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Streszczenie

Konwencjonalne rozmnazanie szeregu gatunkow roslin leczniczych z réznych przyczyn jest nieefektywne lub
niemozliwe. W wyniku odpowiednio dobranej metody klonalnego rozmnazania in vitro, w stosunkowo krétkim
czasie, mozna otrzymac duzg liczbe genetycznie jednorodnych roélin potomnych, stanowigcych zZrédto wartoscio-
wego, homogennego surowca leczniczego. Mikrorozmnazanie jest metoda rozmnazania wegetatywnego w kulturze
in vitro, wykorzystywana do masowego mnozenia roélin na skale produkcyjna. Roéliny potomne powinny by¢
zgodne ze wzorcem gatunkowym, charakteryzowac¢ sie jednorodnoscia pod wzgledem zaréwno morfologicznym,
fitochemicznym, jak i genetycznym w stosunku do wyselekcjonowanej rosliny donorowej. Opracowywane protokoty
efektywnego rozmnazania in vitro ro$lin maja na celu otrzymanie wysokiej jako$ci mikrosadzonek, ktére przenie-
sione do gruntu, po osiagnieciu stadium dojrzatosci, beda zrédlem standaryzowanego surowca. Warunki kultury
in vitro w namnazanym materiale ro§linnym moga wywola¢ tzw. zmienno$¢ somaklonalng, dlatego konieczne jest
monitorowanie stabilnosci kultur. Jednym z podstawowych kryteriéw oceny jest analiza stabilnosci genetycznej
uzyskanych klonéw, ktérg mozna przeprowadzi¢ technika cytometrii przeptywowej oraz za pomocg markeréow
molekularnych. Celem pracy jest przedstawienie metod najczesciej stosowanych do oceny genetycznej stabilno$ci
roélin otrzymywanych za pomoca réznych technik klonalnego rozmnazania in vitro. (Farm Wspét 2020; 13: 150-158)

Stowa kluczowe: roslinne kultury tkankowe, stabilno$¢ genetyczna, zmiennosé somaklonalna, metody molekularne

Abstract

Conventional reproduction of a number of medicinal plant species is ineffective or impossible for different
reasons. As a result of an appropriately selected method of clonal reproduction in vitro, a large number of geneti-
cally homogeneous progeny plants can be obtained in a relatively short time. Those plants are a source of valuable,
homogeneous medicinal raw material. Micropropagation is a method of vegetative reproduction in in vitro culture,
used for the mass multiplication of plants on a production scale. The progeny plants should be consistent across
species group and characterized by morphological, phytochemical and genetic homogeneity in relation to the
selected donor plant. The developed protocols for effective in vitro reproduction of plants are aimed at obtaining
high-quality micro-seedlings which, when transferred to the ground, after reaching the maturity stage, will be
a source of standardized raw material. As the conditions of in vitro culture in the propagated plant material may
trigger the so-called somaclonal variation, therefore it is necessary to monitor the stability of the cultures. One of
the basic evaluation criteria is the analysis of the genetic stability of the obtained clones, which can be performed
by flow cytometry and with the use of molecular markers. The aim of the study is to show the most applicable
methods of genetic fidelity evaluation of plants regenerated via varied clonal propagation technique. (Farm Wspot
2020; 13: 150-158)
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Wstep

