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Wstep

Przez wiele lat mutageneza byta skutecznie wykorzystywana w hodowli roslin jako jedna
z metod uzyskiwania zmian genetycznych. Stosujgc te technike uzyskano blisko 1000 nowych
odmian roslin (1). Jednak mozliwosci hodowli mutacyjnej sa ograniczone przez wystepowanie
wysokiej liczby niekorzystnych mutacji, mozaikowato$¢ oraz bardzo czeste pojawienie sie muta-
¢ji chromosomowych utrudniajgcych ustabilizowanie linii hodowlanych.

Od kilku ostatnich lat szeroko bada sie i dyskutuje na ile wykorzystanie zmiennosci somaklo-
nalnej jako nowego Zrodta indukowania zmiennosci genetycznej moze by¢ przydatne w hodowli
roslin. Na podstawie dotychczasowej wiedzy o tym zjawisku wydaje sie, ze mozliwosci uzyska-
nia nowych wariantdbw genetycznych sg duze. Moze o tym Swiadczy¢ zardwno skala jego
wystepowania jak i pojawienie sie w kulturze in vitro nowych mechanizméw prowadzacych do
zmiennos$ci genetycznej. Z drugiej jednak strony liczby uzyskanych korzystnych wariantow nie
sg zbyt wysokie. W celu przyblizenia tej tematyki chciatabym przedstawi¢ kolejno charakte-
rystyke zmiennosci somaklonalnej, podtoze genetyczne indukowanych zmian, czynniki wplywa-
jace na jego powstawanie i czestotliwo$¢ wystepowania. Podsumowujac, przedstawione zo-
stang korzysci i wady wykorzystania tego zjawiska jako zrodta zmiennosci.

Problem zmiennosci somaklonalnej zostat w tym artykule ujety pod katem mozliwosci jego
wykorzystania w hodowli roslin, natomiast dla wielu technik in vitro jest zjawiskiem bardzo nieko-
rzystnym. W takim przypadku znajomo$¢ przyczyn jego powstawania pozwoli zmniejszy¢ lub
uniknaé jego wystepowanie.

1. Definicja i czestotliwo$¢ wystepowania

Juz wiele lat temu odnotowano, ze czes¢ roslin zregenerowanych w kulturze in vitro wykazu-
je zmienno$¢. W 1981 r. Larkin i Scowcroft (2) wprowadzili pojecie zmienno$ci somaklonalnej
dla okreslenia zmiennos$ci genetycznej powstatej w trakcie prowadzenia kultury. W celu
okres$lenia czy uzyskane rosliny sg mutantami (wariantami genetycznymi) nalezy dokonac¢ anali-
zy genetycznej nastepnych pokolen badz tez innego typu analiz na poziomie komérki (cytologi-
cznej) lub DNA (molekularnej). Analiza genetyczna umozliwia réwniez ustalenie sposobu dzie-
dziczenia okreslonej cechy.

Pojawienie sie spontanicznych mutacji somatycznych u wyzszych Eucaryota, jak wiemy,
oceniane jest na poziomie od 10" do 10™ na locus genu (3); pojawienie sie natomiast warian-
téw somaklonalnych w kulturze osigga warto$¢ kilku procent na locus. Przyktadem moga byc¢
doswiadczenia w ktérych uzyto roslin heterozygotycznych w okreslonym loci i okreslono
stabilnos¢ tego fenotypu w kulturze - lub inaczej - liczbe mutacji wystepujacych w znanym loci.
Na przyktad, uzywajgc do kultury protoplastow uzyskanych z zéitych liscieni, gdzie kolor uwa-
runkowany byt allelem dominujagcym w heterozygocie, 3,5% zregenerowanych roslin miato liscie
zielone. Mogto to by¢ wynikiem rewersji lub delecji allelu dominujgcego (4).

