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Abstrakt

Roslinne kultury in vitro staja sie coraz wazniejszym narzedziem w ochronie bioréznorodnosci i w zréwno-
wazonym rozwoju. Umozliwiajg one nie tylko pozyskiwanie cennych substancji bez niszczenia roslin w ich
$rodowisku naturalnym i niezaleznie od warunkéw klimatycznych, ale takze rozmnazanie zagrozonych ga-
tunkéw i ich reintrodukcje. W artykule przedstawiono przeglad zastosowar réznych typéw kultur in vitro
w medycynie (produkcja lekéw, bialek terapeutycznych), rolnictwie (biostymulanty, mikrorozmnazanie),
przemysle spozywczym (barwniki, enzymy) i nowoczesnych technologiach (nanomaterialy). Szczegblnag
uwage poswiecono wykorzystaniu kultur in vitro w ochronie gatunkéw zagrozonych, dzikich i uprawnych.
Artykul podkresla znaczenie zintegrowanego podejscia laczacego wiedze z zakresu biotechnologii, chemii
i ochrony srodowiska. Mimo trudnosci w otrzymywaniu wydajnych i dlugozyjacych kultur, zwlaszcza roslin
jednolisciennych, technologie in vitro stanowia dzi$ nie tylko wsparcie dla przemyshy, ale tez realng szanse
na zachowanie zasobéw przyrody dla przyszlych pokoleri.

Slowa kluczowe: bioréznorodnos$d, kalus, kultury in vitro, mikrorozmnazanie, rosliny, zarodki somatyczne
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Abstract

In vitro plant cultures are becoming an increasingly important tool in biodiversity conservation and sustain-
able development. They not only enable the extraction of valuable substances without destroying plants in
their natural environment and regardless of climatic conditions, but also the propagation of endangered
species and their reintroduction. The article presents an overview of the applications of various types of
in vitro cultures in medicine (production of drugs, therapeutic proteins), agriculture (biostimulants, micro-
propagation), the food industry (colorants, enzymes), and modern technologies (nanomaterials). Particular
attention is paid to the use of in vitro cultures in the protection of endangered, wild and cultivated species.
The article emphasizes the importance of an integrated approach combining knowledge in the fields of bio-
technology, chemistry, and environmental protection. Despite the difficulties in obtaining efficient and long-
lived cultures, especially of monocotyledonous plants, in vitro technologies today not only support industry,

but also offer a real opportunity to preserve natural resources for future generations.

Key words: biodiversity, callus, in vitro cultures, micropropagation, plants, somatic embryos

WPROWADZENIE

Rosliny od tysiecy lat stanowily podstawowe
zrédlo lekéw, barwnikéw, srodkéw konserwuja-
cych i substancji zapachowych. Ich metabolity
wtoérne maja réznorodne dzialanie biologiczne,
w tym wlasciwosci przeciwutleniajace, cytotok-
syczne, przeciwwirusowe, przeciwzapalne i an-
tybakteryjne (Hasnain i in., 2022). Wspélczesna
farmakologia, kosmetologia i przemys! spozyw-
czy nadal intensywnie Kkorzystajg z bogactwa
zwiazkéw naturalnych pochodzenia roslinnego.
Jednak coraz czesciej ich pozyskiwanie meto-
dami tradycyjnymi napotyka powazne ograni-
czenia. Postepujace zmiany klimatyczne, coraz
bardziej intensywne rolnictwo, rozwdj miast
i zanieczyszczenia oraz nadmierna eksploata-
cja surowcow roslinnych doprowadzily do dra-
matycznego wzrostu liczby gatunkéw zagro-
zonych wyginieciem (Walters i Pence, 2021).
Zwlaszcza rodliny lecznicze i aromatyczne, cze-
sto rosngce w wyspecjalizowanych siedliskach
i pozyskiwane z dzikich populacji, sa szczegdl-
nie narazone na nadmierny zbiér i presje ryn-
kowa (Kougioumoutzis i in., 2024). Zagraza to
bioréznorodnosci, definiowanej jako zréznico-
wanie zycia na wszystkich poziomach organi-
zacji biologicznej, od genéw po cale ekosyste-
my, co jest fundamentem stabilnosci przyrody
oraz przetrwania czlowieka (Corlett, 2016; Cor-
lett 2024). W Polsce, podobnie jak w wielu kra-
jach europejskich, obserwuje sie zanik lokal-

nych populacji roslin dzikich i endemicznych.
Czes¢ z nich figuruje juz na czerwonych listach
gatunkéw zagrozonych, zaréwno Kkrajowych,
jak i miedzynarodowych (Perzanowska i Korze-
niak, 2020). Problemy te nie ograniczaja sie do
ekosystemow naturalnych — dotyczg réwniez
zasob6w rolniczych, leczniczych i ozdobnych,
ktére maja ogromne znaczenie gospodarcze
i kulturowe.

W odpowiedzi na rosngce zagrozenia, rozwi-
jane sa rozne strategie ochrony bioréznorodno-
$ci, w tym dzialania in situ (ochrona gatunkéw
w ich naturalnym $rodowisku) oraz ex situ (poza
miejscem naturalnego wystepowania). Jedng
z najbardziej obiecujacych i dynamicznie roz-
wijajacych sie metod ochrony ex situ sa kultury
in vitro, czyli techniki hodowli komodrek, tkanek
i organéw roslinnych w kontrolowanych warun-
kach laboratoryjnych (Bonga i in., 2010; Loyola-
Vargas i Ochoa-Alejo, 2024). Pozwalaja na uzy-
skanie roslin lub ich metabolitéw niezaleznie
od sezonu, klimatu czy lokalizacji geograficzne;j
(Miroshnichenko i in., 2017). Dzieki mozliwo-
Sciom sterowania warunkami s$rodowiskowy-
mi i zastosowania stymulatoréw, mozliwe jest
zwiekszenie wydajnosci biosyntezy cennych far-
maceutykéw, nutraceutykéw, enzyméw czy bio-
aktywnych skladnikéw kosmetycznych (Babich
i in., 2020), bez niszczenia roslin w ich natural-
nych srodowiskach. Technologie in vitro umoz-
liwiaja takze skalowanie produkcji — od kultur
w kolbach laboratoryjnych, po bioreaktory prze-
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myslowe, co jest juz stosowane komercyjnie
w wielu branzach: od medycyny i rolnictwa po
kosmetologie i produkcje nanomaterialéw (Kra-
steva i in., 2020; Wang i in., 2022).

Zastosowanie kultur in vitro do ochrony
obejmuje obecnie szeroki zakres dzialan: od
rozmnazania gatunkéw zagrozonych wyginie-
ciem, przez tworzenie bankéw gendéw i synte-
tycznych nasion, po wykorzystanie krioprezer-
wacji w zachowaniu unikatowych odmian roslin
(Custdédio i in., 2022, Radomir i in., 2023; Tripa-
thi i in., 2021; Walters i Pence, 2021). Stano-
wig wiec nie tylko Zrédlo wartosciowych meta-
bolitéw, ale i wazny element globalnej strategii
ochrony bioréznorodnosci. Szczegdlna wartosé
maja te technologie w krajach o wysokim udzia-
le endemitéw, gdzie rozwijane sa narodowe
banki kriogeniczne i programy mikrorozmna-
zania roslin uzytkowych i dzikich (Agrawal i in.,
2022; Mikula i in., 2022).

Celem niniejszego artykulu jest przeglad ak-
tualnych zastosowan kultur in vitro dla ochrony
srodowiska i zachowania bioréznorodnosci. Wy-
korzystanie technologii in vitro w ochronie roslin,
zaréwno dzikich, jak i uzytkowych, (w tym lecz-
niczych, rolniczych i ozdobnych) to nie tylko na-
mnazanie roslin i ich reintrodukcja czy przecho-
wywanie genotypow. Techniki in vitro takze daja
unikatowa mozliwos$¢ zachowania roslin w natu-
ralnym $rodowisku, zastepujac ich zbieranie —
produkgja roslinnych zwigzkéw aktywnych w bio-
reaktorach. Dlatego warto uzywac tej technologii
jako narzedzia wspierajacego ochrone bogactwa
przyrody w ujeciu lokalnym i globalnym.

