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Summary

Nowadays somatic embryogenesis is being investigated with special atten-
tion paid to the identification of genes directly involved in triggering of cell
competence and development of ontogenic stages. In order to trace successive
cell divisions that lead to the formation of the globular structures, modern scan-
ning and electron microscopy methods are applied. Plantlets, which come from
somatic embryogenesis process, should be exactly the same as mother plants
but in vitro culture conditions may induce many disturbances, which could be
lasting (hereditary) or only transitory. These changes are usually called soma-
clonal variation and could be observed on different levels of the plant organiza-
tion. To investigate this kind of variations both of the genetic and epigenetic
types, specially designed molecular systems are needed. Here, we describe in-
duction of somatic embryos from several explants of G. kurroo. In order to evalu-
ate the particular ontogenic stages of somatic embryos and variability of regen-
erated plants, following methods were applied: light microscopy, scanning and
transmission electron microscopy, 2D protein electrophoresis, flow cytometry
of DNA content in the cell nucleus, cytogenetic analysis of chromosome number
and molecular analysis with the use of AFLP.
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1. Wstep

Somatyczna embriogeneza jest zjawiskiem unikatowym w Swiecie organizmow
zywych. Dotychczas udato sie jg zaindukowac na réznego rodzaju eksplanatach, za-
réwno roélin jedno- jak i dwuli$ciennych. Jednakze mimo blisko pieédziesiat lat od
odkrycia somatycznej embriogenezy wcigz zadajemy sobie liczne pytania dotyczace
mechanizmoéw jej sterowania. Przyblizenie wiedzy na ten temat mozliwe jest dzieki
badaniom, w ktorych wykorzystuje sie r6znorodne, nowoczesne metody analizy ma-
terialu roslinnego. Badania takie ufatwia opracowanie wydajnego i powtarzalnego
systemu uzyskiwania zarodkéw somatycznych dla poszczegélnych gatunkéw roslin.

2. Somatyczna embriogeneza goryczek

U roslin nie tylko zygota moze dac poczatek calemu organizmowi. Wedlug teorii
komorkowej mowiacej o totipotencjalnych wiasciwosciach komorek roslinnych,
w odpowiednich warunkach, informacja genetyczna w nich zakodowana, moze zo-
sta¢ uruchomiona i doprowadzi¢ do odtworzenia catego organizmu (1). Ujawnienie
sie petnej totipotencji nastepuje na drodze organogenezy lub somatycznej embrio-
genezy. Oba te procesy mogg zachodzi¢ bezposrednio z komoérek eksplantatu lub
posrednio przez stadium tkanki kalusowej, a takze komorkowej kultury zawiesino-
wej. Ich efektywno$¢ zalezy od wielu czynnikéw biologicznych, chemicznych i fizycz-
nych. Mozna tu wymieni¢ m.in. genotyp i stadium rozwojowe materiatu roslinnego,
z ktérego pobierany jest eksplantat, sktad mineralny pozywki, dodawane do pozywki
regulatory wzrostu i kompleksowe skfadniki organiczne oraz zbalansowanie ich ste-
zen, stezenie osmotyczne pozywki, natezenie swiatla i diugosc jego fali (2).

Dotychczas na drodze organogenezy opracowano metode rozmnazania trzynas-
tu gatunkéw i mieszancow goryczek, do ktorych naleza: G. acaulis, G. lutea, G. purpurea,
G. cruciata (3), G. cerina, G. corymbifera (4), G. kurroo (5), G. punctata (6), G. tibetica (7)
G. scabra var. buergeri (8), G. pneumonanthe (9), G. triflora (10) i G. trifora x G. scabra
(11). Wydajnos$¢ tego procesu nie byla jednak wysoka. Otrzymywano $rednio od
2 do 20 pedéw w kulturze agarowe;j.

U niewielu gatunkéw goryczek zaindukowano rozmnazanie drogg somatycznej
embriogenezy. Pierwsze doniesienie pochodzi z 1994 r. (12). Autor obserwowat po-
wstawanie zarodkéw somatycznych w kulturach zawiesinowych G. triflora zainduko-
wanych z kalusa otrzymanego na elementach kwiatéw. Zawiesina komérkowa byta
namnazana na pozywce zawierajgcej 1,0 mg/l 2,4-D i 0,1 mg/l BAP. Po przeniesieniu
tkanki na pozywke pozbawiong hormonéw wzrostu lub z niskim stezeniem cytokini-
ny nastepowat rozwoj zarodkéw. Konwersja przebiegala w obecnosci 1,0 mg/l GAs.