Od szeregu lat wzrasta zainteresowanie lekiem
roélinnym, co zwieksza zapotrzebowanie na substan-
cje roélinne wykorzystywane przez przemyst farma-
ceutyczny, spozywczy i kosmetyczny. Rozmnazanie
wegetatywne roslin w kulturze in vitro okreslane
jest jako mikrorozmnazanie (ang. micropropagation,
clonal propagation, rapid clonal propagation, in vitro
propagation), celem ktdrego jest otrzymanie duzej
liczby wyréwnanych genetycznie roslin, namnozenie
identycznych, cennych genotypdéw, wykorzystywanych
do przemyslowej produkcji waznych metabolitow
wtornych. Obecnie stanowi obszerna gataz produkciji
ro$linnej, dynamicznie rozwijajacego si¢ przemystu
in vitro, stwarzajacego mozliwo$¢ masowego roz-
mnazania waznych gospodarczo gatunkéw roslin
ozdobnych, drzew, warzyw, a takze roslin leczniczych
[1-3]. Metoda pozwala w kulturach in vitro uzyskac
z malych fragmentéw roslin wysoki wskaznik rozmna-
zania, w stosunkowo krétkim czasie. Material roslinny
otrzymywany za pomoca réznych metod rozmnazania
in vitro stanowi alternatywe dla pozyskiwania surow-
céw z roélin rosnacych w warunkach naturalnych
badz produkeji w uprawach polowych [1]. W §wietle
zalecenn ESCOP (ang. European Scientific Cooperation
for Phytotherapy) i komisji farmakopealnych mikro-
sadzonki roslin leczniczych powinny by¢ wytwarzane
zgodnie z wymogami Dobrej Praktyki Wytwarzania
(GMP i GAP) [2,4,5]. Wysoka jako$¢ przyszlego
surowca farmaceutycznego zapewniaja prawidlowo
opracowane wydajne systemy mikropropagacji, ktore
umozliwiaja namnozenie jednorodnych roélin, o jed-
nakowym fenotypie z wyselekcjonowanych, elitarnych
genotypdw, charakteryzujacych sie wysoka zawartoécig
zwigzkow o dziataniu farmakologicznym. Jednak
warunki kultury in vitro moga wywola¢ zmienno$¢
somaklonalna w namnazanym materiale roélinnym,
dlatego konieczne jest monitorowanie stabilnosci
uzyskanych roélin. Wegetatywne rozmnazanie roslin,
jakie zachodzi w kulturach in vitro, a takze $cisle kon-
trolowane warunki hodowli, teoretycznie nie powinny
powodowa¢ zmienno$ci w obrebie powstajacych klo-
néw. W procesie mikrorozmnazania regeneracja roslin
oparta jest na podziatach mitotycznych somatycznych
komorek, dlatego rosliny potomne powinny by¢ iden-
tyczne z roéling donorows, z ktdrej pobrano eksplan-
tat. Liczne badania wskazujg jednak, ze niezaleznie
od zastosowanej metody mikrorozmnazania istnieje
ryzyko pojawienia si¢ w zregenerowanych rosélinach
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zmiennoéci somaklonalnej, czyli spontanicznej zmien-
nosci obserwowanej u roslin potomnych uzyskanych
w kulturach in vitro z tej samej rodzicielskiej linii
komorek. Moze ona dotyczy¢ réznic fenotypowych,
cytomorfologicznych i fizjologicznych, gléwnie jednak
posiada podloze genetyczne [6]. Wizualna ocena uzy-
skanych regenerantdw jest niewystarczajaca. W trakcie
trwania kultury in vitro moze wystapi¢ zmienno$é
spontaniczna, wowczas regenerujace roéliny wykazuja
odmienne cechy fenotypowe lub, co bardziej niewska-
zane, odmienne cechy biochemiczne, réznigce je od
ro$liny donorowej [3,7].

Metody klonalnego rozmnazania roslin
in vitro

Roélinne kultury in vitro oparte sg na specyficznej
wiasciwosci komérek rodlinnych, ktére wykazuja zdol-
no$¢ do nieograniczonego dzielenia si¢ i réZnicowania
we wszystkie typy komdrek. Totipotencja komorek
ro$linnych pozwala na odtworzenie calej rosliny w pro-
cesie organogenezy [8]. Organogeneza zachodzaca
podczas rozmnazania klonalnego roslin w kulturach
in vitro jest uzalezniona od szeregu czynnikéw: pocho-
dzeniaistopnia zréznicowania eksplantatu, obecnosci
w podlozu hodowlanym regulatoréw wzrostu i rozwoju
(fitohormonoéw), a takze warunkow prowadzenia
hodowli. Sygnat hormonalny docierajacy do rosliny
inicjuje dedyferencjacje komorek, ktore nabywaja
kompetencji do wznowienia podzialéw komérkowych.
Formowane s3 centra merystematyczne i nastepuje
tworzenie organow, badz powstaja one z istniejacych
juz w eksplantacie merysteméw wierzchotkowych lub
katowych [8].

Mikrorozmnazanie, szeroko wykorzystywana
technika w biotechnologii roélin, polega gléwnie na
pobudzaniu do rozwoju merysteméw bocznych, badz
indukcji de novo organéw przybyszowych. Zaleta
propagacji roélin leczniczych z wykorzystaniem réz-
nych typéw kultury in vitro, jest mozliwo$¢ szybkiego
namnozenia z pojedynczej, elitarnej rosliny donorowej
o wysokiej wartosci jednostkowej, duzej liczby roslin
potomnych o tych samych cechach. Wyselekcjonowane
warto$ciowe genotypy i klony roslin o wysokiej zawar-
tosci pozadanych metabolitow wtornych stanowia
zrédlo eksplantatéw do zainicjowania procesu mikro-
rozmnazania. Propagacja roélin w warunkach in vitro
oparta jest na zdolnosci eksplantatow do masowego
formowania pakéw bocznych, przybyszowych, mikro-
cebulek i zarodkéw somatycznych [8]. Tym samym
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metoda ta w warunkach in vitro moze by¢ zapoczatko-
wana przez pobudzanie do rozwoju pakéw bocznych,
tworzenie pakéw przybyszowych bezposrednio lub
posrednio przez kalus oraz embriogeneze somatyczna.
Jest wigc procesem kilkuetapowym, a namnozone
i rozwiniete pedy wymagaja ukorzenienia w warun-
kach in vitro lub ex vitro [1,8,9].

