DOI: 10.37317/biul-2007-0078

NR 243 BIULETYN INSTYTUTU HODOWLI I AKLIMATYZACIJI ROSLIN 2007

MALGORZATA LESINSKA

DANUTA SEKRECKA

Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin

Zaklad Nasiennictwa i Ochrony Ziemniaka w Boninie

Czynniki indukujgce tuberyzacje ziemniaka
w warunkach in vitro — przeglad literatury

Factors inducing in vitro tuberization in potato — a review

Mikrotuberyzacja, to proces tworzenia si¢ bulw ziemniaka w warunkach in vitro (Solanum
tuberosum L.). Rozmiar mikrobulw nie przekracza z reguty $rednicy 10 mm i masy 0,7 g (Struik,
Wiersema, 1999). Do ich produkcji stosuje si¢ kultur¢ wyprowadzong z jednoweztowych fragmentow
rolin, ktora poddaje si¢ dziataniu chemicznych i fizycznych czynnikéw indukujacych tuberyzacjg. Z
wyrostej w takich warunkach rosliny otrzymuje si¢ najczesciej jedna lub dwie mikrobulwy, o wysokiej
zdrowotnos$ci (Struik, Wiersema, 1999). Stosuje si¢ je do zachowania plazmy zarodkowej, a maty
rozmiar i mozliwos¢ przechowywania przez dluzszy czas w ciemnosci utatwiaja ich transport (Ranalli,
1997). Dzigki temu, ze kultury in vitro prowadzone sa w kontrolowanych warunkach, istnieje
mozliwo$¢ zmiany kazdego z czynnikow indukujacych pojedynczo lub tez mozna bada¢ zachodzace
pomigdzy nimi interakcje. Optymalizacja warunkéw hodowli ma na celu przede wszystkim
uproszczenie stosowanych pozywek, a co za tym idzie, redukcj¢ kosztoéw produkcji. W pracy
omowiono wplyw roznych skladnikow pozywki i czynnikow $rodowiskowych na tuberyzacje
ziemniaka w warunkach in vitro.

Stowa kluczowe: fragmenty jednowezlowe, mikrotuberyzacja, optymalizacja warunkéw hodowli,
produkcja masowa, regulatory wzrostu, suplementy organiczne, ziemniak

Microtuberization is the process which leads to obtaining potato tubers under in vitro conditions.
The tubers are very small (up to 10 mm in diameter and 0.7g of weight). To produce microtubers single-
node cuttings are used. Several chemical and physical factors are applied to enhance microtuberization.
Single-node explants produce one or more healthy tubers. The tubers are used for germplasm storage,
and their small size and a possibility to store them in the dark for a long time make their transport easier.
Since, in vitro cultures are maintained in controlled conditions, it is possible to change one or more
tuberization factors and to examine the interactions between these factors. Optimalization of culture
conditions can lead to medium simplification and reduction of costs.

Key words: single-node cuttings, microtuberization, optimalization of culture conditions, mass
production, growth regulators, organic supplements, potato
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WPROWADZENIE

Opracowanie wydajnego systemu produkcji bulw ziemniaka w warunkach in vitro
wigze si¢ z wieloma zlozonymi problemami. Na zjawisko tuberyzacji ma wptyw wiele
czynnikow. Oprocz sktadnikow pozywki i tego, czy jest ona ptynna czy zestalona, warunki
swietlne i termiczne odgrywaja roOwniez istotng role¢ w produkcji mikrobulw. W literaturze
przedstawione sg metody, ktérych zastosowanie wplywa na zwigkszenie zaréwno
liczebnosci, jak i rozmiardw otrzymywanych bulw. Kladzie si¢ nacisk na upraszczanie
metodyki produkcji, a co za tym idzie, obnizanie jej kosztéw (usuwano np.: listki z
eksplantatow roslinnych, by umieszcza¢ wigkszg ich liczb¢ w naczyniu hodowlanym
(Seabrook, Douglass, 1999). Zauwaza si¢ rowniez dgzenie do wyprodukowania w szybki i
prosty sposob bulw o tak duzych rozmiarach, by nadawaly si¢ one do bezposredniego
wysadzania w polu. Ponizej omowiono czynniki indukujace tuberyzacje ziemniaka w
warunkach in vitro, zwracajac roOwniez uwagg na interakcje zachodzace pomigdzy nimi.

