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Induction of genetic variation in vitro
Sum mary

The effectiveness of traditional methods for inducing genetic variation has
greatly increased with the introduction of various techniques in vitro. The new
methods of obtaining generative and somatic hybrids in vitro have resulted in a
greater recombinant variation, exceeding the levels delimited hitherto by mat-
ing barriers. The potential for producing mutants has expanded due to the use
of mutant somatic cells (brought in with the explant) as well as to the applica-
tion of mutagens to individual cells and protoplasts, the haploid ones in particu-
lar. Two specific types of variation, i.e. somaclonal and gametoclonal variation,
have proved to arise under the influence of various factors in tissue culture.
However, the full application of these two types is inhibited to some extent by
the constrains on the regeneration ability of plants in culture, on the possibility
to select variants in vitro, and on the continuity of the resulting changes. Cul-
tures in vitro also make it possible to introduce directional genetic changes
through the application of molecular techniques.
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1. Wstep

Ro6znorodno$é genetyczna ma podstawowe znaczenie w pro-
cesie hodowli roslin, czyli w udoskonalaniu roslin uprawnych.
Paradoksem jest, ze hodowca, zmierzajac w korcowym etapie
wytwarzania nowej odmiany rolniczej do jak najlepszego wy-
réwnania materiatu hodowlanego, zawsze rozpoczyna hodowle
od poszukiwania lub indukowania zmienno$ci genetycznej.
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2. Zmienno$¢ rekombinacyjna i mutacyjna - ograniczenia metod
klasycznych

Klasyczne metody uzyskiwania réznorodnosci w materiale wyjsciowym do ho-
dowli polegaja gtdwnie na krzyzowaniu roslin i indukowaniu mutacji. Zmiennos¢ re-
kombinacyjna, umozliwiajaca potaczenie korzystnych cech réznych osobnikéw w ich
potomstwie, ma jednak wyrazne ograniczenia wynikajace z barier systematycznych.
Dystans genetyczny pomiedzy gatunkami rostin najczesciej nie pozwala na skutecz-
ne zaptodnienie lub normalny rozw6j zarodka mieszafcowego. Trudno$ci w uzyska-
niu odleglych systematycznie mieszafncéw dobrze itustruje historia pszenzyta: od
prob uzyskania ptodnego mieszarca pszenicy i zyta podejmowanych przez Miintzinga
uptyneto prawie 40 tat, zanim wyhodowano pierwsze odmiany nowego zboza. Pe-
wien postep w hodowli krzyzéwkowej przyniosto zastosowanie metod cytogene-
tycznych, umozliwiajacych przenoszenie pomiedzy gatunkami pojedynczych chro-
mosomdw zawierajacych pozadane geny, bez balastu pozostatych chromosomaéw,
i tworzenie tym sposobem linii substytucyjnych i addytywnych wykorzystywanych
w hodowli, jest rdwniez mozliwe uzyskiwanie - dzieki translokacji - mieszafncéw
strukturalnych, wzbogaconych tylko o fragment obcego chromosomu, na ktérym
znajduje sie pozytywny gen. Ta grupa metod, chociaz trudna technicznie i pra-
cochtonna, jest szczegdlnie uzyteczna przy przenoszeniu gendéw odpornosci z ga-
tunkow dzikich do uprawnych. Zastosowanie mutagenezy do zwiekszenia zmiennosci
genetycznej rozwijato sie dynamicznie poczawszy od lat siedemdziesigtych. Efek-
tem bylo wyhodowanie z udziatem mutantéw ok. 2 tys. nowych odmian uprawnych:
sg to gtownie odmiany zb6z i rosdlin pastewnych, u ktérych uzyskano kartowaty po-
kréj, polepszono plenno$¢ lub odporno$¢ na choroby. Mniejszy udziat miaty rosliny
rozmnazane wegetatywnie, najwiecej nowych form uzyskano u roslin ozdobnych.
Metoda ta wymaga jednak selekcjonowania przez 3-4 pokolenia bardzo duzego ma-
teriatu rodlinnego i wyeliminowania chimer, a przy tym daje niewielkg szanse uzy-
skania planowanej zmiany ze wzgledu na nieukierunkowane dziatanie mutagenow.
Zasadniczy postep w indukcji zmiennosci genetycznej, przezwyciezajacy w znacznej
mierze ograniczenia metod klasycznych, wprowadzono dzieki zastosowaniu metod
biotechnologicznych, opartych gtéwnie na wykorzystaniu roslinnych kultur in vitro.
W praktycznej hodowli rodlin stosuje sie je poczawszy od lat siedemdziesigtych.

