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Wstep

Protoplasty sg jednym z wielu materiatéw wyjsciowych wykorzystywanych do inicjacji roslinnych kultur in vitro. Jako komorki
pozbawione Sciany komorkowej stanowig unikatowy materiat startowy, ktory moze by¢ wykorzystywany zarowno w badaniach
podstawowych jak i aplikacyjnych. Mimo, ze znane sg procedury otrzymywania roslin z protoplastéw dla ponad 400 gatunkow
roslin, wcigz wiele, szczegdlnie gatunki uprawne, charakteryzuje sie tzw. opornoscig na kultury protoplastow.

Cel badan

Celem badan byto opracowanie systemu regeneracji roslin w kulturach protoplastow wybranych gatunkow uprawnych z rodziny
Brassicaceae i Apiaceae z uwzglednieniem roznej suplementacji pozywek do kultury protoplastow.

[ Kultury protoplastow wybranych gatunkéw Brassicaceae ]

Metodyka

Zrodto protoplastow — 4-tygodniowe rosliny z nasion
wyprowadzone w kulturach in vitro

Wyniki

Kultura protoplastow - w pozywkach ptynnych po
immobilizacji w alginianie wapnia

komoérkowych) w 15 dniu kultury protoplastow

Warianty pozywkowe Czynnik WK (% * SE)
CPPO1 — KM + 0,1 mg/l 2,4-D + 0,5 mg/I NAA + 0,5 mg/I BA Obiekt — grupa 1/pozywka CPPO1

Bras 3 —B52 + 0,5 mg/l 2,4-D + 0,2 mg/l NAA + 0,2 mg/| BA Jarmuz ‘Kapral’ 79,5+1,7a
Bras 4 — KM + 0,5 mg/l 2,4-D + 0,8 mg/I NAA + 1,0 mg/| BA Kapusta galicyjska ‘Vates’ 74,3+1,6b
Bras 5—B5 + 0,3 mg/l 2,4-D + 1,0 mg/I NAA + 1,0 mg/| BA Obiekt — grupa 2

Bras 6 —B5 + 0,3 mg/l 2,4-D + 0,2 mg/I NAA + 0,2 mg/| BA Jarmuz ‘Scarlet’ 41.242,1b

1 KM - makro-, mikroelementy oraz kwasy organiczne wg Kao i Kapusta Eekiﬁska ‘Hilton’ 47,6+1,9 a
Michalyuk (1975); * BS - Gamborg i in. (1968) Kapusta brukselska ‘Casiopea’ 39,7+1,4 b

Poizywka do kultury protoplastéw dla obiekty grupa 2

Wydajnos¢ kultury (WK - liczba tworzacych sie agregatow

—_—

Rozwdj kultury protoplastow wybranych warzyw kapustnych w pietnastej dobie (a-c),
po 30 dniach kultury (d-f) oraz regeneracja mikrokalusa uzyskanego z protoplastéw
po 90 dniach kultury na pozywkach regeneracyjnych (g-i). Kultura kapusty czerwonej
(a,d,g), kapusty pekinskiej (b,e,h) i kapusty brukselskiej (c,f,i). Embriogenny kalus z
zawigzkami pedéw (g,i) oraz korzeni (h). Skala 100 um

(e CPPO1 55,31+1,2 a

Bras3 28,0+2,1 b

Brasd 30,3+1,7 b

Brasb 52,9+1,5 a

-y Obiekt — grupa 3

c Kapusta gtowiasta czerwona ‘Haco’ 45,0+¢1,6 b

%;:, Kapusta glowiasta czerwona ‘Kalibos” 55,9+1,9 a

ol Kapusta pekiniska ‘Bristol’ 39,9+1,8 b

. Kapusta brukselska ‘Red’ 52,4+1,9 3
S B o o s DR W ‘ Poiywka do kultury protoplastow dla obiekty grupa 3

TR Y i CPPO1 58,612,1 a

Rozwdj w kulturze protoplastow na przyktadzie kapusty galicyjskiej. (a) Sferyczne Brasd 45,9i1,3 b

rotolsty mmabiwan w Sire w o o) vt poolost iy BiragS 38,4519

(c) i 15. (d) dniowej kulturze protoplastow — strzatka czerwona oznacza pierwsze Braso 4?,1i1,*‘4 b

podziaty komdrkowe, niebieska agregaty komorkowe kompaktowe, zielona agregaty
gwiazdziste (podziatka 20 um)

Metodyka [ Kultury protoplastow pasternaku (Apiaceae) ]

Zrodto protoplastow — 2-tygodniowe roéliny z
nasion wyprowadzone w kulturach in vitro
Kultura protoplastéw — jak u Brassica

Warianty pozywkowe
CPP — KM* + 74 g/l glukoza
CPP6 — KM + 108 g/l glukoza 2
KM — petna pozywka Kao i Michalyuk + PSK?