Sacharoza

Sacharoza stanowi zrodto energii, a jej optymalne stezenie w pozywce wynosi 8%. Przy
2% stezeniu tego zwiagzku lub nizszym nie obserwuje si¢ tuberyzacji. St¢zenie cukru
wplywa takze na ostateczny rozmiar bulwek, ktory jest najwyzszy przy 8%, natomiast przy
4, 6 czy 12% jest mniejszy (Xu i in., 1998). Poza tym sacharoza indukuje tuberyzacje in
vitro niezaleznie od obecnosci w pozywce regulatoréw wzrostu (Garner, Blade, 1989;
Struik, Wiersema, 1999). Zwiazek ten uwazany jest za najwazniejszy z czynnikow
wptywajacych na mikrotuberyzacje. Poza tym wraz ze wzrostem stezenia cukru w pozywce
podczas indukowania mikrobulw, okres spoczynku bulw ulegatl skréceniu nawet o 86 dni
(Coleman i Coleman, 2000).

REGULATORY WZROSTU

Cytokininy

Wptyw cytokinin na tworzenie si¢ bulw u ziemniaka zostal opisany w 1969 roku przez
Palmera i Smitha, ktorzy przedstawili w swej pracy reakcj¢ izolowanych stolonow in vitro
na aplikacje¢ tego regulatora wzrostu do pozywki hodowlanej. Stwierdzono, iz najbardziej
efektywna byta kinetyna w ste¢zeniu 2,5 mg/L, natomiast benzyladenina (BA) w stezeniu
25 mg/L inicjowata tuberyzacje jedynie u 40% izolowanych stolonéw. Aplikacja 2 mg/L
BAP (benzylaminopuryny) zwickszata ilo§¢ bulw u roslin hodowanych w warunkach dnia
krotkiego (Hussey, Stacey, 1984). W doswiadczeniu Simko (1993) 2,5 mg/L kinetyny nie
mialo wptywu na produkcje mikrobulw, natomiast po dodaniu paklobutrazolu (0,001
mg/L) otrzymywano wicksza liczbe bulw in vitro. W zautomatyzowanym systemie
produkcji mikrobulw przy uzyciu bioreaktora, dodanie BAP do pozywki prowadzito do
wytworzenia bulw wazacych powyzej 1,1 g (Piao i in., 2003).

Kwas jasmonowy

Kwas jasmonowy (JA — jasmonic acid) stymuluje proces tuberyzacji in vitro
(Saniewski, 1997; Pruski i in., 2003 b). JA w przeciwienstwie do kinetyny, nie oddziatuje
wylacznie na jeden pak (0,8 bulwy/stolon), lecz wywotuje ogolny stan indukcji w stolonie
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(2,3 bulwy/stolon) (Pelacho, Mingo-Castel, 1991). Dodanie do pozywki MS (Murashige,
Skoog, 1962) 20—50 mg/L JA hamuje wzrost fragmentdéw roslinnych hodowanych in vitro,
natomiast stezenie 0,2-50 mg/L JA w zaproponowanym przez autorOw systemie
tuberyzacji dla 2 odmian nie miato znaczacego wplywu na tworzenie mikrobulw (Zhang i
in.,, 2006). Wzbogacenie pozywki o ten regulator wzrostu (0,8 x 10°M) przed
ukorzenieniem si¢ fragmentow roslinnych moze catkowicie znie§¢ hamujacy wptyw GA3
(GA — kwas giberelinowy) na tuberyzacje. Procent tuberyzacji z 9% dla pozywki z
dodatkiem GA3 wzro$nie do 58% dla pozywki GAs+ JA, podczas gdy to samo stezenie JA
zastosowane po ukorzenieniu roslin nie wptynie na tuberyzacje¢ (Castro i in., 2000). Pruski
i wsp. (2003 a) sugeruja, iz hodowla ro§lin in vitro na pozywce z JA, przed
wyprowadzeniem z nich kultury fragmentéw jednoweztowych, podnosi jako$¢ oraz liczbe
mikrobulw. W warunkach naturalnych, produkowany w li§ciach JA transportowany jest do
stolonéw, gdzie wplywa na formowanie bulw (Pelacho, Mingo-Castel, 1991). Reakcja
fragmentow roslinnych na JA, jest odmianowo specyficzna (Pruski, 2001).

