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WSTEP WYNIKI >
Duze znaczenie goryczek w farmacji oraz ich wykorzystanie w przemysle roslin ozdobnych sprawito, ze rodzaj ten stat si¢ Elektrofuzja
atrakcyjnym obiektem hodowlanym. Zastosowanie technik fuzj1 protoplastow stwarza mozliwosci uzyskania nowych 1. Wptyw napiegcia pradu zmiennego (AC) X
mieszancow gatunkowych w obrgbie Gentiana. Celem badan bylo opracowanie warunkow elektrofuzj1 oraz fuzji1 chemicznej, Zastosowanie badanych zakresow napiecia AC B
pozwalajacych na otrzymywanie heterokarionow z wysoka wydajnoscia. W rozny sposOb stymulowalo ustawianie si¢
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protoplastow w lancuchy (Fot. 2). Przy napigciu 10- 15

V/cm uszeregowanie zachodzito
wolno 1 byto nietrwale, zas przy 25 -
30 V/cm bylo zbyt gwaltowne 1
powodowalo pekanie protoplastow
lub fuzje wielokrotne. Napiecie 20
V/cm oceniono jako optymalne.

MATERIAL I METODY ]

Protoplasty 1zolowano z embriogenicznych zawiesin komorkowych G. kurroo Royle 1 G. cruciata L. Zielone 4
protoplasty tkanki mezofilowe) lisc1 (zwane dalej mezofilowymi) pozyskiwano z aksenicznych kultur |
G. cruciata L., G. pannonica Scop. 1 G. tibetica King. Do 1zolacj1 protoplastow zawiesinowych zastosowano
nast¢pujaca mieszaning enzymow: 1.5% Cellulase RS, 1.5% Macerozyme R10, 1.5% Driselase, 0.25%
~ Hemicellulase, 0.04% Pectolyase Y-23 oraz 0.976% MES 1 9% mannitol (pH 5.8). Mezofilowe protoplasty | =
| 1zolowano uzywajac: 1.0% Cellulase 1 0.5% Macerozyme R10. Protoplasty przemywano roztworem CPW z 9%
mannitolem, natomiast do odptukania enzymow z protoplastow G. tibetica zastosowano roztwor: 1.0 mM CaCl, x F.T

5H,0+ 5.0 mM MES + 9% mannitol, pH 5.8. "

2. Wpltyw napiecia pradu statego
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s Elektrofuzja. Protoplasty zawieszano w buforze tuzyjnym (1.0 mM CaCl, x SH,0 + 5. 03 Fot. 2 Ustaw1an1e sie Napigeie DC wplywato znaczaco

na procentowy udziatl

nieuszkodzonych protoplastow
(Tab. 2). Udziat ten byt odwrotnie

proporcjonalny do wysokosci zastosowanego napigcia 1 scisle zalezat od
fuzjonowanych gatunkow. Dla kombinacj1 G. tibetica (mez.) + G. cruciata

protoplastow w lancuchy pod
wplywem 20 V/ecm AC
[

mM MES + 9% mannitol, pH 7.2) ustalajac ich gesto$¢ na poziomie 1 x 10°. Komponenty
fuzji mieszano w stosunku 1:1. Elektrofuzje przeprowadzano za pomocg generatora ECM |
2001 (BTX) (Fot. 1A) w komorach o pojemnosct 0.6 ml (Fot. 1B). Badano wplyw =
napi¢cia pradu zmiennego (AC) w zakresie 10 - 30 V/cm 1 stalego (DC) w zakresie 300 -
1000 V/cm na czgstotliwos¢ powstawania heterokarionow bezposrednio 1 po 24 h od fuz;.
Fot. 1. Zywotno$¢ okre$lano po 24 h zapomoca barwienia 0.01% FDA. | (zaw.) po 24 h otrzymywano ok. 50% nieuszkodzonych protoplastow przy

TN, B SIS R ERTT T OqEETe Ww napiceciu 300 - 350 V/cm (Tab. 2A), zas dla G. cruciata (mez.) + G. kurroo