Najbardziej zalecang metodg rozmnazania ro$lin
leczniczych jest pobudzanie do rozwoju pakdéw pachwi-
nowych z wierzchotkéw pedéw lub fragmentow pedow
zweztem, tzw. kultury pakow bocznych [10]. Pozywki
uzupelniane cytokining niweluja hamujace dzialanie
endogennej auksyny (odpowiedzialnej za dominacje
wierzchotkowa) i powodujg rozwéj pakéw katowych
z juz istniejacych zawigzkéw i tworzenie nowych, co
pozwala na ,,rozkrzewianie” i otrzymanie tzw. wielope-
dow [9]. Kultury pedéw bocznych cechuja si¢ najwyzsza
stabilno$cia genetyczng uzyskanych roslin potomnych,
gdyz kontynuuja rozwdj, jaki zostat im nadany jeszcze
w $rodowisku naturalnym [8].

Bardzo efektywna metodg rozmnazania klonal-
nego sa kultury pakéw przybyszowych, w ktérych
bezposrednio badz posrednio w tkankach eksplantatu
pierwotnego utworzone zostaja na nowo paki przy-
byszowe [11]. Moga one powstawa¢ bez posrednictwa
kalusa, na drodze tzw. organogenezy bezposredniej,
co inicjowane jest wylozeniem wyizolowanego frag-
mentu organu roéliny (eksplantatu) — liscia, korzenia
czy todygi na podloze z dodatkiem odpowiednich
fitohormondéw. Stymuluje to odréznicowanie sig
zywych komorek eksplantatu, ktére w wyniku cia-
glych podzialéw tworzg centra merystematyczne,
bedace zawigzkami wierzchotkéw pedow lub korzeni.
W metodzie réznicowania si¢ pgkéw przybyszowych
bezposrednio z tkanek eksplantatu uzyskane rosliny
zachowuja genotyp roéliny donorowej, ale wada
metody jest jej przydatno$¢ w rozmnazaniu niewielu
gatunkow [8,12]. Natomiast réznicowanie si¢ pakow
przybyszowych w drodze organogenezy posredniej
mozliwe jest u wszystkich gatunkéw roslin, z dowol-
nego eksplantatu. Wzbogacenie pozywki w auksyny
i cytokininy indukuje odréznicowanie si¢ zywych
komoérek eksplantatu, z ktérych w wyniku inten-
sywnych podzialéw formowany jest kalus. Niektore
jego komorki po licznych podziatach zaczynaja si¢ na
nowo réznicowad i w procesie organogenezy formowac
organy rosliny. Wada tej szybkiej i wydajnej metody
jest ryzyko, ze pedy indukowane z kalusa moga mie¢
zmieniong podstawowg liczbe chromosoméw, posia-
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da¢ komorki o réznej ploidalnosci lub by¢ chimerami
[13]. Roéliny potomne otrzymane tag metoda wymagaja
szczegblnego monitorowania, poniewaz paki zregene-
rowane z kalusa nie gwarantuja utrzymania stabilnosci
genetycznej mnozonego materialu roslinnego [14].
Kultury oparte na formowaniu pedéw przybyszowych
sg wykorzystywane do rozmnazania gatunkéw, ktore
majg ograniczone zdolnosci do wytwarzania pakéw
bocznych [3,9].

Inng forma szybkiego i bardzo efektywnego
rozmnazania wegetatywnego jest embriogeneza
somatyczna. Jest to proces biologiczny, w ktérym
w warunkach in vitro tworzg sie zarodki z komdrek
wegetatywnych. Proces embriogenezy jest indukowany
przez okreslone czynniki, tj. warunki prowadzenia
hodowli, sktad podloza oraz wybdr eksplantatu.
Embriogeneza moze przebiega¢ bezposrednio na tkan-
kach eksplantatu (gléwnie w przypadku miodych tka-
nek) badZ mie¢ charakter posredni, z wytworzeniem
embriogennego kalusa na eksplantacie pierwotnym.
Zarodki somatyczne cechuje dwubiegunowos¢, ktéra
w dalszym rozwoju uwidacznia podzial na zawigzki
peduikorzenia. W efekcie embriogenezy somatycznej
otrzymuje si¢ liczne nowe kompletne rosliny [8,12].
Rosliny otrzymane z zarodkéw somatycznych zacho-
wuja na ogot genotyp rosliny donorowej [15].

