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WYKORZYSTANIE KULTUR IN VITRO DO BADANIA
MECHANIZMOW ODPORNOSCI I OTRZYMYWANIA
ROSLIN ODPORNYCH NA CHOROBY GRZYBOWE

The use of in vitro cultures to study mechanisms of resistance and to obtain plants
resistant to fungal diseases

Urszula MALOLEPSZA, Elzbieta KUZNIAK—-GEBAROWSKA.

Summary: An outline is given to present the prospects and limitations of in vitro culture methods in studing mechanisms of
resistance and in obtaining plants resistant to diseases. Various factors affecting the plant resistance inclouding: phytoalexin
production, changes in plant cell structure and others are discussed. A few case studies have been chosen to illustrate the
possible experimental schemes to be used for the production and selection of new genotypes resistant to diseases.
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Kazdego roku ludzko$¢ traci okoto 30% pro-
dukcji roslinnej; jedna trzecia tych strat powodo-
wana jest chorobami ro$lin. Giéwni sprawcy
choréb roélin to wirusy, bakterie i grzyby. Od
wielu lat na catym $wiccie prowadzone sj bada-
nia z zakresu fitopatologii zwigzane z odporno-
$cig i wrazliwoscig ro$lin na choroby. Rosliny,
podobnie jak zwierz¢ta, wykazuja zdolnos¢ do
postinfekcyjnych reakcji majacych na celu ogra-
niczenie, zahamowanie i w koricu odwrécenie
rozwoju choroby. Ukazalo si¢ wiele prac prze-
mawiajacych za znaczeniem w odpornosci ro-
§lin niektérych syntetyzowanych przez nie
zwigzkéw utrudniajacych rozwdéj choroby, jak
tez procesow metabolicznych znoszacych
szkodliwe dziatanie patogenéw. Zmiany jakie
fitopatogeniczny organizm indukuje w atakowa-
nej ro§linie to migdzy innymi: ograniczenie syn-
tezy biatek catkowitych [100], uwalnianie etyle-

nu [32, 100], wytwarzanie enzyméw zwigza-
nych z patogeneza i glikoprotein bogatych w hy-
droksyproling [49, 77, 88, 100], zmiany $ciany
komérkowej [11] np. wzmocnienie przez odkla-
danie lignin, kalozy [119] czy tworzenie papili
[1, 11, 73], gromadzenie niskoczasteczkowych
zwigzkow — fitoaleksyn [5].

Ostatnio wykazano, ze zwi¢kszony poziom
odpornoéci na choroby mozna uzyskac traktujac
ro§ling zwigzkami okreslanymi mianem elicyto-
réw. Wiasciwosci elicytujace posiadaja skladni-
ki $cian komérkowych mikroorganizméw pato-
genicznych [94], plyny pohodowlane z kultur
patogenéw i uwolnione z nich produkty [7, 33].
Reakcje obronne moga wywotywac np. gliko-
proteiny, weglowodany [18, 23, 24, 30, 51, 110,
111] jak réwniez kwasy tluszczowe [12] czy en-
zymy hydrolityczne [26, 67]. Sa to elicytory bio-
tyczne. Dla wielu rodlin np. soi (Glycine max
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(L.) Merr.) i pietruszki (Petroselinum hortense
Hoffm.) opisano dzialanie tzw. elicytoréw endo-
gennych, tj. uwalnianych ze §cian komérkowych
ros§lin w wyniku dzialania enzymow patogena
[18, 19, 30, 50, 121]. Elicytory abiotyczne to jo-
ny metali cigzkich, aminy, fungicydy, barwniki,
inhibitory oddychania, polikationy, promienio-
wanie UV, stresy temperaturowe itp. [33, 52,62,
67]. Zagadnienie odporno$ci biochemicznej ro-
§lin jest bardzo ztozone. Do badania licznych
aspektéw interakcji roslina — patogen juz od
okoto dwudziestu lat wykorzystuje si¢ system
kultur tkankowych obejmujacy tkanki kalusowe,
zawiesiny komorkowe, izolowane komorki i
protoplasty. System kultur tkankowych jest me-
todg stosowang w fitopatologii do otrzymywania
ros§lin wolnych od patogendéw, jak tez do otrzy-
mywania i selekcji nowych genotypéw odpo-
rnych na choroby [108]. Podstawowe zalety sy-
stemu kultur in vitro decydujgce o jego wyko-
rzystaniu w badaniach interakcji roslina-pato-
gen to:

1. oferuje on material roslinny hodowany w
sterylnych warunkach; wyklucza si¢ zanie-
czyszczenie niepoZzadanymi mikroorgani-
zmami,

