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Fizjologiczna ocena roslin z kultur
In vitro
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Physiological evaluation of in vitro originated plants
Sum mary

The aim of the present work was to evaluate the morphological and physiol-
ogical status of strawberry shoots (cv. Senga Sengana) cultivated in vitro and
their subsequent (out of glass vessels) ability to form plantlets with developed
autothrophic metabolism. Standard medium recommended by Boxus was sup-
plemented with glucose or sucrose 30 g/1. Biomass production and particular
shoot formation were more efficient in the presence of glucose. The capacity of
the shoots to form the root system and to develop photosynthetic activity was
higher for shoots taken from the glucose-medium than the sucrose containing
medium.
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1. Wstep

Pojecie kultury in vitro lub kultury tkankowe obejmuje bar-
dzo rozne uktady biologiczne, od kultur protoplastéw czy komé-
rek przez kultury kalusa az po kultury organéw. Rosliny mozna
otrzymywa¢ na drodze embriogenezy, organogenezy czy mikro-
rozmnazania. Bez wzgledu na metode regeneracji, otrzymane
rosliny po przeniesieniu do Srodowiska naturalnego powinny
»funkcjonowaé” tak samo jak rosliny otrzymywane tradycyjnymi
metodami rozmnazania (z nasion, sadzonkowania itd.). Uwaza
sig, ze rosliny otrzymywane metoda mikrorozmnazania nie funk-
cjonujg prawidtowo gtéwnie z dwéch powoddw: niskiej fotosyn-
tezy i zaburzen w bitansie wodnym. Rosliny jak réwniez organy



Bozena Borkowska

i tkanki wykazujg w kulturach in vitro metabolizm heterotroficzny lub mieszany
z niewielkim udziatem autotroflcznego. Po wyjeciu ze szkla aktywnos$¢ fotosynte-
tyczna roslin jest w dalszym ciggu niska, co czesto jest przyczyng ich stabej przezy-
walnosci.

Prowadzi sie wiele do$wiadczerh nad procesami przystosowawczymi roslin po-
chodzacych z kultur in vitro. Gtéwnym celem tych badan jest okreslenie warunkow,
ktére zmniejszylyby natezenie stresu i ,,wyzwolity” procesy adaptacyjne roslin. Obec-
nie istnieje wiele technik umozliwiajacych ocene stanu fizjologicznego roslin, posia-
dajacych bardzo mate pedy, liscie i korzenie. Davies (1) podaje, ze do okre$lania sta-
nu fizjologicznego roslin z kultur in vitro stosowane sg mikrosondy za pomocg kto-
rych mozna ocenia¢ w poszczeg6lnych komdrkach status wodny i charakteryzowac
roztwory komdrkowe oraz wihasciwosci Scian komorkowych. Istniejg takze metody
oceny aktywnosci enzymow zwigzanych ze $cianami komoérkowymi. Morfologiczna
ocena roslin (wzrost i budowa czesci zielonej i korzeni) moze by¢ prowadzona
z ,,oddali” za pomoca kamer wideo. Technika wideo moze mie¢ réwniez zastosowa-
nie do oceny funkcjonowania aparatow szparkowych, a zatem posrednio do oceny
transpiracji i fotosyntezy.

Aktywnos¢ fotosyntetyczng mozna ocenia¢ zaréwno sprawnoscig funkcjonowania
fotosystemow (ocena fazy ,,jasnej” fotosyntezy) jak i na podstawie wymiany gazowej
(faza ,,ciemniowa” fotosyntezy). Metode pomiaru kinetyki indukcji fluorescencji chloro-
filu a stosuje sie zardbwno do okreslenia stopnia wyksztatcenia jak i funkcjonowania
aparatu fotosyntetycznego. Metoda ta pozwala na badanie w nie uszkodzonych lisciach
réznych aspektow fotosyntezy od przenoszenia energii wzbudzenia w skali pikosekun-
dowej (jasna faza fotosyntezy) do wigzania CO2, w minutach (ciemna faza fotosyntezy).