Auksyny

Aplikacja IAA (kwas indolilo-3-octowy) do pozywki, zawierajacej 8% sacharoze
wplyneta na indukcje mniejszych bulw, w poréwnaniu do analogicznej pozywki bez
dodatku tego regulatora wzrostu (Xu, 1998). Efekt oddzialtywania jednego regulatora
wzrostu na tuberyzacje in vitro jest tatwy do ocenienia. Mimo, iz hormony roslinne badane
sa od dziesigcioleci, interakcje zachodzace pomigdzy nimi nadal nie sg wyjasnione. Zhang
i wsp. (2005) zastosowali kilka kombinacji tych zwigzkdw, stwierdzajac, iz BAP odgrywa
kluczowa rolg w tuberyzacji, poza tym zaobserwowano interakcje pomigdzy GA i JAA w
mikrotuberyzacji. Zastosowanie IAA w celu wywotania tuberyzacji, nie dawato ani jedne;j
mikrobulwki w opisanym przez Zhanga systemie eksperymentalnym, natomiast dzigki
uzyciu kombinacji IAA+GA+BAP i TAA+BAP wraz z wysokim stezeniem IAA
wyprodukowane bulwy miaty zar6wno wigksza $rednice, jak i §wieza mase.

Gibereliny

Dodatek gibereliny (GA — gibberellic acid) do pozywki (Hussey i Stacey, 1984) lub
jej aplikacja na pedy wptywa hamujaco lub op6znia formowanie bulw. Istnieje kilka typow
giberelin (np.: GA1 GA3 GA4..), ktore wykazuja podobne dziatanie i hamuja tuberyzacje w
kulturach wyprowadzonych z fragmentéw jednoweztowych (Vreugdenhil, Sergeeva,
1999). Poza tym, przy wyzszych stezeniach egzogennej (dodawanej zewnetrznie) GA,
bulwy sa nie tylko znacznie mniejsze, ale mogg mie¢ rowniez nietypowy ksztalt (Xu i in.,
1998). Hamujace dzialanie endogennej GA, wystepujacej w tkankach roslinnych, mozna
znie$¢ przez dodatek kwasu abscysynowego (ABA) (Xu i in., 1998) lub tez zablokowa¢
biosyntez¢ gibereliny, przez dodatek odpowiednich zwigzkéw chemicznych (np.:
ancymidolu czy paklobutrazolu) (Vreugdenhil, Sergeeva, 1999). W zaleznosci od
stosowanych warunkow S$wietlnych, stezenie i aktywnos$¢ giberelin maleje lub rosnie
(Martinez-Garcia i in., 2002). Abdala i wsp. (1995) nazywa GAj; ,.czynnikiem
korzeniowym” (root factor), odpowiedzialnym za opodznienie tuberyzacji w roslinach
ziemniaka.
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Retardanty wzrostu

Zwiagzki nalezace do triazoli: triadimefon oraz unikonazol stosuje si¢ takze jako
czynniki indukujgce mikrotuberyzacje. Triazole obok pelnienia funkcji fungicydow, sa
réwniez regulatorami wzrostu ro$lin, hamujgcymi synteze giberelin. W doswiadczeniu
Chandra i wsp. (1992) dla jednej z odmian otrzymano podobna liczbg¢ bulw po
zastosowaniu unikonazolu, triazolu i BAP, ale najwigkszg ich mase¢ (140 mg) uzyskano na
pozywce z unikonazolem. Zaletg stosowania tego zwigzku jest rOwniez to, iz przy stezeniu
tysigckrotnie nizszym niz BAP, otrzymuje si¢ duzg liczbe mikrobulw, przez co mozliwe
jest tym samym obnizenie kosztow produkcji (Chandra i in., 1992). Dodanie do pozywki
chlormekwatu (CCC) przyczynia si¢ do znacznego obnizenia st¢zenia GA3; w tkankach
roslin in vitro (ok. 6-krotnie, w poréwnaniu z ro$ling kontrolng, hodowana na pozywce bez
CCC) oraz do wczesniejszego tworzenia bulw (Abdala i in., 1995). Chlormekwat
stosowany tacznie z BAP wzmacnia efekt dziatania tego drugiego zwigzku na tuberyzacje
in vitro (Hussey 1 Stacey, 1984). Ancymidol znacznie zwigksza tworzenie si¢ bulw przy
niskim stezeniu cukru w pozywce (tj. 2 1 4%), dajac kolejno 53,5% i 84,5% tuberyzacji dla
odmiany wczesnej (przy kontroli 13% i1 40%) oraz 6% i 12,5% dla odmiany poznej (przy
kontroli 1% i 2,5%) (Ochotorena i in., 1999).