Szczegotowego opisu somatycznej embriogenezy goryczek w kulturach ptynnych
dokonata Mikuta i wsp. (13). Autorzy obserwowali powstawanie zarodkéw somatycz-
nych z pojedynczych komérek masy proembriogenicznej (PEM). Komoérki te charakte-
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ryzowaly sie obecnos$cig duzego, centralnie potozonego jadra, matych wakuoli, licz-
nych mitochondriéw, diktiosomoéw i szorstkiego retikulum endoplazmatycznego. Do-
datkowo w amyloplastach nastepowato gromadzenie sie duzych ilosci skrobi. Wszyst-
kie wymienione cechy swiadczyty o embriogenicznym charakterze komorek. Ich po-
dzialy prowadzily do powstania dwu- i trzykomoérkowych, wyraznie odseparowanych
struktur, z ktorych kolejno nastepowato formowanie sie zarodkow globularnych.

Proces somatycznej embriogenezy zostal rowniez doktadnie przesledzony w kul-
turze eksplantatow pierwotnych hipokotyli G. cruciata (14) i liSci G. pneumonanthe (15).
W przeprowadzonych eksperymentach wykazano, ze embriogeniczna tkanka kalu-
sowa powstaje w wyniku odréznicowywania komorek perycyklu hipokotyli siewek.
Zarodki somatyczne tworzyly sie masowo z zewnetrznych, merystematycznych ko-
morek tej tkanki. Wykazano takze liczne zaburzenia podczas podziatéw komérek
epidermy i kory pierwotnej, ktére w rezultacie prowadzity do ich degradacji. For-
mowanie sie zarodkéw somatycznych rowniez na eksplantatach liSci poprzedzone
bylo powstawaniem tkanki kalusowej. Embriogeniczny kalus tworzyt sie tutaj z ko-
moérek otaczajgcych wiazki przewodzace (16).

Wydajnos$¢ somatycznej embriogenezy eksplantatéw pierwotnych zalezata od
ich rodzaju, zastosowanych regulatoréw wzrostu i badanego gatunku. W kulturach
G. pneumonanthe otrzymywano odpowiednio 28 i 37 zarodkéw somatycznych na jed-
nym eksplantacie liScia i merystemu wierzchotkowego (16). Proces ten zachodzil
w obecnosci picloramu lub 2,4-D i BAP. Procent eksplantatéw formujgcych embrio-
geniczny kalus zalezat od czasu inkubacji w ciemnos$ci, natomiast nie zalezat od ro-
dzaju eksplantatu. Mikuta i Rybczynski (17) indukowali somatyczng embriogeneze
na liScieniach, hipokotylach i korzeniach siewek trzech gatunkéw goryczek. Najlep-
szym eksplantatem okazal sie hipokotyl, na ktérym otrzymano odpowiednio 46,
111 i 71 zarodkoéow dla G. cruciata, G. tibetica i G. pannonica.

Zawiesiny komorkowe stanowily znacznie wydajniejsze zrédio zarodkéw soma-
tycznych. Eksperymenty przeprowadzono dla trzech gatunkow goryczek: G. pannonica
(18), G. cruciata i G. tibetica (19). Embriogeniczno$¢ tkanki podtrzymywano na po-
zywce zawierajacej 1,0 mg/l dicamby; 0,1 mg/l NAA; 2,0 mg/l BAP i 80,0 mg/l siarcza-
nu adeniny. Po przeniesieniu 100 mg tkanki zawiesinowej na pozywki zawierajace
80,0 mg/l siarczanu adeniny; 1,0 mg/l kinetyny i 0,5 mg/l GA3 otrzymywano $rednio
570 zarodkéw somatycznych dla G. pannonica, 634 zarodki dla G. tibetica i 257 za-
rodkow dla G. cruciata. Liczba zarodkéw somatycznych zalezata od wielko$ci agre-
gatéw komorkowych i byta najwyzsza dla frakcji > 450 um i 240-400 pum (20).

3. Somatyczna embriogeneza u G. kurroo
Sposrod przebadanych do tej pory gatunkéw goryczek (16,17,20), G. kurroo wyka-

zywala najwyzsze zdolnosci embriogeniczne. W badaniach wykorzystano réznego
typu eksplantaty wielokomérkowe takie jak: liscie, elementy siewek (korzen, hipoko-
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tyl, liScienie) i zawiesiny komoérkowe oraz jednokomoérkowe, ktére stanowily proto-
plasty (21).