3. Rozszerzenie granic krzyzowalnosci w kulturach in vitro

Ograniczenie krzyzowalno$ci wynikajgce z odlegtosci systematycznej zostato po-
konane w licznych przypadkach przez zaptodnienie in vitro, ktore pozwala na prze-
zwyciezenie barier prezygotycznych, lub przez hodowle na pozywece izolowanych
zarodkdw mieszancowych, wowczas gdy wystepujg bariery postzygotyczne. Otrzy-
mywanie mieszancéw somatycznych w kulturach protoplastéw doprowadzito do
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syntezy gatunkéw nie tylko przez potaczenie jader komdrkowych, ale rowniez przez
zlanie sie cytoplazmy partneréw, wnoszacej dodatkowo cechy uwarunkowane geno-
mem mitochondriéw i chloroplastow. Podobnie jak kultury in vitro, ktére zwiekszyty
mozliwosci pozyskania nowych kombinacji cech, rowniez indukowanie in vitro zmien-
nosci genetycznej poszerzyto pole dziatania hodowcy poszukujacego nowych wias-
ciwosci roslin. W tym zakresie mozna uzyska¢ in vitro dwojakg zmienno$é: muta-
cyjng i somaklonalna.

4. Indukcja zmiennosci mutacyjnej in vitro

Obiektem dla indukcji mutacji mogag by¢ zaréwno kultury in vitro jak tez frag-
menty roslin poddane mutagenezie przed wylozeniem eksplantatéw na pozywke.
Stosuje sie takie same mutageny jak in vivo. Spo$rod mutagendw fizycznych najcze-
Sciej uzywa sie promieniowania jonizujacego; zalecane sg roéwniez promienie UV,
rzadko stosowane in vivo z powodu niewielkiej przenikliwosci. W kulturach mozna
poddawa¢ promieniowaniu UV pojedyncze komorki, zawiesiny komoérkowe lub po-
jedyncze warstwy komorek. Najczesciej stosowane w kulturach mutageny chemicz-
ne to zwiazki alkilujgce. Dozowanie réznych rodzajow mutagendéw powinno by¢
fatwe do mierzenia i do powtdrzenia przy zatozeniu, ze standaryzacja innych czyn-
nikéw kultury jest dokfadnie przestrzegana. Bardzo wazne jest stosowanie takich
dawek mutagenow, ktére pozwolg na przezycie zmutowanych komorek i regenera-
cje mutantéw. Z tego wzgledu nalezy wstepnie zbada¢ reakcje kultury na wzra-
stajace dawki mutagenu. Przy ustalaniu dawki trzeba réwniez wzig¢ pod uwage wie-
kszg mozliwos¢ - w poréwnaniu z warunkami in vivo - przenikania mutagenéw
do stosunkowo niewielkiej masy komorek, najczesciej niczym nie chronionych. W tkan-
kach wielokomoérkowych penetracje mutagendw chemicznych utatwia dwumetylo-
SLilfotlenek (DMSO). Dziatanie chemicznego czynnika mutagennego trwa okreslony
czas, po uptywie ktdrego nalezy kulture przenies¢ na Swieza pozywke; réwniez ra-
diacja moze spowodowaé zmiany chemiczne w pozywce. Wiadomo, ze w kazdej ko-
morce zachodzg inne mutacje, dlatego w kulturach in vitro mozna unikngé¢ powsta-
wania chimer przez dziatanie mutagenem na kultury komérek w zawiesinie lub na
tkanki, w ktorych organy przybyszowe (pedy, zarodki) powstaja z jednej komorki
merystematycznej. Nie wszystkie komorki zmutowane sg jednak zdolne do zregene-
rowania roslin, co stanowi dos¢ znaczne ograniczenie w postugiwaniu sie mutage-
nami w zawiesinach komdrkowych. Mozliwe jest natomiast rozdzielenie in vitro tka-
nek chimerycznych po lokalizacji sektora zmutowanego. Szczegétowy opis postepo-
wania przy indukowaniu mutacji in vitro podajg liczni autorzy (1,2).

