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Anatomiczna i fizjologiczna charakterystyka
roslin ozdobnych rozmnozonych in vitro

Wstep

Metoda in vitro jest jedna z podstawowych metod rozmnazania wielu ro$lin
uzytkowych, a szczeg6lnie ro§lin ozdobnych. Mikrorozmnazanie stwarza mozliwo$¢
uzyskania duzej liczby jednolitego, wolnego od chor6b materialu roslinnego w
stosunkowo krétkim czasie. Eliminuje takze potrzebg¢ utrzymywania energochion-
nych matecznikéw w szklarniach, daje mozliwo$¢ produkcji calorocznej, a materiat
roslinny rozmnozony in vitro moze by¢ tatwo transportowany.

Rosliny rozmnozone in vitro réznia si¢ znacznie od ro§lin rozmnozonych sposo-
bami tradycyjnymi. Specyficzna jest ich budowa anatomiczna, morfologiczna, jak
rowniez funkcjonowanie, co wynika z warunkéw wzrostu in vitro. Mikrorozmnazanie
prowadzone jest w zamkni¢tych pojemnikach, w atmosferze nasyconej para wodna
Oraz przy niskim nat¢Zeniu napromieniowania. Ro§liny rosna na pozywkach zawie-
rajacych makro- i mikroelementy, regulatory wzrostu oraz cukier, ktéry jest Zrédtem
wegla i energii dla proceséw zyciowych. Sklad atmosfery w pojemnikach podczas
Wzrostu roslin ulega znacznym zmianom w ciagu doby. W nocy zwigksza si¢ stezenie
dwutlenku wegla wydzielanego przez roliny w procesach oddechowych. W ciagu
dnia stezenie dwutlenku wegla w atmosferze pojemnika spada, osiagajac wartosci
zblizone do punktu kompensacyjnego [42].

Mikrorozmnazanie jest nierozlacznie zwiazane z koniecznoscia aklimatyzaciji
rodlin do warunk6w, w jakich beda rosty w kolejnych etapach. Znajomo$¢ proces6w
Zachodzacych w ro$linach rozmnozonych in vitro moze utatwié aklimatyzacje, ktorej
Prawidlowy przebieg czesto decyduje o powodzeniu mikrorozmnazania. Praca oma-
Wia zagadnienia dotyczace budowy morfologiczne;j i anatomicznej ro§lin pochodza-
¢ych z kultur in vitro oraz ich gospodarke wodna i aktywno§¢ fotosyntetyczna.
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Budowa anatomiczna roslin mnozonych in vitro

Zewngtrzna powierzchnia §cian komérkowych epidermy pokryta jest kutykula,
ktéra chroni organy nadziemne ro$lin przed utrata wody oraz szkodliwym dzialaniem
czynnikéw zewnetrznych. Przenikanie wody przez kutykule uzaleznione jest gtéwnie
od struktury oraz ilo$ci woskéw [23]. Rosliny mnozone in vitro pokryte sa ciefiszga
warstwa kutykuli [24, 29, 30], maja réwniez mniej wosku kutykularnego [18, 24] w
poréwnaniu z ro§linami zaaklimatyzowanymi do warunkéw szklarniowych. Analiza
sktadu chemicznego wosku kutykularnego mikrosadzonek Brassica oleracea wyka-
zala, ze sktada si¢ on w wigkszos$ci ze sktadnikéw polarnych (kwaséw thuszczowych,
alkoholi pierwszorz¢dowych, aldehydéw i estréw), natomiast zawiera mniej acykli-
cznych weglowodorow nasyconych 1 alkoholi drugorzgdowych [43]. Wieksza zawar-
tos$¢ sktadnikow polarnych w wosku umozliwia lepsze przenikanie pary wodne;.

