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Streszczenie

Mikrorozmnazanie oznacza rozmnazanie wegetatywne roSlin w kulturach in vitro i pozwala na otrzy-
manie duzej ilosci genetycznie identycznych roslin w stosunkowo krétkim czasie. Efektywnos$¢ mikro-
propagacji zalezy od wielu czynnikow, takich jak sktad pozywki, rodzaj eksplantatu, genotyp itp. Do
najczesciej stosowanych podfozy hodowlanych nalezy pozywka Murashige i Skooga (1962), ktéra
zawiera optymalne skfadniki mineralne i organiczne. Warunkiem upowszechnienia metody mikro-
rozmnazania ziemniaka jest posiadanie zdrowego materiatu wyjsciowego. Bank genéw ro$lin ziemnia-
ka in vitro w Boninie gromadzi i przechowuje materiaty wyj$ciowe oraz udostepnia je placowkom ho-
dowlanym i badawczym do dalszego rozmnazania.

Stowa kluczowe: in vitro, mikrorozmnazanie, pozywka hodowlana, totipotencja, ziemniak

Abstract

Micropropagation means vegetative reproduction of plants as in vitro cultures. This technique facili-
tates the production of a large number of genetically identical plants in a relatively short time. Efficacy
of micropropagation depends on many factors, including among other nutrient composition, type of
explant, and genotype. The most commonly used culture media is Murashige and Skooga (1962),
which contains optimal mineral and organic components. A prerequisite for popularizing the method of
potato micropropagation is to have healthy source plants. Potato Gene Bank in Bonin Research Cen-
ter of IHAR-PIB collects and stores starting materials as in vitro plants and makes them available to

breeding and research facilities for further reproduction.
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etoda kultur in vitro, tzn. uprawy w

szkle, to szczegdlny sposob uprawy

materiatu biologicznego w warun-
kach sterylnych. Hodowla roslin in vitro opar-
ta jest na zjawisku totipotenc;ji, czyli zdolno-
Sci komoérek roslinnych do dzielenia sie oraz
odtwarzania poszczegolnych organdow i ca-
tego organizmu. Cecha ta po raz pierwszy
zostata opisana, jako element teorii komoér-
kowej na poczatku XIX w. przez niemieckich
przyrodnikéw Schleidena, Shwanna i Vir-
chowa. W 1965 r. Murashige (USA)
opracowat sposob klonalnego rozmnazania
storczykéw, dzieki czemu stato sie mozliwe
rozmnazanie ro$lin na skale produkcyjna.
Mikrorozmnazanie — rozmnazanie klonalne,
mikropropagacja — poczatkowo znalazto za-
stosowanie m.in. w produkcji roslin, ktore
trudno rozmnazajg sie  wegetatywnie
tradycyjnymi metodami lub szybko ulegaja
degeneracji w warunkach polowych (np.

warunkach polowych (np. ziemniak). Obec-
nie mikrorozmnazanie sto-suje sie w przy-
padku prawie wszystkich roslin ozdobnych,
uprawnych, a takze owocowych. Kultury ro-
slinne in vitro majg rowniez szerokie zasto-
sowanie m.in. w produkcji nowych odmian, w
rozmnazaniu gatunkéw rzadkich i gingcych
oraz w celu zachowania zasobéw genowych
roslin.

Czastka ,mikro” w nazwie techniki mikro-
rozmnazania odnosi sie do niewielkiej ilosci
materialu  wyjsciowego, natomiast liczba
uzyskanych w ten sposéb roslin potomnych
moze by¢ bardzo duza.