W kulturach eksplantatow lisci zastosowano 3 rézne auksyny: 2,4-D, NAA i dicambe
oraz 5 cytokinin: zeatyne, TDZ, CPPU, BAP i kinetyne. Razem przebadano 189 kombina-
¢ji hormonow. Sposréd zastosowanych auksyn, NAA i dicamba najintensywniej induko-
waly somatyczng embriogeneze zwlaszcza w obecnosci BAP. Dodatkowo NAA i 2,4-D sil-
nie stymulowaly ryzogeneze, podczas gdy na pozywkach zawierajacych dicambe nie ob-
serwowano powstawania korzeni. Wydajno$¢ somatycznej embriogenezy, wyrazona
liczbg eksplantatow tworzgcych jeden lub wiecej zarodkéw somatycznych byla najwyz-
sza w obecnosci pozywki zawierajacej 0,5 mg/l dicamby oraz 1,0 mg/l zeatyny i wyno-
sita 54,7%. Zadowalajace wyniki uzyskano réwniez, gdy zamiast zeatyny zastosowano
BAP, wydajno$¢ somatycznej embriogenezy wynosita wowczas 45,9-48,0%. Najwyzsza
liczbe zarodkéw somatycznych na jednym eksplantacie liScia, w liczbie okoto 19 sztuk,
odnotowano w obecnosci dicamby i zeatyny. Na tle innych gatunkéw goryczek i eks-
plantatow jest to przecietny wynik, jednakze w przypadku G. kurroo, rowniez na wyra-
stajacych z eksplantatu korzeniach przybyszowych obserwowano tworzenie sie zarod-
kéw somatycznych. Jest to zjawisko niezwykle interesujgce z punktu widzenia dal-
szych badan, tym bardziej, ze — jak sie wydaje — zarodki somatyczne tworzone byly
w tym przypadku z pojedynczych komoérek ryzodermy.

Innego rodzaju eksplantaty stanowily liScienie, hipokotyle i korzenie siewek. In-
dukcje procesu somatycznej embriogenezy obserwowano tutaj bezposrednio na
pozywce zawierajacej 0,5 mg/l 2,4-D i 1,0 mg/l kinetyny. Na eksplantatach najpierw
pojawiat sie kalus, a powstawanie zarodkéw byto reakcjg wtorng. Pojedyncze eks-
plantaty z zarodkami somatycznymi w réznych stadiach rozwojowych od globularne-
go po liscieniowe przenoszono na pozywke do konwersji. Liczba zarodkéw po trzy-
dziestu dniach kultury byta duzo wyzsza niz na eksplantatach lisciowych i wynosita od
78 na jednym korzeniu do okoto 160. w przeliczeniu na jeden liScien.

Z zaindukowanej na eksplantatach siewek tkanki kalusowej wyprowadzano za-
wiesiny komérkowe: liscieniowg (K/L), hipokotylowa (K/H) i korzeniowag (K/K). Po
dwéch miesigcach od zatozenia zawiesin oceniane byly ich zdolno$ci morfogene-
tyczne. Na ilo$¢ otrzymanych ze 100 mg tkanki zarodkéw somatycznych mialy wptyw:
pochodzenie zawiesiny, wielko$¢ frakcji oraz stezenie stosowanych hormonoéw.
Z zawiesiny pochodzenia liscieniowego, frakcji agregatow komoérkowych wielko$ci
>500 pm otrzymano ponad 800 zarodkéw. Wykazano statystycznie istotny wplyw
stezen badanych regulatorow wzrostu, jak réwniez istotne ich wspotdziatanie. Wraz
ze wzrostem stezenia kinetyny przy braku lub niewielkim stezeniu GA3 obserwowa-
no wzrost liczby tworzonych zarodkéw somatycznych, natomiast podwyzszanie ste-
zenia GA3 stopniowo zmniejszato ich liczbe. Dodatkowo obserwowano obnizenie
intensyfikacji procesu somatycznej embriogenezy wraz ze zmniejszaniem sie wiel-
kos$ci agregatow komérkowych.

Zarodki somatyczne G. kurroo otrzymywano rowniez w kulturach protoplastow
izolowanych z embriogenicznych zawiesin komérkowych. Wydajno$¢ somatycznej
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embriogenezy w tego typu kulturach nie przewyzszata zdolnosci morfogenetycznych
samych zawiesin, ale okazalo sie, ze mozliwe jest tutaj uzyskanie regeneracji droga
bezposrednig z pojedynczego protoplastu, jesli tylko zrédlo protoplastéow stanowia
miode 3-6-miesieczne zawiesiny. Na podstawie przeprowadzonej analizy tréjczynni-
kowej wykonanej na podstawie oceny podziatow komoérkowych liczonych w siod-
mym dniu kultury, wykazano wysokie istotne réznice w interakcji pomiedzy badany-
mi typami kultury, wielko$cig agregatéw komorkowych i rodzajem pozywki. Przy
najlepszych kombinacjach wymienionych czynnikéw uzyskano $rednio 63,3 zarodki
somatyczne w kulturze protoplastow K/L i 48,9 w kulturze protoplastow K/H z jed-
nej 100 pl kropli pozywki zestalonej agaroza.