azaC— CPP6 + 0,75 uM azacytydyny

SAHA — CPP6 z dodatkiem 0,075 uMkw. SAHA + PSK
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mikroelementy, kwasy 35
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wariant pozywki

Whioski
1. Wiecej agregatow komorkowych powstawato na
petnej pozywce KM w poréwnaniu do bazy CPP

2. Dodatek fitosulfokiny i putrescyny efektywnie
\ stymulowat aktywnosc¢ podziatowa /
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/Wnioski \

\ pekinskiej zregenerowaty w rosliny /

1. Kultury  wszystkich  obiektéow  podjety
aktywnos¢ podziatowa, a liczba tworzacych
sie agregatow komorkowych byta
stosunkowo wysoka

2. Wszystkie badane obiekty oprocz kapusty

Kultura lisciowych protoplastéw pasternaku. (a) roslina donorowa wyprowadzona
z nasion w warunkach in vitro; (b)uwolnione protoplasty z tkanki po maceracji
lisSciw mieszaninie enzymatycznej ESIV; (c-d)zywotny protoplast wybarwiony
dioctanem fluoresceiny widoczny w swietle biatym (c) oraz UV (d); (e) plazmoliza
obserwowana w 10. dniu kultury protoplastéw; (f)pierwszy podziat mitotyczny w
10. dniowej kulturze w pozywce CPP6; (g-h)wielokomérkowe agregaty obecne w
20. dniowej kulturze w pozywce CPP6; (i) btonka alginianowa przerosnieta tkankg
kalusowg w 90. dniu kultury protoplastéw; (j)nieembriogenny kalus na pozywce
Bl + PSK; (k)masa proembriogenna w szostym miesigcu kultury kalusa na pozywce
Bl + PSK; (l)kalus proembriogenny z zarodkami somatycznymi w stadium
globuralnym; (m)dojrzaty zarodek somatyczny; (n)asynchroniczny rozwdj
zarodkéw somatycznych; (o0)zregenerowana roslina pasternaku odmiany Pofdfugi
biaty gotowa do aklimatyzacji ex vitro. Skala: (b-h)50 um,(k-m) 1 mm, (a, i-j, 0)1
cm
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Niekorzystnie ukierunkowane modyfikacje epigenetyczne i niewfasciwa aktywacja ekspresji gendw moze negatywnie wptyngc na rozwoj kultur protoplastow. Procesy odpowiedzialne za
modyfikacje epigenetyczne, takie jak metylacja DNA i acetylacja histonow, sg odwracalne i okazuja sie by¢ obiecujgcym obszarem badan w zakresie przetamywania latencji podziatowe;
komorek. Opracowanie skutecznej metody regeneracji protoplastow gatunkow z rodzaju Allium moze stanowic¢ wazne narzedzie w hodowli tych roslin, zwtaszcza czosnku, ktorego dostepne
na rynku odmiany uprawne rozmnazajg sie wytacznie wegetatywnie. Optymalizacja wydajnego protokotu prowadzenia kultury protoplastow otwiera drzwi do innych zastosowan, takich jak

elektrofuzja oraz transfekcja bezwektorowa. ijz
N N
¥ i on Celem badan byta ocena wptywu inhibitorow metylacji DNA i deacetylacji o KN o
©/ W/\/\/\)Lu/ histonéw na zdolnos$¢ regeneracyjng protoplastéw czosnku i cebuli, do czego 0
© wykorzystano dwa zwigzki chemiczne worinostat (SAHA) oraz azacytydyne (AZA).
OH OH

SAHA nalezy do klasy zwigzkow, ktore hamujg deacetylazy histonowe. Inhibitor wigze sie z miejscem aktywnym deacetylazy, chelatujgc jony cynku, ktore wystepujg w centrum aktywnym
enzymu. Skutkuje to akumulacjg acetylowanych histonow i acetylowanych biatek, w tym czynnikow transkrypcyjnych kluczowych dla ekspresji genow potrzebnych do indukowania
roznicowania komorek. AZA jest chemicznym analogiem nukleozydu cytydyny, ktora jest obecna w DNA i RNA. AZA po zmetabolizowaniu do 5-aza-2'-trifosforanu deoksycytydyny moze zostac
wtgczona w strukture DNA. W niskich dawkach zwigzek hamuje dziatanie metylotransferaz DNA, powodujac hipometylacje i wyzwalajgc mechanizmy naprawcze DNA.