BIOTECHNOLOGIA 3-4 (13-14) '91



ZMIENNOSC SOMAKLONALNA JAKO ZRODEO ZMIENNOSCI GENETYCZNEJ 121

2. Podtoze genetyczne

Podobnie jak obsenvowano w hodowli mutacyjnej, zmienno$¢ wsrdd roslin zregenerowa-
nych w kulturze moze by¢ epigenetyczna (tranzient) lub genetyczna. Pierwszy rodzaj zmien-
nosci nie jest przekazywany potomstwu drogg generatywng w zwigzku z czym jest nieprzydatny
dla hodowli. Wiekszos$¢ typow zmian genetycznych zachodzacych w trakcie kultury jest w zasa-
dzie podobna do typow zmian indukowanych lub spontanicznych. Mutacje moga wystapi¢ za-
réwno w jadrze jak i cytoplazmie.

Wyrdzniamy nastepujgce typy zmiennosci genetycznej powstajgce w trakcie kultury in vitro:

a) zmiennos$¢ chromosomalna - dotyczy liczby i struktury chromosoméw. Jest to typ
zmiennos$ci najwczes$niegj i najczesciej obserwowany w kulturze. Zmiany w liczbie chromosomow
moga powodowac obnizenie ptodnosci, a w potomstwie generatywnym dawa¢ zmodyfikowany
stosunek genetyczny segregujacych cech. Niektorzy autorzy sugeruja, ze w gatunkach euploi-
dalnych takich jak; trzcina cukrowa i ziemniak, gdzie juz sg obecne podwojone chromosomy,
efekt dodania lub utraty pojedynczego chromosomu moze by¢ niezauwazalny (5).

Zmienno$¢ w strukturze chromosomow dotyczy wszelkiego rodzaju abberacji chromosomo-
wych takich jak: delecje, inwersje, duplikacje i translokacje. Moga one wplywaé na zmiany
w ekspresji gendw oraz na stosunek genetyczny przekazywanych cech. Liczba tego typu zmian
jest bardzo wysoka. Uwaza sie, ze przyczyniajg sie do tego dwa mechanizmy: p6zna replikacja
heterochromatyny obseoYOwana w jgdrach komorek hodowanych in vitro oraz niezbalansowa-
nie nukleotydow bedace wynikiem sktadu pozywki (6);

b) zmiennos¢ jednogenowa (mendlowska) - stwierdzono wystepowanie mutacji dominuja-
cych, subdominujacych i recesywnych. Przyktady powstatych w trakcie kultury zmian dziedzi-
czonych jednogenowo oraz czestotliwos¢ ich wystepowania przedstawiono w tab. 1;

Tabelal

Przyktady typoéw i czestotliwosci wystepowania mutantéw jednogenowych wsréd roslin
zregenerowanych z kalusa ryzu | pomidora oraz protoplastow sataty

Genotyp Rodzaj kultury Liczba analizowanych roslin

- liczba mutantéw

Typy mutacji

Oryza sativa kalus 1121 - w tym 44% mutantéw wysokos¢ roslin, ktoszenie,
dihaploidy (7) jednogenowych i 28% mutan- liczba i ciezar nasion, dtugos$¢
téw w stosunku do 2 lub wigcej i liczba wiech, tolerancja
cech na zasolenie, pigmentacja
Lycopersicon kalus 230 - 13 mutacji mendlowskich  meskosterylnos¢,

esculentum.
dihaploidy (8)

Letuca sativa
linia wsobna (9)

protoplasty

w tym 8 recesywnych
3 dominujace i | homozygota
recesywna

99-13 mutacji jednogenowych

bezszyputkowos¢ owocow,
zielona podstawa, albinos, vire-
scent, posredni typ wzrostu,
plamkowaty

szybko$¢ wzrostu, rozmiary,
morfologia lici i liscieni,
pigmentacja

¢) zmiennos$¢ na poziomie cytopiazmy czyli w DNA mitochondrialnym i chloroplastowym.

Mutacje tego typu u wiekszosci mieszancow piciowych sg dziedziczone matecznie, co uniemoz-
liwia powstanie mieszanych lub zrekombinowanych genéw cytoplazmatycznych, a w mutagene-
zie klasycznej sg one sporadyczne. W zwigzku z tym materiat dziedziczny znajdujacy sie w cyto-
plazmie jest bardzo stabilny.
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W kulturze in vitro stwierdza sie wysoka czestotliwos$¢ wystepowania wariantdw cytoplazma-
tycznych. Pring i wsp. (10) wykazali, ze cecha cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci typu T
u kukurydzy, dziedziczona cytoplazmatycznie i bardzo stabilna w czasie rozmnazania genera-
tywnego, wykazuje wysoka czestotliwos¢ rewersji w kulturze rzedu 8/123 i 31/60. Te duze rézni-
ce w rewersji ttumaczone sg przez Pringa uzyciem roznych genotypow i warunkow kultury.

