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Wieloletnie badania ró*nych gatunków ro�lin z rodzaju Gentiana w kulturach in vitro wykazaáy wysokie zdolno�ci morfogenetyczne ich tkanek i organów. 
Uzyskanie zawiesin komórkowych o wysokich zdolno�ciach embriogenicznych stanowiáo podstaw
�GR przeniesienia eksperymentów z poziomu tkankowego 
na komórkowy. Protoplast, czyli komórka pozbawiona �ciany komórkowej, w sensie struktury, zorganizowania i funkcjonowania stanowi ostateczn� IRUP
, 
na której mo*na przeprowadzaü eksperymenty dotycz�ce regeneracji ro�lin. 

CELEM PRACY byáo uzyskanie embriogennych protokalusów zawiesin komórkowych i protoplastów mezofilu zielonych li�ci G. kurroo poprzez ich 
izolacj
 i kultur
. 

MATERIAàY I METODY

Materiaá do bada� stanowiáy roczne zawiesiny komórkowe pochodzenia hypokotylowego i li�cieniowego (Fot.1A) QDPQD*DQH na po*ywkach CSM1 i CSM2 
(Tab.1) oraz ro�liny z kultur aksenicznych. Przed rozpocz
ciem trawienia zawiesiny dzielono na trzy frakcje: 150-300 �m, 300-500 �m i >500 �m, natomiast 
li�cie epilowano. Po odwa*eniu 1g tkanki zalewano j� 10ml odpowiedniej mieszaniny enzymów (Tab.2). (Q]\P\� VSRU]�G]DQR�QD�ED]LH� UR]WZRUX�&3:�]�
dodatkiem 9% mannitolu (CPW9) i  97,6 mg/100ml MES. Zawiesiny trawiono przez 11-14 h w tem. 250C, a li�cie przez 14-16 h w tem. 240C.  Po 
zako�czeniu trawienia protoplasty przesiewano przez sita o wielko�ci oczek 45 �m, a nast
pnie przepáukiwano trzykrotnie w roztworze CPW9. Zastosowano 
trzy metody kultury protoplastów: páynn�, zatapiania protoplastów w cienkiej warstwie agarozy oraz metod
 kropli agarozowych tzw. „culture bead”.  
Po*ywki agarozowe zestalano za pomoc� Sea Plaque Agarose (FMC Corp. Rockland, US). Do zaáo*enia kultury protoplastów zawiesinowych u*yto 3 rodzaje 
po*ywek uzupeánione dwiema kombinacjami  hormonów (Tab.1). W kulturze protoplastów mezofilu li�cia zastosowano po*ywki PCM3 i PCM5. Ustalono 
g
sto�ü protoplastów w kulturze na poziomie 1x105 (mezofilowe) i 2x105 (zawiesinowe). �wie*� po*ywk
 ze zmniejszon��odpowiednio do 6%, 3% i 0% 
LOR�FL� mannitolu dodawano w tygodniowych lub dwutygodniowych odst
pach czasu, w zale*no�ci od stopnia rozwoju kultury. Pojawiaj�ce si
 po okoáo 6 
tygodniach protokalusy przenoszono na po*ywki do regeneracji ro�lin (Tab.1). W regeneracji protokalusów pochodz�cych z kultury zawiesiny hypokotylowej
zastosowano po*ywki RM1, RM2, RM3 i RM4. Na po*ywk
 RM4 przenoszono caáe krople podzielone na 4 fragmenty oraz protokalusy zbli*one ksztaátem 
do zarodków. Protokalusy i zarodki pochodz�ce z kultury zawiesiny li�cieniowej wykáadano na po*ywk
 RM4. 3R*\ZNL� 50�-50�� X*\ZDQR� ZH�
ZF]H�QLHMV]\FK�GR�ZLDGF]HQLDFK�GR�UHJHQHUDFML�]DURGNyZ�VRPDW\F]Qych na eksplantatach OL�FL�G. kurroo. 3R*\ZND�50��]RVWDáD�RSUDFRZDQD�GR�UHJHQHUDFML�
zarodków somatycznych z zawiesin komórkowych. Za pomoc� odpowiednich barwników fluorescencyjnych oceniano *ywotno�ü protoplastów oraz 
odtwarzanie �cian komórkowych w zaáo*onych kulturach. 