TYPY KULTUR IN VITRO
I METODY ICH TWORZENIA

Techniki kultur in vitro umozliwiaja prowa-
dzenie réznych hodowli komorek, tkanek i orga-
néw roslinnych w warunkach sterylnych i $cisle
kontrolowanych; przyklady niektérych form kul-
tur pokazano w Tabeli 1. W zaleznosci od wieku
i rodzaju materialu wyj$Sciowego (eksplantatu),
celu hodowli i zastosowanych warunkéw srodo-
wiskowych, m.in. skladnikéw pozywek czy fito-
hormondw, uzyskuje sie rézne typy kultur (Ta-
bela 2). Ponizej przedstawiono krétki przeglad

najwazniejszych systemoéw kultur roslinnych
stosowanych w laboratoriach i przemysle i ich
potencjal biotechnologiczny.

Kultury Kalusa (Callus Cultures)

Kalus to niezorganizowana, proliferujaca
masa komorek parenchymatycznych, powstaja-
ca wskutek dedyferencjacji komérek roslinnych
pod wplywem regulatoréw wzrostu. Proces in-
dukcji kalusa najczesciej inicjuje sie na pozyw-
kach stalych, zawierajacych odpowiedni stosu-
nek auksyn do cytokinin (Miroshnichenko i in.,
2017). Eksplantatami moga by¢ praktycznie
wszystkie fragmenty roslin: liscie, hipokotyle,
korzenie, lodygi lub zarodki somatyczne (Ikeu-
chiiin., 2013; Custddioiin., 2022). Kalus moze
by¢ pézniej wykorzystany do regeneracji calych
roslin (organogeneza, embriogeneza) lub do
uzyskania zawiesin komérkowych. Jego zaletg
jest szybki wzrost i mozliwos$¢ latwego pobiera-
nia materialu do dalszych etapéw kultury (Ef-
ferth 2019; Babich i in., 2020).

Zawiesiny komdrkowe
(Cell Suspension Cultures)

Zawiesiny komoérkowe tworzy sie przez roz-
drobnienie kalusa i przeniesienie go do plynnej
pozywki. Zaletg zawiesin jest wysoka jednorod-
nos$¢ kultury i latwosé skalowania (przejscia
z niewielkich objetosci laboratoryjnych do pro-
dukcji na skale przemyslowa w bioreaktorach),
co czyni je efektywnym narzedziem do produk-
cji metabolitéw wtdornych, barwnikéw, enzy-
moéw i bialek (Ramachandra Rao i Ravishan-
kar, 2002; Guptaiin., 2024). Sg jednak bardziej
wrazliwe na zakazenia niz kultury na pozyw-
kach stalych oraz wymagaja optymalizacji wa-
runkéw hodowli (pH pozywki, stezenia cukruy,
dodatku fitohormondéw). Zastosowanie elicyto-
réw, takich jak jasmonian metylu, kwas salicy-
lowy, chitozan czy nanosrebro, moze réwniez
zwiekszy¢ synteze metabolitéw (Hasnain i in.,

2022).

Kultury korzeni wlosnikowatych
(Hairy Root Cultures)

Kultury te powstaja w wyniku infekcji mate-
rialu roslinnego przez bakterie Agrobacterium



Tab. 1. Przyklady réznych typéw rodlinnych kultur in vitro. Zdjecia wlasne

Kalus marchwi odmiany Deep Purple z powstajacymi
zarodkami somatycznymi

Kalus marchwi odmiany Deep Purple z rozwijajacymi
sie zarodkami somatycznymi oraz mlodymi roslinami

Powstajace zarodki somatyczne storczyka Dendrobium
berry Oda

Mlode rosliny storczyka Dendrobium berry Oda,
powstale z zarodkéw somatycznych

Kultura zawiesinowa BY2 komérek tytoniu

Kalus komérek tytoniu kultury BY?2
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Tab. 2. Rodzaje kultur roslinnych in vitro i ich zastosowanie

Typ kultury Postaé

Zastosowania gléwne Przyklady roslin

Kalus Tkanka niezréznicowana

Produkcja metabolitéw, Taxus, Daucus, Panax

transformacja genetyczna

Zawiesina komérkowa | Komdrki iich agregaty

w plynnej pozywce

Produkcja zwigzkéw Ginkgo, Vitis, Linum

aktywnych w bioreaktorach

korzeni, merystemy

Korzenie Korzenie wlo$nikowate Produkcja zwigzkéw Salvia, Withania, Rubia
transformowane aktywnych w bioreaktorach

Agrobacterium

Mikrorozmnazanie Eksplantaty pedéw, Rozmnazanie gatunkéw Musa, Solanum, Allium

i odmian

Zarodki somatyczne Tworzenie zarodkéw z

komorek somatycznych

Odtwarzanie roslin Coftea, Theobroma, Citrus

i produkcja na duzg skale

rhizogenes, ktore przenosza do rosliny tzw. pla-
zmid Ri (root-inducing), powodujacy intensyw-
ny rozwdj korzeni bocznych. Tego typu kultury
charakteryzujg sie stabilnym i szybkim wzro-
stem, wysokg genetyczng i biochemiczng stabil-
noscia oraz zdolnoscia do kontrolowanej pro-
dukcji wielu metabolitéw wtérnych typowych
dla organéw podziemnych (np. alkaloidéw, sa-
ponin, lignanéw, Babich i in., 2020).

Kultury pedow i mikrorozmnazanie

Mikrorozmnazanie (mikropropagacja) po-
zwala szybko rozmnazacd rosliny o tych samych
cechach. Bazuje na zdolnosci roslinnych ko-
morek totipotencjalnych do regeneracji cale-
go organizmu. Mikrorozmnazanie stosuje sie
szeroko w ogrodnictwie i w ochronie zasobdéw
genetycznych (Kulus i Tymoszuk, 2024; Bettoni
iin., 2024).

Embriogeneza somatyczna i kultury zarodkow

Embriogeneza somatyczna to wieloetapo-
wy proces tworzenia zarodkow z komorek so-
matycznych (czyli innych niz gamety). Mozna ja
indukowad poprzez aplikacje auksyn, warunki
stresowe (np. stres osmotyczny lub temperatu-
ry) czy dodatek elicytoréw. Zarodki somatycz-
ne sa uzyteczne m.in. w mikroklonalnym roz-
mnazaniu roslin, zwlaszcza jednoliSciennych
i w przechowywaniu zasobéw genetycznych
(Coelho i in., 2020; Rajan i Singh, 2021; Kau-
shaliin., 2023).

TRUDNOSCI I OGRANICZENIA
W KULTURACH IN VITRO

Mimo ogromnego potencjalu, jaki niosa ze
soba roslinne kultury in vitro, ich tworzenie
oraz praktyczne zastosowanie wciaz napotyka
na trudnosci i ograniczenia, zaréwno techno-
logiczne, jak i biologiczne. Jednym z najczest-
szych problemow, zwlaszcza w przypadku pracy
z materialem roslinnym ze $rodowiska natural-
nego, sa trudnosci z uzyskaniem sterylnosci.
Rosliny dziko rosnace czesto sa juz skolonizo-
wane przez mikroorganizmy, ktérych elimina-
cja bywa wyjatkowo trudna i wymaga precy-
zyjnie dobranych procedur sterylizacji. Nawet
niewielkie zakazenia mogg prowadzié¢ do calko-
witego zniszczenia kultury, szczegdlnie w przy-
padku zawiesin komérkowych, gdzie infekcje
rozprzestrzeniajg sie blyskawicznie (Guptai in.,
2024; Churikova i in., 2015).

Kolejnym istotnym wyzwaniem jest tzw.
»opornos¢” (ang. recalcitrance), czyli niska po-
datnos$c¢ okreslonych gatunkéw lub odmian
na ponowne réznicowanie (dedyferencjacje)
i regeneracje. Niektére rosliny nie reagujg na
standardowe zestawy regulatoréw wzrostu, co
skutkuje brakiem formowania kalusa, niezdol-
noscig do inicjacji organogenezy lub embrioge-
nezy somatycznej. Dotyczy to szczegdlnie roslin
jednolisciennych (o czym dalej), ale takze licz-
nych gatunkéw roslin drzewiastych czy tropi-
kalnych (Bonga i in., 2010; Custédio i in., 2024,
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Bennur i in., 2025). Wymaga to czasochlonne-
go i kosztownego dostosowania warunkéw kul-
tury, do typu eksplantatu, fazy rozwojowej tkan-
ki oraz parametréw $rodowiskowych (Babich
iin., 2020; Solis-Ramos i in., 2012).