Do innych mutacji dziedziczonych cytoplazmatycznie i obserwowanych wsrod regenerantow
naleza miedzy innymi: morfologia i wigor u salaty (11), rozw¢j kwiatéw (10), wrazliwos¢ na
toksyne z Alfemar/a tennis (12) oraz herbicydy triazynowe (13).

Za pomoca analiz molekularnych wykryto réwniez szereg zmian w mitochondrialnym DNA,
np. w sekwencji DNA, w duplikacji specyficznych regionéw, atakze pojawieniu sie dodatkowych
gatunkéw DNA o zmienionym ciezarze molekularnym. Zmiany tego typu stwierdzono miedzy in-
nymi u Zea mays, Sorgum, Brassica, trzciny cukrowej i Wc/a faba.

Evans i Sharp (14) uwazaja, Zze wysoka liczba obserwowanych mutacji cytoplazmatycznych
wynika z duzych mozliwosci ich ujawnienia w trakcie kultury. Rosliny w warunkach in vitro rozwi-
jaja sie z komoérek morfogenicznych zawierajgcych bardzo matlg liczbe organelli komérkowych.
W takiej sytuacji pojawiajace sie w cytoplazmatycznym DNA mutacje, zwlaszcza dominujgce,
majace duze szanse selekcji podczas segregacji organelli.

Ponadto podkreslic nalezy, ze w kulturze in vitro zaobsen™owano wystapienie nowych
rodzajéw zmian genetycznych, nie obserwowanych w genetyce klasycznej lub konwencjonalne;j
mutagenezie. Zmiany te uwarunkowane sg powstaniem mechanizméw specyficznych jedynie
dla kultury in vitro jak mitotyczny crossing over, amplifikacja genéw oraz aktywacja elementow
transpozonowych.

Mitotyczny crossing over (MCO)

Hipoteze o istnieniu mitotycznego crossing over wysunieto na podstawie wystepowania mu-
tantéw - homozygot recesywnych wsrdd zregenerowanych roslin tytoniu, kukurydzy i pszenicy.
W celu udokumentowania MCO zregenerowano rosliny pomidora z linii posiadajacych pie¢ ge-
néw heterozygotycznych. Crossing over wystgpit u 19 z 61 zregenerowanych roslin 15).

Liczba kopii (amplifikacja DNA)

Zmiany w liczbie kopii powtarzalnego DNA stwierdzono u wielu rodlin (16). U Inu wyste-
powaly one zaroéwno w kalusie jak i wsrod regenerantéw, a ich liczba byta zalezna od warunkow
kultury (17). Natomiast u lucerny amplifikacja okreslonego genu nastgpita w odpowiedzi na
czynnik selekcyjny. Linie wykazujgce odpornos¢ na inhibitor syntetazy glutaminy zawieraly 4-
11-krotnie wyzsza liczbe gendw tej syntetazy (18).

Aktywacja elementdéw transpozonowych

Transpozony, nazywane réwniez ruchomymi elementami genetycznymi, sg to odcinki DNA,
ktére moga zmienia¢ swoje potozenie w obrebie genomu organizmu. Ich insercja lub delecja
moze powodowac bardzo roznorodne efekty fenotypowe.