2. material roSlinny hodowany jest w Scisle
kontrolowanych, okre$lonych warunkach
(Swiatlo, temperatura, podioze hodowlane),

3. istnieje mozliwo$¢ wprowadzania materiatu
infekcyjnego do komorek gospodarza bez
zranienia — wyklucza si¢ reakcje stymulo-
wane zranieniem,

4. mozliwe jest dobranie i kontrola ilosci mate-
riatu infekcyjnego i liczby komérek gospo-
darza,

5. material roslinny hodowany in vitro jest ma-
to zréznicowany fizjologicznie — wystepuje
tu jeden, ewentualnie kilka typow komérek,

6. latwos¢ wprowadzania czy usuwania mate-
rialu, np. znakowanych prekursoréw z ho-
dowanych komérek.

Gléwna wady systemu kultur tkankowych
jest to, ze komorki rosngce in vitro moga sig w
pewnych przypadkach rézni¢ genectycznie i fi-
zjologicznie od komorek budujacych caty orga-

nizm roéliny. Jednakze stosujac kuitury in vitroe
do badania mechanizméw interakcji roslina -
patogen uzyskano wiele wartosciowych infor-
macji.

FITOALEKSYNY — INDUKCJA, BIOSYNTEZA
I ROLA W EKSPRESJI ODPORNOSCI
W KULTURACH IN VITRO

Fitoaleksyny to niskoczasteczkowe, antymi-
krobowe zwigzki wytwarzane w roslinie w od-
powiedzi na infekcj¢ i dziatanie réznych toksy-
cznych i nietoksycznych czynnikéw [2, 4, 23].
Wytwarzane sg przez wiele gatunkéw roslin,
Szczegdlnie dobrze zostaty scharakteryzowane
u Leguminosae i Solanaceae [5]. Przypisuje si¢
im istotng rol¢ w ekspresji odpornosci u rolin.
Czesto badania réznych aspektéw indukcji i bio-
syntezy fitoaleksyn prowadzi si¢ na zawiesinach
komdrkowych. Komdrki roslinne rosnace w
pltynnym podtozu zachowuja zdolnosé¢ wytwa-
rzania fitoaleksyn w odpowiedzi na dzialanie
biotycznych i abiotycznych elicytoréw. W pew-
nych przypadkach fitoalcksyny sq wytwarzane
w zawiesinie bez dodania elicytoréw, jednakze
ich poziom i tempo wytwarzania sa bardzo nie-
wielkie [21] i obnizaja si¢ w kolejnych subkultu-
rach [3, 21, 53]. Wickszo$¢ badaii nad indukcja
tych zwigzkéw w kulturach komdérkowych doty-
czy produkcji izoflawonoidowych fitoaleksyn u
Leguminosae. Zmiany w poziomic réznych en-
zymOw metabolizmu fenylopropanoidéw zacho-
dzace w kulturach in vitro po dzialaniu zawiesi-
ng zarodnikéw i elicytorami badano u fasoli
(Phaseolus vulgaris L.) [22, 24, 25, 28,79, 83],
soi [31, 74, 122] i kanawalii micczoksztaltnej
(Conavalia ensiformis (L.) DC.) [46]. Aktyw-
nos¢ fenyloamoniakoliazy (PAL), enzymu kata-
lizujacego picrwszy etap biosyntezy fenylo-
propanoidowych fitoaleksyn z fenyloalaniny,
wzrastala w traktowanych elicytorem kalusach i
zawiesinach  komorkowych, 1 wyprzedzala
wrzrost ilosci fitoaleksyn. W zawiesinie komar-
kowej fasoli traktowanej elicytorem z Colleto-
trichum lindemunthianum (Sacc. et Magn.) Br.
et Cav. zaobserwowano znaczny, cho¢ przej-



Wykorzystanie kultur in vitro do badania mechanizméw odpornosci i otrzymywania roslin ... 45

sciowy wzrost aktywnosci PAL bedacy rezulta-
tem syntezy de novo tego enzymu [28]. Bardzo
silng, bo okoto dwudziestokrotng, indukcje PAL
poprzedzajaca gromadzenie gliceoliny obserwo-
wano w zawicsinie komérkowej soi po dziataniu
elicytora z Phytophthora megasperma Drechs.
var. glycinea (Hildeb.) [31]). Okolo dziesigcio-
krotny wzrost aktywnosci tego enzymu, a potem
gromadzenie kumarynowych fitoalcksyn miat
miejsce w zawiesinie komérkowej pietruszki
traktowanej elicytorem [19]. Jednakze jak dotad
nie jest do korica wyjasnione, czy PAL odgrywa
regulujaca role w biosyntezie fitoaleksyn [98,
122]. Enzymy metabolizmu fenylopropanoi-
déw, ktérych wzrost aktywnosci notowano w
traktowanych elicytorem kalusach i zawiesinach
komérkowych to takze: o-metylotransferaza,
hydrolaza kwasu cynamonowego, syntaza fla-
wanonu, izomeraza flawanowo—chalkonowa,
dehydrogenaza alkoholu cynamonowego i inne
[22,43, 46,74, 123].

