Kultury protoplastow Gentiana kurroo Royle
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Wieloletnie badania ré6*nych gatunkéw ro lin z rodzgu Gentiana w kulturach in vitro wykazad/ wysokie zdolno ci morfogenetyczne ich tkanek i organéw.
Uzyskanie zaviesin komérkowych o wysokich zdolno ciach embriogenicznych stanowid podstaw GRprzeniesienia &ksperymentéw z poziomu tkankowego
na komérkowy. Protoplast, czyli komérka pozbawiona ciany komérkowsj, w sensie struktury, zorganizowania i funkcjonowania stanowi ostatecan IRUP,
naktorej mo*na przeprowadzaii eksperymenty dotycz ceregeneragi ro lin.

CELEM PRACY by&® uzyskanie embriogennych protokaluséw zawiesin komérkowych i protoplastéw mezofilu zielonych li ci G. kurroo poprzez ich
izolacj i kultur .

MATERIA&Y | METODY

Materiaddo bada stanowid roczne zaviesiny komérkowe pochodzenia hypokotylowegoi li cieniowego (Fot.1A) @PQBDQHa po*ywkach CSM1 i CSM2
(Tab.1) oraz ro liny z kultur aksenicznych. Przed rozpocz ciem trawienia zaviesiny dzielono natrzy frakcje: 150-300 m, 300-500 m i>500 m, natomiast
li cie gpilowano. Po odwa*eniu 1g tkanki zalewano j 10ml odpowiedniej mieszaniny enzyméw (Tab.2). (Q]\P \ VSRUG]IYRQD EDJLHWERK &3: ]
docktkiem 9% mannitolu (CPW9) i 97,6 mg/100ml MES. Zawiesiny trawiono przez 11-14 h w tem. 25°C, a li cie przez 14-16 h w tem. 24°C. Po
z&ko czeniu trawienia protoplasty przesiewano przez sita o wielko ci oczek 45 m, anast pnie przepaikiwano trzykrotnie w roztworze CPW9. Zastosowano
trzy metody kultury protoplastow: pgnn , zatapiania protoplastow w cienkiej warstwie agarozy oraz metod kropli agarozowych tzw. ,culture bead”.
Po*ywki agarozowe zestalano zapomoc SeaPlague Agarose (FMC Corp. Rockland, US). Do za@*enia kultury protoplastéw zawiesinowych u*yto 3 rodzge!
pao*ywek uzupednione dwiema kombinacjami hormonéw (Tab.1). W kulturze protoplastéw mezofilu li cia zatosowano po*ywki PCM3 i PCM5. Ustalono!
g sto (i protoplastéw w kulturze na poziomie 1x10° (mezfilowe) i 2x10° (zawiesinowe). wie* po*ywk ze amnijszon odpowiednio do 6%, 3% i 0%
IORFL mannitolu dodawano w tygodniowych lub dwutygodniowych odst pach czasu, w zale*no ci od stopria rozwoju kutury. Pojawia cesi po okod® 6
tygodniach protokalusy przenoszono na po*ywki do regeneragi ro lin (Tab.1). W regeneradi protokaluséw pochodz cych z kultury zawiesiny hypokotylowej 7DE . RPHQDR#IQ]\PyZ LZ\ GVRI L]RODFML SURWRSODVW

zastosowano po*ywki RM1, RM2, RM3 i RM4. Na po*ywk RM4 przenoszono caé krople podzielone na 4 fragmenty oraz protokalusy zbli*one ksztadem RODZAJ 67) (1,$(1=<0 1:6726 2:$1< &+
do zaodkéw. Protokalusy i zarodki pochodz ce z kultury zawiesiny li cieniowej wyké&dano na po*ywk RM4. 3R\Z NL 50 -50 X\Z DQR H ENZYMU W IZOLACJI PROTOPLASTOW (mg/100ml)
ZF]H QHW\F K GRZLDGFHBK R UHIJHQHWITIRG\)Z \RPDW\B}ch na eksplantatach @ FLG. kurroo. 3R\ZND 50 ] RWDEBUERZDQIER UHJHQHUIDF ZAWIESIN KOMORKOWYCH _ |0(=2)/8/, &,
zarodkéw somatycznych z zawiesin komérkowych. Za pomoc odpowiednich barwnikéw fluorescencyjnych oceniano *ywotno U protoplastéw oraz
odtwarzanie cian komdrkowych w zad*onych kulturach. El E2 E3
Hemicdulase 2,5 5 -
Pedolyase Y23 0,4 0,8 °
Driselase 0,5 1
Macerosyme R-10 5 3 0,2
Cellulase R-10 15 g
< $-12 0,72/$&-,
frakcja zawiesina pochodzenia hypokotyl owego 2,2-6,1x10°
>500 m 42,275x10° 35,258x10°
500-300 m 49-82x10° 40-62x10°
300150 m 40-70x10° 45-67x10°
|DZLHVLQBFSGHILD ELHEZ HIR
>500 m 28,567x10° 32,265x10°
500-300 m 37-72,1x10° 49-62x10°
300150 m 32,270x10° 40-61,%10°
WY NIKI
7= BRIz S . \GD®R( L]RGE SRMBDDZWIRW % JDOHDE SUJHHZV]\ VVIIN od kondycji zawiesiny. : R NUHVLH Z¥IRZLRYAP REVHUZRFDSEVAIDQH GKM
RODZAJ |SKROT SKAAD PO) YWKI PDV]DURBY \RPDW\EIFK EH]SRHGQZ RIXWUHZ \MALRAMO IDARR XNPQ\Z S&Z QDSORQURWEEIZ . =D/RIRZDQLH SRBZRQHRI W HLH)\ PyZ
S MOR  [CSVL |MS+0,5mgl 24D + 1,0mg/l Kinyna QH B4Z ¥R QYL NV]RH 2\@PRA LIREM) \Z RVQRSURSEBIZ ZDKDAR Z JUDQIERD  -96,7%. Protoplasty zawiesinowe Z SR\ZNDFK DUR\ FK