Duzg aktywnos¢ elementow transpozonowych w potomstwie roslin kukurydzy zregenerowa-
nych w kulturze udowodnita Peschke i wsp. (19). W dziesieciu z 301 roslin wystepowat aktywny
element transpozonowy Ac. Sugeruje sie rowniez aktywacje nie zidentyfikowanych, ,Spigcych”
elementow w oparciu o odkrycie niestabilnych wariantéw u ogorka (20,21) oraz r6znych grup re-
wertantow u lucerny (22,23).
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3. Czynniki wptywajgce na typy i stopien
zmiennosci somakionalnej

Znajomos$¢ tych czynnikéw utatwia poznanie mechanizmoéw powstawania zmiennos$ci soma-
kionalnej oraz dostarcza informacji na temat spodziewanej czestotliwosci indukowania somaklo-
néw. Na podstawie tych informacji mozemy dazyé do zwiekszenia czestotliwosci jej
wystepowania, gdy chcemy otrzyma¢ nowe warianty genetyczne. Sg jednak techniki, dla kt6-
rych wystepowanie tej zmiennosci jest szczegolnie niekorzystne. Naleza do nich; mikrorozmna-
zanie, otrzymywanie sztucznych nasion oraz zastosowanie technik rozmnazania in vitro w ban-
kach genow i transformacji komorek roslinnych.

Do czynnikdw wptywajacych na typy i stopieri zmiennosci somakionalnej zwigzanych
z materiatlem roslinnym uzytym do kultury in vitro naleza:

- rodzaj i wiek eksplantatu,

- genotyp i rézne poziomy ploidalnosci,
aw przypadku kultury in vitro:

- rodzaj pozywki (zwlaszcza regulatorow wzrostu),
- dtugos¢ kultury i rodzaj regeneracji,

- typ zastosowanej techniki in vitro,

- czestos¢ pasazy.

Rodzaj i wiek eksplantatu

Juz w 1967 r. Murashige i Nakano (24) stwierdzili, ze w starszych odcinkach todyg tytoniu
i kalusie z nich otrzymanym znajduje sie wiecej komérek poliploidalnych i aneuploidalnych niz
w miodszych. Podobnie wszystkie regeneranty z haploidalnych lisci bylty haploidalne, natomiast
regeneranty ze srodkowej czesci starych lisci (3-4 tygodnie po rozwinieciu) byty w duzej mierze
podwojonymi haploidami (25).

U ziemniaka Wheeler i wsp. (26) otrzymali wiecej roslin aneuploidalnych zregenerowanych
z kawalkéw bulw niz lisci. Podobnie Jones (27) uzyskat wyzsza liczbe roslin oktoploidalnych
i aneuploidalnych na poziomie oktoploidalnym z protoplastéw z bulwy niz z protoplastéw z me-
zofilu lisci.

Wytlumaczeniem wplywu rodzaju, a zwlaszcza wieku eksplantatu na czestotliwo$¢ pojawie-
nia sie somaklonéw moze by¢ wystepowanie zjawiska endoploidyzacji i amplifikacji odcinkoéw
DNA w czasie r6znicowania tkanek. W tym wypsdku duzy wplyw ma zmiennos¢ juz istniejaca
w tkankach roslinnych.

Na szczeg6lne podkreslenie zastuguje fakt wystepowania mutacji tkankowo-specyficznych.
Sa to okreslone mutacje pojawiajgce sie z wysoka czestotliwoscig po uzyciu do kultury tych sa-
mych eksplantatéw. Na przyktad wsrdéd regenerantdw otrzymanych w trakcie prowadzenia kul-
tury pylnikéw Lycopersicon peruvianum otrzymano wysoka liczbe mutantéow w Si loci (28).-Po-
dobnie wysoka liczbe zmian w morfoiogii kwiatéw stwierdzono wsréd roslin zregenerowanych
z pylnikéw Popu/us (29).

Genotyp i r6zne poziomy ploidalnosci

Stwierdzono, ze u niektérych odmian wystepuje znacznie wiecej wariantow somaklonalnych
niz u innych. Na przyktad u jednej z odmian Begoni haemalis uzyskano 43% wariantéw, a u in-
nej 7% (30). Roznice w genetycznej stabilnosci wykazano rowniez wsrdd genotypdw ziemniaka
na tym samym poziomie ploidalnosci (31). Jezeli natomiast do kultury in vitro uzyto eksplanta-
téw z roslin ziemniaka o réznych poziomach ploidainosci, czestotliwosci otrzymanych mutacii
liczby chromosoméw roznity sie znacznie. WsSrdd regenerantéw z eksplantatow roélin mono-
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lub dihaploidalnych znacznie wiecej miato podwyzszong liczbe chromosomow niz wsrod rege-
nerantow z tkanki tetraploidalnej (26,32).