Fuzja chemiczna. Fuzje wykonywano Tab. 1. Sklad roztworow uzytych X (zaw.) ok. 64% przy napieciu 400 - 600 V/cm (Tab. 2B). Zywotno$¢ protoplastow
w glikolu polietylenowym (PEG 4000 lub = w metodach fuzji cienkowarstwowej 1 heterokarionow po 24 h od dokonania fuzj1 w zakresie optymalnych napi¢¢ wynosita okoto
6000 m.w.) zwykorzystaniem dwoch metod: = iinterfazowej = 45-59%.
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cienkowarstwowej (CW) (Kao 1 Michayluk s | CW I ~ Tab. 2. Wplyw napigcia pradu stalego DC na procentowy udzial nieuszkodzonych
1989, Power 1 in. 1984) oraz 1nterfa;0we] WM™ | RF1[RF2| RF1 | Glukoza | RF2/pH’ |RF2/Ca™ . protoplastow oraz ich zywotno$¢ (FDA) po fuzji
(IF) (Kao 1986). Sktad roztworow fuzyjnych | [REG6000]g]|22.5) - | - ' ' ' | —
, PEG 4000 [g]| - - | 30 - - - Napiecie DC (V/cm)

podano w Tab. 1. Okreslano parametry | [cacy, x28,0[154.0, 740| 150 | 100 294 740 500 400 350 300 1000 800 600 400

stosc1 mieszanin rotoplastow [mg] sredni
Sk o obu K Y PTOLOP b’ KH,PO, [mg]| 952| - | 10 | 10 : : % Bez"“ts,refi.‘“" 67.08 | 80.87 | 82.07 | 85.12 Wl 71.84 | 77.74 | 87.32 | 91.49
pProporcje = obu omponentqw, SRRl Glicyna [mg]| - |375| - : 375 375 nieus zkodzonych L2218
umieszczenia na plytce Petriego 1 czas Glukozafg] | - | - | - 9.0 S.4 S.4 protoplastow | F° %4 hod 1 1600 | 22.66 | 49.18 | 4920 [| 7.86 16.58 | 63.71 | 64.17
: - . _ Sacharoza [g]| 1.8 | 11 | 17 . - - : uzj
inkubacji w roztworze PEG-u (metoda H,O [ml] | 100|100 100 | 100 | 100 | 100 Zywotno$é protoplastowpo | oo | 1osi | aacs | 4693 B 605 | 960 | 4235 | 5033
CW), sktad roztworu do nanoszenia pH 58 | 58] 60 | 60 9.5 5.8 24 h od fuzji (%) ' ‘ ' ' ‘ ‘ ‘ '
PrOtoplaStOW na kr OPIQ roztworu fquJnegO * - roztwor RF2/pH zostat zmodyfikowany. W oryginalnej procedurze A) G. tibetica (meZ.) + B) G. cruciata (mez.) +
' 11/1 11 Kao (1986) zastosowano bufor CAPS pozwalajacy na ustawienie pH -
I Czas Sedymentaq 1/1nkubaCJ LW tym na poziomie 10.5, a takze nie dodawano glicyny. Roztwor RF2/Ca2+ G. cruciata (ZaW.) G. kurroo (ZaW.)

roztworze (metO da IF) . jest dodatkowym wariantem z Kao (1982) oraz Poweriin. (1984).

Najwyzszg wydajnos¢ fuzji wynoszacq 4.80% dla kombinacj1 protoplastOw mezofilowych
G. tibetica z zawiesinowymi G. cruciata (po 24 h) otrzymano przy napigciu 350 V/cm (Tab.
3A), zas 6.72% dla mezofilowych G. cruciata z zawiesinowymi G. kurroo przy napieciu 400
V/cm (Tab. 3B).

Okreslanie badanych parametrow (Tab. 2 i 3) bezposrednio po dokonaniu fuzj1 daje bledne
rezultaty, o czym Swiadcza wysoki procent nieuszkodzonych protoplastow (ok. 67 - 91)
1wysoka wydajnosc fuzji (do 15%), radykalnie malejace wraz z uptywem czasu po fuzji.