Rozmnazanie wegetatywne roslin w kultu-
rach in vitro mozna prowadzi¢ poprzez:

e pobudzenie do rozwoju pgkow bocz-
nych — to metoda najlepiej poznana i wyko-
rzystywana do mikrorozmnazania m.in.
ziemniaka. Najczesciej stosowanymi eks-
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plantatami do inicjacji kultur in vitro w tej
metodzie sg: merystemy pgkdéw wierzchot-
kowych lub bocznych, wierzchotki pedow,
paki katowe (boczne) oraz fragmenty pedow
z weztem, parg lisci i pgkiem bocznym. Eks-
plantaty po wytozeniu na pozywke wznawia-
ja wzrost i rozwijajg sie w pojedynczg rosli-
ne. Zaletg tej metody jest poprawienie zdro-
wotnosci roslin, poniewaz kultury mersyte-
méw umozliwiajg otrzymywanie materiatu
wolnego od patogendéw, zwtaszcza od wiru-
séw. Wielu badaczy dowiodto, ze merystem
wierzchotkowy rosliny zainfekowanej wiru-
sem moze nie zawiera¢ czgstek wirusa. Me-
rystem taki, wyizolowany i umieszczony na
podtozu hodowlanym, rozwija sie w ped,
ktéry mozna pobudzi¢ do rozkrzewiania i
ukorzenienia, otrzymujgc rosliny wolne od
wiruséw. Wtasciwos$¢ ta jest wykorzystywana
w banku gendw in vitro ziemniaka w Boninie
przy wprowadzaniu odmian i rodow perspek-
tywicznych do dtugoterminowego przecho-
wywania;

o formowanie pgkoéw przybyszowych —
metoda ta jest wykorzystywana w sytuaciji,
kiedy rosliny z trudem wytwarzajg paki bocz-
ne, np. cebulowe (Liliaceae, Amaryllidace-
ae). W réznych czesciach rosliny z tkanek
mogg powstawac wierzchotki pedow zwane
przybyszowymi. Tworzg sie one na réznych
organach: Kkorzeniach, todygach, lisciach,
tuskach cebulowych, pedach kwiatowych lub
na kalusie. Na powstawanie i rozwdj pgkow
przybyszowych duzy wptyw majg rodzaj
tkanki, gatunek rosliny i jej kondycja, a takze
warunki fizyczne hodowli, zwtaszcza swiatto i
temperatura;

e embriogeneze somatyczng — to proces
biologiczny, podczas ktérego w warunkach
in vitro formujg sie z komoérek wegetatyw-
nych zarodki. Metoda ta znalazta zastoso-
wanie tam, gdzie uzyskanie nasion moze
by¢ trudne i dlugotrwate, np. w rozmnazaniu
drzew lesnych.

Wynik hodowli zalezy od wielu czynnikéw,
m.in. od wiasciwosci biologicznych rosliny,
sktadu pozywki czy warunkéw hodowli. Kul-
tury in vitro prowadzi sie w specjalnie przy-
gotowanych pomieszczeniach, tzw. fitotro-
nach, z regulowang intensywnoscig Swiatta,
odpowiednig temperaturg i wilgotnoscig oraz
dtugoscia dnia i nocy (fotoperiodem).

Kluczowag kwestia w hodowli in vitro jest
zachowanie sterylnych warunkéw, wiec za-
rowno materiat roslinny, szkto, narzedzia, jak
i pozywki muszg by¢ wyjatowione. Czynnosci
zwigzane z izolacjg i pasazowaniem frag-
mentéw roslin nalezy wykonywaé w tzw.
komorach z laminarnym przeptywem steryl-
nego powietrza. Narzedzia, jak skalpele i
pesety, sterylizuje sie w 95-proc. alkoholu
lub opala w elektrycznej wyzarzarce w tem-
peraturze ok. 800°C (fot. 1 2).

.......

Fot. 1. Stanowisko pracy podczas
mikrorozmnazania
(wszystkie zdjecia D. Michatowska)

Fot. 2. Wyzarzarka do narzedzi

Bardzo istotne znaczenie w procesie mi-
krorozmnazania roslin ma skiad podioza
hodowlanego oraz jego rodzaj. Pozywka ma
do spetnienia nastepujgce zadania:

e dostarcza eksplantatom wode, mikro- i
makroelementy oraz inne substancje, kto-
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rych komérki nie mogg samodzielnie wytwo-
rzyc;

e stanowi srodowisko fizykochemiczne wia-
sciwe dla rozwoju eksplantatu;

e wykazuje zdolnos¢ buforowg w celu
utrzymania wtasciwego pH;

o wykazuje zdolno$¢ do pochtaniania szko-
dliwych produktow przemiany materii wy-
dzielanych przez eksplantat.