Nawet jesli uda sie uzyskad skuteczng induk-
cje wzrostu kalusa lub pedéw, proces ten nie za-
wsze przebiega stabilnie. Czestym zjawiskiem
towarzyszacym  dlugoterminowym  hodow-
lom jest zmiennos$¢ somaklonalna — czyli po-
jawianie sie niezamierzonych, spontanicznych
zmian genetycznych lub epigenetycznych, kté-
re moga prowadzi¢ do modyfikacji cech feno-
typowych roslin (Bettoni i in., 2024). Zjawisko
to ma zaréwno potencjal uzytkowy (jako zZrédlo
zmiennosci do selekcji), jak i negatywne kon-
sekwencje, gdy celem hodowli jest zachowanie
pozadanych cech roslin, np. do dalszej uprawy
w skali przemyslowej (Hasnain i in., 2022).

Odrebnym wyzwaniem pozostaje dlugoter-
minowe przechowywanie aktywnych kultur.
Choé¢ regularne pasazowanie umozliwia za-
chowanie zywotnosci komorek, wigze sie jed-
nak z ryzykiem stopniowej akumulacji mutacji
i obnizenia jakosci kultury. Alternatywne meto-
dy, takie jak krioprezerwacja, wymagaja drogiej
infrastruktury oraz precyzyjnych, czesto gatun-
kowo specyficznych protokoléw (Babich i in.,
2020; Custddio i in., 2022). W efekcie, mimo
wysokiej wydajnosci i wszechstronnosci tech-
nologii in vitro, jej efektywne zastosowanie wy-
maga dobrze zaplanowanego i przemyslanego
podejscia laczacego wiedze z zakresu fizjologii
roslin, mikrobiologii, chemii analitycznej i inzy-
nierii procesowe;j.

Kultury in vitro z roslin jednolisciennych
Pomimo postepu w lepszym zrozumieniu
fizjologii, dzialania regulatoréw wzrostu oraz
mimo wdrazania narzedzi molekularnych i epi-
genetycznych, wiele gatunkéw roslin jednoli-
Sciennych nadal pozostaje trudnych do rege-
neracji. Ich zmienno$é somatyczna réwniez
stanowi istotny problem, wplywajac na jako$c
uzyskanych roslin i ograniczajac ich dalsze
wykorzystanie w hodowli lub produkcji (Bairu
i Kane, 2011). Poniewaz do tej grupy nalezag
rosliny bardzo wazne gospodarczo (np. zboza)

i zagrozone wyginieciem (np. storczyki), ko-
nieczne jest dalsze doskonalenie procedur kul-
tur in vitro, oparte na precyzyjnej regulacji szla-
kéw hormonalnych oraz doborze odpowiednich
eksplantatéw w okreslonym stadium rozwoju.
Historia opracowywania skutecznych metod
hodowli roslin jednoliSciennych in vitro to za-
razem historia przelamywania ograniczen tech-
nologicznych i biologicznych, z jakimi zmagala
sie biotechnologia roslinna od lat 60. XX wieku
(Schenk i Hildebrandt 1972; Gautheret 1983;
Thorpe 2000).

Zjawisko opornosci wigze sie réwniez z ten-
dencja komorek jednolisciennych do szybkiej
utraty potencjalu embriogennego w czasie trwa-
nia kultury, co stwierdzono np. w badaniach nad
Brachypodium distachyon — modelowym gatun-
kiem dla traw. W miare wydluzania czasu kul-
tury dochodzi do zmian w ekspresji genéw od-
powiedzialnych za totipotencje, co ogranicza
mozliwos¢ dalszej regeneracji (Betekhtin i in.,
2020). Dodatkowym utrudnieniem sa trudno-
$ci w integracji materialu genetycznego (np. za
pomoca Agrobacterium tumefaciens), co ogra-
nicza wydajno$¢ transformacji. Wreszcie, wiele
protokoléw dla jednoliSciennych wymaga szere-
gu kosztownych i czasochlonnych etapéw, z uzy-
ciem pozywek o bardzo zlozonym skladzie i sku-
tecznosci zaleznej od genotypu (Zhu i in., 2024).

Na przyklad owies (Avena sativa L.), zboze
o bardzo szerokim zastosowaniu w uprawach,
wcigz nie ma opracowanego efektywnego sys-
temu regeneracji, co utrudnia jego modyfikacje
genetyczna i wykorzystanie w programach ulep-
szania odmian (Custédio i in., 2024; Hasnain
iin., 2022). Zjawisko to potwierdzaja takze bada-
nia nad pszenicg jednoziarnowa (pszenica samo-
psza, Triticum monococcum L.), ktéra, podob-
nie jak owies, uchodzi za trudng w regeneracji.
Mimo rozwoju metod embriogenezy somatycz-
nej i zastosowania réznorodnych regulatoréw
wzrostu, skutecznos$é regeneracji u tego gatun-
ku pozostaje niska i nieprzewidywalna. Dopiero
zastosowanie zlozonych kombinacji regulatoréw
wzrostu oraz Scisla kontrola stanu rozwojowego
eksplantatu (w tym uzycie niedojrzalych zarod-
kéw) pozwala uzyskac zadowalajace efekty (Mi-
roshnichenko i in., 2017).
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ZASTOSOWANIE KULTUR IN VITRO

Techniki kultur in vitro znajduja szerokie za-
stosowanie w réznych dziedzinach biologii i rol-
nictwa, w tym w produkcji materialu roslinnego,
zachowaniu zasob6éw genowych, pozyskiwaniu
metabolitéw wtérnych oraz ochronie $rodo-
wiska (Ryc. 1). Ich znaczenie wykracza daleko
poza laboratorium — sg narzedziem nie tylko
dla naukowcéw, lecz rowniez dla praktykow zaj-
mujacych sie rolnictwem, w tym ogrodnictwem,
i ochrong bioréznorodnosci.

Kultury in vitro w medycynie —
Zrodlo lekow; bialek i zwigzkow bioaktywnych
W ostatnich latach znaczaco wzroslo zainte-
resowanie technologiami in vitro w pozyskiwa-
niu zwigzkéw o wysokiej aktywnosci biologicznej
(Agrawal i in., 2022). Ich gléwnym atutem, w po-
réwnaniu z tradycyjnymi metodami pozyskiwania
materialy, jest mozliwos$é kontrolowanej produk-
¢ji metabolitéw (Tab. 3). W warunkach hodowli
komérkowej mozna nie tylko utrzymacd stabilng
linie produkcyjna, ale takze znacznie zwigkszyd
wydajnosc syntezy, stosujgc odpowiednie stymu-

latory i techniki inzynierii metabolicznej (Rama-
chandra Rao i Ravishankar 2002). Réwnie waz-
nym aspektem jest ochrona naturalnych zasobéw
roslin leczniczych, poniewaz namnazanie kultur
in vitro, otrzymanych z minimalnej iloSci pobra-
nego materialu roslinnego, eliminuje koniecz-
nos¢ kolejnych zbioréw takich roslin.

Szczegdlne znaczenie majg kultury komo-
rek kalusowych i zawiesinowych z gatunkéow
takich jak 7Taxus spp., Catharanthus roseus,
Podophyllum hexandrum, Panax ginseng, Di-
gitalis lanata, Artemisia annua czy Scutellaria
baicalensis — wszystkie uznane za cenne Zrédla
zwigzkéw przeciwnowotworowych, przeciw-
bakteryjnych i neuroprotekcyjnych (Bhattacha-
ryyaiin., 2016; Miroshnichenko i in., 2017; Ba-
bich i in., 2020).

Jednym z najlepiej poznanych przypadkéw
medycznego i komercyjnego wykorzystania kul-
tur komérkowych w medycynie jest produkcja
taksolu (paklitakselu) — diterpenowego alkalo-
idu o dzialaniu cytotoksycznym, izolowanego
pierwotnie z kory cisu (Taxus brevifolia). Z po-
wodu ograniczonej dostepnosci rosliny i ogrom-
nego zapotrzebowania na ten lek w terapii no-

Zastosowania kultur in vitro

Medycyna

Produkeja farmaceutykéw,
antyoksydantéw, biatek
terapeutycznych

Rolnictwo

Mikrorozmnazanie,
uzyskiwanie odmian
odpornych, biosensory,
biostymulanty i bioherbicydy

Przemyst spozywczy

Barwniki naturalne, enzymy,
substancje zapachowe

X

Nowe technologie

Nanomateriaty, biofabrykacja,
sensory srodowiskowe

Ochrona przyrody
Propagacja roslin
zagrozonych, banki gendw,
fitoremediacja

Ryec. 1. Zastosowania kultur in vitro
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Tab. 3. Poréwnanie pozyskiwania zwiazkéw aktywnych metodami tradycyjnymi i z kultur in vitro

Aspekt

Tradycyjne pozyskiwanie

Kultury in vitro

Wplyw na populacje roslin

Czesto destrukcyjny

Ochronny, bez niszczenia

Uzaleznienie od sezonu Wysokie

Brak — caloroczna produkcja

Czystosc i standaryzacja Trudna

Latwa do kontroli

Produkcja substancji rzadkich Ograniczona

Mozliwa na duza skale

wotwordow jajnika, piersi i pluc, opracowano
metode pozyskiwania taksolu w hodowlach ko-
moérek zawiesinowych w bioreaktorach (Kra-
steva i in., 2020). Uzycie elicytoréw pozwala na
zwiekszenie produkgji taksolu nawet 4—-5-krot-
nie w poréwnaniu do poziomu bazowego. Po-
dobne efekty uzyskano takze dla artemizyniny
(lakton o silnym dzialaniu przeciwmalarycz-
nym) i innych cennych zwiazkéw terapeutycz-
nych (Hasnain i in., 2022).