Tworzenie oraz sklad chemiczny kutykuli uzalezniony jest od warunkéw $rodo-
wiska, w jakich rosng rosliny [22]. Zmniejszenie wilgotno$ci wzglednej powietrza in
vitro stymuluje tworzenie wosku kutykularnego [46]. Zastosowanie czynnikéw indu-
kujacych stres wodny, np. zwigkszenie stezenia agaru i dodatek glikolu polietylenowe-
go do pozywki, hamuje wzrost, ale przyspiesza formowanie wosku na li§ciach
Chrysanthemum morifolium i Brassica oleracea in vitro [40].

Rosliny mnozone in vitro charakteryzuja si¢ stabym zréznicowaniem tkanki mieki-
szowej liSci na warstwe palisadowa i gabczastg oraz duza liczba przestworéw miedzyko-
mérkowych [2, 3, 12, 27, 30, 34, 41, 47, 48]. Komérki migkiszowe li§ci Liquidambar
styraciflua maja w warunkach in vitro wigksze wakuole, mniejsza ilo$¢ cytoplazmy oraz
sptaszczone i bezgranowe chloroplasty w poréwnaniu z komérkami miekiszowymi liéci
roslin zaaklimatyzowanych do warunkéw szklarniowych [47]. Niewlasciwym ksztattem
chloroplastéw oraz mniejsza zawartoscia chlorofilu charakteryzuja si¢ mikrosadzonki
Pelargonium zonale, Rosa rugosa i Spathiphyllum floribundum [34).

Budowa anatomiczna li§ci powstatych z zawiazkéw lisciowych zainicjowanych
in vitro ulega nieznacznym modyfikacjom w warunkach ex vitro. Fabri i in. [15]
wykazali, ze liScie Fragaria x ananassa powstale in vitro staja si¢ grubsze i wicksze
po kilkudniowej aklimatyzacji, lecz nie zmienia si¢ liczba warstw komérek palisado-
wych oraz liczba przestworéw miedzykomérkowych. Autorzy sugeruja, ze zwigksze-
nie grubosci oraz wielkosci lisci spowodowane jest zwickszeniem rozmiaru komérek,
a nie ich liczby. Zmiany obserwowane w lisciach Prunus cerasus po kilkudniowe;
aklimatyzacji — to podwéjna warstwa komérek palisadowych i mniej przestworow
mi¢dzykomérkowych [30]. Zwiekszenie natezenia napromieniowania z 50 do
315 umol - m™ - s w warunkach in vitro, jak réwniez ex vitro zmniejsza liczb¢
przestworow mi¢dzykomérkowych oraz przyczynia si¢ do powstawania typowego
ukfadu gran w chloroplastach Liquidambar styraciflua [27].

Aparaty szparkowe ro§lin mnozonych in vitro wystaja ponad powierzchnie epl'
dermy, a komérki przyszparkowe sa zaokraglone w poréwnaniu z zaglebionymi 1
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eliptycznymi komérkami przyszparkowymi ro§lin rosnacych w szklarni [1, 4, 12, 27,
48]. W warunkach in vitro aparaty szparkowe wystepuja na gérnej i dolnej powierz-
chni lisci Rubus idaeus [12], a liczba aparatéw szparkowych w przeliczeniu na
jednostke powierzchni liScia jest wigksza u Liquidambar styraciflua (48], Malus
domestica [1] i Rosa hybrida [4], natomiast mniejsza u Prunus insititia [2] w
poréwnaniu z ro§linami rosnacymi w szklarni. Komorki przyszparkowe ro§lin in vitro
zawieraja wigcej skrobi i chloroplastéw [29, 30].

Aparaty szparkowe roflin in vitro nie sa zdolne do zamykania si¢ w pierwszym
etapie po wyjeciu "ze szkla" [2, 52]. Zastosowanie czynnik6w indukujacych szybkie
zamykanie aparatéw szparkowych, takich jak: ciemno$¢, Ca+2, mannitol, ABA,
zwigkszenie stezenia CO2 w atmosferze, byto nieskuteczne [48, 52].

