia oraz pokaza czy reatne jest
pokonanie obu wspomnianych ograniczen.

2. Efekt genotypu w kulturze

Zgodnie z teorig totipotencji kazda komédrka zywa jest potencjalnie zdolna do
odtworzenia (regeneracji) organizmu, jednak ujawnienie tej zdolnosci jest mozliwe
w okreslonym Srodowisku, nazywanym warunkami kultury. Owe warunki kultury nie
sg uniwersalne, lecz wykazuja specyficzno$¢ przejawiajaca sie w ten sposob, ze
bedac odpowiednimi dla jednego gatunku, po zastosowaniu do innego moga zupetnie
zawodzi¢. Wptyw genotypu jest szczegolnie silny w tych przypadkach kiedy regene-
racja jest zwigzana ze zmiang pierwotnej determinacji rozwojowej, czyli konieczno-
$cig odréznicowania komorek eksplantatu pierwotnego. Rdznice w wymaganiach co
do warunkdw kultury dotyczg nie tylko gatunkow, ale wystepujg takze wewnatrz
gatunku, czyli miedzy odmianami (liniami) i formami. Skutkiem tego jest koniecz-
nos¢ tworzenia lub przynajmniej testowania procedur dla poszczegdlnych obiek-
tow. W praktyce jest to duze utrudnienie, tym bardziej dotkliwe, ze czesto nie moz-
na fatwo okresli¢ czynnika(6w), ktdére za tg zmiennos¢ reakcji odpowiadaja. Sytuacje
te jeszcze komplikuje wystepowanie réznic w reakcji, zaleznie od typu kultury. In-
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nymi stowy odmiana/linia regenerujgca rosliny w kulturze kalusa otrzymanego z lis-
ci, moze nie regenerowac rosélin w kulturze protoplastéw mezofilowych i/lub w kul-
turze pylnikdw czy mikrospor. Przyktady takich zalezno$ci pomiedzy typem kultury
a totipotencja wyrazong zdolnoscia do regeneracji roslin pokazano w tabeli 1. Uwa-
za sie, ze za wystepowanie efektu genotypu sa odpowiedzialne réznorodne mecha-
nizmy genetyczne, od najprostszych wynikajacych z dziatania pojedynczych genéw,
po bardziej ztozone jak rozne typy wspotdziatania i QTL (17). W ten sposob zjawi-
sko to jest bardzo skomplikowane (genotyp-f-typ kultury-Prézne geny dla réznych
typow kultury). Znane sg wprawdzie sugestywne przypadki wykorzystania wiedzy
0 genetycznym uwarunkowaniu regeneracji, jednak majg one charakter incydentalny.
Rozwigzaniem bytoby monitorowanie czynnikéw genetycznych wplywajacych na efekt
kultury w procesie hodowli. Nie jest to mozliwe ze wzgledu na koszty z tym zwigzane.

Tabela 1

Zro6znicowana zdolno$¢ do regeneracji obserwowana wsrdd linii wsobnych zyta w zaleznosci od typu kultury
in vitro (14-16)

Typ kultury i udziat (%) eksplantatow regenerujacych rosliny

Hne niedojrzate zarodki niedojrzate kwiatostany pylniki
L318 60,2 60,1 0,44
L9 0,0 0,0 0,0
H363 0,0 76,4 nb
1)855 19,9 539 nb
L299 14 0,0 nb
H316 291 0,0 nb
1)w28 nb 48,0 0,0