Wplyw warunkéw kultury in vitro
na zmiennos¢ somaklonalnag
rozmnazanych roslin

Roéliny otrzymywane droga rozmnazania klo-
nalnego in vitro narazone s na szereg czynnikéw
stresowych, wynikajacych z warunkéw kultury.
Zauwazono, ze podczas trwania kultury in vitro, m.in.
w procesie mikrorozmnazania, moze by¢ zachowana
stabilno$¢ genetyczna uzyskanych roslin potomnych
lub sporadycznie moze pojawi¢ sie w kulturach spon-
taniczna zmienno$¢, tzw. zmienno$¢ somaklonalna
[6,16]. Zmiany w zregenerowanych roslinach, inne
cechy niz w wyjsciowym materiale rodzicielskim, moga
wystapi¢ okresowo lub pozostaé na trwate. W procesie
mikrorozmnazania zmienno$¢ somaklonalna stanowi
niepozadane zjawisko, ktére wystepuje czgsto podczas
roznicowania kalusa i formowaniu pakdw przybyszo-
wych. Kontrola stabilnosci genetycznej roélin jest waz-
nym elementem mikrorozmnazania roélin, poniewaz
bez wzgledu na dalsze przeznaczenie, mikrosadzonki
powinny posiada¢ wysoka jako$¢ i by¢ tozsame
z ro$ling donorowa. Wiernos¢ fenotypowa i wierno$é
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genetyczna przesadza o wartosci uzytkowej rozmna-
zanych roslin. Zmiennos$¢ moze objawia¢ na poziomie
fenotypu, ploidalnosci, sekwencji DNA i/lub aktyw-
nos$ci metabolicznej. Wystepujaca zmienno$¢ zwykle
jest wykrywana na poziomie genetycznym (sekwencji
DNA) lub epigenetycznym (metylacji cytozyny) [14].

Nieodpowiednio dobrane warunki kultur in vitro
orazich przechowywania narazajg kultury roélinne na
dzialanie stresu chemicznego, fizycznego i fizjologicz-
nego, co moze prowadzi¢ do wystapienia w roélinach
potomnych réznych zmian na poziomie fenotypowym
(zmiany morfologiczne), biochemicznym (zmiany
zawarto$ci metabolitéw) i genetycznym. Ocena za
pomoca markeréw fenotypowych, biochemicznych,
cytogenetycznych i genetycznych mikrosadzonek
roédlin leczniczych jest szczegolnie konieczna do okre-
$lenia warto$ci przyszlego surowca farmaceutycznego
[2].

Zmienno$¢ genetyczna wérdd roslin potomnych
powinna by¢ oceniona pod katem takich parametréow
jak: charakter zmiennosci, czestotliwo$¢ jej wyste-
powania oraz czynnikéw majacych na nig wplyw,
atakze mozliwoéci zredukowania badz catkowitego jej
wyeliminowania [17]. Kontrolowanie tych parametréw
ma znaczacy wplyw na pozyskanie wysokiej jakosci
surowca. Wiaze si¢ z opracowaniem precyzyjnych
protokotéw mikrorozmnazania, umozliwiajgcych
otrzymanie jednorodnych roslin zgodnych z materia-
tem wyjsciowym [2].

Czynnikami wplywajacymi na zmiennos$¢ soma-
klonalng wystepujaca podczas mikrorozmnazania sg
gtownie wybor eksplantatu i genotyp rosliny donoro-
wej, wybor metody rozmnazania, warunki prowadze-
nia kultury, obecnos¢ i stezenie regulatoréw wzrostu
w pozywce oraz dlugos¢ trwania kultury [7].

Zmiany genetyczne zachodzace w materiale w kul-
turach in vitro moga dotyczy¢ kariotypu - liczby chro-
mosomoéw (aneuploidyzacja, poliploidyzacja) lub ich
struktury (aberracje strukturalne) ale réwniez mutacji
pojedynczych genéw. Badania stabilno$ci genetycznej
najczesciej prowadzone sg z zastosowaniem markeréw
molekularnych, ktére jednak nie wykrywaja zmian
w poliploidalno$ci. Wyniki analizy molekularnej,
uzupetniane badaniami morfologicznymi, cytolo-
gicznymi i cytometrycznymi moga przedstawic¢ peten
obraz zgodnosci roslin potomnych z cechami roéliny
donorowej [14].