Nieprawidlowe funkcjonowanie aparatéw szparkowych przypisywane jest nie-
wlasciwej strukturze §cian komérek przyszparkowych, ktére zawieraja mniej kutyny,
pektyn oraz celulozy [52], nieprawidlowej strukturze mikrofibryli celulozowych [29,
30, 52] oraz stabej selektywno$ci w akumulowaniu jonéw potasu i magnezu przez
komérki przyszparkowe [45].

Odmienna budowa oraz funkcjonowanie aparatéw szparkowych roslin mnozo-
nych in vitro wynika z warunkéw §rodowiska, w jakich mnozone sa ro§liny. Zwig-
kszenie natezenia napromieniowania oraz zmniejszenie wilgotnosci in vitro zmniejsza
liczbg aparatéw szparkowych na jednostce powierzchni lisci oraz powoduje, Ze s3 one
zaglebione i maja eliptyczny ksztatt [4, 27]. Stymulacje zamykania aparatéw szpar-
kowych uzyskano poprzez zwiekszenie réznicy cinienia pary wodnej pomiedzy
liSémi a atmosfera in vitro [17], zmniejszenie wilgotno$ci powietrza in vitro [29, 46]
Oraz obnizenie st¢Zenia soli przy réwnoczesnym zwigkszeniu st¢zenia agaru w po-
zywcee [52]. Zdolno§¢ aparatéw szparkowych mikrosadzonek Malus domestica do
Zamykania si¢ zwigksza si¢ po 5-6 dniach aklimatyzacji, a proces ten przyspiesza
zmniejszona do 30-40% wzgledna wilgotno$¢ powietrza [2].

RoSliny mnozone in vitro sa wiotkie, poniewaz zawieraja mniejsza ilo$¢ tkanek
Wzmacniajacych: kolenchymy i sklerenchymy. Cienka jest rtéwniez warstwa peryder-
my [13]. Tkanka ksylemowa w miejscu potaczenia pedu i korzeni u Brassica oleracea
charakteryzuje si¢ niewlasciwa struktura, co utrudnia przeptyw wody do lisci [18].
Natomiast struktura i funkcjonowanie tkanki ksylemowej w miejscu potaczenia pedu
L korzeni Prunus cerasus sa prawidlowe [29, 30]. Korzenie powstate in vitro nie
funk(:jonuja wlasciwie po przeniesieniu do podlozy ex vitro i zastgpowane s przez
Nowe, w petni funkcjonalne korzenie, ktére powstaja w nowych warunkach [7].

Cechy morfologiczne lisci powstatych in vitro w niewielkim stopniu ulegaja
Zmianom w warunkach szklarniowych [15, 34]. Jedynie liScie, ktérych inicjacja
Nastapita ex vitro nie réznia sie istotnie od liéci roslin mnozonych tradycyjnie [2, 13,
47], co moze oznaczaé, ze calkowita adaptacja mikrosadzonek uzalezniona jest od
POWstawania nowych, w pelni funkcjonalnych lisci [2, 14, 15, 19, 34, 47].

S —
Postepy nauk rolniczych
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Gospodarka wodna roslin mnozonych in vitro

RoS$liny mnozone in vitro po wyjeciu "ze szkla" maja trudno$ci w utrzymaniu
dodatniego bilansu wodnego, poniewaz ilo§¢ pobieranej wody nie rekompensuje ilosci
wody traconej w wyniku transpiracji. LiScie odcigte od mikrosadzonek Prunus insi-
titia traca ponad 50% calkowitej zawarto$ci wody w ciagu 30 minut, podczas gdy
liScie odciete od roslin rosnacych w szklarni traca t¢ sama ilo§¢ wody po 90 minutach
[3]. Szybkos¢ utraty wody przez rosliny jest wysoka bezposrednio po wyjeciu "ze
szkfa" 1 zmniejsza si¢ po kilku dniach aklimatyzacji [2].