Somatyczna embriogeneza w kulturach G. kurroo jest gtowng droga na ktorej
ujawniajg sie zdolnosci morfogenetyczne tego gatunku. Jej wydajnos¢, podobnie jak
u innych goryczek, jest zalezna od szeregu czynnikéw. Najwydajniejsze zrodio za-
rodkéw somatycznych G. kurroo stanowi kultura zawiesinowa. Daje ona rowniez
mozliwos¢ doktadnego przesledzenia omawianego procesu w tym samym czasie, ze
wzgledu na obecno$¢ zaréwno pojedynczych komérek, jak i kilkunasto- czy kilku-
dziesieciokomoérkowych agregatéw, w lub z ktorych nastepuje roznicowanie sie za-
rodkéw. Pozostate zastosowane metody kultury okazaly sie ciekawe ze wzgledu na
mato typowe drogi tworzenia sie zarodkéw somatycznych, co umozliwia analize
rozwoju ich kolejnych stadiéw ontogenetycznych na ekplantatach pierwotnych lub
z pojedynczego protoplastu.

4. Analiza procesu somatycznej embriogenezy G. kurroo

Podstawowe narzedzie pozwalajgce na przesledzenie procesu somatycznej em-
briogenezy stanowig nowoczesne metody mikroskopii skaningowej i elektronowej.
Dzieki specjalnym technikom utrwalania materialu mozliwe jest wykonanie ultracien-
kich preparatow i uzyskanie bardzo dokladnego obrazu zmian zachodzacych w ko-
morce podczas nabierania kompetencji (22,23). Na podstawie analizy ultrastruktu-
ralnej eksplantatéw lisci G. kurroo implantowanych na pozywki z r6znymi stezenia-
mi auksyn i cytokinin oraz zawiesin komérkowych zobrazowano kolejne etapy roz-
woju zarodkéw somatycznych od pojedynczej komorki do stadium liscieniowego.
W zawiesinie komérkowej obserwowano zréznicowanie w budowie agregatéw PEM
w zalezno$ci od ich wielkosci. Frakcja < 150 um skfadata sie z pojedynczych komé-
rek oraz drobnych 2-6-komoérkowych agregatéw, ktérych budowa byta jednorodna
i wskazywata na embriogeniczny charakter. Agregaty wielkos$ci 150-300 pm wykazy-
waly wieksze zréznicowanie. W zewnetrznych komoérkach PEM wystepowaly duze
amyloplasty wypelnione ziarnami skrobi, podczas gdy komoérki wewnetrzne byty
duzo mniejsze, utozone w sposéb zwarty, z mniej licznymi ziarnami skrobi, plasty-
dami i licznymi lipidami. Oba wyréznione typy komérek posiadaly gestg cytoplazme
i aktywne organelle komérkowe. W agregatach komorkowych wielko$ci powyzej

BIOTECHNOLOGIA 4 (75) 95-106 2006 99



Agnieszka Fiuk, Jan ]. Rybczynski

300 um obserwowano zréznicowanie komorek na trzy strefy: 1) zwakuolizowana
(polozona centralnie), 2) skrobiowa (Srodkow3), i 3) merystematyczna (zewnetrzna).
W centrum znajdowaly sie duze, starzejace sie komorki z rzadka cytoplazma. W du-
zych agregatach komorki wewnatrz ulegaty lizie powodujac ich rozpad. W strefie
skrobiowej komorki byty mniejsze z charakterystycznymi, licznymi amyloplastami
zawierajgcymi drobniejsze ziarna skrobi. W cytoplazmie wystepowaty drobne waku-
ole o r6znorodnym ksztatcie oraz duze jadra komorkowe. Najbardziej zewnetrzna
strefa komoérek wyraznie oddzielata sie od glebiej potozonych warstw komorek
skrobiowych pogrubionymi $cianami. Sasiadujgce komorki w obrebie tej strefy od-
dzielone byty od siebie cienkimi §cianami i potaczone licznymi plazmodesmami. Ko-
moérki tej warstwy charakteryzowaly sie wystepowaniem gestej cytoplazmy, szorst-
kiego retikulum endoplazmatycznego, duzych jagder komérkowych, licznych mito-
chondriéw, diktiosomoéw i drobnych wakuol. Mniej licznie, niz w warstwie skrobio-
wej wystepowaly tu amyloplasty zawierajace bardzo drobne ziarna skrobi. W du-
zych agregatach, w wyniku kolejnych podziatéw komorkowych, juz w pozywce ptyn-
nej dochodzito do formowania sie zarodkéw globularnych po stadium liscieniowe.