nb - nie badano

Wplyw genotypu moze powodowaé dodatkowe konsekwencje w przypadku kul-
tury pylnikdw i kultury mikrospor. Otéz ten typ kultury jest stosowany w celu
zastgpienia segregacji zygotycznej, segregacja gametyczna, co skutkuje skréceniem
czasu potrzebnego na otrzymanie linii homozygotycznych oraz wielokrotnym
zmniejszeniem liczebnosci analizowanych roslin, a w efekcie koricowym prowadzi
do obnizenia kosztow wytwarzania nowych odmian. Ot6z w kazdej z dwdch podsta-
wowych metod uzywanych w tym celu, to jest metody androgenezy oraz gynogene-
zy wystepuje silna zalezno$¢ od genotypu dawcy. Tymczasem nie znamy powigzan
jakie wystepujg miedzy genami sprzyjajacymi powstawaniu haploidéw a cechami
waznymi z punktu widzenia hodowlanego. Bez wyjasnienia tych zaleznosci uzywa-
nie podwojonych haploidéw moze ogranicza¢ efektywnos$¢ hodowli, szczeg6lnie
Kiedy jest stosowane jako metoda podstawowa i/lub jest uzywane na duzg skale.
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Wplyw genotypu na regeneracje roslin ma takze swoje konsekwencje ujemne
w przypadku stosowania modyfikacji genetycznych. Utrudnia bowiem realizacje
optymalnego scenariusza tworzenia odmiany genetycznie zmodyfikowanej, zgodnie
z ktérym biorcg transgenu powinna by¢ okre$lona odmiana, najlepiej bardzo dobra,
znajdujaca sie na rynku (18,19). Natomiast jezeli dana odmiana w kulturze nie rege-
neruje lub regeneruje stabo, wtedy potrzebne sg inne rozwigzania, utrudniajgce re-
alizacje scenariusza optymalnego. Konsekwencjg bedg zwiekszone koszty.

3- Zmienno$¢ somaklonalna

Roéliny powstate w kulturze in vitro z eksplantatow zawierajacych komorki so-
matyczne sg klonem roéliny, ktora byla dawcg eksplantatu, a zatem fenotypowo po-
winny by¢ identyczne z dawca, jest to w zasadzie prawdziwe w odniesieniu do kul-
tury merystemdw pedowych oraz kultur z nig ekwiwalentnych, ale gleboko niepraw-
dziwe w tych przypadkach, kiedy do regeneracji roslin niezbedne jest odréznicowa-
nie komorek eksplantatu pierwotnego. Znalazto to swoj wyraz we wprowadzeniu
terminu zmienno$¢ somaklonalna (8). Zaktada sie, ze regeneracja zwigzana z odrdz-
nicowaniem, wywotuje gtebokie zmiany w epigenomie (20), a samej kulturze przypi-
suje sie wrecz dziatanie mutagenne (5). Uwaza sie jednak, ze poszczegélne typy kul-
tury roznig sie znacznie pod wzgledem czestotliwosci wywotywania zmian somaklo-
nalnych, aczkolwiek dane eksperymentalne o tych relacjach sg bardzo niepetne (6).
Przyczyng takiego stanu jest metodyczna trudno$¢ udowodnienia takiego zréznico-
wania. Sg zatem takie typy kultury, w ktérych czestotliwos¢ zmian somaklonalnych
jest wysoka i takie gdzie jest ona minimalna. Przykfad takich zalezno$ci pomiedzy
sze$cioma typami kultury in vitro a czestotliwoscig zmian somaklonalnych, mierzong
frekwencjg wystepowania dziedzicznych zmian morfologicznych, podano w tabeli 2
dla ogoérka. Przywotujemy te dane, poniewaz we wszystkich przypadkach postuzono
sie jednakowa miarg, ktérg byla czestottiwo$é wystepowania nowych fenotypow
w pierwszym pokoleniu po samozapyleniu tej samej wysoce wsobnej linii, co bylo
zasadnicze dla prawidtowego wnioskowania. Wskazuja one, ze w niektérych typach
kultury zmiennos¢ jest bardzo silna i potomstwa wolne od zmian sg nieliczne, na
przyktad kultura protoplastow ogorka. Sa jednak i takie gdzie frekwencja zmian jest
minimalna lub wystepuja tylko zmiany spowodowane mutacjami w DNA mitochon-
drialnym. Zaleznosci takie wystepujg prawdopodobnie u wiekszosci gatunkow, czyli
sq typy kultury dziatajace bardziej mutagennie i takie w ktérych efekt ten jest nie-
wielki. Zmiany spowodowane mutacjami w DNA mitochondrialnym nie powinny by¢
problemem w komercyjnym wykorzystaniu klonowania, albowiem nie przeprowa-
dza sie samozapylen, koniecznych do petnego ujawnienia cech genotypowych (ho-
moplastyzacji). W tabeli 3 podano z kolei wystepowanie roslin tetraploidalnych
w trzech typach kultury. Takze w tym przypadku wystepuja dwie zaleznosci - sa
typy kultury nie generujgce tetraploidalnych regeneratow oraz typy w ktérych