Kumaryna

Stallknecht (1972) badat wptyw tego inhibitora kietkowania nasion, na tworzenie si¢
bulw w kulturach pedowych ziemniaka hodowanych in vitro. Przy zastosowaniu 1 mg/L
kumaryny nie zaobserwowano tuberyzacji, przy 10 mg/L tuberyzacja osiggngta 30%.
Stezenie od 25-50 mg/L byto optymalne dla zawigzywania si¢ bulw, natomiast przy 100
mg/L kumaryny tuberyzacja byta opdzniona, a wyprodukowane bulwy byty bardzo mate.
W tym eksperymencie kontrol¢ stanowity pedy hodowane bez dodatku kumaryny oraz
pedy hodowane na pozywce wzbogaconej kinetyna w stezeniu wg protokotu Palmera i
Smitha (1970). Bulwy hodowane na pozywce z dodatkiem kumaryny byly zawsze wigksze,
niz te, ktore uzyskano z pozywki wzbogaconej kinetyna.

SUPLEMENTY ORGANICZNE

Poszukiwaniom systemow mikrotuberyzacji bez dodatku regulatorow wzrostu
poswigcono stosunkowo mato uwagi, prawdopodobnie, dlatego iz proces ten miatby by¢
powolny i nieefektywny. Jednakze dostepnos¢ takich systemow tuberyzacji in vitro, daje
mozliwos$¢ produkcji mikrobulw, bez pdzniejszych problemow zwigzanych z zakldcong
rownowaga hormonalng (Pelacho i in., 1999). Wedlug Ranalliego (1997) dobre efekty daje
stosowanie wegla aktywowanego, ktory zwigksza ilo§¢ oraz $rednig mase otrzymywanych
mikrobulw. Dziatanie wegla polega na absorbowaniu roznych zwigzkéow, w tym
metabolitow hamujgcych wzrost. Prawdopodobnie wptywa on rowniez na przemiany azotu
w komorkach roslinnych, co ma réwniez silny wptyw na rozwdj mikrobulw (Bizarri i in.,
1995).

Pelacho i wsp. (1999) zaktadali hodowle kilku typoéw eksplantatow: stolonow, frag-
mentoéw jednowezlowych lub wielowgzlowych roslin zawierajacych wierzchotek wzrostu
i stosowal kwasy organiczne w celu indukcji tuberyzacji in vitro, r6ézne dhugosci
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fotoperiodu oraz pozywki plynne i polptynne. Kwas octowy, propionowy, askorbinowy,
acetylosalicylowy i salicylowy wywotaty tuberyzacj¢ na wszystkich typach stosowanych
eksplantatow. W przypadku hodowanych stolonéw, najlepsze okazaty si¢ kwasy: pro-
pionowy (otrzymywano najwicksze mikrobulwy) i acetylosalicylowy. Fragmenty jedno-
weztowe w obecnos$ci kwasu propionowego i octowego zawiagzaty wigksza liczbe bulw,
jesli jednak stosowano pozywki ptynne, wzbogacone kwasem octowym, otrzymano mnigj
liczne i1 znacznie mniejsze mikrobulwy. Eksplantaty wielowgzlowe z wierzchotkami
wzrostu zawigzywaly bulwy na pozywce z kwasem octowym, jednak wbrew przy-
puszczeniom, tylko nieliczne z nich daly wigcej niz jedna mikrobulwg. Takie fragmenty
ro§linne zachowuja si¢ podobnie nawet w systemach mikrotuberyzacji z dodatkiem
hormonéw roslinnych. Kwasy organiczne wykazuja dzialanie analogiczne do substancji
antygiberelinowych (silnie hamujace wzrost korzeni i stolonéw), jednak ich wplyw na
mikrotuberyzacj¢ moze by¢ mato znaczacy (wyniki porownywalne z wynikami otrzy-
manymi na pozywce kontrolnej), a przejawia si¢ w podwyzszaniu zawartosci suchej masy
mikrobulw oraz rezerw weglowodanoéw (Sharma i in., 2004).