Poza klasycznymi metabolitami wtérnymi,
systemy in vitro sa wykorzystywane do pro-
dukcji rekombinowanych bialek — enzymow,
peptydéw immunomodulujacych, przeciwcial
i szczepionek. W odréznieniu od systemdéw mi-
krobiologicznych, komdérki roslinne sa zdolne
do wprowadzania modyfikacji posttranslacyj-
nych zgodnych z systemem eukariotycznym, co
jest kluczowe dla stabilnosci i aktywnosci funk-
cjonalnej tych czasteczek (Gupta i in., 2024).
W literaturze opisano m.in. produkcje czynnika
wzrostu EGF, szczepionek przeciwko HPV czy
nawet fragmentéw przeciwcial neutralizujacych
wirusa HIV, SARS-CoV-2 i Ebola (Yusibov i in.,
2016; Peyret i in., 2021; Venkataraman i in.,
2023). Ciekawym przykladem jest wykorzysta-
nie kultur Medicago truncatula do produkcji
wirusopodobnych czasteczek (VLP — virus-like
particles), ktére moga pelnic¢ role nowej gene-
racji no$nikéw szczepionek (Wang i in., 2022).

Kultury komérkowe stajg sie coraz czesciej
réwniez Zzrédlem mniej oczywistych substancji —
takich jak inhibitory enzymoéw proteolitycznych,
substancje o dzialaniu przeciwdepresyjnym, le-
kow hormonalnych lub immunomodulatoréw
(Babich i in., 2020). Z kultur Scutellaria ba-
icalensis uzyskiwano m.in. bajkaleine i wogo-
nine — flawony o dzialaniu neuroprotekcyjnym

i uspokajajacym, zas z korzeni Withania somni-
fera — witanolidy o potencjale antynowotworo-
wym, adaptogennym i przeciwzapalnym (Dziur-
kaiin., 2021; Ahmad iin., 2024).

Kultury in vitro w rolnictwie

Kultury in vitro sa jednym z filaréw nowo-
czesnej biotechnologii rolniczej. Umozliwiajg
masowe rozmnazanie roslin o pozadanych ce-
chach, uzyskiwanie materialu wolnego od pa-
togenéw, regeneracje roslin transgenicznych,
rozwdj hodowli opartych na kulturach haplo-
idalnych oraz testowanie reakcji roslin na stre-
sy abiotyczne i biotyczne w warunkach kon-
trolowanych. Szczegdlne znaczenie maja tu
technologie mikrorozmnazania, embriogenezy
somatycznej, transformacji genetycznej oraz
kultur mikrospor i kalusa.

Najpowszechniejszym zastosowaniem kul-
tur in vitro w rolnictwie jest mikrorozmnazanie
roslin uzytkowych — czyli szybkie, beznasienne
namnazanie roslin na drodze klonalnej z za-
chowaniem identycznosci genetycznej (Moraes
iin., 2021; Podwyszyniska i in., 2022; Hasnain
i in., 2022; Kulus i Tymoszuk, 2024). Stosuje
sie je rutynowo w produkcji materialu wyjscio-
wego m.in. ziemniaka, czosnku, truskawek, wi-
norosli, chmielu, ananasa, bananowcéw i wie-
lu gatunkéw roslin ozdobnych i tropikalnych
(Escobedo-GraciaMedrano i in., 2016; Hasna-
in i in., 2022). Technologia ta pozwala w krét-
kim czasie uzyskaé dziesigtki tysiecy sadzonek
z jednego pedu lub merystemu, co znaczaco ob-
niza koszty uprawy i skraca czas potrzebny na
wdrozenie nowej odmiany do produkcji polo-
wej. Dodatkowo mozliwe jest utrzymanie mate-
rialu matecznego w warunkach sterylnych, wol-
nych od bakterii, wiruséw, grzybéw i fitoplazm,
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co ma ogromne znaczenie w ochronie roslin
i ograniczaniu strat w plonie (Gupta i in., 2024).
Przykladowo, w systemach bananowcdéw, ana-
nasa i manioku mikrorozmnazanie w bioreak-
torach zanurzeniowych TIS (Temporary Im-
mersion Systems) pozwolilo na zmniejszenie
kosztow produkcji materialu szkoélkarskiego
o ponad 60% oraz ograniczenie zuzycia srod-
kéw ochrony roslin (Hasnain i in., 2022; Patifio
i Figueroa, 2025; Solérzano-Acosta i Guerrero-
-Padilla, 2020). W dodatku hodowle komérek
zawiesinowych lub kalusa mozna poddawad
dzialaniu okreslonych stresoréw, a nastepnie
selekcjonowacd linie najbardziej odporne lub
o podwyzszonej ekspresji genéw obronnych
(Gupta i in., 2024; Custédio i in., 2022). Tego
typu podejscia sg wykorzystywane m.in. w ho-
dowli odmian tolerujacych susze (np. w przy-
padku ryzu, jeczmienia, slonecznika), metale
ciezkie (np. gorczyca, racznik, lucerna), zasole-
nie (pszenica, ziemniak) czy infekcje. Dzieki ta-
kim systemom mozna przeprowadzac selekcje
wstepna na poziomie komérkowym, co znacz-
nie skraca czas tworzenia odmian uzytkowych
o zwiekszonej odpornosci (Zhang i Zhu 2018;
Sahaiin. 2022).

Kultury roslinne in vitro staly sie nieodzow-
nym narzedziem w sadownictwie, umozliwia-
jac szybkie i precyzyjne namnazanie zaréwno
zrazoéw, jak i podkladek drzew owocowych, ta-
kich jak jablori czy $liwa (Alanagh i in., 2014;
Teixeira da Silva i in., 2019). W warunkach ste-
rylnych mozna uzyskacé rosliny wolne od pato-
genéw, o jednorodnych cechach genetycznych,
co ma ogromne znaczenie dla nowoczesnych
szkolek i programéw hodowlanych. W przypad-
ku jabloni (Malus x domestica) techniki mikro-
propagacji pozwalaja zachowad czystosé¢ od-
mian oraz utrwalaé pozadane cechy podkladek,
ktére decyduja o wigorze, plonowaniu czy od-
pornosci drzew na stresy srodowiskowe (Teixe-
ira da Silva i in., 2019). Réwnie wazne postepy
odnotowano w rozmnazaniu podkladek sliwy
i innych gatunkéw z rodzaju Prunus. Badania
z zastosowaniem modeli sztucznej inteligencji
wykazaly np., ze skuteczno$é mikropropagacji
in vitro podkladek takich jak GF677 (brzoskwi-
nia X migdal) silnie zalezy od skladu mineralne-

go pozywki. Zoptymalizowane pozywki zapew-
niaja szybki wzrost zdrowych pedéw, ktére po
ukorzenieniu sluzg do szczepienia odmian szla-
chetnych (Alanagh i in., 2014). Polaczenie do-
$wiadczenia klasycznej hodowli z technikami
in vitro otwiera nowe mozliwosci uszlachetnia-
nia drzew owocowych. Uzyskane tg droga klo-
ny podkladek i zrazéw sa nie tylko genetycznie
jednolite, ale réwniez latwo dostepne przez caly
rok, niezaleznie od sezonu wegetacyjnego. Mi-
kropropagacja jabloni i $liwy z wykorzystaniem
technik kultur in vitro przyczynia sie wiec do
zwiekszenia efektywnosci produkcji szkotkar-
skiej, ochrony zasobéw genetycznych oraz roz-
woju nowoczesnego sadownictwa.