Bardzo korzystne jest, jesli selekcje zmutowanych komérek mozna przeprowa-
dzi¢ in vitro, poniewaz w ten sposéb oszczedza sie areat i czas oraz zmniejsza sie
koszty zwigzane z selekcja kompletnych roélin. Do selekcji in vitro szczegdlnie na-
daja sie cechy odpornosci na niektdre stresowe czynniki biotyczne i abiotyczne;
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w niewielkim, niestety, zakresie da sie w ten spos6b selekcjonowac wazniejsze ce-
chy agronomiczne, takie jak plenno$¢ czy wczesnosc.

Bardzo duzym utatwieniem jest mozliwos¢ indukowania mutacji w komérkach
haploidalnych, takich jak mikrospory poddane procesowi androgenezy in vitro lub
haploidalne protoplasty (3). Zapewnia to otrzymanie jednolitych mutantéw, bez
sektorow chimerycznych, oraz utatwia wykrycie mutantow juz u roslin MI.

Szczegoblnie korzystna okazata sie indukcja mutacji in vitro u gatunkéw rozmna-
zanych wegetatywnie, szczeg6lnie u tych, ktére tworza nieliczne sadzonki lub sa-
dzonki o duzych rozmiarach. Réwnoczesne poddanie mutagenezie licznego mate-
riatu roslinnego, a nastepnie szybkie nhamnozenie mutantéw in vitro umozliwia oce-
ne ich przydatnosci w roznych Srodowiskach i znaczne skrdcenie czasu potrzebne-
go do wyhodowania nowych odmian. Pozytywne wyniki mutacji in vitro osiggnieto
u ziemniaka, manioku, banandéw i platanéw (4). Indukcji mutacji w kulturach roslin-
nych moze towarzyszy¢ zmienno$¢ somaklonalna, ich sumujgce sie efekty sg trudne
do odréznienia.

5. Zmienno$¢ somaklonalna

Innym rodzajem zmiennosci, ktéra powstaje w kulturach spontanicznie i moze
by¢ kontrolowana tylko w ograniczony sposéb, jest zmienno$¢ somaklonalna (2,5).
Zroznicowanie roslin uzyskanych in vitro z eksplantatow tkanek somatycznych jed-
nej roéliny matecznej nazywa sie zmiennoscig somaklonalng, a zmienno$¢ pow-
stajacg w kulturach gametofitu - zmiennoscig gametoklonalna.

Zmienno$¢ somaklonalna moze by¢ wynikiem genetycznego zréznicowania tka-
nek, z ktorych sktadat sie eksplantat pierwotny. Eksplantaty moga zawiera¢ tkanki
0 réznej poliploidalnosci i zmutowane komorki somatyczne, ktore poza kulturg nie
miatyby mozliwosci przekazania zmienionych cech droga generatywng. Oprocz zmien-
nosci wniesionej z eksplantatem, na powstanie zmiennosci somaklonalnej wptywa
istotnie sposéb regeneracji roslin oraz niektore czynniki kultury.

Mechanizm zmienno$ci somaklonalnej nie jest jeszcze w petni wyjasniony. Zmien-
nos$¢ ta nie jest jednak klasyfikowana jako odrebny rodzaj zmiennosci, lecz jako
suma rdéznych zjawisk genetycznych, takich jak mutacje genomu jadrowego i pla-
zmatycznego powstajace pod wptywem warunkow kultury, oraz zmiany bedgce
skutkiem stresu, takie jak zwiekszenie amplifikacji gendw, uakt>'wnienie transpozo-
néw, zmiany metylacji DNA i stresowe zmiany metaboliczne w merystemach szlaku
piciowego.