W kulturach eksplantatow lisci obserwowano jednocze$nie tworzenie sie korze-
ni i zarodkéw somatycznych. Embriogeniczna tkanka kalusowa powstawata przede
wszystkim z komérek epidermy i miekiszu gabczastego. Dopiero p6zniej obserwo-
wano formowanie sie struktur globularnych. Zaréwno na eksplantatach lisci, jak
i w zawiesinach komoérkowych obserwowano charakterystyczne cechy zwigzane
z indukowaniem procesu somatycznej embriogenezy oraz wygladem komérek toti-
potentnych, tj. izolowanie sie komorek grubg $ciang, zanik potaczen plazmodesmo-
wych, intensywne podzialy, duze, centralnie potozone jadro komorkowe, gesta cy-
toplazme, liczne aktywne organella, drobne wakuole i nagromadzenie skrobi w amy-
loplastach.

Na podstawie analizy skaningowej przesledzono kolejne podzialy komérkowe
prowadzace do powstania zarodkow az po stadium liScieniowe. Dodatkowo w zawie-
sinie komorkowej G. kurroo obserwowano, ze pojedyncze komorki i agregaty od-
ktadaja na zewnatrz $cian grubg warstwe substancji biatkowo-cukrowych. Podobna
reakcja, w postaci otaczania sie komoérek warstwa kalozy lub kutukuli uwazana jest
za jeden z markeréw embriogenicznosci (24).

W ostatnich latach coraz wieksze zainteresowanie budza proby identyfikacji ge-
now oraz kodowanych przez nie biatek bezposrednio zwiazanych z rozwojem po-
szczegblnych stadiow ontogenetycznych zarodka somatycznego i zygotycznego
oraz uzyskiwaniem embriogenicznego charakteru przez pojedyncze komorki tka-
nek roslinnych (25,26). Badania tego typu mozliwe sa obecnie dzieki istnieniu no-
woczesnych technik molekularnych. Dotychczas podobne analizy wykonywano
m.in. dla rzodkiewnika (27,28), marchwi (29,30), kakaowca (31) i ogérka (32,33).
Dwa pierwsze gatunki uznawane sg za rosliny modelowe dla tego typu badan (34).
Dotychczas zidentyfikowano kilka genéw ulegajacych ekspresji w warunkach streso-
wych. Okazato sie, ze mogg by¢ one jednoczesnie zwigzane z procesem odréznico-
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wywania i somatyczng embriogenezga. Do tego typu genéw nalezy m.in. wyizolowa-
ny w kulturach marchwi SERK (ang. somatic embryogenesis receptor kinase), ktory jest
silnie specyficznym markerem aktywacji procesu somatycznej embriogenezy (29).
Doskonatym narzedziem pozwalajgcym na zobrazowanie zmian ekspresji genow
zwigzanych z somatyczng embriogeneza stafa sie dwukierunkowa elektroforeza
bialek. Metoda ta oparta jest na podwdéjnym rozdziale materiatu w zelach akrylami-
dowych, przy czym obraz pierwszego rozdziatlu uzalezniony jest od gradientu pH
do ktérego dane bialko ma powinowactwo, a drugiego, od jego masy czasteczko-
wej. Dotychczas dwukierunkowa elektroforeza biatek byta czesciej wykorzystywana
do identyfikacji markerow izoenzymatycznych w hodowli roslin (35-37) oraz bada-
nia zmian ekspresji genéw podczas rozwoju zarodka zygotycznego (37). Badanie
wczesnych etapéw embriogenezy byto czesto niemozliwe ze wzgledu na trudnosci
natury technicznej zwigzane z pozyskaniem wyréwnanego materiatu bedacego we
wczesnych stadiach rozwoju zarodka. Jednakze dzieki podobienstwom, jakie sg ob-
serwowane w rozwoju zarodka zygotycznego i somatycznego mozliwe stalo sie wy-
korzystanie tych drugich jako alternatywnego zrédia materialu do badan. Przypusz-
czano, ze wzor ekspresji bedzie podobny dla obu ich typéw (38,39), a dodatkowa
zaletag w przypadku zarodkéw somatycznych jest mozliwos¢ idealnego wyréwnania
materiatu, np. poprzez izolacje protoplastéw i opracowanie systemu bezposredniej
somatycznej embriogenezy z pojedynczych komérek (40,41). Dwukierunkowa elek-
troforeza bialek moze by¢ z powodzeniem stosowana do identyfikacji biatek
zwiazanych z nabywaniem kompetencji komorek tkanki kalusowej jak i poszczegol-
nymi etapami somatycznej embriogenezy (42-44). Metode te zastosowano rowniez
w analizie zmian ekspresji genéw poszczegolnych stadiow rozwoju ontogenetycz-
nego zarodkéw somatycznych G. kurroo izolowanych bezposrednio z zawiesiny ko-
morkowej. Do analizy bialek wybrano siedem stadiow rozwojowych zarodkéw so-
matycznych. Rozszerzenie ich spektrum zwigzane byfo z duzymi réznicami w wiel-
kosci stadium liscieniowego. Otrzymane na zelach peptydy mialy wielko$¢ od 12 do
70 kDa i lokowaly sie w przedziale pH wynoszacym od 4 do 10. Wykazano, ze 130
peptydéw charakterystycznych dla prazarodkéw nie wystepuje w stadium liScienio-
wym. Stadium drugie, tj. w pelni uksztattowany zarodek somatyczny w stadium glo-
bularnym, byto reprezentowane przez 96 biatek charakterystycznych tylko dla tego
stadium rozwoju ontogenetycznego. Podobnie w stadium wczesnoliScieniowym
okreslono ich 66. Zarodki w stadiach liScieniowych, r6zniace sie dtugoscig liscieni,
takze wykazywaly liczne zmiany. Wydtuzanie sie liscieni wyzwalalo ekspresje no-
wych genoéw, ktére dotychczas nie byty aktywne, bgdZ hamowato ekspresje tych,
ktore dotychczas jej ulegaly. Przeprowadzone eksperymenty moga postuzy¢ do dal-
szych badan zwigzanych z identyfikacja biatek i okreSleniem genoéw charaktery-
stycznych dla poszczegdlnych etapéw rozwoju zarodkéw somatycznych.
Uzyskane w wyniku somatycznej embriogenezy regeneraty G. kurroo przebadano
pod katem cytometrycznym i molekularnym. Wydawac by sie mogto, ze rosliny uzy-
skane na drodze somatycznej embriogenezy beda identyczne jak rosliny mateczne.
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Kultury in vitro indukuja jednak réznorodne zmiany, ktére powodujg zréznicowanie
otrzymanego materiatu. W zaleznos$ci od trwatosci powstatych zmian wyréznia sie
dwa typy zmiennosci: genetyczna (dziedziczng), kiedy sg one przekazywane na na-
stepne pokolenie i epigenetyczng (niedziedziczna), jesli sa one kréotkotrwate.