Kultury mikrospor i pylnikéw to zaawanso-
wana forma kultur in vitro, wykorzystywana do
uzyskiwania roslin haploidalnych — czyli posia-
dajacych pojedynczy zestaw chromosomdéw. Ta-
kie linie po podwojeniu (np. przez kolchicyne lub
stres termiczny) stajg sie ,,podwojonymi haplo-
idami” (DH — doubled haploids), ktére sa calko-
wicie homozygotyczne i moga by¢ natychmiast
wlaczone do hodowli odmianowej (Wang i in.,
2023). Metoda ta zrewolucjonizowala hodowle
roslin takich jak jeczmien, pszenica, ryz, rzepak
czy tyton. Pozwala skréci¢ proces selekcji od-
mian z 8-10 lat do zaledwie 2—3 sezonéw. Prze-
lomem bylo zastosowanie tzw. markera RUBY
w kukurydzy i pomidorze, umozliwiajacego
identyfikacje roslin haploidalnych bez koniecz-
nosci genotypowania — tylko na podstawie czer-
wonego zabarwienia tkanek (Wang i in., 2023).

Kultury in vitro sa nieodzownym etapem
transformacji genetycznej roslin. Eksplantaty
poddaje sie dzialaniu Agrobacterium tumefa-
ciens lub mikrowstrzeliwaniu DNA, a nastep-
nie regeneruje nowe rosliny z wykorzystaniem
embriogenezy somatycznej lub organogenezy.
Tak uzyskano pierwsze transgeniczne odmiany
ziemniaka, kukurydzy, soi, bawelny i rzepaku
(np. Garrocho-Villegas i in., 2012, McFarland
iin., 2025 ). Obecnie techniki te sg integrowa-
ne z edycja genomu CRISPR/Cas9. Kultura ka-
lusa lub zawiesina komérkowa sluza jako ma-
terial do modyfikacji genomowej, a nastepnie
regeneruje sie z niej edytowane rosliny o wyci-
szonym genie odpornosci na herbicyd, o pod-
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wyzszonej zawartosci skrobi lub tolerancji na
susze (Hasnain i in., 2022).

Bioreaktory roslinne jako Zrddlo
biostymulatoréw i bioherbicydow

Kultury in vitro, szczegdlnie komodrkowe
i korzeni transformowanych (hairy roots), sta-
nowia wydajne, niezalezne od warunkéw po-
lowych Zrédlo naturalnych biostymulatoréow
wzrostu i rozwoju roslin, takich jak auksyny, cy-
tokininy, kwas salicylowy, kwas jasmonowy czy
poliaminy, ktére poprawiaja parametry fizjolo-
giczne i odpornos$é roslin uprawnych (Posmyk
i Szafranska 2016).

Ekstrakty z kultur in vitro wielu roslin,
m.in. Azadirachta indica, Moringa oleitera, Oci-
mum sanctum czy Daucus carota, nie tylko
mogg dzialac jako naturalne promotory wzrostu
roslin (Gupta i in., 2024; Hasnain i in., 2022),
ale mozna je latwo dostosowywacd do konkret-
nych potrzeb upraw: inne beda profilaktycz-
ne $rodki wzmacniajace odporno$é pomidora
w stresie suszy, a inne stymulatory zakorzenia-
nia dla sadzonek truskawki. W przeciwienstwie
do syntetycznych regulatoréw wzrostu, prepa-
raty pochodzenia roslinnego nie kumulujg sie
w $rodowisku i nie naruszaja réwnowagi mi-
krobiologicznej gleby. Obiecujacym kierunkiem
sg réwniez bioherbicydy (np. lignany, kumary-
ny, taniny czy alkaloidy), produkowane w sys-
temach in vitro, ktére moga hamowaé wzrost
chwastéw bez negatywnego wplywu na rosliny
uzytkowe (Babich i in., 2020). W dobie rosna-
cego oporu spolecznego wobec chemicznych
$rodkéw ochrony roslin i koniecznosci wdraza-
nia strategii zréwnowazonego rolnictwa, pro-
dukcja biostymulatoréw i bioherbicydéw z kul-
tur in vitro staje sie kierunkiem o szczegdlnym
znaczeniu aplikacyjnym i ekologicznym.

Hodowle grzybéw mikoryzowych, zwlasz-
cza arbuskularnych (np. z rodzaju Glomus,
Gigaspora czy Rhizophagus), prowadzone na
kulturach korzeni in vitro, otworzyly zupelnie
nowe mozliwos$ci wykorzystania ich w rolnic-
twie jako naturalnych biostymulantéw wzro-
stu roslin. Dzieki opracowanym przez zespol S.
Declercka (Cranenbrouck i in., 2005) hodowli
monoksenicznej (wspolkultury in vitro grzyba

i zainfekowanego korzenia), mozliwe stalo si¢
namnazanie tych grzybéw na skale przemyslo-
wa, w postaci czystych inokulantéw, wolnych
od patogenéw i innych mikroorganizméw gle-
bowych. Poniewaz w naturze grzyby mikoryzo-
we tworzg symbioze z korzeniami wickszosci
roslin ladowych, poprawiajac ich zdolnosé po-
bierania wody oraz pierwiastkow takich jak fos-
for, azot, czy mikroelementy, stosowanie takich
inokulantéw w rolnictwie i ogrodnictwie popra-
wia zyznos$¢ gleby, ogranicza koniecznosé sto-
sowania nawozéw mineralnych i pestycydow
oraz zwieksza odpornosc¢ roslin na stres suszy
i zasolenia.

Przemysl spozywczy i zywnosc funkcjonalna
Roslinne kultury in vitro stanowia coraz
bardziej atrakcyjne Zrédlo dodatkéw do zywno-
$ci, ktére pelnig funkcje zaréwno sensoryczne
(smak, zapach, barwa), jak i funkcjonalne (dzia-
lanie prozdrowotne, przeciwutleniajace, prebio-
tyczne). Dzieki mozliwosci prowadzenia hodow-
li niezaleznie od sezonu, pogody i zmiennosci
genetycznej, uzyskiwany material jest jednorod-
ny, czysty mikrobiologicznie i moze byé produ-
kowany na skale przemyslowa w bioreaktorach.
W dobie ograniczania syntetycznych dodat-
kéw do zywnosci rosnie zainteresowanie natu-
ralnymi barwnikami pochodzenia roslinnego.
Kultury in vitro umozliwiaja wydajng synteze
i stabilizacje tych barwnikéw bez koniecznosci
uprawy roslin w polu. Przykladem moga by¢
antocyjaniny, produkowane m.in. w kulturach
Vitis vinifera, Daucus carota, Solanum melon-
gena, Brassica oleracea oraz Vaccinium spp.
(Miroshnichenko i in., 2023). Inng grupa barw-
nikéw sa betalainy (w tym betacyjaniny i betak-
santyny) — barwniki charakterystyczne dla bu-
raka ¢wiklowego (Beta vulgaris), amarantusa
i opuncji (Opuntia ficus-indica), czy karotenoidy,
takie jak p-karoten, luteina, astaksantyna, zeak-
santyna i likopen, syntetyzowane w kulturach
komoérek Daucus carota, Tagetes erecta, Capsi-
cum annuum, Haematococcus pluvialis (glon)
i Lycopersicon esculentum (Babich i in., 2020).
Barwniki te wykorzystywane sa nie tylko jako
skladniki dodajace koloru w sokach, napojach,
lodach czy deserach, ale réwniez jako naturalne
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przeciwutleniacze, o dzialaniu stabilizujacym li-
pidy i neutralizujacym wolne rodniki (Brudzym-
ska i in., 2021). W kulturach in vitro mozliwa
jest rowniez biosynteza wielu zwigzkéw aroma-
tycznych i smakowych: waniliny (gléwny zwig-
zek zapachowy wanilii, Vanilla planifolia), men-
tolu, nadajacego zapach ekstraktom z miety, czy
limonenu, geraniolu i eugenolu, odpowiedzial-
nych za zapachy cytrusowe, rézane i gozdziko-
we (Gupta i in., 2024).

Oprécz barwnikéw czy aromatéw, kultury
roslinne in vitro moga syntetyzowac enzymy,
wykorzystywane w przemysle mleczarskim, bro-
warniczym, piekarskim i przetwoérstwie owo-
céw. Czesto stosowane sa pektynazy i celulazy
(do klarowania sokéw i win), amylazy i inwer-
tazy (stosowane w piekarnictwie i browarnic-
twie) czy fitazy (wykorzystywane do obnizania
poziomu trudno trawionych fitynianéw w ma-
kach i paszach). Zaletg tych enzyméw jest brak
alergenéw charakterystycznych dla enzymoéw
pochodzenia zwierzecego lub mikrobiologicz-
nego, przy zachowaniu ich pelnej funkcjonalno-
$ci (Hasnain i in., 2022). Z tego wzgledu coraz
wiecej producentéw zywnosci wegariskiej i bio
siega po enzymy uzyskiwane w bioreaktorach
komérkowych z kultur Helianthus, Brassica czy
Daucus.