14 PRACE PRZEGLADOWE



Kultura in vitro i biotechnologia - spetnione nadzieje?

wystgpienie takich zdarzen jest nieregularne i zalezy od eksperymentu. Zmiennos¢
somaklonalna nie jest niestety jedyng zmiennoscig wystepujaca po kulturze in vitro,
albowiem w przypadku kultury pylnikéw i mikrospor pojawia sie zmienno$¢ game-
toklonalna, ktéra moze dodatkowo utrudnia¢ uzyskiwanie okreslonych kombinacji
genetycznych linii DH (podwojonych haploiddw).

Tabela 2

Zaleznosci pomiedzy typem kultury in vitro i zmiennosciag somaklonalng wyrazong czestotliwoscig
potomstw R1 segregujacych nowe cechy morfologiczne u ogdrka linii B

Typ kultury Ogoélna liczba potomstw Potomstwa segregujace (%)
kontrola (z nasion) 60 0
merystemy 31 6,7*
regeneracja z kalusa 60 8,3
bezposrednia regeneracja z mikroeksplantatéw lisciowych 67 11,9*
@
bezposrednia regeneracja z protoplastow 20 90

* Wszystkie potomstwa o fenotypie MSC (4,10), fenotyp ten jest spowodowany przez mitochondria, na roslinie RO pojawia
sie najczesciej w postaci plamek na jednym lub kilku lisciach i po kolejnych samozapyleniach i selekcji obejmuije catg rosline.

Tabela 3
Zmienno$¢ somaklonalna wyrazona wystepowaniem tetraploidéw w pokoleniu RO po czterech typach kultury
u ogérka linii B; I, Il - oznacza niezalezne eksperymenty
Typ kultury Liczba roélin analizowanych Tetraploidy (%)

merystemy 31 0

kalus z roslin

! 60 0

Il 25 12

protoplasty z embriogenicznej kultury zawiesinowej

! 20 0

I 15 26,6

bezposrednia regeneracja z mikroskrawkéw lisciowych

1 67 0

I 21 0

Zmienno$¢ somaklonalna jest takze niepozadana podczas uzyskiwania odmian ge-
netycznie zmodyfikowanych. Powoduje bowiem, ze po transformacji pojawiajg sie ros-
liny o cechach nowych, ale nie bedacych skutkiem dziatania transgenu. Prowadzi to do
zwiekszenia efektow niezamierzonych, ktorych czestotliwo$¢ moze by¢ duza i moze
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bardzo silnie zaleze¢ od odmiany (19). Moze to powodowac réznorakie ograniczenia,
zwykle zmniejsza efektywnos¢ hodowli transgenicznej i zwieksza jej koszty.