Analizy kariotypu sg obecnie rzadko stosowane ze
wzgledu na trudno$ci w przygotowywaniu preparatéw

153

oraz duzg liczbe i male rozmiary chromosomoéw wys-
tepujacych u wielu gatunkéw roslin [14,18]. Natomiast
analizy cytogenetyczne z zastosowaniem metody
cytometrii przeptywowej sg czgsto wykorzystywane do
oceny ploidalnosciizawartosci jadrowego DNA roélin
rozmnazanych w kulturze in vitro [18,19].

W kulturach in vitro moze wystapic¢ takze zmien-
no$¢ epigenetyczna, polegajaca na zmianie wzoréow
metylacji DNA. Stwierdzono, Ze zmiany poziomu
metylacji moga cze$ciowo ulec odwréceniu w trakcie
kolejnych cykli pasazy [11].

Preferowang metodg mikrorozmnazania, pozwa-
lajaca na catkowite wyeliminowanie lub zredukowanie
niestabilno$ci genetycznej uzyskanych roslin potom-
nych, jest pobudzanie rozwoju istniejacych juz w eks-
plantacie pakow [6,7]. Najwyzsze ryzyko zaburzenia tej
stabilnosci jest mozliwe w przypadku regeneracji roslin
metodg tworzenia pagkéw przybyszowych de novo
z kalusa [6,7]. Wiadomo, ze organy roélinne regeneru-
jace przez kalus nie gwarantujg zachowania stabilnosci
genetycznej. Mutacje genetyczne moga objawiaé si¢
w zmianie liczby chromosomoéw, wystepowaniu aber-
racji chromosomowych oraz poliploidalnosci, ktéra jest
takze uzalezniona od stresu oksydacyjnego jakiemu
poddawane sg eksplantaty [3,6,7]. Ponadto czynnikami
stresowymi indukujgcymi zmiany w obrebie genomu sg
nienaturalne warunki wzrostu dzialajace na eksplan-
tat: sklad podloza hodowlanego oraz dodatek wyso-
kich stezen regulatoréw wzrostu i rozwoju — auksyn
(szczegodlnie kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowego)
icytokinin. Wzrost niestabilnosci genetycznej pojawia
sie takze wraz z uptywem czasu prowadzenia hodowli
[14,20,21]. Zmiany genetyczne, jakie zachodza w DNA
podczas mikrorozmnazania moga by¢ spowodowane
spontanicznymi mutacjami — wowczas sa dziedziczne,
badz epigenetyczng kontrola ekspresji gendéw. Mozna
ja zdefiniowal jako dziedziczng zmiang w ekspresji
genow, ktora jest potencjalnie odwracalna i nie jest
spowodowana modyfikacjg sekwencji. Epigenetyczne
aspekty zmiennos$ci somaklonalnej obejmowalyby
zatem mechanizmy wyciszania genéw lub aktywacji
genow, ktore nie bylyby spowodowane aberracjami
chromosomowymi lub zmiang sekwencji [22].

Metody badania zmiennosci
somaklonalnej w rozmnazanych in vitro
roslinach

Wykrywanie zmiennoéci somaklonalnej wérod
zregenerowanych roélin jest koniecznym etapem
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mikrorozmnazania roslin leczniczych, pozwalajacym
na eliminowanie roélin wykazujgcych niepozadane
zmiany [12]. W celu detekcji zmiennosci wykorzy-
stywane sg metody morfologiczne, fizjologiczne
i biochemiczne, cytogenetyczne i molekularne [7].
Obecnie w celu oceny stabilnoéci zregenerowanych
roélin i wykrywania niezamierzonej zmienno$ci
somaklonalnej najczesciej stosuje si¢ metody cytoge-
netyczne i molekularne. Zaliczane sg do nich analizy:
ploidalnosci z wykorzystaniem technik cytogene-
tycznych (badanie kariotypu lub metoda cytometrii
przeptywowej), biatek i izozymdw, metoda RFLP (ang.
Restriction Fragment Length Polymorphism - polimor-
fizm diugosci fragmentdw restrykcyjnych) oraz tech-
nika tancuchowej reakeji polimerazy (ang. Polimerase
Chain Reaction; PCR).