Charakterystyka zmiennosci somaklonalnej wskazuje na jej odmienno$¢ w sto-
sunku do zmiennosci mutacyjnej. Wystepuje z wieksza czestotliwoscig, nawet do
kilkunastu procent wariantéw w jednym cyklu mnozenia, przy czym w kolejnych cy-
klach czestotliwos$¢ zmian moze sie nie powtarza¢. Spektrum zmian moze by¢ takie
samo lub odmienne od mutacji indukowanych, taka sama zmiana moze obejmowaé
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duza czes¢ populacji, moze dotyczy¢ zaréwno cech ilosciowych jak cech jakoscio-
wych. Zdarza sie, ze w przeciwienstwie do mutacji indukowanych czynnikami muta-
genicznymi zmiany dos¢ czesto sa dominujace, a nawet moga by¢ homozygotyczne.

Podatno$¢ na zmienno$¢ somaklonalng zwigzana jest w duzej mierze z gatun-
kiem rosliny. Sa gatunki stabilne, nie ulegajgce zmianom, takie jak stonecznik, lilia
i hiacynt, oraz gatunki podatne, takie jak tyton, ziemniak i trzcina cukrowa. Mogg
wystapi¢ znaczne réznice odmianowe i indywidualne we wrazliwosci na warunki in
vitro. Formy poliploidalne tatwiej ulegajag zmianom niz diploidalne. Istotne jest row-
niez pochodzenie eksplantatu. Fragmenty starszych organéw, bardziej zréznicowa-
nych tkanek i odcinki todyg (w poréwnaniu z korzeniami) majg wiekszg sktonnos¢
do zmian. Istotne znaczenie ma rodzaj kultury. Najtatwiej ulegajg zmianom kultury
kalusowe oraz pochodzace z kalusow kultury zawiesin komoérkowych i kultury pro-
toplastéw. Wiadomo, ze pod wzgledem genetycznym Kalus jest tkanka niestabilng
- wystepujg w nim zmiany zaréwno liczby jak i struktury chromosoméw. Analizy
cytologiczne kaluséw oraz roslin zregenerowanych z kalusa wskazujg na znacznie
wigkszg niz w naturze czestotliwos$¢ wystepowania komdrek poliploidalnych i ane-
Liploidalnych oraz peknie¢ chromosomow, zwigzanych gtéwnie z regionami hetero-
chromatycznymi, a w rezultacie na powstawanie réznych rodzajow aberracji chro-
mosomowych. W dtugotrwatej hodowli kaluséw niektérych gatunkéw obserwowa-
no réwniez eliminacje chromatyny z jadra komorkowego i tworzenie sie mikrojader,
somatyczny crossing-over, fuzje chromatyd i chromosoméw, powstawanie chromoso-
mow policentrycznych i olbrzymich. Pedy przybyszowe zregenerowane w centrach
merystematycznych kalusa najczesciej przenosza zmienno$¢ somaklonalna, w prze-
ciwienstwie do peddéw powstajgcych z merysteméw wierzchotkowych i bocznych.
Nie musza jednak odzwierciedlaé wszystkich zaburzei chromosomalnych, ponie-
waz komérki genetycznie zbalansowane mnozg sie szybciej od komorek wadliwych
i w ten sposob dochodzi do naturalnej selekcji komorek w budujacym sie organie,
a sito mejozy ogranicza ptodno$é wariantéw z defektami chromosomoéw.

Do zwiekszenia zmiennosci somaklonalnej przyczynia sie znaczaco sposéb pro-
wadzenia kultury. Kultury dtugotrwate, przedtuzone pasaze, ptynne pozywki, wyso-
kie stezenie regulatoréw roslinnych, szczegolnie 2,4-D, zwiekszajg prawdopodobien-
stwo zmiennosci.