Kultury in vitro moga shizyé takze do pro-
dukcji prebiotykéw, np. polisacharydéw i oligo-
sacharydéw z Cichorium intybus, Helianthus
tuberosus i Allium sativum, wspierajacych flore
jelitowa, zwigzkéw funkcjonalnych (np. saponin
z Panax ginseng, fitosteroli z Brassica napus,
tanin i lignanéw z Linum usitatissimum), sto-
sowanych w suplementach diety czy alkaloidow
i flawonoidéw (np. katechiny z Camellia sinen-
sis, resweratrolu z winorosli, kurkuminy z Cur-
cuma longa), ktére dzialajag przeciwzapalnie,
przeciwutleniajaco i kardioprotekcyjnie (Mora-
esiin., 2021).

Kultury roslinne w produkcji biomaterialow
o zastosowaniach technologicznych

Poza sektorem spozywczym, kultury in vi-
tro pelnia coraz wazniejsza funkcje w nowych
technologiach przemyslowych, stanowiac zré-
dlo ekologicznych enzyméw, biodegradowal-

nych materialéw i nanoczgstek o precyzyjnie
projektowanej aktywnosci, na przyklad nano-
czastek srebra (AgNP), zlota (AuNP), tlenkéw
cynku, krzemu czy selenu. To tzw. zielone nano-
technologie, uznawane za bezpieczniejsze i bar-
dziej zréwnowazone od tradycyjnych metod che-
micznych (Hasnain i in., 2022). Tak wytwarzane
nanomaterialy majg szerokie zastosowanie —
w opakowaniach aktywnych (np. z wlasciwoscia-
mi przeciwdrobnoustrojowymi), w kosmetyce
(kremy z nanosrebrem), w tekstyliach technicz-
nych (odziez antybakteryjna), a nawet jako nos$ni-
ki lekéw w medycynie celowanej (Hano i Abbasi
2021).

Kultury roslinne w ochronie i oczyszczaniu
srodowiska

Bardzo interesujacym zastosowaniem Kkul-
tur roslinnych dla ochrony srodowiska jest ich
uzycie w fitoremediacji i tworzeniu biosenso-
réw. Niektére rosliny sa zdolne do akumulowa-
nia, rozkladu lub immobilizacji zanieczyszczen
srodowiskowych — metali ciezkich, pestycydow,
azotanéw. Kultury komérek kalusowych i korze-
ni transformowanych (np. Nicotiana tabacum,
Brassica juncea, Lemna minor) pozwalaja nie
tylko prowadzic¢ badania nad tymi mechanizma-
mi, ale takze tworzy¢ biosensory, ktore reaguja
zmiang fluorescencji, koloru lub ekspres;ji genu
na obecnos$é okreslonych toksyn (Hasnain i in.,
2022). W przyszlosci takie linie komérek mogag
sluzy¢ do monitorowania jakosci wody i gleby,
a takze by¢ uzywane w zintegrowanych syste-
mach biologicznego oczyszczania $ciekéw i gleb
skazonych.

KULTURY IN VITRO W OCHRONIE
I ZACHOWANIU BIOROZNORODNOSCI

Wraz z postepujaca degradacja siedlisk na-
turalnych, urbanizacja, intensyfikacja rolnictwa
i zmianami klimatycznymi, $wiat stoi wobec
gwaltownej utraty bioréznorodnosci. Wedlug
raportéw IUCN, co najmniej 40% gatunkéw ro-
$lin naczyniowych na $wiecie jest zagrozonych
wyginieciem. W tym kontekscie technologie in
vitro staja sie nie tylko narzedziem produkcyj-
nym, ale réwniez strategiczng metoda zachowa-
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nia i odtwarzania zasobéw roslinnych, ktére nie
moga by¢ skutecznie chronione Kklasycznymi
metodami (Ramachandra Rao i Ravishankar,
2002). Metody te sa istotnym elementem stra-
tegii ex situ, uzupelniajac banki nasion, kolek-
cje ogrodéw botanicznych oraz konwencjonal-
ne zachowanie upraw (Walters i Pence, 2021).
Dzieki mozliwo$ciom mikrorozmnazania, krio-
prezerwacji, tworzenia ,sztucznych nasion”
(synseeds), a takze prowadzenia dlugotrwalych
kultur zawiesinowych lub kalusowych, mozna
nie tylko zachowad unikalne genotypy, ale tez
zapewni¢ material do reintrodukcji i odbudowy
populacji w warunkach naturalnych (Tripathi
iin., 2021; Mikula i in., 2022; Gupta i in., 2024).
Jest to szczegdlnie wazne dla roslin, ktére nie
tworza nasion (np. rosliny triploidalne, niektd-
re klony i mutacje hodowlane), tworza nasiona
wrazliwe na wysuszenie (recalcitrant seeds),
wytwarzaja nasiona trudne do przechowywa-
nia (np. oleiste nasiona roslin tropikalnych) lub
rozmnazaja sie wylacznie wegetatywnie (Ebert
i Engels 2020).

Zastosowanie hodowli in vitro umozliwia
utrzymanie w niewielkich objetosciach (np.
w probéwkach lub mikroplytkach) unikatowych
genotypdéw, populacji lokalnych i odmian o zna-
czeniu kulturowym, ktére czesto sa marginali-
zowane w oficjalnych programach bankéw ge-
néw. Przykladem moze byé kolekcja Solanum
tuberosum i Allium sativum w USDA Clonal
Repository (Custddio i in., 2022), czy programy
ochrony czosnku niedzwiedziego (Allium ursi-
num) prowadzone w Europie Srodkowej (Ber-
nasiin., 2023).

Kultury in vitro umozliwiaja takze maso-
we rozmnazanie rzadkich roslin z minimalnej
ilo$ci materialu Zrédlowego. W przypadku ga-
tunkéw objetych $cisla ochrong (np. storczyki,
rosliny torfowiskowe, gérskie endemity) moz-
liwe jest pozyskanie eksplantatu z jednego li-
$cia, paka, a nawet komoérki, bez koniecznosci
niszczenia calego osobnika. Dzieki metodom
mikrorozmnazania, organogenezy i embrioge-
nezy somatycznej, mozna w krétkim czasie uzy-
skac setki lub tysigce genetycznie jednorodnych
i zdrowych roslin, ktére moga byé wykorzysta-

ne na przyklad do reintrodukcji (Sarmah i in.,
2017; Zabicki i in., 2019).

Szczegdlnie skuteczne okazaly sie te tech-
niki w rozmnazaniu m.in. storczykéw europej-
skich (Orchis mascula, Dactylorhiza incarnata,
Gymnadenia conopsea, Churikova, 2015), ro-
$lin goérskich i torfowiskowych (Drosera rotun-
difolia, Pinguicula vulgaris, Gentiana pneumo-
nanthe, Petrovaiin., 2021; Tienahoiin,. 2021;
Podwyszyniska i in., 2022) czy endemicznych
roslin stepowych i sucholubnych (Monder i in.,
2024).

Rosliny lecznicze sa grupa szczegdlnie na-
razong na wyginiecie z powodu nadmiernego
pozyskiwania z naturalnych siedlisk. W dodat-
ku wiele z nich jest endemitami lub gatunkami
o waskim zasiegu wystepowania. Zmiany klima-
tyczne moga powodowacé dodatkowe ogranicze-
nie zasiggu a tym samym utrate zasobow far-
makologicznych (Behera i in., 2022). Techniki
kultur in vitro umozliwiaja zaréwno ich rozmna-
zanie, jak i pozyskiwanie metabolitéw wtérnych
w warunkach kontrolowanych. Przykladami
skutecznego zastosowania kultur zaréwno do
ochrony samych roslin, jak i przemyslowej pro-
dukcji ich metabolitéw sa np. Withania som-
nifera (ashwagandha, witanolidy, Ahmad i in.,
2024), Catharanthus roseus (barwinek rézowa-
ty, pozyskiwanie przeciwnowotworowych alka-
loidéw winblastyny i winkrystyny, Loyola-Vargas
i Ochoa-Alejo, 2018), Panax ginseng (zetiszen,
namnazanie z tkanek korzeniowych i kontrolo-
wana synteza ginsenozyddéw, Miroshnichenko
i in., 2017), Nothapodytes nimmoniana (kry-
tycznie zagrozony producent kamptotecyny,
leku antynowotworowego, Castillo-Pérez i in.,
2018) czy Gentiana lutea i Valeriana officinalis,
ktérych ochrong i utrzymaniem linii w bankach
in vitro zajmuja sie laboratoria w Polsce (Miku-
la i in., 2022; Zimnoch-Guzowska i in., 2022).
Techniki in vitro dla roslin leczniczych stosowa-
ne sa z powodzeniem np. w Indiach, Chinach,
Bulgarii, Niemczech, Polsce i na Litwie, gdzie
utworzono specjalistyczne centra ochrony far-
makoekologicznej (Krasteva i in., 2020; Walters
i Pence, 2021).