Poznano wiele czynnikéw mogacych wptywaé na to, czy i z jaka czestotliwoscig
zmienno$¢ jest indukowana. Nalezg do nich: stopien odejscia eksplantatu od zorgani-
zowanego wzrostu merystematycznego (wieksza zmiennos$¢ wystepuje w tkance kalu-
sowej), wiek eksplantatu, genotyp, poziom ploidalnosci, warunki kultury takie jak: ro-
dzaj pozywki, wiek kultury, droga regeneracji, czesto$¢ pasazy, typ zastosowanej
techniki in vitro (45). Zmienno$¢ indukowana w kulturach in vitro dotyczy cech morfolo-
gicznych, fizjologicznych, cytologicznych i molekularnych. Rodzaje zmian morfolo-
gicznych sg bardzo r6znorodne i obejmujg zaréwno cechy jakoSciowe, jak i iloSciowe.
Sa one zwigzane z mutacjami jednego lub niewielkiej liczby genéw (46), a ich ocena
nie wymaga skomplikowanych procedur. Najczesciej obserwowanymi zmianami jako-
Sciowymi sg: przebarwienia lisci, zmiana ich ksztaltu, karfowatos¢, wybujaly wzrost.
Do zmian ilo$ciowych zaliczamy: zmiany zawartoS$ci suchej masy, dtugosci okresu we-
getacji, tolerancji na niekorzystne warunki srodowiska, wysokos$ci i pokroju roslin,
plonu (47). Zmienno$¢ zwigzana z cechami fizjologicznymi dotyczy reakgji na stresy
abiotyczne i biotyczne, co powoduje koniecznos$¢ oszacowania letalnych stezen czyn-
nika wywotujacego stres i wyborem roslin o najwyzszej odpornosci.