Cytometria przeplywowa

Stabilno$¢ cytogenetyczna roélin pochodzacych
z kultur in vitro bardzo czesto moze zosta¢ zaburzona
a pojawiajgca si¢ zmienno$¢ moze by¢ zwigzana z wiel-
koscig genomu i wynikac ze zmian liczby pojedynczych
chromosomoéw lub ze zmiany ploidalnosci [16,23].
Ilosciowe i jako$ciowe modyfikacje w sekwencji DNA
moga prowadzi¢ do réznicy w liczbie chromosomoéw
[14]. Technikg, ktéra znalazta szerokie zastosowanie
w badaniach wielko$ci genomu jest cytometria prze-
plywowa, wykorzystywana takze w badaniach gene-
tycznej stabilnosci rodlin rozmnazanych w kulturze
in vitro [13,18,20,21,24]. Analizy metoda cytometrii
przeplywowej polegaja na pomiarze intensywnosci
promieniowania fluorescencyjnego jader komérkowych,
ktére zostalty wyizolowane, wybarwione barwnikiem
fluorochromowym i umieszczone w strumieniu cieczy
[23]. Jest to szybka, tania, prosta a jednocze$nie pre-
cyzyjna metoda pomiaru zawartoséci jadrowego DNA
w komorkach, oznaczania stopnia ploidalnosci oraz
okreslania faz cyklu komoérkowego oparta na istniejacej
liniowej zaleznoséci miedzy intensywnoscia fluorescen-
¢ji emitowanej przez wybarwione DNA, a jego ilo$cig
w jadrze [23]. W pracach poswieconych mikrorozmna-
zaniu czesto stosowana jest do oceny stabilno$ci genomu
i ploidalno$ci otrzymywanych in vitro regenerantow,
jednakze nie pozwala na wykrycie zmian w sekwencji
DNA [14,18]. Liczne badania analizy metodg cytometrii
przeptywowej wykazaly, ze dobrze opracowane warunki
kultur in vitro w procesie mikrorozmnazania réznych
gatunkow roslin leczniczych nie wptywajg na wielko$¢
genomow badanych taksondéw [20,21,25].
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Metody molekularne stosowane do detekcji
zmienno$ci genetycznej roslin rozmnazanych
in vitro

Efektywnym narzedziem do oceny stabilno$ci
genetycznej zregenerowanych roslin sg markery
molekularne, ktére s3 znacznikami niezaleznymi od
czynnikéw $rodowiskowych i generujg wiarygodne
oraz powtarzalne wyniki. Markery molekularne
wykorzystywane s w celu potwierdzenia genetycznej
homogennosci uzyskanych w kulturze in vitro regene-
rantéw [12]. Stosowane sg takze podczas identyfikacji
roznorodnosci genetycznej, geograficznej oraz relacji
filogenetycznych, weryfikacji autentycznosci gatunku
oraz mapowaniu genetycznym roslin leczniczych [26].

Markerem molekularnym okreslamy zmiane,
jaka zachodzi w obrebie sekwencji DNA na skutek
zamiany pojedynczego nukleotydu, rzadziej insercji
lub delecji. Techniki molekularne bazujace na takich
znacznikach moga opiera¢ si¢ na wykorzystaniu enzy-
moéw restrykcyjnych - technika RFLP, badz reakeji
PCR, ktéra pozwala na zidentyfikowanie nielokalizo-
wanych wczesniej zmian w obrebie sekwencji DNA.
W zwigzku z tym najwigksze znaczenie wsréd metod
analizy DNA roslin uzyskanych w kulturach in vitro
posiadajg metody oparte na reakcji PCR. Sa to najcze-
$ciej techniki AFLP (ang. Amplified Fragment Length
Polymorphism - polimorfizm dtugoéci amplifikowa-
nych fragmentéw), RAPD (ang. Randomly Amplified
Polymorphic DNA - metoda losowej amplifikacji
polimorficznego DNA) oraz ISSR (ang. Inter Simple
Sequence Repeat — polimorfizm odcinkéw DNA pomie-
dzy mikrosatelitami) [27,28].

Analizy RAPD iISSR sg oparte na niekodujacych
regionach DNA, ktére stuzg do wykrycia réznic sta-
bilnosci genetycznej [29]. Stosowanie metody RAPD
rekomenduje si¢ jako pierwsza z wyboru, wowczas
gdy nie ma pewnosci czy wystapila zmienno$¢ gene-
tyczna. Jesli polimorfizm zostanie wykryty, wowczas
znajduja zastosowanie bardziej szczegélowe markery
molekularne, najczesciej ISSR. Ponadto metoda RAPD
pozawala na objecie analizg catego genomu, pod-
czas gdy technika ISSR tylko okreslone jego regiony
[29,30,31,32]. Jednakze istotnym ograniczeniem obu
metod sg koszty zwigzane z zaprojektowaniem i naby-
ciem duzej puli odpowiednich starteréw [33,34].