Bioréznorodnosé rolnicza, obejmujaca lo-
kalne odmiany, podgatunki oraz dzikich krew-
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niakow rosélin uprawnych, wymaga szczegdlnej
troski. Jest to tym bardziej wazne w kontekscie
stosowania na $wiecie ogromnych arealéw mo-
nokultur (np. pszenica, kukurydza, ryz) i za-
chodzacych zmian klimatu. W dodatku wiele
z tych form rozmnaza sie wegetatywnie, przez
co nie moze byé zachowane w postaci nasion.
Wykorzystanie réznych form kultur i technolo-
gii in vitro pozwala m.in. na mikrorozmnaza-
nie odmian lokalnych, zagrozonych wyparciem
przez odmiany stosowane do produkcji wielko-
towarowej (np. czosnek, ziemniak, Gupta i in.,
2024), ochrone roslin uprawnych i ich dzikich
krewniakéw (np. Triticum dicoccum i Avena
strigosa, przechowywane w postaci kalluséw,
Castillo-Pérez i in., 2018; Ruta i in., 2020). Ta-
kie metody mozna tez stosowaé do utrwalania
czystych, wolnych od patogendéw linii odmiano-
wych (np. ziemniak, czosnek, topinambur, Mi-
kulaiin., 2022) czy dla dlugoterminowego prze-
chowywania roslin pastewnych i sadowniczych
metodami krioprezerwacji (Tripathi i in., 2021;
Walters i Pence, 2021),

W Polsce instytucje takie jak IHAR w Ra-
dzikowie czy ogrody botaniczne i banki tkanek
w Poznaniu i Powsinie prowadzg aktywne pro-
gramy in vitro dla linii czosnku, cebuli, ziemnia-
ka i zyta (Mikula i in., 2022; Zimnoch-Guzow-
ska i in., 2022). W Korei i Japonii stosuje sie
pozywki z dodatkiem sorbitolu i maltodekstry-
ny do dlugoterminowego utrzymania meryste-
méw ryzu i pszenicy w niskiej temperaturze
(Gupta i in., 2024; Loyola-Vargas i Ochoa-Alejo,
2018). W Ameryce Poludniowej i Azji prowadzi
sie intensywne prace nad zachowaniem dzikich
i uprawnych roslin bananowcéw oraz otrzyma-
niem odmian odpornych na zagrazajace im pa-
togeny (Gogoi i in., 2020). Techniki te wspieraja
nie tylko konserwacje genotypdéw, ale rowniez
ich praktyczne wykorzystanie w programach
hodowlanych, adaptacyjnych i klimatycznych
(Kaviani i Kulus, 2022; Priyanka i in., 2021).

W krajach takich jak Japonia, Finlandia czy
Brazylia programy restytucji rzadkich roslin
z zastosowaniem mikrorozmnazania in vitro
stanowia oficjalng czes$é polityki ochrony przy-
rody, zwlaszcza dla roslin trudnych w rozmnaza-
niu konwencjonalnym, np. Paphiopedilum spp.,

Primula spp., Fritillaria meleagris, a takze za-
grozonych drzew tropikalnych, takich jak Sho-
rea robusta czy Swietenia macrophylla (Cho-
kheli i in., 2022; Custddio i in., 2022; Sochacki
i in., 2024). Opracowanie technologii tworzenia
tzw. sztucznych nasion (synthetic seeds, synse-
eds), struktur funkcjonalnie analogicznych do
nasion oraz zastosowanie zarodkéw somatycz-
nych jako eksplantatéw zdolnych do dalszego
rozwoju, usprawnilo przechowywanie, trans-
port, a nawet zautomatyzowalo siew roslin za-
grozonych. Technologia synseeds wykazuje wy-
sokg przezywalnosé¢ (>80% po 6 miesigcach
przechowywania) i umozliwia wymiane mate-
rialu miedzy bankami tkanek w réznych krajach
bez ryzyka zakazen patogenami (Walters, 2020;
Gupta i in., 2024). Ta technika jest badana jako
metoda ,,szybkiej regeneracji populacji” i rozwi-
jana w coraz wiekszym stopniu.

Rosliny ozdobne, zwlaszcza storczykowa-
te (Orchidaceae), naleza do najbardziej zagro-
zonych grup ze wzgledu na atrakcyjny wyglad
i wysoka wartos$¢ rynkowa (Tiwari i in., 2024).
Wiekszos¢é z nich wystepuje naturalnie w nie-
wielkich, izolowanych populacjach a niekontro-
lowane wykorzystywanie i zbieranie oraz bardzo
skomplikowane cykle zyciowe storczykéw sta-
nowia kluczowe wyzwanie w ich ochronie. We-
dlug statystyk Globalnej Czerwonej Listy [UCN
(Miedzynarodowa Unia Ochrony Przyrody) dla
948 gatunkéw storczykéw, 56,5% zostalo skla-
syfikowanych jako zagrozone. Dlatego mikro-
rozmnazanie i kultury in vitro staly sie podsta-
wowa strategia w zintegrowanych dzialaniach
ochronnych (Tiwari i in., 2024). Przykladami
moga byé utworzone kolekcje linii Vanilla pla-
nifolia (Castillo-Pérez i in., 2018), Dactylorhiza
majalis, Ophrys apifera, Cattleya spp. czy Pa-
phiopedilum spp. (Tripathi i in., 2021; Walters
i Pence, 2021; Mikula i in., 2022). Oczywiscie,
kolekcje sa tworzone nie tylko dla storczykéw,
ale dla coraz wiekszej liczby gatunkéw, w tym
endemicznych, takich jak Aloe polyphylla (Leso-
tho), Primula scotica (Szkocja) czy Silene poly-
petala (USA), czesto w polaczeniu z tworzeniem
bankéw DNA i nasion (Walters i Pence, 2021).

Najwieksza sila technologii in vitro jest
mozliwo$é zachowania i przywrdcenia popula-
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¢ji dzikich gatunkéw. W ten sposdéb prébuje sie
przywrocié naturze zagrozone wyginieciem po-
pulacje Eryngium alpinum, Pulsatilla patens,
(Zabicka iin., 2021; Mikula i in., 2022), Podo-
phyllum hexandrum (Gupta i in., 2024), Artemi-
sia laciniata (Miroshnichenko i in., 2017), czy
roslin owadozernych (np. Dionaea muscipula)
w ramach programéw edukacyjnych i ochron-
nych w UE i USA (Singh i Chokheli, 2025). Ban-
ki tkanek i krioprezerwacja sa skutecznie wdra-
zane m.in. przez Millennium Seed Bank (UK),
Kostrzyriskie Centrum Roslin Zielarskich, La-
boratorium Biotechnologii w Kérniku oraz eu-
ropejskie banki regionalne (Mikula i in., 2022;
Walters i Pence, 2021; Zimnoch-Guzowska
iin., 2022).

Hodowle komérkowe roslin zagrozonych sg
nie tylko narzedziem ich zachowania, ale takze
doskonalg platforma do badania ich metaboli-
tow wtérnych i potencjalu leczniczego, monitoro-
wania zmiennos$ci genetycznej i epigenetycznej
miedzy populacjami, czy testowania tolerancji
na czynniki abiotyczne (np. susze, zasolenie).
Przykladem sa kultury Scutellaria baicalensis
(potencjal przeciwnowotworowy), Hypericum
perforatum (hiperycyna), czy Taxus wallichia-
na (taksol), gdzie udalo sie zachowad produkcje
cennych zwigzkéw farmakologicznych nawet po
wieloletniej hodowli in vitro (Babich i in., 2020;
Guptaiin., 2024).

PERSPEKTYWY ZASTOSOWAN KULTUR
IN VITRO W PRZYSZLOSCI

W ciggu ostatnich kilku dekad technologie
kultur in vitro ewoluowaly od narzedzi badaw-
czych wykorzystywanych gléwnie w laborato-
riach akademickich, do zaawansowanych plat-
form biotechnologicznych o coraz wiekszym
znaczeniu przemyslowym (Babich i in., 2020;
Chandanaiin., 2018; Espinosa-Leal i in., 2018;
Wawrosch i Zotchev 2021). Obecnie rosnace
zapotrzebowanie na zréwnowazong produkcje
biomasy, roslin leczniczych i funkcjonalnych,
a takze na ochrone zagrozonych ekosystemow,
kieruje uwage ku kulturze komoérkowej jako
kluczowemu elementowi przyszlosciowej bio-
ekonomii.