WYNIKI

:\GDMQR�ü� L]RODFML�SURWRSODVWyZ��)RW��%��]DOH*DáD�SU]HGH�ZV]\VWNim od kondycji zawiesiny. :�RNUHVLH�ZF]HVQRZLRVHQQ\P��REVHUZRZDQR�SRZVWDZDQLH�GX*HM�
PDV\�]DURGNyZ�VRPDW\F]Q\FK�EH]SR�UHGQLR�Z�NXOWXU]H�Z\M�FLRZHM��0LDáR�WR�XMHPQ\�ZSá\Z�QD�SORQ�SURWRSODVWyZ. =DVWRVRZDQLH�SRGZ\*V]RQHJR�VW
*HQLD�HQ]\PyZ�
QLH�ZSá\ZDáR�QD�]ZL
NV]HQLH�Z\GDMQR�FL� L]RODFML��)\ZRWQR�ü�SURWRSODVWyZ�ZDKDáD�VL
�Z�JUDQLFDFK�����-96,7%. Protoplasty zawiesinowe Z�SR*\ZNDFK�DJDURZ\FK�
]DF]\QDá\� RGEXGRZ\ZDü �ciany komórkowe po 24 godzinach, a po upáywie kolejnej doby mo*na byáo zaobserwowaü pierwsze, bardzo nieliczne, ich podziaáy
(Fot.1C). :� SR*\ZNDFK� Sá\QQ\FK� �FLDQ\� NRPyUNRZH� QLH� E\á\� RGEXGRZ\ZDQH� L� QLH� REVHUZRZDQR� SRG]LDáyZ�� -HG\Q�� SR*\ZN�� Sá\QQ��� QD� NWyUHM� RWU]\Pano
protokalusy z frakcji 150-300µm zawiesiny hypokotylowej��E\áD�3&0���3( ��������3LHUZV]H�NLONXNRPyUNRZH�DJUHJDW\�SRMDZLDá\�VL
�SR��-10 dniach (zawiesina 
OL�FLHQLRZD�� L� �-3 tygodniach (zawiesina hypokotylowa) (Fot.1D). Protokalusy ZLHONR�FL� ���-1mm (Fot.2A) oraz zarodki �)RW��%�� SRZVWDZDá\�� w kulturach 
prowadzonych na po*ywkach agarozowych, po 5-6 tygodniach kultury. Na zarodkach bardzo cz
sto obserwowano wytwarzanie wtórnego kalusa. Najwy*sz� liczb

protokalusów otrzymano w kulturze kropli agarozowych na po*ywce PCM6 (PE =5,85%). Na PCM1 nie otrzymano protolakusów Z�*DGQHM�]�]DVWRVRZDQ\FK�PHWRG�
NXOWXU\��1D�SR]RVWDá\FK�SR*\ZNDFK�ZVSyáF]\QQLN�SRG]LDáyZ�ZDKDá�VL
��Z�NXOWXUDFK�NURSOL agarozowych od 0,3 do 5,85%, w kulturach protoplastów zatapianych w 
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 
Sy(QLHM� QD� protokalusach obserwowano SRMDZLDQLH� VL
 zarodków somatycznych, które najcz
�ciej rozwijaáy si
 w wieloro�linki (Fot.2D). 5HJHQHUDFM
� UR�OLQ�
RWU]\PDQR�QD�WU]HFK�]�]DVWRVRZDQ\FK�SR*\ZHN��50�-50����1D�SR*\ZFH�50��REVHUZRZDQR�MHG\QLH�]LHOHQLHM�F\�NDOXV��

W kulturze protoplastów mezofilu li�cia stwierdzono jedynie pierwszy podziaá komórkowy. Nie zdoáano stworzyü odpowiednich warunków dla ich dalszych 
etapów wzrostu i rozwoju.
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7DE����6WRVRZDQH�SR*\ZNL

WNIOSKI

1..RPELQDFMD�HQ]\PyZ��(���]DSHZQLDáD�X]\VNDQLH�*\ZRWQ\FK�SURWRSODVtów izolowanych z zawiesin komórkowych.
���=�]DVWRVRZDQ\FK�WU]HFK�Uy*Q\FK�V\VWHPyZ�NXOWXU\�SURWRSODVWyZ� tylko kultura kropli agarozowych VWZDU]DáD�ZDUXQNL�
GR�LFK�SUDZLGáRZHJR�UR]ZRMX�

���1DMZ\*V]��OLF]E
�]LHORQ\FK�regenerantów X]\VNDQR�G]L
NL�]DVWRVRZDQLX�QDVW
SXM�FHM�VHNZHQFML�SR*\ZHN�
PCM6 RM4           1/2MS

7DE����.RPELQDFMH�HQ]\PyZ�L�Z\GDMQR�ü�L]RODFML�SURWRSODVWyZ

]DZLHVLQD�SRFKRG]HQLD�OL�FLHQLRZHJR
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Fot. 2. Protokalusy (A) i zarodki (B) w kulturze kropli agarozowych, 
]DURGNL�QD�SR*\ZFH�UHJHQHUDF\MQHM��&���]UHJHQHURZDQD�UR�OLQD��'�
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