Sugeruje si¢, Zze aktywacja genéw odpowie-
dzialnych za syntez¢ mRNA warunkujacego po-
jawianie si¢ enzymoéw, ktore z Kolei decyduja o
wytwarzaniu i gromadzeniu fitoalcksyn, jest naj-
wcze$niejszym symptomem reakcji obronnej ro-
$liny. Wykazano, Ze indukowane elicytorem
gromadzenie fitoaleksyn w zawiesinach komor-
kowych pietruszki, fasoli i soi jest poprzedzane
gromadzeniem 1 translacjy mRNA kodujacych
enzymy odpowiedzialne za biosyntez¢ fitoale-
ksyn (29, 75, 101]. Stwierdzono, ze gromadze-
nic mRNA w zawiesinach komérkowych pietru-
szki i fasoli jest spowodowane przejsciowym
wzrostem tempa transkrypeji, co sugeruje ze w
syntez¢ fitoaleksyn wigczona jest aktywacja
specyficznych genéw. Jednakze molekularne
podstawy pierwotnego rozpoznania w ukladzie
roslina patogen, odbierania przez ro§ling sygna-
tow jak rowniez kolejna seria wydarzen prowa-
dzacych do transkrypcji tych specyficznych ge-
now pozostajg ciggle kwestig otwarty. Skoro w
przypadku fasoli mozliwe jest wytwarzanie fito-
aleksyn w ciggu 2. 3 do 5 minut po potraktowa-
niu clicytorem, a protoplasty reaguja juz po |
minucie, to wydaje si¢ Ze droga przekazywania

sygnaléw musi by¢ krétka i prosta [57, 116]. Ku-
rosaki i wsp. [78] wykazali, Ze istotng role w eli-
cytacji komérek marchwi (Daucus carota
Hoffm.) odgrywaja cykliczny adenozynomo-
nofosforan i jony wapnia.