Przyczynami nadmiernej utraty wody przez mikrosadzonki po wyjeciu "ze szkia"
sa: specyficzna struktura oraz mechanizm funkcjonowania aparatéw szparkowych [2,
17], mata ilos¢ wosku kutykularnego [46, 52], duza ilo§¢ polarnych komponentéw
wosku [43] oraz cienka warstwa kutykuli [29]. Udziat transpiracji kutykularnej w
transpiracji ogolnej mikrosadzonek moze by¢ niewielki [39], co wskazywaloby, ze
nicodpowiednie funkcjonowanie aparatéw szparkowych w wigkszym stopniu przy-
czynia si¢ do utraty wody przez roSliny po wyjeciu "ze szkta" [37]. Jednakze udzial
transpiracji kutykularnej w transpiracji og6lnej, a takze szybkos¢ utraty wody przez
roS§liny moga by¢ rézne u réznych gatunkéw [44]. Przewodno$¢ szparkowa oraz
kutykularna mikrosadzonek Malus domestica jest znacznie wieksza niz u Prunus
1 Liquidambar styraciflua mierzona w tych samych warunkach. Przewodnos¢ kuty-
kularna w stosunku do przewodno$ci szparkowej wynosi 6% u Liquidambar styraci-
flua155% u Prunus. Podczas aklimatyzacji znacznie obniza si¢ przewodno$¢ szpar-
kowa Malus domestica i Prunus.

Transpiracja mikrosadzonek po wyjeciu "ze szkla" uzalezniona jest od warunkow
wzrostu ex vitro. Wysokie natgzenie napromieniowania zwigksza przewodnos$¢ szparkowa
oraz transpiracj¢ mikrosadzonek [31, 34, 49], przez co moze negatywnie wplywaé na ich
aklimatyzacje i wzrost, szczeg6lnie w pierwszym etapie wzrostu "poza szklem", poniewaZ
narusza bilans wodny roslin. Z kolei podwyzszone stezenie dwutlenku wegla w atmosferze
zmniejsza przewodnos¢ szparkowa mikrosadzonek, dzieki czemu mniejsza jest transpiracja
[31]. Ten pozytywny efekt obserwuje si¢ w warunkach niskiego natezenia napromieniowa-
nia, gdyz wysokie nat¢zenie napromieniowania silnie stymuluje transpiracj¢ kutykularna.

Sposobem ograniczajacym nadmierng transpiracje mikrosadzonek po wyjeciu "ze
szkla" moze by¢ stymulacja transpiracji in vitro poprzez zwigkszenie réznicy ci§nienia pary
wodnej pomigdzy liSémi a atmosfera [17] lub poprzez wymuszona wentylacje pojemnikOw
powietrzem o niskiej wilgotnosci, okolo 50% [50]. Obnizenie wilgotnosci wzgledne]
powietrza in vitro stymuluje zamykanie aparatéw szparkowych oraz przyspiesza powsta-
wanie wosku kutykularego, co ogranicza utrate wody ex vitro [2, 46). Zwickszenie r6ZniCy
ci$nienia pary wodnej pomiedzy lisémi a atmosfera in vitro mozna uzyskaé przez pokry cie
pozywki cienka warstwa parafiny [46], regulacje stezenia agaru w pozywce [7], kondensacj¢
pary wodnej na pozywce przy schtadzanych spodach pojemnikéw [28], zastosowanie
perforowanych przykry¢ [6] lub uzycie desykant6w in vitro [52]. .



Anatomiczna i fizjologiczna charakterystyka roslin ... 67

AKktywnosé fotosyntetyczna roslin mnozonych in vitro

RoSliny Betula [41], Brassica oleracea [19], Fragaria x ananassa [20], Musa
cavendishii [38], Prunus avium [36), Rubus idaeus [11], Solanum tuberosum 1 Nico-
tiana tabacum [33] charakteryzuja si¢ mata aktywnoscia fotosyntetyczng in vitro.
Punkt kompensacyjny CO2 ro§lin in vitro jest znacznie wyzszy niz ro§lin zaaklimaty-
zowanych do warunkéw szklarniowych i wynosi okoto 200 pmol - mol ! dla Homa-
lomena [31, 32] i Nicotiana tabacum [33], ponad 250 pumol - mol™! dla Solanum
tuberosum oraz ponizej 150 wmol - mol "~ dla Asparagus officinalis [49]. Swietlny
punkt kompensacyjny Asparagus officinalis wynosi okoto 50 pmol - mZ-s” [49], a
punkt wysycenia §wiattem aparatu fotosyntetycznego Pelargoniumzonale w zakresie
50-80 wmol - m™> - s~! [34].