Metoda RAPD jest szybka, wysoce zautomaty-
zowang technika wymagajacg niewielkiej ilosci DNA
oraz pozwalajaca na analize duzej liczby probek w tym
samym czasie. Analizy te s3 najczesciej stosowane przez
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badaczy potwierdzajacych jednorodno$¢ genetyczna
uzyskanych in vitro mikrosadzonek [26,30,32,35].
Metoda zaktada wprowadzenie do reakcji PCR losowo
dobranego startera o zawarto$ci od 50-80% zasad G
(guanina) i C (cytozyna) o dtugosci od kilku do kilku-
nastu nukleotydéw, ktory dolacza si¢ komplementarnie
do sekwencji genomowego DNA. W efekcie rozdziatu
produktow amplifikacji otrzymuje si¢ charaktery-
styczny dla kazdej analizowanej probki uktad prazkow
- fragmentow o réznej wielkosci, ktéry poréwnany
z ukladem prazkéw rodliny donorowej daje odpowiedz
czy wystapita zmienno$¢ Wyniki uzyskane metoda
RAPD cze¢sto nie sa jednoznacznie odtwarzalne,
poniewaz bardzo czesto zaleza od zaprogramowanych
warunkow termicznych reakeji, a takze stezenia uzy-
tych starterdw, czystosci matrycy DNA oraz jakosci
uzytego termocyklera [27,28].

Technika RAPD znalazla szerokie zastosowanie
w ocenie ro$lin namnazanych z eksplantatéw wierz-
chotkowych pedu [36], z eksplantatéw weztowych
[26,29,37], z somatycznych zarodkoéw [38], a szczegol-
nie w celu potwierdzenia wiernosci genetycznej pedow
przybyszowych zregenerowanych z eksplantatéw
W procesie organogenezy posredniej, w stosunku do
ro$liny donorowej [35,39].

Przyktadem sa badania Drosera anglica i D. binata,
gdzie poréwnywano dwa rézne systemy rozmnazania
in vitro — regeneracje pakow przybyszowych z liScia
oraz rozw0j pakow z wierzchotkéw pedéw. Pierwsza
z metod potwierdzita jednorodnos$¢ morfologiczng
powstatych de novo pakéw, jednakze wskazano na
polimorfizm genetyczny rzedu 0,08 % u D. anglica,
co sugerowato konieczno$¢ weryfikacji materiatu
ro$linnego pochodzacego z kultur tego typu. Z kolei
wykazano, ze paki zregenerowane z wierzchotkow
pedéw obu gatunkéw nie réznily sie¢ morfologicznie
ani genetycznie od roéliny donorowej, co wskazuje
na zachowanie wiernoéci genetycznej roélin potom-
nych namnazanych metoda pobudzania do rozwoju,
istniejacych w eksplantacie merystemoéw [36]. Innym
przykladem jest opracowany protokél mikrorozm-
nazania Magnolia sirindhorniae z pagkdéw bocznych,
gdzie analiza genetyczna oparta na metodzie RAPD
iISSR potwierdzita jednorodnos¢ genetyczna materiatu
ro$linnego uzyskanego z kultur in vitro, w poréwna-
niu do rosliny donorowej [38]. Z kolei Rathore et al.
w swoich badaniach nad opracowaniem najbardziej
wiarygodnej metody rozmnazania Aloe vera w kultu-
rach in vitro wykorzystali dwa systemy regeneracji —
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bezposrednio z pakdéw bocznych, jak i posrednio przez
stadium kalusa, gdzie eksplantatem byla podstawa
kwiatostanu. Zastosowane techniki RAPD i ISSR wska-
zaly, iz pomimo podobienstw fenotypowych rosliny
uzyskane poprzez stadium kalusa r6znily sie genetycz-
nie od roéliny donorowej. Potwierdzono tym samym,
ze wystepowanie polimorfizmu genetycznego wigze
sie z doborem odpowiedniej metody regeneracji [30].

ISSR jest technika oparta na metodzie PCR
i obejmuje amplifikacje fragmentu DNA obecnego
w mozliwej do amplifikacji odleglo$ci miedzy dwoma
identycznymi sekwencjami mikrosatelitarnymi zorien-
towanymi w przeciwnych kierunkach. Analiza ISSR
wykorzystuje starter mikrosatelitarny, obejmujacy
od 16 - 25 par zasad zakotwiczony na koncu 3’ lub 5’
[27]. Analiza ISSR pozwala na wykrycie polimorfi-
zmu, ktdry moze wystapi¢ na skutek zmian diugosci
odcinkow lezacych pomiedzy mikrosatelitami badz
miejscu przyczepu starteréw [41]. Jest to metoda pro-
sta, precyzyjna, wysoce réznicujaca, odpowiednia do
analizy duzej liczby prébek [35].

Przykladem zastosowania tej techniki sa badania
zregenerowanych in vitro pedéw gatunku Artemisia
nilagirica var. nilagirica. Z fragmentoéw galazek
z wezlami otrzymano organogenny kalus, formujace
liczne pedy, ktore okazaty sie¢ stabilne genetycznie
[42]. W innym przypadku, analiza ISSR roslin Gerbera
jamesonii zregenerowanych in vitro z liScia w proce-
sie organogenezy poséredniej, wykryla wystapienie
zmiennos$ci, natomiast nie zaobserwowano zmian na
poziomie genetycznym u roélin potomnych, gdy eks-
plantatem byt kwiatostan lub wierzcholek pedu [43].