Ostatnio wielu zwolennikéw zyskuje teoria
zakladajaca udzial receptor6w blonowych ko-
morek roéliny — gospodarza w procesach rozpo-
znania biochemicznych cech powierzchni pato-
gena. Nie mozna jednak wykluczy¢ istnienia in-
nego mechanizmu rozpoznania. Wydaje sig, ze
uzycie protoplastéw do badari moze przyczyni¢
si¢ do rozwigzania kwestii obecnosci i struktury
receptoréw blony komérkowej. Skladnik scian
komérkowych Phytophthora infestans (Mont,)
de By. powodowal szybka aglutynacje i $mierd
protoplastéw pochodzacych z lisci ziemniaka
(Solanum tuberosum L.), co wskazuje na obe-
cno$¢ na ich powierzchni specyficznych miejsc
wigzgcych ten skladnik — receptoréw [96]. O ich
istnieniu $wiadcza tez wyniki badani nad wigza-
niem znakowanego radioaktywnie elicytora z
Phytophthora megasperma Drechs. var. glyci-
nea (Hildeb.) (Pmg) wywolujacego gromadze-
nie fitoaleksyn w zawiesinach komérkowych soi
[104]. Aktywno$¢ elicytora z Pmg w zawiesi-
nach soi byla silnie hamowana w obecnosci L-
metylo—-mannozydu, co wskazywatoby na obe-
cno$¢ na powierzchni komérek receptora man-
nozowego, niezb¢dnego do wywolania reakcji.
Obecnosé receptoréw mannozowych i galakto-
zowych stwierdzono w blonie protoplastéw wie-
lu gatunkow roslin [40, 45, 80]. W protoplastach
jeczmienia (Hordeum vulgare L.) i ziemniaka
wyslepuja receptory fukozowe [64, 65]. Przypu-
szcza sig¢ tez, Ze potencjalnym czynnikiem roz-
poznania roslina — mikroorganizm moga by¢ le-
ktyny [97, 99, 109]. Stwierdzono do$wiadczal-
nie udzial specyficznych lektyn w procesie roz-
poznania w ukladzie Rhizobium - ro§liny motyl-
kowe [20, 42]. Uwaza sig, ze fitoaleksyny zgro-
madzone w roSlinie w odpowiednim czasie,
miejscu i stezeniu ograniczaja wzrost patogena i
sa odpowiedzialne za wystgpowanie odpornosci.
Jednakze wyniki badari prowadzonych na pozio-
mie tkanek kalusowych nie potwierdzaja w pelni
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tej koncepcji. Badajac odpornos¢ tkanek kaluso-
wych lucerny (Medicago sativaL.) na Phytoph-
thora megasperma Drechs. var. medicaginis
(Pmm) stwierdzono, Ze po inokulacji Pmm opa-
nowanie tkanek odpornych bylto znacznie wol-
niejsze niz wrazliwych, ale poziom medykarpi-
ny w pierwszym przypadku byl nizszy niz w
drugim [90]. Co wigcej, najwyzsze st¢Zzenie me-
dykarpiny osiagnigte przez tkanki odpomne (oko-
lo 20 pg/g $wiezej masy kalusa) bylo znacznie
mniejsze od wymaganego do zahamowania roz-
woju grzybni okreslonego in vitro w tescie bio-
logicznym [90]. Dwie inne izoflawonoidowe fi-
toaleksyny satiwan i westitol gromadza si¢ w li-
$ciach lucerny po inokulacji grzybem Helmint-
hosporium carbonum Ull. nie bedacym patoge-
nem lucerny [63, 68, 69]. Westitolu nie wykryto
w tkankach kalusowych lucerny po potraktowa-
niu Pmm, Pmg i w kontroli. Niewielkie ilosci sa-
tiwanu stwierdzono w kalusach potraktowanych
Pmm i Pmg, jednak jego poziom byl wyzszy w
tkankach wrazliwych. Podobne wyniki uzyska-
no dla ukiadu tkanki kalusowe tytoniu (Nicotia-
na tabacum L.) — Phytophthora parasitica Dast.
var. nicotianae (Breda de Haan) (Ppn) [13, 59,
90]. Jednak wyniki badai prowadzonych na
uktadach tkanki kalusowe tytoniu — Ppn i tkanki
kalusowe lucerny — Pmm nie powinny by¢ inter-
pretowane jako ostateczny dowdéd przeciw roli
fitoaleksyn w ekspresji odpornosci u roslin.
Roéwnolegle prowadzone badania nad odporno-
$cig calych roslin i kultur tkankowych z nich
wyprowadzonych sg niezbedne do stwierdzenia
czy w obu przypadkach funkcjonujg takie same
mechanizmy odpornosciowe, czy tez nie.

MODYFIKACJE SCIAN KOMORKOWYCH

Wczesng reakcja ro§liny w odpowiedzi na
infekcj¢ sa zmiany w $cianie komérkowej, maja-
ce na celu zahamowanie wzrostu mikroorgani-
zmu patogenicznego. Zmiany te polegaja na od-
kiadaniu fenoli, kalozy, lignin czy bialek boga-
tych w hydroksyproling. Uwaza si¢, ze op6-
Zniajac rozprzestrzenianie si¢ patogena roSlina
zyskuje czas niezbedny do aktywacji p6-

Zniejszych mechanizm6éw obronnych obejmuja-
cych np. wytwarzanie fitoaleksyn. Modyfikacje
$ciany komérkowej mozna spowodowac traktu-
jac materiat ro§linny elicytorem.

Stosujac metody histochemiczne Heale i
wsp. [56] stwierdzili pojawienie si¢ lignin w
tkankach kalusowych marchwi po potraktowa-
niu martwymi zarodnikami Borrytis cinerea
(Pers.). Jednocze$nie kietkowanie zywych za-
rodnikéw na tych tkankach bylo znacznie zaha-
mowane. Syntez¢ lignin w tkankach poprzedzat
wzrost aktywnosci peroksydazy. Biosynteza lig-
nin prowadzi od L-fenyloalaniny przez kwas
kumarowy, estry CoA kwaséw kumarowego, fe-
rulowego i sinapinowego do odpowiednich al-
koholi, ktdre nastepnie sa polimeryzowane przy
udziale peroksydazy. Obok prac, ktére méwia o
wzrodcie aktywnos$ci peroksydazy w zainfeko-
wanych, czy poddanych dziataniu elicytora ro-
$linach, tkankach kalusowych i zawiesinach ko-
mérkowych, istnieja réwniez takie, ktére neguja
udzial tego enzymu w reakcjach odpornoscio-
wych [118]. Podczas gdy ogélna droga tworze-
nia fenylopropanoidéw poprzez rézne estry CoA
nie jest specyficzna dla tworzenia lignin, to
wzrost aktywnosci peroksydazy czy dehydroge-
nazy alkoholu cynamonowego uwaza si¢ za do-
wody potwierdzajace wytwarzanie i gromadze-
nie lignin w odpowiedzi na infekcj¢. Grand i
wsp. [43] donoszg o okolo pigciokrotnym wzro-
$cie aktywnosci dehydrogenazy alkoholu cyna-
monowego w zawiesinie fasoli potraktowanej
elicytorem, cho¢ jednoczesnie nie stwierdzaja
oni obecnosci lignin w tych hodowlach. Wska-
zywaloby to, ze raczej tworzenie estréw cyna-
monowych i zwigzkéw z nimi zwigzanych, a nie
wytwarzanie lignin, ma miejsce w czasie infe-
kcji czy dziatania elicytor6w. Interpretacje ta
potwierdzaja dane o gromadzeniu kwaséw 4-
hydroksybenzoesowego, kawowego i ferulowe-
go réwnolegle ze wzrostem aktywnosci PAL w
potraktowanych elicytorem komérkach mar-
chwi [77].