namna*ania - ]DA\QDA RGEXRZ\ZDU ciany komérkowe po 24 godzinadh, a po updwie kolejnej doby mo*na bya zaobserwowall pierwsze, bardzo nieliczne, ich podziad
embrigenngj (©SM2 g"osn;f;m" dic+2,0mg/l BAP+0,ImgINAA + | (6t 1)+ S R\ZNDFK $QQI AD® NRPYWRZH Q HE\A RGEERZ\Z IQH IQH REVHRIZIR RGIMyZ -HG\Q SRIZN SA\@ @ NWHMRNP ano
tkanki (PEM) _ protokalusy z frakcji 150-300um zawiesiny hypokaylowe] E\&® 3&0  3( 3LHUZV]HMRRPYURZHDJUIDNV\ SRIMDA\ VLSR -10 dniach (zawiesina
PCM1  MS+0,5mg/l 2,4D +1,0mg/l kin OBHQRZD L-3 tygodniach (zawiesina hypokotylowa) (Fot.1D). Protokalusy ZLKDNRL -1mm (Fot.2A) oraz zaodk ) RW6e SRZWALDA w kulturach
dokultury l5en5> S+ 1,0mgl dic + 2,0mg/l BAP+ 80mg/l SA + prowadzonych na po*ywkach agarozowych, po 5-6 tygodniach kultury. Na zaodkach berdzo cz sto obserwowano wytwarzanie wtérnego kalusa. Najwy*sz liczb
protoplastéw 0,1mg/l NAA protokalusow otrzymano w kulturze kropli agarozowych na po*ywce PCM6 (PE =5,85%). Na PCM1 nie otrzymano protolakuséw Z *0GEM | [RVEDQ K PHRG

GR SRZHN [PEM3 MS(-NH,NO)) +0,5mg/l 2,4-D + 1,0mg/l kin + 9g/l NXOWXU\ SHRWARK SRZNDFK ZVSyEGQLMNRGIDAYYZ ZDKAVL Z NXOWDEK WRSDagarozowych od 0,3 do 585%, w kulturach protoplastow zaapianych w

s glutamina cienkiej warstwie agarozy od 0,014 do 1,32%. Po 3 kolejnych tygodniach protokalusy lub zarodki przenoszono na po*ywki regeneracyjne (Fot.2C). Dwa tygodnie
3% glukoz L [PCM4 S (NH,NO,) + 1,0mgl dic + 2,0mgl BAP+ 80mgl Sy(QHM Qprotokalusach obserwowano SRMODQHWL. zarodkéw somatycznych, ktére najcz ciej rozwijay si w wieloro linki (Fot.2D). 5HIHQHBM UROLQ
9% manitol) I5A + 0,1mg/l NAA + 9gl glutamina RW) POQR QW]HFK]DVRIRZDQ¥W SRZHN 50 -50  1DSR\ZFH 50 REVHERZIRVIG\QH ]HEDLHMNDOXV
PCM5 KM +0,5mg/l 2,4-D + 1,0mg/l kin W kulturze protoplastéw mezofilu li cia swierdzono jedynie pierwszy podziadkomérkowy. Nie zdod&no stworzyli odpowiednich warunkéw dla ich dalszych
IPCM6 KM + 1,0mg/l dic + 2,0mg/l BAP+ 80mg/l SA + €apow WZrosiu i rozwoju.
_ 0.Amg/ NAA WNIOSKI
doregeneracji RM1  MS+ 1mg/l NAA+0,5CPRU
rolin RM2  MS+1mg/l NAA +2mg/lBAP 1..RPELQDFMD\AZX ( ]DSHZQLDAD XVNDQt\\ZRW\FK SURWR&OR20 owanych z zawiesin komérkowych.
RM3  MS+ 1mg/l NAA+3mg/l TDZ = |DVWRVRIEK WUJHFKQIFKV\VIAPYZ NXOWXU\ SURWR S@EV/KMyidra kropli agarozowych VWZIDAD ZDUXQN
RM4 S+ 80mg/l SA + Img/l kin+ 0,5mg/l GA, GR LFK SUDZLGARZHJR UR]ZRMX
dowzrostu /2 MS F?E’ZD PDNUR ANURHIRIQYY SHIQVNEG ZIIFIQ 1DNZ\ *\] OLF]HLHORQ\Rdgenerantéw X\ VNDQR. NL IDVWRVRZDQLIKGBMWHNZ MBFRZHN
UROLQ PCM6 RM4 1/2MS
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