METODYKA

Oczyszczanie protoplastow filtr

AR T, Maceracja tkanki w Obserwacja kultury Stopniowa ekspozycja
E:> mieszaninie enzymoéw (16h, i>
26°C, 30 rpm, ciemnos¢)

Pocieto 1-2 gramy Immobilizacja protoplastow Transfer kalusa na pozywke Transfer kalusa na pozywke
ﬁ> w kroplach agarozy LPA - |i‘> protoplastéw E> namnazajacg K1 (2 miesiace,|:> regeneracyjng bez E:> kalusa na dziatanie $wiatta [>
transfer do pozywki ptynne;j (3 miesigce, 26°C, ciemnosd) 26°C, ciemnosc) regulatoréow wzrostu (24°C, fotoperiod 16 do 8 h)

Aklimatyzacja uzyskanych
roslin (19°C, 80% wilgotnosci,

fotoperiod 16 do 8 h)

roztworze mannitolu nylonowy 100 um oraz
(30 min, 26°C, 30 rpm,

ciemnosc)

embriogennego kalusa

wirowanie w gradiencie
sacharoza-MES-W5

-3

czosnhku lub cebuli

W Regeneracja kalusa czosnku i cebuli:

(w-z) formujgce sie w obrebie kropli agarozowej
mikrogrudki kalusa czosnku — 90. dzien kultury,
(aa) 4-tygodniowa kultura kalusa czosnku na
pozywce K1, (ab) 8-tygodniowa kultura kalusa
czosnku na pozywce K1, (ac) 12-tygodniowa kultura
kalusa czosnku: 1 — masa proembriogenna,
2 — listek zarodkowy, 3 — korzen zarodkowy,
(ad) 12-tygodniowa kultura kalusa cebuli: 1 —zarodek
somatyczny, 2 — listek zarodkowy, (ae) mikrorosliny
czosnku odmiany ‘Ornak’, (af) w petni wyksztatcona
roslina czosnku odmiany ‘Ornak’ przed aklimatyzacja.
Skala: w-z, ac-ad —1 mm, aa-ab—1 mm.

¥ Kultury kalusa czosnku (odmian ‘Arkus’,
‘Ornak’ oraz linii hodowlanych cebuli (ZC6,
ZC7) wykorzystane do izolacji protoplastow
dwa tygodnie po pasazu.

CZOSNEK CEBULA

p Kultury protoplastow czosnku:

(a-b) protoplasty odmiany ‘Arkus’” i ‘Ornak’
W mieszaninie maceracyjnej oraz (c-d) po
oczyszczaniu w gradiencie sacharoza-MES-W5;
(e-f) zywotne protoplasty immobilizowane
w agarozie LPA — pierwszy dzien kultury;
(g) komorki przechodzace reorganizacje
cytoplazmy (oznaczono strzatkami),
(h) niedokonczony podziat komorkowy,

4. Kultura protoplastow cebuli:
(m-n)  zywotne  protoplasty  zatopione
w agarozie, w dniu izolacji — barwienie FDA;
(0) wydtuzajgce sie komorki z widoczng
reorganizacjg cytoplazmy w 10 dniu kultury;
(p) fragmentacja komorki — 10 dzien kultury;

wydajnosc¢ izolacji
(mIn protoplastow na gram kalusa) +SE

(i-j) dzielgce sie komorki w 20-tym dniu
kultury, (k) brgzowienie kultury w 30-stym dniu
(pozywka CPP), (I) wielokomorkowy agregat
obserwowany w 60-tym dniu kultury (pozywka

KM + SAHA). Skala: 50 um.
ZC6 LC7
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ZCT

(r-s) barwienie jgder komorkowych (czerwone
strzatki) DAPI — 10 dzien; (t) brgzowienie
z widoczng plazmolizg — 20 dzien; (u) agregat
komorkowy linia ZC6 — 20 dzien — pozywka KM

+PSK+AZA. Skala: m-p, t-u =50 um; r-s — 25 um.
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wariant pozywkowy

WNIOSKI

1. Uwolnione protoplasty wszystkich badanych obiektow charakteryzowaty sie wysoka zywotnoscia (srednio 71-87%).
2. Zastosowane warianty pozywki stymulowaty prawidtowe zmiany rozwojowe charakterystyczne dla wczesnej kultury protoplastow, tj. zwiekszenie objetosci komorek, zmiane ich ksztattu

reorganizacje cytoplazmy oraz reaktywacje podziatow mitotycznych.
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wariant pozywkowy

3. W pozywce KM z dodatkiem AZA lub SAHA zaobserwowano tworzenie sie pojedynczych agregatow komorkowych, tworzgcych w 90-cio dniowej kulturze mikrogrudki kalusa.
4. Otrzymany kalus czosnku i cebuli po przeniesieniu na pozywke statg intensywnie sie namnazat.
5. Pod wptywem swiatta nastepowato formowanie masy proembriogennej. W 12-tygodniowej kulturze zaobserwowano tworzenie sie zarodkow somatycznych, zdolnych w kolejnych miesigcach

do konwersji w rosliny.

Badania sfinansowano ze srodkow Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi (Badania podstawowe na rzecz postepu biologicznego w produkgji roslinnej - decyzja DHR.hn.802.14.2023)