Czesto w zainfekowanych lub potraktowa-
nych elicytorem tkankach i zawiesinach komor-
kowych stwierdza si¢ obecno$¢ fenoli nie zwig-
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zanych z ligninami. Obecno$¢ i gromadzenie fe-
noli zwiazanych ze $ciang komdrkowa, jak réw-
niez estrow kwasu kawowego i ferulowego wy-
kazano w traktowanych elicytorem zawiesinach
komdérkowych fasoli [10]. Kauss (73] donosi o
zwickszaniu si¢ ilosci rozpuszczalnych w zasa-
dach zwigzkéw fenolowych zwigzanych ze §cia-
nami komérkowymi w traktowanych chitoza-
nem zawiesinach komérkowych soi. Proces ten
przebiegat réwnolegle z indukcja syntezy kalozy
i dane te potwierdzaja wczesniejsze doniesienia
Farmera [39) o gromadzeniu nieligninowych fe-
noli w traktowanych elicytorem zawiesinach soi.

Interesujacy model regulacji syntezy fenoli i
ich polimeryzacji w $cianie komérkowej zapro-
ponowali Matern i Kneusel [86). Uwazaja oni,
ze enzymem decydujacym w tych procesach jest
silnie zalezna od pH hydroksylaza katalizujaca
tworzenie kwasu kawowego i jego CoA—estrow.
Nie jest ona syntetyzowana de novo, stad reakcja
moze by¢ bardzo szybka. Traktowanie elicyto-
rem czy infekcja powoduja szybkie zmiany w
blonach komérkowych prowadzace do obnize-
nia pH cytoplazmy. Obnizone pH aktywuje hy-
droksylaze.

W ostatnim czasie wiele uwagi poswigca si¢
syntezie bialek w komdrkach poddanych dziata-
niu patogena, czy elicytora [16, 48, 71]. Nowo
wytworzone biatka petnig bardzo réznorodng ro-
le. Moga one funkcjonowaé jako strukturalny
skladnik $cian kom6rkowych, mogg to by¢ aglu-
tyniny czy lektyny biorace udzial w procesach
rozpoznawania w ukladzie rodlina — patogen.
Znaczny wzrost ilo$ci biatek bogatych w hydro-
ksyproling zwigzanych ze scianami komérko-
wymi obserwowano np. w zawiesinach komor-
kowych fasoli [9, 10]. Na szczegdlng uwage za-
stugujg enzymy hydrolityczne posiadajace zdol-
no$¢ degradowania $cian komérkowych poten-
cjalnych patogenéw. Chityna i B—1,3-glukan to
skladniki $cian komérkowych wielu grzybéw.
Uwaza sig, ze chitynaza i B-1,3-glukanaza sa
dodatkowymi elementami mechanizmu obron-
nego rodlin. Aktywnos¢ tych dwdch enzymow
wzrastata silnie w zainfekowanych roslinach
(87,92, 95], jak i w kulturach in vitro [15,71].