Mata aktywnos$¢ fotosyntetyczna mikrosadzonek oraz intensywne procesy foto-
oddychania [14] i oddychania [38] powoduja, Ze rosliny w pierwszym okresie po
wyjeciu "ze szkla" moga wykazywac ujemny bilans weglowy [19].

Przyczynami matej aktywnosci fotosyntetycznej ro$lin in vitro sg niski poziom
nat¢zenia napromieniowania, utrudniona wymiana gazowa in vitro [9] oraz obecnos¢
cukru w pozywce [5, 21, 40]. Cukier dodawany do pozywek in vitro stymuluje
oddychanie roslin oraz podnosi §wietlny punkt kompensacyjny [35]. Niska aktywnos¢
fotosyntetyczna rolin in vitro na pozywkach zawierajacych cukier zwiazana jest z
akumulacja skrobi w chloroplastach [5] lub wolniejsza regereracja 1,5-dwufosfory-
bulozy [21]. Aktywnos¢ karboksylazy rybulozodwufosforanowej (RuBISCO) w wa-
runkach in vitro na pozywkach zawierajacych cukier jest mocno ograniczona [5],
Wwzrasta natomiast aktywnos¢ karboksylazy fosfoenolopirogronianowej [21].

Aktywnos¢ fotosyntetyczna lisci powstatych in vitro moze si¢ zwigkszac [33, 34, 51],
pozostawaé na tym samym poziomie przez kilka tygodni [8, 49] lub zmniejsza¢ podczas
wzrostu ex vitro [11, 19, 20, 49]. Liscie powstate in vitro, ktérych aktywnosc¢ fotosyntety-
Czna maleje, ex vitro sa Zrédiem asymilatéw dla nowo powstajacych lisci [20].

Wzrost roslin w warunkach ex vitro uzalezniony jest od szybkosci uaktywniania
si¢ centréw reakcji fotochemicznych w liSciach powstatych in vitro lub tez szybkiego
Powstawania nowych, w pelni funkcjonalnych lisci. Sposobami zwigkszajacymi
aktywnos¢ fotosyntetyczna roslin sa asymilacyjne do$wietlanie oraz dokarmianie
roslin dwutlenkiem wegla. Z danych literaturowych wynika, ze reakcja gatunk6w na
Wysoki poziom natezenia napromieniowania jest rézna. Zwigkszanie nat¢zenia napro-
Mieniowania w pierwszym etapie po transplantacji nie zwigksza natezenia fotosyntezy
Betula [41)], Homalomena [31, 32], Rubus idaeus [11] i nieznacznie przyspiesza
fOtos}’nteze Liqudambar styraciflua [26], natomiast istotnie zwigksza aktywnos$¢
f(ftosyntetyczna Asparagus officinalis [49], Chrysanthemum x morifolium [14], Cym-
bidium [25]i F ragaria x ananassa [50]. Badania prowadzone przez Reuthera [34] na
Pelargonium zonale wykazaly, ze punkt wysycenia §wiatlem aparatu fotosyntetycz-
N€go wzrasta po tygodniowym okresie uprawy ex vitro w warunkach wysokiego
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nat¢zenia napromieniowania (260 umol - m “-s ) co oznacza, ze liScie zainicjowane