AFLP jest szeroko stosowana technika dia-
gnostyczng. W poczatkowym etapie opiera si¢ na
podwoéjnym trawieniu DNA z uzyciem enzymow
restrykcyjnych, nastepnie ligacji adapteréw na obu
koncach fragmentow restrykcyjnych, a w koncowym
etapie selektywna amplifikacje tych fragmentéw za
pomoca reakcji PCR. Generuje to tzn. odcisk palca,
wysoce specyficzny dla danego osobnika, odmiany
badz gatunku. Niewatpliwg zaletg analizy AFLP jest
mozliwo$¢ zbadania calego genomu, nie tylko jego
fragmentu, pod katem wystapienia polimorfizmu oraz
odtwarzalnos$¢ tej metody. Metode te¢ charakteryzuje
wigksza czulo$¢ i mniejsza podatnos¢ na warunki
przeprowadzenia reakcji w odniesieniu do technik
RAPD i ISSR. Do wad mozna zaliczy¢ wysoki koszt
jej przeprowadzenia [44]. W badaniach Peredo et al.
z miedzywezlowych fragmentéw lodygi chmielu zwy-
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czajnego (Humulus lupulus) zaindukowano organo-
genny kalus, ktory na drodze organogenezy posredniej
dal poczatek zregenerowanym ro$linom. Uzyskane
subkultury (od 1 do 3) zostaty poddane analizie AFLP,
ktéra wskazata na brak rznic miedzy kontrolg (roéliny
z pola oraz roélinki z kultur in vitro) a regenerantami.
Ponadto zastosowano metode AFLP z wykorzystaniem
endonukleaz wrazliwych na metylacje - MSAP (ang.
Methylation-Sensitive Amplified Polymorphism), ktora
pozwala oceni¢ zmiany epigenetyczne na poziomie
metylacji DNA w anonimowych regionach CCGG
w genomie, zwigzane ze zjawiskiem zmienno$ci soma-
klonalnej. Umozliwito to wykrycie zmian o charakte-
rze epigenetycznym na skutek demetylacji w trzeciej
subkulturze. Stwierdzono, iz czas hodowli przyczynia
sie do zwigkszania dystansu genetycznego w porow-
naniu do kontroli [45]. Ponadto, Sharma i in. wyko-
rzystujac marker molekularny AFLP przeprowadzili
kontrole wiernosci genetycznej regenerantéw Solanum
tuberosum uzyskanych za pomocg trzech klonalnych
drég rozmnazania - proliferacji pakéw katowych,
mikrotuberyzacji oraz embriogenezy somatycznej.
Zaobserwowano bardzo niski poziom polimorfizmu
genetycznego roslin uzyskanych z zarodkéw soma-
tycznych i mikrotuberyzacji, natomiast nie wykryto
zadnych zmian w obrebie klondéw uzyskanych z pgkow
bocznych [46].

Metoda RFLP polega na przeprowadzeniu
trawienia DNA specyficznymi endonukleazami
restrykcyjnymi. Powstale produkty sg separowane
na zelu agarozowym i poddawane hybrydyzacji ze
znakowang radioaktywnie sonda molekularng. Dla
kazdego gatunku uzyskuje si¢ charakterystyczny wzor
poziomych prazkéw DNA, ktére mozna nast¢pnie
wyciaé i zsekwencjonowaé, umozliwiajac jednoznaczng
identyfikacje¢ danego organizmu. Technika RFLP
posiada wiele zalet, jednakze nalezy do kosztownych
i pracochtonnych metod. Obecnie rzadko stosowana
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Podsumowanie

Ocena stabilnosci genetycznej roslin rozmnaza-
nych w kulturze in vitro powinna by¢ kazdorazowo
przeprowadzana przy opracowywaniu protokotow
mikrorozmnazania gatunkéw roslin leczniczych, ktére
maja w danych warunkach kultury zachowa¢ poziom
metabolitow roéliny donorowe;j.

Wykrywanie zmiennosci w zregenerowanych
ro$linach oparte na cechach morfologicznych nie jest
precyzyjne, gdyz podobne fenotypowo rosliny moga
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w kulturach in vitro, w zaleznosci od zastosowanej
metody rozmnazania, nalezy przeprowadzi¢ analizy
cytogenetyczne lub molekularne, ktére stanowia wia-
rygodne metody oceny stabilno$ci genetycznej klondw.
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