ODPORNOSC KULTUR IN VITRO A WARUNKI
PROWADZENIA HODOWLI

W kulturach in vitro duzy wplyw na wystgpo-
wanie lub brak odporno$ci maja warunki hodowli
takie jak: skiad podtoza hodowlanego, ilo$¢ zasto-
sowanego materiatu infekcyjnego, temperatura,
$wiatlo. Badajac odpomo$¢ na choroby kultur in
vitro, a szczeg6lnie gromadzenie przez nie fitoale-
ksyn, nalezy zwréci¢ uwage na wybdr odpowied-
niego podioza hodowlanego. Szczeg6lnie istotna
jest zawarto$¢ w nim regulatoréw wzrostu ro§lin,
gléwnie auksyn i cytokinin [25, 27, 47, 66, 90].
Aby mogla si¢ ujawni¢ odpornos¢ tkanek kaluso-
wych tytoniu na Ppn wymagana jest szczeg6lna
réwnowaga migdzy auksynami i cytokininami.
Odpomos¢ maleje wraz z rosnacym stgzeniem cy-
tokinin (kinetyny i benzyloadeniny) w stosunku do
stezenia auksyny (kwasu indolilooctowego). W
przypadku innej cytokininy (izopentyloadeniny)
nie zauwazono tej zaleznosci [47]. Wielu badaczy
stwierdzito, ze wystgpowanie odpomosci tkanek
kalusowych na choroby moze by¢ uzaleznione od
stopnia zwartosci komérek, na ktéry w duzym sto-
pniu wptywaja regulatory wzrostu [47, 60, 66, 90].
Zbite, zwarte tkanki kalusowe tytoniu okazaly si¢
bardziej odporne na Ppn niz tkanki charakteryzuja-
ce si¢ luznym utozeniem komérek. Podobng zalez-
nos$¢ stwierdzono w ukladzie tkanki kalusowe zie-
mniaka — P. infestans. W przypadku tkanek kalu-
sowych lucemy szybciej i bardzicj rozlegle opano-
wywane byly przez patogeny tkanki o powierzchni
wilgotnej, niz suchej. Tkanki kalusowe lucermny
staja si¢ suche wraz z rosnacym st¢zeniem kinety-
ny w podlozu [90]. Waznym elementem mogacym
zadecydowaé o wystepowaniu lub braku odpomo-
$ci w kulturach in vitro jest ilo$¢ uzytego materialu
infekcyjnego [66, 70, 90]. I tak, np. odpomos¢
agregatéw komoérkowych ziemniaka na P. infe-
stans ujawnia si¢ gdy potraktuje si¢ je zawiesing
zarodnikéw o stezeniu 100 do 1000/agregat, ale
zanika gdy to stezenie wynosi 5000 i wigcej. Gro-
madzenie fitoaleksyn w tkankach kalusowych jest
réwniez silnie uzaleznione od ilosci zastosowane-
go inokulum [46, 90].
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Wykazano, ze odporno$¢ i wrazliwo$¢ tka-
nek i komérek hodowanych in vitro ujawnia si¢
w pewnym ograniczonym zakresie temperatur.
Tkanki kalusowe tytoniu wykazuja odporno$é
na Ppn przy 20, 22, i 24°C. Zanika ona przy
28°C. Optymalna temperatura dla ujawnienia si¢
réznic reakcji tkanek wrazliwych i odpornych to
20°C [60]. Odpornos¢ tkanek kalusowych soi na
niespecyficzny szczep Pmg ujawnia si¢ przy 161
20°C, ale zanika przy 24 i 28°C [66). W ukiadzie
ziemniak—P. infestans najwi¢ksza r6znica w re-
akcji tkanek odpornych i wrazliwych ma miej-
sce przy 20°C, podczas gdy przy 12 do 16°C
wrazliwe tkanki wydaja si¢ by¢ odporne, a przy
24°C kalus odporny jest opanowywany przez
patogena [90]. Temperatura wplywa tez na wy-
twarzanie fitoaleksyn w tkankach kalusowych
[35]. Produkcja riszytyny i fytuberyny przez
tkanki kalusowe ziemniaka w odpowiedzi na po-
traktowanie homogenatem z grzybni P. infestans
byla wyzsza przy 20 niz przy 28°C. Podobne
zjawisko obserwowano we fragmentach bulw
ziemniaka [17].

Jak dotad nie stwierdzono aby jako$¢ i inten-
sywnos$¢ §wiatta miata istotny wptyw na odpo-
mos¢ materiatu roslinnego hodowanego in vitro,
cho¢ wiadomo ze np. badania nad indukcjg izo-
flawonoidowych fitoaleksyn powinny by¢ prze-
prowadzane na kulturach hodowanych w cie-
mnoféci, gdyz wiele enzymow biosyntezy flawo-
noidéw i izoflawonoidéw jest indukowanych
przez Swiatlo [44, 61].