Zmienno$¢ na poziomie cytogenetycznym zwiazana jest ze zmianami ploidyzacji
i zaburzeniami budowy chromosoméw tkanek i roslin pochodzacych z kultur in vitro.
Zmiany ploidalnosci roslin regenerowanych na drodze somatycznej embriogenezy
sg zjawiskiem bardzo czestym i moga by¢ wywolywane na skutek wystgpienia endo-
reduplikacji lub spontanicznych fuzji protoplastéw. Obserwuje sie, ze w kulturach
embriogenicznej tkanki kalusowej zaindukowanej bezposrednio na eksplantatach
pierwotnych, wraz z czasem, nastepuje akumulacja przemian chromosomowych, za-
rowno iloSciowych jak i strukturalnych, przy jednoczesnym spadku jej zdolnoSci re-
generacyjnych (48). Wyprowadzenie embriogenicznych zawiesin komérkowych,
a nastepnie uzyskanie roslin w wyniku kultury ich protoplastow dodatkowo wy-
dtuza czas kultury podczas ktorej tkanka pobudzana jest do wzrostu poprzez obec-
nosc¢ auksyn i cytokinin. W licznych pracach udowodniono, ze oba te czynniki pro-
wadza do podwyzszenia zmiennosci zaréwno kultur zawiesinowych, jak i kaluso-
wych (49-51). Poziom tych zmian mozna kontrolowa¢ poprzez ocene liczby chromo-
somow za pomocg licznych, opracowanych do tej pory metod (52) lub zawartosci
DNA z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. Ta druga metoda opiera sie na za-
stosowaniu odpowiedniego barwnika fluorescencyjnego, ktory wiazac sie z DNA
umozliwia okre$lenie jego poziomu w jadrze komérkowym badanych roslin (53).
Ocena regeneratow uzyskanych na drodze somatycznej embriogenezy za pomoca
cytometrii przeptywowej pozwala zatem na dobor takiego eksplantatu i metody kul-
tury, ktére gwarantujg uzyskanie najbardziej jednorodnego materiafu.
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Na podstawie analizy cytometrycznej regeneratow G. kurroo wykazano zmiany
zawartosci jadrowego DNA w zaleznos$ci od zastosowanego eksplantatu i systemu
regeneracji. Posrod 47 przebadanych roslin zregenerowanych na drodze somatycz-
nej embriogenezy na eksplantatach lisci nie zaobserwowano zmian iloSci DNA w po-
réwnaniu z roslinami kontrolnymi. Wsréd regenerantéow uzyskiwanych na eksplanta-
tach siewek goryczek 7 wykazato podwojong zawarto$¢ DNA, przy czym 5 z nich
otrzymano w kulturach hipokotyli. Réwniez zawiesina pochodzenia hipokotylowego
okazala sie bardziej niestabilna od liScieniowej. Zmiany zawartosci jadrowego DNA
w zawiesinach komoérkowych kilku gatunkéw goryczek obserwowala takze Mikuta
(19). Autorka, podobnie jak to miato miejsce kulturach omawianej pracy, wykazata
podwyzszenie zawarto$ci DNA w regenerowanych z nich roslinach, wskazujac jedno-
cze$nie na najwyzsza niestabilno$¢ w obrebie zawiesiny pochodzenia korzeniowego.
Posrod 108 roslin uzyskanych z kultur protoplastowych G. kurroo, 29 wykazywato po-
dwojenie, a 3 potrojenie zawartosci DNA. Zawarto$¢ DNA byta skorelowana z liczba
chromosomoéw. Do ich liczenia zastosowano dwie metody: Feulgena i maceracji enzy-
matycznej. U regenerantow 2C oraz roslin kontrolnych obserwowano 26 chromoso-
mow, natomiast u regeneratéw 4C odpowiednio 52 chromosomy.