Jednym z najwazniejszych trendéw jest roz-
woj biofabryk roslinnych, czyli zautomatyzo-
wanych systemoéw produkcji wykorzystujacych
komorki, tkanki lub organoidy roslinne do wy-
twarzania zwigzkéw aktywnych na skale prze-
myslowa. Takie ,zielone fabryki” dzialajg nie-
zaleznie od sezonowosci, zmian klimatu czy
presji patogendw, a ich produkty sa bardziej jed-
norodne i wolne od zanieczyszczen rolniczych.
Juz dzi$ bioreaktory z kulturami Panax ginseng,
Taxus spp., Nicotiana tabacum czy Hypericum
perforatum sa wykorzystywane do produkcji
suplementéw, kosmetykow, zwigzkéw immuno-
modulujacych i neuroaktywnych (Krasteva i in.,
2020; Babich i in., 2020). W najblizszych latach
spodziewad sie¢ mozna miniaturyzacji tych sys-
teméw i integracji z algorytmami sterowania
opartymi na sztucznej inteligencji.

Réwnolegle rozwija sie wykorzystanie kultur
in vitro do biosyntezy bialek terapeutycznych,
takich jak przeciwciala monoklonalne, enzymy,
hormony roslinne i szczepionki. Transformo-
wane komorki tytoniu, marchwi czy ziemniaka
moga produkowacd rekombinowane bialka iden-
tyczne z ludzkimi, a ich ekspresje mozna regu-
lowacé $wiatlem lub chemicznymi induktorami.
Technologia ta, znana jako ,plant molecular
farming”, juz zostala zastosowana do produk-
cji szczepionki przeciw COVID-19 (Medicago),
a takze lekéw na choroby rzadkie. Udoskonalo-
na kontrola nad ekspresja genéw, w polaczeniu
z systemami oczyszczania bialek z pozywki ho-
dowlanej, moze zrewolucjonizowaé rynek bio-
farmaceutykéw (Singh i in., 2025).

W obszarze ochrony $rodowiska i rolnic-
twa, kultury in vitro odgrywaja coraz wieksza
role w tzw. biotechnologii regeneratywnej, kto-
ra stawia sobie za cel nie tylko produkcje, ale
i odbudowe zasobdéw biologicznych. Umozliwia
to np. odtworzenie populacji roslin stepowych
i torfowiskowych, bez ryzyka nadmiernej eks-
ploatacji siedlisk naturalnych. Rosliny uzyskane
in vitro moga by¢ wprowadzane na obszary zde-
gradowane, jako czynniki umozliwiajace fitore-
mediacje i regeneracje gleby, a ich produkcja
nie wymaga eksploatacji zasobéw naturalnych
(Custddio i in., 2022). Coraz wiecej badar wska-
zuje, ze podobne podejscie mozna zastosowacd
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takze w odniesieniu do komercyjnego zastoso-
wania w rolnictwie mikroorganizméw glebo-
wych, w tym bakterii i grzybéw mikoryzowych,
ktére moga by¢ utrzymywane i namnazane
w kulturach in vitro. Umozliwia to kontrolowa-
ne namnazanie szczepoéw korzystnych dla roslin
iich aplikacje w rolnictwie jako biostymulantéow
poprawiajacych wzrost, dostepnosé skladnikéw
pokarmowych i odpornosé roslin na stres. Jak
podkreslaja Sharma i Jain (2022), rozwdj ta-
kich technologii moze znaczaco ograniczyé zu-
zycie nawozow mineralnych i przyczynié sie do
odbudowy mikrobiomu glebowego w rolnictwie
ekologicznym. Nowe mozliwosci otwiera takze
rozwdj biosensoréw roslinnych, czyli kultur ko-
morkowych reagujacych ekspresja genéw repor-
terowych na obecnos$é zwigzkéw toksycznych,
pestycydéw, metali ciezkich lub mikroorgani-
zmow. Linie takie moga by¢ wykorzystywane
do szybkiej oceny jakosci gleby, wody czy zyw-
nosci — zaréwno w laboratoriach, jak i w mobil-
nych systemach terenowych (Oluwaseun Ade-
tunji i in., 2022).

Istotng perspektywa jest takze rosnace zna-
czenie kultur in vitro w kontek$cie zmian klima-
tu. Dzieki mozliwosci selekcji linii odpornych
na susze, zasolenie czy ekstremalne temperatu-
ry, mozliwe bedzie tworzenie roslin uprawnych
przystosowanych do zmieniajacych sie warun-
kow agroklimatycznych. Juz teraz w warunkach
in vitro testowane sg prototypy odmian Oryza
sativa, Solanum tuberosum i Zea mays zdol-
nych do wydajnej fotosyntezy przy niedoborze
wody lub nadmiarze jonéw metali (Gupta i in.,
2024; Mansinhos i in., 2024).

Wreszcie, rosngca $wiadomos$é spoleczna
i naciski ekologiczne beda sprzyjaly wykorzy-
staniu kultur in vitro do produkcji surowcéw ko-
smetycznych, spozywczych i suplementéw, kté-
re nie wymagajg niszczenia populacji dzikich
roslin. Juz dzi$ niektére marki kosmetyczne de-
klarujg calkowite przejScie na ekstrakty z ho-
dowli komérkowych zamiast ekstraktow z roslin
dziko rosnacych, na przyklad fenoli czy alkalo-
idéw (Bennur i in., 2025; Krasteva i in., 2020).

Mozna przypuszczad, ze technologie in vitro
beda takze sprzegane z narzedziami bioinfor-
matycznymi, analizg ,,big data” i modelowaniem

metabolicznym, co pozwoli jeszcze skuteczniej
projektowad linie komérkowe o pozadanych ce-
chach. Ich potencjal jako narzedzi badawczych,
produkcyjnych i $srodowiskowych bedzie tylko
résl — czyniac z kultur in vitro jeden z filaréw
zielonej biotechnologii XXI wieku.

PODSUMOWANIE

Kultury in vitro roslin stanowia dzi$ jedno
z najwazniejszych narzedzi wspdlczesnej bio-
technologii — zaréwno w badaniach podstawo-
wych, jak i w zastosowaniach przemyslowych,
medycznych, rolniczych czy srodowiskowych.
Dzieki zdolnosci do kontrolowanej regeneracji
tkanek i komoérek, systemy te pozwalajg nie tyl-
ko na masowe rozmnazanie roslin i pozyskiwa-
nie metabolitéw wtérnych o wysokiej wartosci
biologicznej, ale takze na ochrone zagrozonych
gatunkéw, rekultywacje terenéw zdegradowa-
nych oraz projektowanie nowych biosystemoéw
o okreslonych funkcjach.

Rozwéj technik mikrorozmnazania, elicyta-
cji, inzynierii metabolicznej i bioreaktoréw za-
nurzeniowych pozwolil znaczaco zwiekszyé wy-
dajnosé produkcji zwigzkéw aktywnych, takich
jak alkaloidy, flawonoidy, terpenoidy czy anto-
cyjany. W polaczeniu z mozliwosciami trans-
formacji genetycznej i precyzyjnego kierowania
ekspresja genéw, kultury in vitro staja sie real-
na alternatywa dla konwencjonalnych upraw —
szczegblnie w kontekscie globalnych wyzwarni:
zmian klimatu, degradacji gleb, kurczenia sie
bioréznorodnosci oraz rosnacego zapotrzebo-
wania na zielone technologie.

Z uwagi na swoja elastycznos$c, skalowalnosé
i ekologiczny charakter, kultury komoérek roslin-
nych moga odegrac kluczowa role w ksztaltowa-
niu przyszlosci bioekonomii. Wydaje sie, ze ich
potencjal nie zostal jeszcze w pelni wykorzysta-
ny — ale rozwdj automatyzacji, narzedzi bioinfor-
matycznych, biosensoréw i bioreaktoréw nowej
generacji sprawia, ze technologie in vitro wcho-
dza dzi$ w faze dynamicznej ekspansji. Sa one
nie tylko odpowiedzia na wspdlczesne proble-
my cywilizacyjne, ale tez propozycja zréwnowa-
zonej drogi rozwoju opartej na biologii, precyzji
i szacunku dla zasobéw przyrody.
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