Jako miare sprawnosci fotochemicznej PSU przyjmuje sie stosunek fluorescenciji
zmiennej do maksymalnej (Fv/Fm), zwany takze wskaznikiem inhibicji centrum PSU.
Parametr ten odzwierciedla wydajno$¢ wykorzystania $wiatta w pierwotnych reak-
cjach fotosyntezy. Przyjmuje sie za Bjorkmanem i Demmingiem (2), ze wartos¢
Fv/Fm wynoszaca 0,832 (czesciej przyjmuje sie wartos¢ 0,800 jako graniczng) jest ty-
powa dla zdrowych lisci wielu gatunkéw roslin przebywajacych w warunkach nie
stresowych. Nizsza warto$¢ tego parametru $wiadczy o obnizeniu sprawnosci foto-
chemicznej PSU lub niepetnym wyksztatceniu centrum fotochemicznego (3-5). Czutym
wskaznikiem oceny fotosyntezy jest Sc (area) (6). Sc jest wskaznikiem zwartosci nie
zredukowanych akceptoréw elektrondw i wskazuje na zdolno$¢ przekazywania ener-
gii pomiedzy PSU i PSI. Wreszcie na podstawie dwdéch innych wskaznikow (Fs i Rfd)
mozna wnioskowaé o sprawnosci funkcjonowania enzymatycznej (ciemniowej) fazy
fotosyntezy. Fs (steady state) odczytywany jest na koncu fazy Swietlnej fotosyntezy
(warto$¢ stata po catkowitym wygaszeniu). Wzrost Fs $wiadczy o inhibicji PSU spo-
wodowanej nieodbieraniem energii do reakcji enzymatycznych. Rfd jest to tzw.
wspotczynnik witalnosci (7). Okresla on wspétdziatanie fazy Swietlnej fotosyntezy
z ciemniowg. Wzrastajgca warto$¢ Rfd (skorelowana z niskg wartoscig Fs) Swiadczy
o prawidtowym przebiegu proceséw enzymatycznych.
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Sprawnos¢ przechodzenia rodlin z metabolizmu heterotroficznego dominujgcego
w kulturach in vitro do autotroficznego jest zwigzana z warunkami ostatniego pasa-
zu w szkle i nastepnie z warunkami w czasie aklimatyzacji. Badania prowadzone
w Zakladzie Fizjologii i Biochemii ISK dotycza warunkéw ostatniego pasazu przed
ukorzenianiem (gtéwnie cukréw dodawanych do pozywki); warunkéw ukorzeniania
(z przechodzeniem do ukorzeniania poza szktem); oraz procesu aklimatyzacji (wigcza-
jac mikoryze).

W pracy przedstawiono wyniki dotyczace roli cukrow w ostatnim pasazu na-
mnozeniowym pedow truskawek w ukorzenianiu ex vitro, wzro$cie roslin i aktywno-
$ci fotosyntetycznej lisci, ktore byly wytworzone jeszcze w szkle (w czasie ostatnie-
go pasazu namnozeniowego) oraz lisci wytwarzanych poza szktem (w czasie konty-
nuowania wzrostu).

2. Materiaty i metody

Kultury truskawek odm. Senga Sengana (Fragaria x ananassa Duch.) byty zaktada-
ne i prowadzone wg metody opracowanej przez Boxusa (8) i zmodyfikowanej przez
nas obnizeniem stezenia BA (0,5 mg/l) i IBA (0,1 mg/l). Kultury przebywaty w kame-
rze fitotronowej w temp. 23°C i przy gestosci strumienia fotosyntetycznych foto-
néw (PPFD) 30 pmol m2 s ¥ Zrodtem $wiatta byly lampy fluorescencyjne (Philips)
emitujace Swiatto biate - ciepte w fotoperiodzie 16/8 godz (dzieri/noc). Pedy do
ukorzeniania brane byty z 7-10 pasazu (liczac od zatozenia kultur).

W ostatnim pasazu namnozeniowym (z ktérego pedy byly pobierane do ukorze-
niania) w miejsce glukozy 40 g/l (polecanej w standardowej metodzie Boxusa) doda-
wana byta sacharoza lub glukoza, w stezeniu 30 g/l. Ukorzenianie wykonywane byto
ex vitro zgodnie z metoda opisang w pracy Borkowska i in. (9).

Ocene wzrostu roélin pochodzacych z pozywki z glukoza lub sacharoza przepro-
wadzono po 4 tygodniach ukorzeniania w multiplatach (bezposrednio przed wysadza-
niem do doniczek) i po raz drugi po 4 tygodniach wzrostu w doniczkach, w szklarni.

