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WSTEP

Wieloletnie badania réznych gatunkéw roslin z rodzgu Gentiana w kulturach in vitro wykazaty wysokie zdolnosci morfogenetyczne ich tkanek i organéw.
Uzyskanie zaviesin komérkowych o wysokich zdolnosciach embriogenicznych stanowito podstawe do przeniesienia e&ksperymentéw z poziomu tkankowego
na komérkowy. Protoplast, czyli komérka pozbawiona sciany komérkowsj, w sensie struktury, zorganizowania i funkcjonowania stanowi ostatecana forme,
naktorej mozna przeprowadzac eksperymenty dotyczace regeneragi roslin.

CELEM PRACY bylo uzyskanie embriogennych protokaluséw zawiesin komérkowych i protoplastéw mezofilu zielonych lisci G. kurroo poprzez ich

izolacje i kulture.

MATERIALY | METODY

Material do badan stanowity roczne zaviesiny komérkowe pochodzenia hypokotylowego i liscieniowego (Fot.1A) namnazane na pozywkach CSM1 i CSM2
(Tab.1) oraz rosliny z kultur aksenicznych. Przed rozpoczeciem trawienia zaviesiny dzielono natrzy frakcje: 150-300 um, 300-500 um i >500 um, natomiast
liscie epilowano. Po odwazeniu 1g tkanki zalewano ja 10ml odpowiedniej mieszaniny enzymow (Tab.2). Enzymy sporzadzano na bazie roztworu CPW z
97,6 mg/100ml MES. Zawiesiny trawiono przez 11-14 h w tem. 25°C, a liscie przez 14-16 h w tem. 24°C. Po
zekonczeniu trawienia protoplasty przesiewano przez sita o wielkosci oczek 45 um, a nastepnie przeptukiwano trzykrotnie w roztworze CPW9. Zastosowano
trzy metody kultury protoplastow: plynna, zatapiania protoplastow w cienkiej warstwie agarozy oraz metode kropli agarozowych tzw. ,culture bead”.
Pozywki agarozowe zestalano za pomoca SeaPlague Agarose (FMC Corp. Rockland, US). Do zaozenia kultury protoplastéw zawiesinowych uzyto 3 rodzge!
pazywek uzupetnione dwiema kombinacjami hormonéw (Tab.1). W kulturze protoplastéw mezofilu liscia zatosowano pozywki PCM3 i PCM5. Ustalono!
gestosc protoplastéw w kulturze na poziomie 1x10P (mezofilowe) i 2x10° (zawiesinowe). Swieza pozywke ze anniejszona odpowiednio do 6%, 3% i 0%

docktkiem 9% mannitolu (CPW9) i
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iloscia mannitolu dodawano w tygodniowych lub dwutygodniowych odstepach czasu, w zaleznosci od stopria rozwoju kutury. Pojawiajace si¢ po okolo 6

tygodniach protokalusy przenoszono na pozywki do regeneradi roslin (Tab.1). W regeneragi protokalusow pochodzacych z kultury zawiesiny hypokotylowej Tab.2. Kombinacje enzy
zastosowano pozywki RM1, RM2, RM3 i RM4. Na pozywke RM4 przenoszono cae krople podzielone na 4 fragmenty oraz protokalusy zblizone ksztaltem
do zarodkéw. Protokalusy i zarodki pochodzace z kultury zawiesiny liscieniowej wykladano na pozywke RM4. Pozywki RM1-RM3 uzywano we
wezesniejszych doswiadczeniach do regeneracji zarodkow somatycznych na eksplantatach lisci G. kurroo. Pozywka RM4 zostala opracowana do regeneracji
zarodkéw somatycznych z zawiesin komérkowych. Za pomoca odpowiednich barwnikéw fluorescencyjnych oceniano zywotnosé protoplastéw oraz

odtwarzanie scian komérkowych w zaozonych kulturach.

Tab.1. Stosowane pozywki

RODZAJ | SKROT SKEAD POZYWKI
plynnado  [CSM1  MS+ 0,5mg/l 2,4D + 1,0mg/l kinetyna
namnazania -
igenng CM2 g/ls+l1gmg/| dic + 2,0mgl BAP+ 0,Img/l NAA +

tianki (PEM) 0o/

PCM1 |MS+0,5mg/l 2,4D + 1,0mg/l kin
dokultury IseM> " MS+ 1,0mg/l dic + 2,0mg/l BAP+ 80mg/l SA +
protoplastow 0,1mg/l NAA
(do porgwek POM3 NII i (-NH,NO,) +0,5mg/l 2,4D + 1,0mgll Kin+ 9g/1
dodawano plutamina
3%glukoze i [PCM4  MS (-NH,NO,) + 1,0mg/l dic + 2,0mg/l BAP+ 80mg/l
9% mannitol) ISA + 0,1Img/l NAA + 9g/| glutamina

PCM5 [KM +0,5mg/l 2,4-D + 1,0mg/l kin

PCM6 KM + 1,0mg/l dic + 2,0mg/l BAP + 80mg/l SA +

0,1mg/l NAA

doregeneragji RM1  MS+ 1mg/l NAA+0,5CPRU
rodlin RM2  MS+Imgl NAA +2mgIBAP

RM3  MS+ 1mgl NAA+3mg/l TDZ

RM4  |MS+ 80mg/l SA + img/l kin+ 0,5mg/l GA,
do wzrostu [/2MS polowa makro- i mikroclementow; pelny sklad witamin|
roslin

i wydajnosé izolacji protopl.