Sktadniki pozywek mozna podzieli¢ na
mineralne, jak mikro- i makroelementy, oraz
organiczne. Skfadniki organiczne to gtéwnie
cukry, witaminy, aminokwasy i regulatory
wzrostu, np. auksyny, cytokininy czy gibere-
liny. Jesli sktadniki sg rozpuszczone w wo-
dzie redestylowanej, mamy do czynienia z
pozywka ptynng bgdz statg, gdy jest zestalo-
na agarem. Istnieje wiele réznych pozywek,
ktére sg $cisle dostosowane do wymagan
poszczegodlnych roslin. Do najbardziej zna-
nych nalezg: MS (Murashige i Skoog 1962),
LS (Linsmaier i Skoog 1965), B5 (Gamborg i
in. 1968), L2 (Philips i Collins 1979) i HE
(Heller 1952).

Proces mikrorozmnazania mozna podzie-
li¢ na trzy etapy.

Etap | — zalozenie kultury
Planujgc rozmnazanie klonalne, nalezy kie-
rowac sie kilkkoma zasadami. Przede wszyst-
kim trzeba wybiera¢ rosliny zdrowe, niepora-
zone chorobami i szkodnikami. Roslina, z
ktorej bedzie pobierany eksplantat, powinna
by¢ mtoda i wykazywac¢ intensywny wzrost
(fot. 3). Warto pamieta¢, ze mimo iz mikro-
propagacja pozwala na catoroczng produk-
cje roslin, to istniejg okresy, kiedy wspot-
czynnik namnazania jest wiekszy. W przy-
padku ziemniaka sg to wiosna i lato.
Eksplantaty poddaje sie wstepnej dezyn-
fekcji 70-proc. etanolem, ktéry usuwa po-
wierzchniowe zabrudzenia oraz bakterie i
grzyby. Nastepnie nalezy zastosowac srodek
odkazajgcy, np. 0,4-proc. podchloryn sodu
(NaOCl), ktéry usuwa pozostate patogeny, w
tym formy przetrwalnikowe. Po dezynfekcji
eksplantaty sg trzykrotne ptukane woda re-
destylowang. Po wykonaniu tych czynnosci
mozna mie¢ pewnos¢, ze materiat jest czysty
i nie doprowadzi do powstania zakazen. Tak
przygotowany materiat roslinny nalezy wyto-
zy¢ na podtoze hodowlane.

Fot. 3. Roélina in Vitro na wstepnym etapie
mikrorozmnazania

Korzystajgc z zasobow banku genow
ziemniaka in vitro, mozna poming¢ ten etap
mikrorozmnazania. Zgromadzone w banku
genotypy sg utrzymywane w postaci roslin in
vitro i stanowig materiat wyjsciowy do dal-
szego pasazowania. Atutem banku in vitro
ziemniaka jest zdrowotnos¢ zgromadzonych
zasobow. Wszystkie genotypy sg wolne od
wiruséw ziemniaka S, M, Y X, A i lisciozwoju
oraz od bakterii Clavibacter michiganensis
ssp. sepedonicus wywotujgcej bakterioze
pierscieniowg, Ralstonia  solanacearum
(sprawcy S$luzaka) i wiroidu wrzecionowato-
$ci bulw ziemniaka (PSTVd).

Etap Il - namnazanie
Na tym etapie materiat roslinny jest powiela-
ny, dzielony i przenoszony na swiezg po-
zywke (fot. 4). Trwa to az do uzyskania po-
zadanej liczby egzemplarzy. Dtugos¢ poje-
dynczego pasazu wynosi od 3 do 6 tygodni.
Za kazdym razem rosliny utrzymuje sie w
komorach hodowlanych (fitotronach) w tem-
peraturze 20/18°C (dzien/noc), przy oswie-
tleniu ok. 8 W/m? z zachowaniem 16-godzin-
nego fotoperiodu. Nie wolno dopusci¢ do
starzenia sie kultur, poniewaz moze to spo-
wodowac obnizenie zywotnosci i zdolnosci
do ukorzeniania w nastepnych pasazach.
Metodg stosowang w mikrorozmnazaniu
ziemniaka jest tzw. metoda jednoweziowych
pedow (fot. 5). Polega ona na wyktadaniu
peddéw zawierajgcych po jednym wezZle na
pozywke pozbawiong regulatoréw wzrostu. Z
kazdego pasazowanego eksplantatu wyrasta
jedna roslina in vitro.
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Fot. 5. Jednoweztowe fragmenty ro$lin in vitro