in vitro stopniowo przystosowuja si¢ do nowych warunkéw. Matysiak i Nowak [31,
32] wykazaly, iz aktywno$¢ fotosyntetyczna mikrosadzonek Homalomena uprawia-
nych przez 8 ?'godlni ex vitro w warunkach niskiego nat¢zenia napromieniowania
(50 pmol * m “ - s ) utrzymuje si¢ na podobnym poziomie jak aktywno$¢ fotosyn-
tetyczna roslin bezposrednio po wyjeciu "ze szkla". Natomiast aktywno$¢ fotosyn-
tetyczna mikrosadzonek uprawianYCh przez 8 tygodni przy wysokim nat¢zZeniu napro-
mieniowania (150 pmol - mZ-s ) jest znacznie wyzZsza.

Zwigkszenie stgzenia dwutlenku wegla zwigksza aktywnos$¢ fotosyntetyczna mi-
krosadzonek Asparagus officinalis [49], Cymbidium [25], Homalomena [31, 32],
Pelargonium zonale i Spathiphyllumfloribundum [34), Solanum tuberosum i Nicotia-
na tabacum [33] oraz przyspiesza ich wzrost w warunkach in vitro [14, 16, 31, 32].
Jednoczesnie podwyzszone stgzenie CO2 zmniejsza fotooddychanie mikrosadzonek
[31], przez co korzystnie wplywa na ich bilans weglowy.

Wyniki ostatnich badari wykonanych przez Diaz-Perez i in. [10] wskazuja na
istnienie Scistej korelacji pomiedzy natezeniem fotosyntezy a wzgledna zawartoscia
wody w lisciach mikrosadzonek. Im wickszy jest spadek zawarto$ci wody, tym nizsza
jest aktywnos¢ fotosyntetyczna lisci. Spadek zawartosci wody w mikrosadzonkach po
wyjeciu "ze szkla" moze oddziatywa¢ niekorzystnie na nowo powstajace liscie pod-
czas aklimatyzacji i zmniejsza¢ aktywno$¢ fotosyntetyczna roslin nawet po kilku
tygodniach uprawy ex vitro [49]. Swiadczy to, iz procesy fizjologiczne zachodzace w
mikrosadzonkach sa ze soba SciSle powiazane, co jest prawidlowoscia dotyczaca nie
tylko ro§lin rozmnozonych in vitro.

Podsumowanie

1. Specyficzne warunki srodowiska in vitro przyczyniaja si¢ do powstawania roslin
0 odmiennej budowie anatomiczne;j i morfologicznej oraz specyficznym funkcjo-
nowaniu.

2. Mikrosadzonki po wyjeciu "ze szkla" maja trudnosci w utrzymaniu dodatniego
bilansu wodnego ze wzgledu na niezamykajace sie aparaty szparkowe oraz cienka
kutykule zawierajaca mniej wosk6w.

3. Przyczynami malej aktywnosci fotosyntetycznej mikrosadzonek sa: niski poziom
natezenia napromieniowania, utrudniona wymiana gazowa in vitro oraz obecno§¢
cukru w pozywce.

4. Przed przeniesieniem do warunkéw naturalnych, mikrosadzonki powinny by¢

aklimatyzowane, aby zminimalizowag stres wywolany drastyczna zmiang warun-
kéw Srodowiska.
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Anatomical and physiological characteristics
of micropropagated ornamental plants — review

Summary

Tissue culture conditions were selected to provide the optimal environment for
rapid plant multiplication. Plantlets develop under aseptic conditions on the media
containing saccharose, mineral nutrients and growth regulators at low irradiance and
very high relative humidity. These conditions result in formation of plantlets with
abnormal leaf morphology, anatomy and functioning in comparison to seedlings
grown under natural conditions. Reduced epicuticular waxes, impaired stomatal
function, poorly developed palisade layer with a significant amount of mesophyll air
Space were observed in plantlets. In addition, their photosynthetic activity may be
reduced. When transferred to ex vitro conditions plantlets are subjected to desiccation
and their growth is often slow. To minimize the effect of transplantation stress, the
Plantlets should be acclimatized before exposition to natural conditions.