AZOT

Zawarto$¢ 1 forma azotu sg istotnymi czynnikami podczas mikrotuberyzacji (Ranalli,
1997; Struik, Wiersema, 1999). Wazne jest rOwniez zachowanie rownowagi pomigdzy
stezeniem amoniaku i azotandow w pozywce hodowlanej (Garner, Blake, 1989). Wysokie
stezenie azotu ma negatywny (maleje wspolczynnik tuberyzacji) (Meltzer, 1990) oraz
pozytywny wptyw na produkcje bulw in vitro rozmiar mikrobulw wzrasta (Garner, Blake,
1989). Dla produkcji masowej, nalezy optymalizowac stezenie cukru, azotu i nat¢zenie
$wiatta odmianowo specyficznie (Meltzer, 1990).

WARUNKI SRODOWISKA

Temperatura

W 26°C tuberyzacja w warunkach in vitro ulega zahamowaniu, przy czym nawet
krotkotrwate dziatanie wysokiej temperatury na kulturg ro$linng obniza zawartos¢ Swiezej
masy mikrobulw (Srednio z ok. 57 mg na 38,4 mg po tygodniu inkubacji w 26°C oraz na
ok. 31 mg po 2 tygodniach) (Harvey i in., 1992). Tworzenie bulw jest kontrolowane
hormonalnie, a wysoka temperatura ma znie$¢ rownowage pomigdzy poziomem inhibi-
toréw, a endogeniczng gibereling (Menzel, 1980). Co wigcej, zaobserwowano interakcje
pomiedzy wysoka temperaturg, a niskim nat¢zeniem $wiatla, sugerujac, ze plon bulw
determinowany jest przez rownowage pomiedzy tymi czynnikami, a zwickszone st¢zenie
gibereliny bezposrednio przyczynia si¢ do spadku tuberyzacji (Menzel, 1985). Hamujacy
efekt omawianego czynnika przy 14 h fotoperiodzie mozna znie$¢ czgSciowo przez
dodatek do pozywki kwasu abscysynowego (ABA) lub tez prawie catkowicie, po
zastosowaniu chlormekwatu (CCC) (Menzel, 1980). Optymalna temperatura hodowli
powinna zawiera¢ si¢ w przedziale od 18°C do 20°C (Ranalli, 1997; Struik, Wiersema,
1999).
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Swiatlo

Garner 1 Blake (1989) prowadzili hodowle kultur roslinnych poczatkowo przy 16 h
fotoperiodzie przez okres miesigca, po czym przenosili ja do 8 h fotoperiodu. Indukcja
mikrobulw zachodzi w warunkach dnia krotkiego (8 h fotoperiod) lub w catkowitej
ciemnosci (Struik, Wiersema, 1999; Donelly i in., 2003). Zmiana warunkow $wietlnych z
16 h do 8 h fotoperiodu wedhig wielu badaczy wywotuje wczesniejszg mikrotuberyzacje
lub otrzymane bulwy sg liczniejsze i maja wigkszg $rednice (Hussey, Stacey, 1984; Donelly
iin., 2003). Wedtug Dobranszkiego i wsp. (1999) stosowanie ciemnosci po fazie indukcji
tuberyzacji nie tylko przyspiesza zjawisko tworzenia mikrobulw, ale powoduje tez jego
synchronizacj¢. Mikrotuberyzacja zachodzi szybciej i wcze$niej w warunkach dnia
krotkiego, niz dlugiego (Hussey, Stacey, 1984) i trwa ok. 4—5 miesigcy na pozywce wolnej
od hormonéw. Gopal i wsp. (1997) poréwnali potomstwo bulw biatych, czyli hodowanych
w ciemnosci 1 bulw zielonych, hodowanych przy 10 h fotoperiodzie. Zielone mikrobulwy
majg wigcej oczek, niz bulwy biale (Srednio ok. 6 oczek/bulwe, wobec 3,5 oczek/bulwe)
(Gopal i in., 1998), co moze zwigkszac ilo$¢ pedow na roslinie wyrostej z zielonej bulwy.