Pedy ziemniaka, jesli sg hodowane na
pozywce o niskim potencjale osmotycznym i
przy krétkim dniu (8 godzin) lub w ciemno$ci,
mogg tworzy¢ tzw. mikrobulwy. Tuberyzacja
in vitro jest procesem pozgdanym w mikro-
rozmnazaniu, poniewaz mikrobulwy ze
wzgledu na swojg catkowitg zdrowotnosc
mogg stanowi¢ alternatywe w dalszej ho-
dowli dla roslin in vitro.

Etap Ill — adaptacja do warunkéw in vivo

Aklimatyzacja jest konieczna dla przeniesie-
nia roslin z kultur w szkle do warunkéw
szklarniowych. Rosliny in vitro hartuje sie
przez obnizenie temperatury hodowli i
zwiekszenie natezenia Swiatta w fitotronach.
Wynika to z faktu, ze warunki panujgce w
komorach hodowlanych znaczaco odbiegajg
od tych w szklarni (fot. 6). Rosliny wysadza
sie do substratu torfowego i umieszcza w
optymalnych warunkach. Z chwilg ukorze-

nienia sie rosliny proces mikrorozmnazania

zostaje zakonczony (fot. 7).

Fot. 6. Rosliny in vitro
przed wysadzeniem do szklarni

Fot. 7. Rosliny ih vitro wysadzone w szklarni

Mikropropagacja jako metoda rozmnaza-
nia wegetatywnego w kulturze in vitro jest
uzywana do masowego mnozenia roslin na
skale produkcyjng od lat 70. XX w. Jest to
przypuszczalnie najszybciej rozwijajgca sie
gataz branzy rolno-ogrodniczej. Szacuje sie,
ze kazdego roku w laboratoriach roslin in
vitro namnaza sie ok. 500 gatunkow w licz-
bie ok. miliarda sztuk.

Metoda rozmnazania klonalnego,
kazda inna, ma swoje zalety i wady.

jak

Zalety rozmnazania in vitro:

1. Ze wzgledu na to, ze mikrorozmnaza-
nie odbywa sie w laboratorium, w warunkach
odizolowanych od Srodowiska zewnetrzne-
go, gdzie mozna sterowa¢ warunkami, w
jakich rosng ros$liny, mozna wykonywaé
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mnozenie przez caty rok. Jest to catkowite
przeciwienstwo tradycyjnej hodowli, ktéra
jest Scisle uzalezniona od warunkéw ze-
wnetrznych.

2. Odmiana moze by¢ namnazana bez
utraty rosliny mateczne,.

3. Rosliny potomne bedg identyczne pod
wzgledem fenotypowym i genotypowym jak
roslina wyjsciowa.

4. Otrzymane rosliny sg wolne od pato-
genow i chorob.

5. Mozna uzyskaé bardzo duzg liczbe
sadzonek w relatywnie krotkim czasie.

6. Materiat roslinny mozna mnozy¢ z dala
od jej naturalnego $rodowiska.
7. Namnozony materiat

transportowac.

8. Utatwiona jest wymiana miedzynaro-
dowa, poniewaz wiele krajow stosuje
uproszczong procedure fitosanitarng przy
imporcie roslin in vitro.

mozna tatwo

Wady rozmnazania in vitro:

1. Konieczno$¢ posiadania wyspecjali-
zowanego laboratorium kultur tkankowych.

2. Niezbedny jest dobrze wykwalifikowa-
ny personel.
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