WYKORZYSTANIE KULTUR IN VITRO DO
OTRZYMYWANIA ROSLIN WOLNYCH OD
PATOGENOW I ODPORNYCH NA CHOROBY

Kultury in vitro sj coraz cz¢sciej wykorzy-
stywane przez fitopatologéw do otrzymywania
roslin wolnych od patogenéw, a takze do wy-
twarzania i selekcji roslin odpornych na choroby
[117]. Pierwsze wolne od wirusow rosliny udato
si¢ zregenerowa¢ z merystemow wierzchotko-
wych, wyizolowanych z zainfekowanych roslin
[91]. Jak si¢ ostatnio okazalo rosliny wolne od
wiruséw mozna tez regenerowaé z kultur kalu-

sowych wielu waznych gospodarczo roslin jak
np. tytoniu [14] i ziemniaka [120]. MozZna po-
zby¢ si¢ wirus6w w materiale hodowanym in vi-
tro traktujac roéling wyjsciowa (donora) wysoka
temperaturg, dobierajac odpowiednie warunki
hodowli, jak réwniez dodajac do podtoza kultu-
ry inhibitory chemiczne. Wykazano np., Ze obe-
cno$é¢ w podlozu wysokich stegzen regulatoréw
wzrostu moze obniza¢ zawarto$¢ wiruséw w
tkankach roslinnych. Badano mozliwos¢ elimi-
nacji wiruséw z materiatu roslinnego in vivo i in
vitro stosujac takie zwigzki jak: analogi puryno-
we i pirymidynowe, aminokwasy, antybiotyki
itp. Cho¢ uzyskano pewne ograniczenie ilosci
wirusow to wigkszos$¢ z uzytych zwigzkéw byla
dla roslin toksyczna, badZ wykazywala nicwy-
starczajaca aktywno$¢ [72, 120]. Analog nu-
kleozydu ,Virazol” [l--D-rybofuranosyl-
1,2,4-triazol-3-karboksamid) wykazuje dziala-
nie antywirusowe zaréwno w stosunku do wiru-
séw zwierzecych jak i roSlinnych. Kumert i To-
ussaint [76] stosujac — ,Virazol” prébowali
otrzymac¢ wolne od wiruséw storczyki z rodzaju
Cymbidium. Dodanie do podloza 25 ppm tego
preparatu spowodowalo, Ze w szostej subkultu-
rze wszystkie protokormy byty wolne od wiru-
sOw.

Rogliny regenerowane z protoplastow, za-
wiesin komorkowych czy tkanek kalusowych
czesto podlegaja tzw. zmienno$ci somaklonalnej
[105, 106, 116]. Zmiennos¢ ta moze prowadzié
do powstania nowych cech morfologicznych,
zmiany czasu dojrzewania, wielkosci plonow
czy odpornosci na choroby grzybowe i wiruso-
we [38]. Pierwsze prace z wykorzystaniem kul-
tur tkankowych do otrzymywania nowych cech
w oparciu 0 zmienno$¢ somaklonalng wykonano
na trzcinie cukrowej (Saccharum officinarum
L.) i na ziemniaku (8, 58, 93, 107, 112, 113].
PéZniej okazalo sig, Ze jest to réGwniez mozliwe
w przypadku wielu innych roslin np. tytoniu, ry-
zu (Oryza sativa L.), owsa (Avena sativa L.), ku-
kurydzy (Zea mays L.). pszenicy (Triticum vul-
gare Vill.), koniczyny (Trifolium sp.), marchwi,
ananasa (Ananas sp.), salaty (Lactuca sp.),
czosnku (Alium sp.), pomidora (Lycopersicon
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esculentum Mill.), truskawki (Fragaria sp.) i in-
nych (34, 36, 37, 81, 82, 114]. Zwi¢kszong od-
porno$¢ na patogeny udato si¢ uzyska¢ w przy-
padku lucerny [55], kapusty (Brassica sp.) [102,
103], ziemniaka [113], trzciny cukrowej [60,
84]. pomidora [37]. W wielu przypadkach jest to
odporno$¢ przekazywana genetycznie, trwale
dziedziczaca sig.

Metoda otrzymywania nowych genotypéw
w oparciu o zmienno$¢ somaklonalng ma tez
pewne wady. Opierajac si¢ na niej nie zawsze
udaje si¢ otrzymac pozadang ceche i wymaga
ona prowadzenia badani na bardzo duzej ilosci
materiatu roslinnego. Zmienno$¢ somaklonalna
zwykle powoduje zmiany wielu cech, nie za-
wsze w pozadanym kierunku [8]. Wykorzystu-
jac technike kultur in vitro mozna stymulowac
powstawanie nowych cech, w tym zwigkszong
odporno$¢ na patogeny. Najpowszechniej stoso-
wane jest uzycie toksyn patogenéw jako czynni-
ka selekcjonujacego. W przypadku gdy toksyny
s czynnikiem decydujacym o rozwoju choroby
wydaje sie, ze material wyselekcjonowany w ich
obecnosci powinien dac¢ poczatek roslinom o
zwigkszonej odpornodci. Gengenbach i wsp.
[41] zastosowali toksyng wytwarzang przez Hel-
minthosporium maydis (Rasse T Nisikado)
(Hmt) do wyselekcjonowania kaluséw z niedoj-
rzatych zarodkéw kukurydzy. RoSliny zregene-
rowane z odpornego kalusa byly odporne na
Hmt-toksyn¢ i na infekcj¢ przez H. maydis.