4. Czy efekt genotypu i zmienno$¢ somaklonalna sg nieuniknione?

Z przedstawionych danych wynika, ze obydwa zjawiska - efekt genotypu i zmien-
no$¢ somaklonalna ograniczajg wykorzystanie niektérych mozliwosci aplikacyjnych
kultury in vitro. Czy mozna temu zaradzi¢? Ot6z, jak sie wydaje, szanse uwolnienia sie
od obu tych ograniczen, przynajmniej w pewnym zakresie, powstajg w przypadku dys-
ponowania kulturg komdrek macierzystych. Wystepowanie takich komoérek w rosli-
nach jest dobrze udokumentowane (9,11) i mozna oczekiwac, ze brak zmiennosci so-
maklonalnej powinien wynika¢ z dwdch podstawowych wiasciwosci tych komorek. Sa
to zdolnos$¢ do realizacji petnego programu rozwojowego bez konieczno$ci odrozni-
cowania oraz suwerenno$¢ rozwojowa umozliwiajgca rezygnacje ze stosowania hor-
mondw egzogennych w celu regeneracji roslin. Hormony sg bowiem uznawane za je-
den z podstawowych czynnikéw zmiennosci somaklonalnej. Wykorzystanie komaérek
macierzystych powinno takze eliminowaé lub przynajmniej znaczaco ograniczac efekt
genotypu ze wzgledu na wspolno$¢é mechanizmdw rozwojowych w obrebie poszcze-
golnych grup systematycznych. Problem jednak w tym, ze do tej pory nie wiemy czy
komorki macierzyste roslin mozna utrzymywac w uktadzie eksperymentalnym in vitro.
Otdéz wydaje sie, ze opisana przez W. Burze (tab. 4) embriogeniczna kultura zawiesino-
wa ogoérka, wykazujaca zielong autoftuorescencje ma wiele nieoczekiwanych zalet
w poréwnaniu z typowa (klasyczng) kulturg zawiesinowa, a niektére jej cechy nawia-
zujg bezposrednio do wiasciwosci komorek macierzystych. Sg nimi w szczeg6lnosci:
dtugotrwale utrzymujacy sie potencjat regeneracyjny, stabilnosé genetyczna w zakre-
sie ploidalnosci, suwerenno$¢ wzrostowa i rozwojowa przejawiajaca sie zdolnoscig do
proliferacji oraz regeneracji roslin bez egzogennej stymulacji hormonalnej oraz nie-
zwykla zywotnosé, w tym zdolnos$é do wzrostu w ekstremalnie niskim zageszczeniu.

Tabela 4

Poréwnanie podstawowych wiasciwosci typowej kultury zawiesinowej ogoérka (proliferujacej na pozywce z 2,4-D)
z whasciwosciami kultury zawiesinowej wykazujacej zielong autoftuorescencje (3,4,12,13; Burza nie publiko-
wane). W tej ostatniej, jak sie wydaje, wystepuja niektére cechy komérek macierzystych

Whasciwose Kultura zawiesinowa klasyczna Kultura zawiesinowa z autofluorescencijq
1 2 3
zachowanie zdolnosci do regeneracji  6-18 miesiecy ponad 48 miesiecy

stabilno$¢ genetyczna regenerantdw  diploidy, w miare uptywu czasu kultu- diploidy
ry wzrost udziatu 4n

stymulacja regeneracji roslin eliminacja z pozywki 2,4-1) sterowanie proliferacjg i regeneracjg bez
lub zastgpienie auksyny cytokining  egzogennych regulatoréw wzrostu
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! 2 3
minimalne zageszczenie komdrek do 100 000 w | cm” ! komérka/cm”
utrzymania proliferacji
jakos¢ pozywki proliferacyjnej bogata - 2 zwigzkéw mineralnych MS*  uboga - ‘i substancji mineralnych MS,
i hormony 7 substancji organicznych tylko sacharoza,
bez hormonéw
wplyw genotypu na regeneracje silny, regeneracja tylko u niektorych  bez znaczenia, regeneracja takze u geno-
odmian/linii typdw znanych jako ,recalcintrant
in vitro”
czestos¢ pasazowania 7-14 dni zywotno$¢ nawet po 18. miesigcach bez

pasazowania

*MS - pozywka wg Murshige i Skoog (1962).
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