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Wstęp
Protoplasty są jednym z wielu materiałów wyjściowych wykorzystywanych do inicjacji roślinnych kultur in vitro. Jako komórki
pozbawione ściany komórkowej stanowią unikatowy materiał startowy, który może być wykorzystywany zarówno w badaniach
podstawowych jak i aplikacyjnych. Mimo, że znane są procedury otrzymywania roślin z protoplastów dla ponad 400 gatunków
roślin, wciąż wiele, szczególnie gatunki uprawne, charakteryzuje się tzw. opornością na kultury protoplastów.

Cel badań
Celem badań było opracowanie systemu regeneracji roślin w kulturach protoplastów wybranych gatunków uprawnych z rodziny
Brassicaceae i Apiaceae z uwzględnieniem różnej suplementacji pożywek do kultury protoplastów.

Wydajność kultury (WK - liczba tworzących się agregatów 
komórkowych) w 15 dniu kultury protoplastów

Metodyka
Źródło protoplastów – 4-tygodniowe rośliny z nasion
wyprowadzone w kulturach in vitro

Kultura protoplastów - w pożywkach płynnych po
immobilizacji w alginianie wapnia

Warianty pożywkowe
CPPO1 – KM1 + 0,1 mg/l 2,4-D + 0,5 mg/l NAA + 0,5 mg/l BA
Bras 3 – B52 + 0,5 mg/l 2,4-D + 0,2 mg/l NAA + 0,2 mg/l BA
Bras 4 – KM + 0,5 mg/l 2,4-D + 0,8 mg/l NAA + 1,0 mg/l BA
Bras 5 – B5 + 0,3 mg/l 2,4-D + 1,0 mg/l NAA + 1,0 mg/l BA
Bras 6 – B5 + 0,3 mg/l 2,4-D + 0,2 mg/l NAA + 0,2 mg/l BA

1 KM – makro-, mikroelementy oraz kwasy organiczne wg Kao i
Michalyuk (1975); 2 B5 - Gamborg i in. (1968)

Wyniki

Wnioski
1. Kultury wszystkich obiektów podjęły

aktywność podziałową, a liczba tworzących
się agregatów komórkowych była
stosunkowo wysoka

2. Wszystkie badane obiekty oprócz kapusty
pekińskiej zregenerowały w rośliny

Rozwój w kulturze protoplastów na przykładzie kapusty galicyjskiej. (a) Sferyczne
protoplasty immobilizowane w alginianie w dniu izolacji; (b) żywotne protoplasty w dniu
izolacji, emitujące zieloną fluorescencję po barwieniu FDA; aktywność mitotyczna w 5.
(c) i 15. (d) dniowej kulturze protoplastów – strzałka czerwona oznacza pierwsze
podziały komórkowe, niebieska agregaty komórkowe kompaktowe, zielona agregaty
gwiaździste (podziałka 20 µm)

Rozwój kultury protoplastów wybranych warzyw kapustnych w piętnastej dobie (a-c),
po 30 dniach kultury (d-f) oraz regeneracja mikrokalusa uzyskanego z protoplastów
po 90 dniach kultury na pożywkach regeneracyjnych (g-i). Kultura kapusty czerwonej
(a,d,g), kapusty pekińskiej (b,e,h) i kapusty brukselskiej (c,f,i). Embriogenny kalus z
zawiązkami pędów (g,i) oraz korzeni (h). Skala 100 µm

Kultury protoplastów wybranych gatunków Brassicaceae

Kultury protoplastów pasternaku (Apiaceae)

Kultura liściowych protoplastów pasternaku. (a) roślina donorowa wyprowadzona
z nasion w warunkach in vitro; (b)uwolnione protoplasty z tkanki po maceracji
liściw mieszaninie enzymatycznej ESIV; (c-d)żywotny protoplast wybarwiony
dioctanem fluoresceiny widoczny w świetle białym (c) oraz UV (d); (e) plazmoliza
obserwowana w 10. dniu kultury protoplastów; (f)pierwszy podział mitotyczny w
10. dniowej kulturze w pożywce CPP6; (g-h)wielokomórkowe agregaty obecne w
20. dniowej kulturze w pożywce CPP6; (i) błonka alginianowa przerośnięta tkanką
kalusową w 90. dniu kultury protoplastów; (j)nieembriogenny kalus na pożywce
BI + PSK; (k)masa proembriogenna w szóstym miesiącu kultury kalusa na pożywce
BI + PSK; (l)kalus proembriogenny z zarodkami somatycznymi w stadium
globuralnym; (m)dojrzały zarodek somatyczny; (n)asynchroniczny rozwój
zarodków somatycznych; (o)zregenerowana roślina pasternaku odmiany Półdługi
biały gotowa do aklimatyzacji ex vitro. Skala: (b-h)50 µm,(k-m) 1 mm, (a, i-j, o)1
cm

Wyniki

Metodyka
Źródło protoplastów – 2-tygodniowe rośliny z
nasion wyprowadzone w kulturach in vitro

Kultura protoplastów – jak u Brassica

Warianty pożywkowe
CPP – KM1 + 74 g/l glukoza
CPP6 – KM + 108 g/l glukoza
KM – pełna pożywka Kao i Michalyuk + PSK2

azaC – CPP6 + 0,75 µM azacytydyny
SAHA – CPP6 z dodatkiem 0,075 µMkw. SAHA + PSK

Rozwój kultury protoplastów różnych 
odmian pasternaku

Wnioski
1. Więcej agregatów komórkowych powstawało na

pełnej pożywce KM w porównaniu do bazy CPP
2. Dodatek fitosulfokiny i putrescyny efektywnie

stymulował aktywność podziałową

1 KM – makro-, 
mikroelementy, kwasy 
organiczne wg Kao i
Michalyuk (1975) + 0,1 
mg/l 2,4-D + 0,2 mg/l 
zeatyna
2 PSK = 100 nM
fitosulfokina; Pu = 
8mg/l putrescyna; ZEB 
= 10 µM zebularyna