Fluorescencja chlorofilu mierzona byfa fluorymetrem typu PEA (Ffansatech, An-
glia). Liscie zaciemniane byly przez 20 min, po czym wigczano lampe emitujaca
Swiatto o dhugosci fali 650 nm. Maksymalna intensywno$¢ napromieniowania na po-
wierzchni liscia wynosita 3000 pmolm'* s™* i o$wietlenie trwato 2 min. Pierwsze po-
miary fluorescencji wykonane byly przed ukorzenianiem (koniec ostatniego pasazu
namnozeniowego); drugi pomiar - po 4 tygodniach ukorzeniania w multiplatach
(przed sadzeniem do doniczek).

Wyniki opracowane byly statystycznie metodg analizy wariancji. Istotnosc roznic
okreslana byfa testem Duncana przy poziomie wiarygodnosci 0,05.
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3. Wyniki i dyskusja

3.1. Ocena morfologiczna

Tworzenie biomasy i formowanie poszczegdlnych pedéw w kulturach in vitro bylo
zalezne od rodzaju cukru w pozywce. W obecnosci glukozy biomasa kultur, takze
liczba pedéw nadajacych sie do ukorzeniania byla istotnie wieksza niz w obecnosci
sacharozy dodanej do pozywki (tab. 1). Na podstawie wczesniejszych wynikéw (10)
wskazano, ze rdznice we wzroscie kultur sg zwigzane z inng dynamika wykorzysta-
nia glukozy i sacharozy. Glukoza dodana do pozywki jest wykorzystywana od pierw-
szych dni pasazu, podczas gdy sacharoza musi najpierw by¢ zhydrolizowana. W re-
zultacie pod koniec pasazu, w pozywce zostaje niewiele cukru jezeli byt dodany
w formie glukozy natomiast jezeli zrodlem wegla byta sacharoza pozywka ciggle jest
bogata w cukier (prawie wytgcznie w formie glukozy po hydrolizie sacharozy).

Tabela 1

Charakterystyka kultur truskawki odm. Senga Sengana rosngcych na pozywce wg Boxusa zawierajacej glu-
koze (30 g/l) lub sacharoze (30 g/l), po peinym pasazu namnozeniowym

Cukier dodany do pozywki

Parametry glukoza sacharoza
liscie - $wieza masa (mg) 520 b 311 a
liscie - sztuki 225 b 43 a
ogonki lisciowe > lecm (szt/koibke) 848 b 39,6 a

Proces ukorzeniania i wzrost ukorzenionych roslin byt istotnie lepszy, gdy pedy
(sadzonki) pochodzity z pozywki z glukoza. Rdznice byly szczeg6lnie widoczne
w systemie korzeniowym (tab. 2). Stosunek lisci do korzeni byt korzystniejszy dla
roslin otrzymanych z pedéw (sadzonek) z pozywki z glukoza. Dobrze rozwinigty
system korzeniowy jest niezbedny nie tylko do zaopatrywania rosliny w wode i sktad-
niki pokarmowe, ale takze do ,,odbioru” asymilatéw.

Tabela 2

Poréwnanie roslin odm. Senga Sengana otrzymanych z pedéw (sadzonek) pochodzacych z kultur in vitro,
w ktérych zrédtem wegta byta gtukoza tub sacharoza

. . Cukier w pozywce Koronka Korzenie Stosunek
Stadium rozwoju - . .
przed ukorzenianiem - sucha masa (mg) - sucha masa (mg) lisci: korzeni (s.m.)
koniec ukorzeniania glukoza 23,6 a 7,03 b 4,10 a
sacharoza 20,9 a 533 a 491 a
4 tygodnie wzrostu glukoza 150,1 a 3081 b 4,78 a
w doniczkach sacharoza 1512 a 23,18 a 6,33 b
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3.2. Ocena aktywnosci fotosyntetycznej