Obserwacje mikroskopowe prowadzono w mikroskopie Vanox - Olympus z pomoca
komputerowego systemu analizy obrazu (analySIS ver. 3.1). Fluorescencja byta indukowana
przez niebiesko-fioletowe swiatto z wykorzystaniem filtrow BV (400 - 440 nm) 11B (495 nm).

Fot. 3. Wykorzystanie
autofluorescencji Tab. 3. Wplyw napig¢cia pradu stalego DC na wydajnosc fuzji protoplastow (%)
chlorofilu i cytoplazmy —
lasto . . Napigcie DC (V/cm)
P"’tl‘ll’ as OIZV Zawicsiny 500 400 350 300 800 600 [ 400
. (l’.ln(":. Owefi Tt Bezposrednio | 1551= | 9.65: | 1L18= | 745 || 7.3+ | 6.41] 6.96=
wizualizacji produktow Wydajno$é |  po fuzji 2.59 2.32 3,55 1.91 1.16 0.46 | 0.83
fuzji fuzji (%) Po 24 h od 0.64 + 2.84 + 4.80 + 4.14 + 2.64 + 4.06 | 6.72 +
fuzji 0.45 0.76 0.03 0.14 2.51 2.31 2.73
Fot. 4. A) G. tibetica (mez.) + B) G. cruciata (mez.) +
Wcezesne podbarwianie G. cruciata (zaw.) G. kurroo (zaw.)
FITC protoplastow

zawiesiny komorkowej
w czasie ich
enzymatycznego
uwalniania w celu
rozwini¢cia systemu
selekcji heterokarionow

Fot. 5. Okreslanie zywotnosci
protoplastow i produktow
fuzji za pomoca barwienia

FDA

Fuzja chemiczna

W metodzie CW korzystne bylo obnizenie ggstosci
zawiesiny z 2 1 1 x 10” protoplastow/ml do 0.5 x 10’ oraz je;
nanoszenie na ptytke w postaci pigciu 30 ul kropelek zamiast
jednej 150 pl. Dzicki tym modyfikacjom uzyskiwano
pojedyncza warstwg blisko siebie potozonych protoplastow.
/Zwigkszenie stosunku protoplastow zawiesinowych do

WNIOSKI

1. Na podstawie przeprowadzonych dotychczas
cksperymentow wydaje si¢, ze elektrofuzja jest
lepsza metoda do pozyskiwania heterokarionow
w obrebie Gentiana niz fuzja chemiczna.

2. Napiecie AC rowne 20 V/cm najlepie;

| Optymalne warunki elektrofuzji dla poszczegolnych kombinacji
badanych gatunkow przedstawiono w Tab. 4.

Tab. 4. Optymalne warunKki elektrofuzji dla poszczegolnych
kombinacji gatunkow

mezofilowych z 1:1 do 2:1 ograniczylo niepozadane stymulowalo formowanie protoplastow w tancuchy. AC %

: ; . leci ; Kombinacj igci z " .
wystepowanic agregatow protoplastow mezofilowych. Czas [ 3: Optymalne napiccie DC dlaposzczegolnych satunkow Napiecie | Cras Nopiecie | porm Napiecie | - Licsba
inkubacji (15, 20 i 25 min.) mieszaniny protoplastow w Jil Kombinacji badanych gatunkow bylo podobne Vem) | O] "wiem) | g | O™ | pubow
roztworze PEG-u nie wptywat znaczaco na wydajno$é fuzji. 1wynosifo 350-400 V/em. o kurroo ¥ 20 02 0 30 400 .
W metodzie IF zastosowanie roztworu CPW z 9% [ 4. Sposrod badanych kombinacji fuzji, G. cruciata G. kurroo + 50 0 A - 400 )
mannitolem zamiast 9% glukozy ograniczylo deformacjc M (zaw.) + G. tibetica (mez.) wymagata nizszych G cruciata
protoplastow. Wydtuzenie czasu sedymentacjiz 10 do 25 -35 8 wartosciAC 1 DC. G. pannonica 20 02 0 30 400 2
min. pozwolilo na uzyskanie warstwy protoplastow G. cruciata + » 0 0 20 150 ,

w interfazie. Praca finansowana przez MNil 3P04C03723 G tibetica
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