Innymi czesto stosowanymi czynnikami
selekcjonujacymi sq filtraty z kultur patogenéw.
Behnke [6] wyselekcjonowat odporne na P. infe-
stans kalusy ziemniaka dodajac do ich podtoza
filtrat z hodowli tego patogena. Zregenerowane
rosliny byly bardziej odporne niz rosliny wyj-
§ciowe. W podobny sposéb selekcjonowano z
powodzeniem ro$liny w kierunku zwigkszonej
odporno$ci na choroby w ukfadach rzepak
(Brassica napus L. var. oleifera (Metzg.) Sink) —
Leptosphaeria maculans (Phoma lingam Tode
ex Schw.) [102], rzepak — Alternaria brassicico-
la (Schw.) Wiltz [85], lucerna — Fusarium oxy-
sporum Schl, var. medicaginis (Weimar) Snyder
et Hansen [54, 55] i inne.

Lepoivre i wsp. [84] zaadoptowali czgsto
stosowang w mikrobiologii technike ,,podwéjnej
warstwy” do selekcji kaluséw trzciny cukrowe;j
o zwigkszonej odpornosci na toksyczne zwigzki
wytwarzane przez Cercospora beticola Sacc.
Hodowl¢ grzyba przykryto warstwa podioza za-
wierajacego fungistatyczne st¢zenie mykostaty-
ny lub benlatu. Metabolity z kultury patogena
dyfundowaly do podioza, na ktére przenoszono
kalusy trzciny cukrowej. Stosujac ta technike
prébowano takze otrzymac roSliny pszenicy o
zwigkszonej odpornosci na Septoria nodorum
Berk. Obserwowano réznice w rozwoju choroby
migdzy ro§linami otrzymanymi ta metoda, a ro-
s$linami kontrolnymi [108]. Uzycie kultury Zy-
wych patogenéw do wywolywania odpornosci
w kulturach in vitro nie jest jednak zbyt popular-
ne. Gléwna wada tej techniki polega na przera-
staniu przez mikroorganizmy podloza kultury i
tkanek roslinnych.

Inna metoda selekcji opracowana przez Ta-
gera i Meulemansa [115] polega na spryskiwa-
niu hodowanych in vitro roslin zywym materia-
tem grzybowym. Po ustaleniu odpowiednich
warunkéw (wiek roslin, warunki hodowli itp.)
udalo si¢ otrzymaé rosliny ziemniaka o zwig-
kszonej odpomosci na P. infestans. Zregengro-
wane z protoplastéw ro§liny spryskane zawiesi-
ng zarodnikéw P. infestans wykazywaly in vitro
zwiekszong odporno$¢ na tego patogena. Rosli-
ny te rozmnazano in vitro i poddawano kolejnej
inokulacji. Otrzymane odporne klony rozmnaza-
no jak poprzednio, a nast¢pnie testowano ich od-
porno$¢ w warunkach polowych. Wynik ekspe-
rymentu byt jednak negatywny: uzyskane rosli-
ny byly wrazliwe na patogena tak jak rogliny
wyjsciowe [89].

Pozytywne, pozadane cechy, jakie mozna
zaindukowac w kulturach in vitro, w tym odpo-
rmos¢ na choroby, nie zawsze ujawniajq si¢ w ca-
tych ro$linach. Czesto jesli nawet udaje si¢ zre-
generowac rosliny o zwigkszonej odpornosci, to
cecha ta moze si¢ nie ujawnia¢ w naturalnych
warunkach polowych.

Technika kultur in vitro ma duze mozliwosci
zastosowania w pracach badawczych nad me-
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chanizmami odpornoéci i otrzymywaniem rolin
odpornych na choroby. Jednak biochemiczne i
genetyczne uwarunkowania odpornosci i wrazli-
wosci roslin nie sq ciagle dostatecznie wyjasnio-
ne. Identyfikacja i charakterystyka wigkszej ilo-
$ci toksyn, okreslenie zwigzkéw wlaczonych w
specyficzno$¢ interakcji gospodarz — patogen,
zwiazk6w decydujacych o wirulencji patogena i
odpornoéci ro§liny — gospodarza stworza by¢
moze w przysziosci mozliwos§¢ sterowania me-
chanizmami odpornosci dla celéw poznawczych
i praktycznych z wykorzystaniem techniki kul-
tur in vitro w pelnym potencjale.
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