Zmienno$¢ obserwowana w kulturach moze nie by¢ trwata. Moze trwac do cza-
su, w ktorym tkanki i organy roslinne znajdujg sie in vitro, np. w przypadku gdy
wskutek wysokiej wilgotnosci i zastosowania regulatorow roslinnych formuje sie
niedostateczna warstwa wosku i nastepuje zmiana w budowie tkanki miekiszowej
lisci oraz dochodzi do nadmiernego uwodnienia tkanek (witryfikacji). Zmiany te
ustepuja ex vitro. Rodliny zregenerowane w kulturach mogg wykazywac zmiany, kto-
re nie przenoszg sie drogg generatywng (warianty), zmiany zanikajgce po kilku po-
koleniach wegetatywnych lub generatywnych oraz trwate zmiany dziedziczne. Poje-
cie zmiennosci epigenetycznej okreslajagce dotad zmiane ekspresji genu, nie przeka-
zywang droga generatywng, obecnie jest rdwniez uzywane do okreslenia zanika-
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jacych zmian w kilku pokoleniach regenerantéw. Zmienno$¢ somaklonalna charak-
teryzuje sie duzg niestabilnoscia, a najbardziej nietrwate sg zmiany bedace skut-
kiem stresu. Podobnie jak w przypadku mutacji, kierunek zmian nie jest mozliwy do
przewidzenia, a wiekszo$¢ zmian jest nieprzydatna.

Selekcja pozytywnych somaklondw jest wykorzystywana przez hodowcow jako
tanie i tatwo dostepne, chociaz mato precyzyjne, narzedzie ulepszania roslin, w tym
starych, wartosciowych odmian, bez potrzeby dtugotrwatej hodowli. W ten spos6b
u starej amerykanskiej odmiany ziemniaka Russet Burbank uzyskano 60 klonéw bar-
dziej wartosciowych pod wzgledem plennosci i odpornosci, selekcjonujac je z 10 tys.
somaklondw. Podobne wyniki uzyskano u trzciny cukrowej, tytoniu, ryzu, kawy i in-
nych gatunkow. Najwiecej zmian dotyczacych morfologii roslin opisano u roélin
ozdobnych i rozmnazanych wegetatywnie (6). Zmienno$¢ somaklonalna moze by¢
skutecznie wykorzystana u gatunkéw charakteryzujacych sie niewielkg zmienno-
Scia, w przypadkach cech trudno osiagalnych i trudnych do wprowadzenia przez
krzyzowanie, np. u gatunkow apomiktycznych. Zmienno$¢ somaklonalna jest nie-
pozadana w kolekcjach in vitro, u roélin transgenicznych oraz przy mikrorozmna-
zaniu roslin o dhuzszym cyklu zyciowym, np. u rodlin drzewiastych. Wyjasnienie me-
chanizmu zmian, ograniczenie ich niestabilnosci oraz udoskonalenie metod selekcji
in vitro moze przyczyni¢ sie do wiekszego wykorzystania zmiennosci somaklonalnej
w hodowli roslin.

6. Perspektywy

Wymieniajac rdézne sposoby powiekszania zmienno$ci genetycznej za pomocg
technik in vitro nalezy podkresli¢ szczego6lne znaczenie kultur roslinnych dla rozwo-
ju transgeniki. Ten fascynujacy kierunek badan, ktéry teoretycznie umozliwia do-
wolne przenoszenie gendw miedzy organizmami, szybko znajduje zastosowanie
w postaci odmian roslin transgenicznych (GMO) uprawianych na $wiecie juz na mi-
lionach hektaréw. W tej sytuacji poszukiwanie zmiennosci genetycznej innymi spo-
sobami jest, jak sie wydaje, mniej przydatne. Dopodki jednak przy transformowaniu
roslin nie uporamy sie z ograniczeniami, a mechanizm dziatania i wspétdziatania ge-
now nie zostanie wyjasniony, w hodowli roélin muszg nadal rozwija¢ sie i funkcjo-
nowaé¢ inne metody indukowania zmiennosci genetyczne;j.
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