AUTOMATYZACJA PRODUKCJI MIKROBULW ZIEMNIAKA

Uzycie ciektej pozywki w kulturze in vitro redukuje koszty produkeji i wydaje si¢ by¢
najlepszg metoda, by uzyskac¢ automatyzacj¢. Prostg metode masowej produkcji mikrobulw
w bioreaktorze przedstawit Piao i wsp. (2003). Zastosowali oni 2 typy hodowli roslin w
bioreaktorze: z immersjg okresowa oraz z immersjg ciagta. Najwydajniejszy w produkcji
bulw ziemniaka okazat si¢ bioreaktor pracujacy w systemie cigglej immersji, wyposazony
w siatke podtrzymujacg. Piao i wsp. (2003) stwierdzili, ze kluczowym czynnikiem w
otrzymywaniu duzych bulw (powyzej 1,1 g) jest odpowiednie, stale zaopatrywanie w
sktadniki odzywcze rosngcych eksplantatow. Hodowla kultur roslinnych w ciektej
pozywce posiada rowniez wady, mogg bowiem wystgpi¢ zaburzenia fizjologiczne, takie
jak witryfikacja (zeszklenie) ro$lin, poza tym prawdopodobnie w wyniku niedoboru tlenu
podczas dlugotrwatego zanurzenia, wzrost fragmentoéw roslinnych jest spowolniony (Piao
1 in., 2003). Mikrobulwy otrzymane na ciekltych pozywkach nie przechowuja si¢ zbyt
dobrze, a otwarte przetchlinki umozliwiajg wnikanie mikroorganizméw wywotujacych
zgnilizng (Seabrook i in., 2004) oraz powoduja szybkie wysychanie bulw, natychmiast po
zbiorze (Ranalli, 1997).

By unikna¢ tych probleméw, stosuje si¢ nastgpujace techniki:

— tratwy wspierajace rosliny nad nieruchoma ciekta pozywka,
— dolewanie ciektej pozywki do kultury zalozonej na agarze,
— kultury zamgtawiane.

Francuska firma CIRAD stworzyla dwukomorowy zbiornik RITA, dzigki ktéremu
roslinki in vitro poddawane sa okresowej immersji (zanurzeniu) w ciektej pozywce.
W badaniach wstepnych otrzymano bardzo obiecujace wyniki: bulwy byly bardzo duze
i liczne. Otrzymano nawet 3 mikrobulwy z poczatkowego fragmentu jednoweztowego.
Uwaza sig, iz tak dobre wyniki maja zwiazek z:
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— lepszym zaopatrzeniem w sktadniki odzywcze, przez bezposredni kontakt z pozywka
(Ranalli, 1997; Teisson, Alvard, 1999),

— krotkim przerwaniem wymiany gazéw pomigdzy rosling i atmosfera (krotki okres
immersji w pozywce) (Teisson, Alvard, 1999),

— catkowitg wymiang atmosfery wewnatrz naczynia, w regularnych odstepach (Teisson,
Alvard, 1999).

PODSUMOWANIE

Na zjawisko mikrotuberyzacji wptywa wiele czynnikow chemicznych i fizycznych.
Produkcja mikrobulw w kontrolowanym, zamknigtym $rodowisku daje mozliwosé
zwigkszania ich liczebnoS$ci, jak i rozmiaru poprzez zmian¢ pojedynczych lub kilku
parametrow hodowli. Badania wilasne (dane niepublikowane) oraz dane literaturowe
wskazujg na ogromng role reakcji genotypow na czynniki indukujgce tuberyzacje (reakcje
odmianowo specyficzne). Dlatego tak trudno opracowac jednolity schemat produkcji
mikrobulw. Zaleca si¢ poszukiwanie systemow produkcji wolnych od hormonéw roslin-
nych, ze wzgledu na mozliwo$¢ uniknigcia zmian genetycznych w bulwach potomnych,
ktore moga by¢ wywolywane przez stosowanie tych zwigzkow.
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