RODZAJ STEZENIA ENZYMOW STOSOWANYCH
ENZYMU W IZOLACJI PROTOPLASTOW (mg/100ml)
ZAWIESIN KOMORKOWY CH MEZOFILU LISCT
El E2 E3
Hemicdulase 2,5 5 -
Pedolyase Y23 0,4 0,8 °
Driselase 0,5 1
Macerosyme R-10 15 3 0,2
Cellulase R-10 15 g 2
WYDAINOSC IZOLACIT
frakcja zawiesina pochodzenia hypokotyl owego 2,2-6,1x10°
>500um 42,275¢10° 35,258x10°
500-300pum 49-82x10° 40-62x10°
300150um 40-70x10° 45-67x10°
rzawicsina pochodzenia liscicniowego
>500um 28,567x10° 32,265x10°
500-300pum 37-72,1x10° 49-62x10°
300-150um 32,270x10° 40-61,K%10°

WYNIKI

Wydajnos¢ izolacji protoplastow (Fot. 1B) zalezala przede wszystkim od kondycji zawiesiny. W okresie wczesnowiosennym, obserwowano powstawanie duzej
masy zarodkow somatycznych bezposrednio w kulturze wyjsciowej. Mialo to ujemny wptyw na plon protoplastow. Zastosowanie podwyzszonego stgzenia enzymow
nie wplywato na zwigkszenie wydajnosci izolacji. Zywotno§é protoplastow wahata sie w granicach 94,2-96,7%. Protoplasty zawiesinowe w pozywkach agarowych
zaczynaly odbudowywac sciany komérkowe po 24 godzinach, a po uplywie kolejnej doby mozna bylo zaobserwowaé pierwsze, bardzo nieliczne, ich podziaty
(Fot.1C). W pozywkach plynnych $ciany komorkowe nie byly odbudowywane i nie obserwowano podziatlow. Jedyna pozywka plynna, na ktorej otrzymano
protokalusy z frakcji 150-300um zawiesiny hypokaylowsej, byta PCM6 (PE=0,28%). Pierwsze kilkukomorkowe agregaty pojawialy sie po 7-10 dniach (zawiesina.
liscieniowa) i 2-3 tygodniach (zawiesina hypokotylowa) (Fot.1D). Protokalusy wielkosci 0,5-1mm (Fot.2A) oraz zarodki (Fot.2B) powstawaly, w kulturach
prowadzonych na pozywkach agarozowych, po 5-6 tygodniach kultury. Na zaodkach berdzo czesto obserwowano wytwarzanie wtérnego kalusa. Najwyzsza liczbe
protokalusdw otrzymano w kulturze kropli agarozowych na pozywce PCM6 (PE =5,85%). Na PCM1 nie otrzymano protolakusow w zadnej z zastosowanych metod
kultury. Na pozostalych pozywkach wspélczynnik podzialow wahat sie: w kulturach kropli agarozowych od 0,3 do 585%, w kulturach protoplastéw zatapianych w
cienkiej warstwie agarozy od 0,014 do 1,32%. Po 3 kolejnych tygodniach protokalusy lub zarodki przenoszono na pozywki regeneragyjne (Fot.2C). Dwa tygodnie
pozniej na protokalusach obserwowano pojawianie si¢ zarodkdw somatycznych, ktére najczesciej rozwijaly sie w wieloroslinki (Fot.2D). Regeneracje roslin
otrzymano na trzech z zastosowanych pozywek (RM2-RM4). Na pozywce RM1 obserwowano jedynie zieleniejacy kalus

W kulturze protoplastéw mezofilu liscia swierdzono jedynie pierwszy podziat komérkowy. Nie zdotano stworzyé¢ odpowiednich warunkéw dla ich dalszych
etapdéw wzrostu i rozwoju.

WNIOSKI

1.Kombinacja enzyméw (E1) zapewniala uzyskanie zywotnych protoplastéw izolowanych z zawiesi

2. 7. 7zastosowanych trzech réznych systemow kultury protoplastow, tylko kulturi i
do ich prawidtowego rozwoju

3. Najwyzsza liczbe zielonych regenerantéw
PCM6 ~ RM4
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