Znacznie wiekszej precyzji w ocenie zmienno$ci indukowanej w kulturach in vitro
mozemy sie spodziewac po zastosowaniu markeréw molekularnych (54). Najczes-
ciej wykorzystywanymi dotychczas technikami pozwalajagcymi na ocene stopnia
zroznicowania badanego materiatu na poziomie molekularnym sa analizy typu: RFLP
(ang. Restriction Fragment Lenght Polymorphism), RAPD (ang. Randomly Amplified Poly-
morphic DNA) i AFLP (ang. Amplified Fragment Length Polymorphism). RAPD umozliwia
losowe powielanie obszarow DNA, zawartych pomiedzy starterami komplementar-
nymi z obiema ni¢mi matrycowego DNA, ktérych konce 3’ sg zorientowane ku sobie
(55). Czesto jednak, ze wzgledu na niska specyficzno$¢ stosowanych dziesiecionu-
kleotydowych starteréw oraz niska temperature komplementacji, obserwowany po-
limorfizm prazkow jest niewielki lub nie ujawnia sie wcale (56-58). Pozostale dwie
z wymienionych technik wykorzystujg polimorfizm DNA uzyskiwany w wyniku tra-
wienia jednym lub kilkoma enzymami restrykcyjnymi dwuniciowego DNA. RFLP byta
dotychczas stosowana m.in. do poréwnania zmiennos$ci somaklonalnej regeneran-
tow trzciny cukrowej (59), palmy oleistej (60) i ryzu (61). Jej wada jest mala przydat-
nos¢, gdy oczekujemy, ze poziom zmiennosci bedzie niski oraz wymagana duza
ilos¢ DNA wykorzystywanego do doswiadczen (62). Metoda AFLP opracowana przez
Vosa i wsp. (63) taczy cechy dwoch technik — powtarzalno$¢ charakterystyczng dla
RFLP i wzmacnianie sygnatow wykorzystywanych w reakcji PCR. Poza tym cechuje
ja: a) wysoka wydajnos¢ generowania polimorficznych fragmentéw, b) niski procent
btedu (ok. 3%), c) stosunkowo niski koszt, d) niewielkie wymagania co do ilosci DNA
i e) mozliwos¢ wykrycia zmienno$ci na poziomie metylacyjnym (64,65). Procedura
AFLP obejmuje kilka etapéw. Pierwszym jest izolacja genomowego DNA, ktoére na-
stepnie poddawane jest trawieniu dwoma enzymami restrykcyjnymi. Jezeli celem
jest ocena zmienno$ci wzoréw metylacji muszg one by¢ izoschizomerami réznia-
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cymi sie wrazliwo$cig na ten proces. Do najcze$ciej stosowanych izoschizomeréw
nalezg Mspl i Hpall (66-68). Oceny zmiennosci sekwencji nukleotydowych mozna do-
kona¢ na przyktad za pomoca trawienia parami restryktaz EcoRl/Msel lub Pstl/Msel.
Kolejny etap procedury stanowi przylaczenie do powstatych po trawieniu fragmen-
tow restrykcyjnych — adaptorow, a nastepnie zaprojektowanych na podstawie ich
sekwencji nukleotydowych starteréw. Startery posiadajg dodatkowy nukleotyd na 3’
koncu umozliwiajacy powielenie tylko tych fragmentéw DNA (tzw. wstepny PCR),
ktore powstaly z trawienia wlasciwych miejsc restrykcji, specyficznych dla danej re-
stryktazy. W dalszym etapie okreslanym jako selektywny PCR, w przypadku ktérego
matryca sg produkty wstepnego PCR. Startery uzyte do tego PCR posiadajag dwa do-
datkowe nukleotydy selekcyjne w poréwnaniu do wstepnego PCR, dzieki czemu
mozliwa jest selekcja pozadanej liczby fragmentow. Detekcji namnozonych i roz-
dzielonych fragmentéw DNA na zelu poliakrylamidowym dokonuje sie za pomoca
radioaktywnego P32, ktorym znakowany jest 5" koniec startera selektywnego.

Za pomoca analizy molekularnej dokonano oceny zmiennosci indukowanej w kul-
turach in vitro na poziomie sekwencyjnym i metylacyjnym dla regenerantéw G. kurroo
uzyskanych na drodze somatycznej embriogenezy z eksplantatéw lisci, elementéw
siewek i zawiesin komorkowych pochodzenia liscieniowego. Zastosowano metode
AFLP. Do trawienia wykorzystano wczesniej nie opisywane dla roslin dwuli$ciennych
izoschizomery Kpnl i Acc651. Regeneranty przebadano w pieciu uktadach selektyw-
nych starteréw AFLP. Uzyskane profile AFLP pozwolily na identyfikacje prazkow se-
lektywnych ilosci od 20 do 50 na pojedynczy rozdziat, w zaleznosci od rodzaju uzy-
tych starteréw i pochodzenia regenerantow.

Ogélna zmienno$¢ identyfikowana dla regenerantow G. kurroo uzyskiwanych
w kulturach eksplantatéw lisci i siewek wynosita odpowiednio 11 i 18%, natomiast
w kulturach zawiesin komoérkowych 18,5%. Zmienno$¢ na poziomie sekwencyjnym
byfa nizsza od zmiennosci powodowanej metylacyja cytozyny.

5. Podsumowanie

Rozmnazanie roslin w warunkach kultur in vitro daje mozliwos$¢ szybkiego uzy-
skania duzej ilosci jednorodnego materiatu. Somatyczna embriogeneza jest proce-
sem morfogenetycznym, ktory stanowi najwydajniejsze zZrédio zarodkéw. Jednoczes-
nie unikatowos$¢ tego zjawiska, przypisywana tylko roslinom, sktania badaczy do
prowadzenia badan majacych na celu doktadne poznanie omawianego procesu. Do-
tychczas opracowane metody dajag mozliwo$¢ przesledzenia rozwoju zarodka soma-
tycznego od pojedynczej komérki, facznie z identyfikacji genéw i biatek specyficz-
nych dla poszczegoélnych stadiow rozwojowych, a takze analizy roslin uzyskanych
na drodze somatycznej embriogenezy. Zastosowanie niektérych z nich pozwolito
rowniez na przes$ledzenie tego procesu u G. kurroo.
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