Rodzaj pozywki

W niektoérych pracach stwierdzono wptyw réznych cytokinin lub stosunku kinetyny do NAA
na czestotliwos¢ wystepowania komoérek poliploidalnych w kulturze (33). Mogt on wynikaé
z promowania podziatdbw komorkowych na okreslonym poziomie ploidalnosci. Natomiast Dole-
zelowa i Nowak (34) przeprowadzili doswiadczenie w ktérym, ich zdaniem, wykazali brak muta-
genicznego charakteru regulatoréw wzrostu. Testowali oni system nitek precikowych u Trande-
scantia (jest to system bardzo wrazliwy na mutageny chemiczne). Moczyli kwiatostany w
pozywce i w MNU (3 stezenia) i obserwowali wystepowanie ré6znych mutacji, ktére pojawiajg sie
w uktadzie homozygoty recesywnej; do badan uzywa sie heterozygot o niebieskim kolorze nitek
precikowych (allel dominujacy). Autorzy nie obserwowali zmian w czestotliwosci mutacji soma-
tycznych po bezposrednim podaniu pozywki z r6znymi hormonami kwiatostanéw Trandescantii
(niezaleznie od sktadu hormonalnego).

Czas trwania kultury i rodzaj regeneracji

Czas trwania kultury odgrywa istotng role w generowaniu zmiennos$ci genetycznej. Wprost
proporcjonalne narastanie zmian wraz z czasem kultury obserwuje sie gtéwnie w komorkach nie
zroéznicowanych (kalusa i zawiesiny) oraz wsrod zregenerowanych roslin. U pewnych jednak ga-
tunkow (zboza i trawy) wystepuje silna presja selekcyjna, faworyzujaca regeneracje roslin z ko-
mé[ek cytogenetycznie nie zmienionych. Dzieki temu, niezaleznie od czasu kultury, zregenero-
wane rosliny pozostaja nie zmienione genetycznie (35).

Regeneracja roslin w kulturze in vitro moze odbywac sie drogg organogenezy, tj. wytwarza-
nia pakow, z ktérych rozwijajg sie pedy lub somatycznej embriogenezy poprzez wytwarzanie za-
rodkéw somatycznych. W wypadku organogenezy pagk z ktérego rozwinie sie roslina tworzony
jest z duzej grupy komorek. W zwigzku z tym istnieje duze prawdopodobienstwo otrzymania
roslin mozaikowych i chimerycznych, zwlaszcza z kalusa po diugim okresie kultury. W takim
przypadku prowadzenie analizy genetycznej, a takze szybkie otrzymanie okreslonych wariantow
genetycznych jest znacznie utrudnione. Rozpatrujac wystepowanie zmiennosci pod tym katem,
regeneracja roslin droga somatycznej embriogenezy jest wygodniejsza i bardziej efektywna po-
niewaz zarodki somatyczne powstajg nhajczesciej z pojedynczych komoérek lub ich matych grup.

Podsumowanie

Na podstawie przedstawionych danych mozna wyszczegdlni¢ korzysci i wady wystepuja-
cego w kulturze in vitro zjawiska zmiennosci somaklonalnej, jako metody uzyskiwania pozytyw-
nych wariantéw genetycznych dla hodowli roslin.

Do zjawisk korzystnych naleza:

1. Wysoka czestotliwos¢ wystepowania mutacji.

2. Pojawienie sie nowych klas zmiennosci genetycznej nie wystepujacych w konwencjonal-
nej mutagenezie lub wystpujgce w bardzo ograniczonym zakresie. Sa to:

- zwiekszona liczba powtarzalnych kopii DNA,
aktywacja elementdw transpozonowych,
mitotyczny crossing-over,
zmiany w cytoplazmatycznym DNA,

- zmiennos$¢ tkankowo-specyficzna.