Bezdyskusyjna jest rola cukréw w pozywce w czasie prowadzenia pasazy na-
mnozeniowych. Ze wzgledu na brak prawidtowej fotosyntezy dodany cukier jest je-
dynym (lub gtdwnym) Zrédtem wegla. Zréznicowane sa natomiast poglady na temat
roli cukrow w czasie ostatniego pasazu przed wyjeciem roslin/peddw ze szkia. Wie-
lu autorow uwaza, ze bardzo wazne dla przysztej aktywnosci fotosyntetycznej ro-
$lin jest obnizenie zawartosci cukru w pozywce w czasie ostatniego pasazu (11-14).
Rosliny/organy mogac korzysta¢ z gotowego zrodta wegla ,,nie czujg potrzeby” uru-
chamiania fotosyntezy. Istniejg takze poglady przeciwne, ze rozwdj aparatu foto-
syntetycznego jest niezalezny od obecnosci cukru w pozywce (15,16). Zwolennicy
tej teorii uwazaja, ze cukry pobrane z pozywki sg gromadzone w tkance i stanowig
»Zapas” wegla, ktory umozliwia prawidtowe funkcjonowanie roslin zanim rozpocz-
nie sie proces fotosyntezy.

Czynnikiem, ktéry moze regulowaé aktywnos$¢ fotosyntetyczng jest takze budo-
wa roélin. Fotosynteza moze mie¢ prawidtowy przebieg tylko wtedy kiedy jej pro-
dukty sg stale zuzytkowywane. Dla miodych ro$lin, ktére ,,skfadajg sie” wylgcznie
z lisci i systemu korzeniowego - korzenie sg gtéwnym odbiorcg asymilatéw. Po-
wstaje zatem pytanie czy opisane réznice w budowie morfologicznej mogty mieé
wplyw na aktywno$¢ fotosyntetyczng rosngcych roslin?

Nizsza wartos¢ parametru Fv/Fm dla lisci z pozywki w ktdrej zrodtem wegla byta
sacharoza wskazuje, ze pod koniec ostatniego pasazu namnozeniowego funkcjono-
wanie PSU byto nieco gorsze niz w lisciach hodowanych w obecnosci glukozy. Waz-
ne jest jednak, ze w czasie ukorzeniania, kiedy nowe liscie dopiero zaczynaty po-
wstawaé, w lisciach pochodzacych z kultur in vitro aktywno$¢ PSU byla ciggle pra-
widtowa (tab. 3). Warto$¢ parametru Sc, istotnie wieksza dla lisci pochodzacych
z kultur rosnacych w obecnosci glukozy, Swiadczyta réwniez o przewadze fotosyn-
tetycznej tej grupy kultur. W czasie ukorzeniania, warto$¢ Sc dla lisci wytworzonych
jeszcze w czasie ,,zycia w szkle” wzrastata i byla wyzsza niz dla lisci dopiero wyra-
stajgcych (tab. 3). Wyzsza warto$¢ parametru Fs i nizsza Rfd dla lisci pochodzacych
z kultur w ktdrych Zrodtem wegla byta sacharoza wskazuje, ze takze procesy enzy-
matyczne (ciemniowa cze$¢ fotosyntezy) przebiegajg gorzej niz w lisciach z kultur
rosnacych na glukozie.
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Tabela 3
Warto$¢ wybranych parametréw fluorescencji chlorofilu
Cukier Parametry fluorescencji
7 FviFm S F R
Stadium rozwoju W pozywce ¢ . ’ d
(przed uko- liscie utworzone
rzenieniem) in vitro in vivo in vitro* in vivo** in vitro in vivo in vitro in vivo
przed glukoza 0,836 a 436 b 1041 a 1,37 b
ukorzenieniem***  sacharoza 0,809 a 244 a 1204 a 1,03 a
koniec glukoza 0831 a 08l4a 683h 440 a 997a 721a 183a 21l16a
ukorzenienia sacharoza 0829 a 0824a 560 a 430 a 1010 a 771 a 177a 226 a

* W czasie ostatniego pasazu namnozeniowego, przed wyjeciem pedéw do ukorzeniania ex vitro,
** w czasie ukorzeniania ex vitro,
** Kkoniec ostatniego pasazu.

4. Whnioski

Aktywnos¢ fotosyntetyczna moze by¢ modyfikowana takze przez sktad mineral-
ny pozywki. Tendencje zostajg jednak zachowane te same. Kultury truskawek ros-
nace na pozywce z glukoza wykazujg lepsze funkcjonowanie proceséw fotosynte-
tycznych.

Doswiadczenia byly prowadzone w ramach akcji COST 836 i byty czeSciowo finansowane przez KBN.
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