3. Mozliwos¢ szybkiego uzyskania linii hodowlanej. Jak wiemy dziatajgc mutagenem na na-
siona powodujemy powstanie mozaicyzmu w setkach jego komérek. W kulturze in vitro
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zwilaszcza jezeli otrzymujemy rosliny drogg somatycznej embriogenezy, a wiec gtéwnie z poje-
dynczych komorek, ustalenie linii hodowlanych moze nastgpi¢ bardzo szybko. Jest ono szcze-
golnie tatwe w wypadku otrzymania mutantéw cytoplazmatycznych lub mutantéw powstatych
w wyniku MCO.

4. Selekcja pozytywna wariantéw. W trakcie kultury mozna zastosowac czynnik selekcyjny
i w ten sposOb juz na poziomie komorki ,wybra¢” odpowiednie warianty. Selekcje mozna
przeprowadzaé tylko dla niektérych cech jakosciowych, takich jak: odporno$¢ na herbicydy,
fungicydy, insektycydy i toksyny patogendw oraz zasolenie.

5. Wykorzystanie zmian w metabolizmie wtérnym. Wiele zmian genetycznych zachodzgcych
w czasie kultury wptywa na zmiany w metabolizmie wtérnym komérek. Wykorzystujgc ten fakt,
mozna wyizolowac linie komérkowa z podniesiong zawarto$cig metabolitdbw wtérnych, takich
jak: skopolamina, kwas rozmarynowy, shikonina, ajmalicyna i inne.

Sposréd dotad otrzymanych w trakcie kultury in vitro mutacji, ktére moga by¢ przydatne dla
hodowli nalezag miedzy innymi: meska sterylno$¢ (pomidor, ryz), wczesnos$¢ (kukurydza),
zwiekszona produktywnos¢ (ryz), tolerancja na przemarzanie (pszenica), odporno$¢ na choroby
(pszenica, trzcina cukrowa, ziemniak, pomidor, seler, tyton, kukurydza), typ wzrostu i kolor owo-
céw (pomidor, ogorek), bardzo mata ilos¢ nasion w owocu (papryka), zmieniona morfologia
lisci i kwiatéw oraz ich kolor u roslin ozdobnych.

Do istotnych wad utrudniajacych wykorzystanie tego zjawiska naleza;

1. Przypadkowos$¢, mimo ze liczba i r6znorodno$¢ otrzymanych wariantéw moze by¢ bar-
dzo wysoka, jednak zdecydowana wiekszos¢ jest niekorzystna. Dlatego, zeby znalez¢ mutacje
korzystna, nalezy przeselekcjonowaé wiele roslin.

2. Reproduktywnos$¢ - genotypy réznig sie znacznie zaréwno w zdolnosci do regeneracji jak
i czestotliwosci pojawienia sie wariantdw genetycznych. Wiele z waznych agronomicznie gatun-
kéw roslin uprawnych, jak rosliny zbozowe czy motylkowe grubonasienne, nadal pozostaja ga-
tunkami trudnymi do regeneracji.

Biorac pod uwage powyzsze informacje wydaje sie, ze poszukiwanie wariantéw genetycz-
nych wsrdd roslin pochodzacych z kultur in vitro jest celowe, zwlaszcza przy uwzglednieniu od-
powiedniego gatunku oraz techniki regeneracji. W najblizszych kilku latach nadal przewidywane
jest szerokie i powszechne wykorzystanie tego zjawiska jako zrodta zmiennosci dla hodowli
roslin na Swiecie. Metody otrzymywania i oceny wariantéw genetycznych sg stosunkowo proste,
a podioze genetyczne ich powstawania bardzo bogate. W celu uzyskania nowych, korzystnych
mutantow nalezy wiaczy¢ do prac najnowsze i najlepsze odmiany hodowlane oraz uzupehic je
nowymi, korzystnymi cechami, jak np. odpornos¢ na choroby, herbicydy czy tez niektére cechy
morfologiczne.
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Somaclonal variation as a source of genetic variability

Summary

Genetic variability of plants regenerated from tissue culture was called somaclonal variation by Larkin
and Scowcroft (2). This variation has occurred very commonly in different types of cultures and species
and the frequency of mutations could reach several percent of a locus.

This article concerns information about characterization, genetic basis and factors which generate
somaclonal variation. It also shows that some of genetic phenomena occured only as a consequence of tis-
sue culture. The knowledge about somaclonal variation is presented in terms of its implications for breeding.
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