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HODOWLA PROTOPLASTOW ROSLIN WYZSZYCH IN VITRO

Istnieje wiele definicji protoplastu rodlinnego. Termin ten zostal wprowadzony
w 1880r. przez Hansteina [35] jako zlepek stow ,,protos™ — pierwszy i ,,plastos™ —
ksztaltowaé. Dla anatoma jest protoplast komorka roslinng pozbawiona Sciany
[27]. Ta poprawna w sensie formalnym definicja jest chetnie uzywana, jednakze —
ze wzgledu na swoja statyczno$¢ — nie mowi nam praktycznie nic o zlozonej fizjo-
logii protoplastu i tych jego cechach, ktére zadecydowaly, ze stal si¢ on ostatnio
bardzo modnym obiektem badan. Podobnie malo uzyteczng i réwniez tylko for-
malnie poprawna jest definicja nazywajaca protoplastem t¢ czg$s¢ komorki, ktora
daje sie oddzieli¢ od $ciany [13]. W chwili obecnej nie istnieje wyczerpujaca de-
finicja tego pojecia, kiora mogtaby zadowoli¢ fizjologa. Konieczno$¢ stosowania
definicji ztoZzonej, ujmujacej w sposob dynamiczny catoksztalt zagadnienia, a zwlasz-
cza jego aspekt fizjologiczny, podkreslili Mills i Krebs [59], twierdzac, ze defi-
nicja protoplastu nie moze by¢ prostsza niz definicja komorki, z ktorej go wyizo-
lowano.

Nas w niniejszym artykule bedzie interesowa¢ wycinek fizjologii protoplastu,
jakim jest zdolno$¢ do dzielenia si¢ i rozwoju w kulturach in vitro. Zagadnienie
to jest niezwykle istotne, gdyz pozwala przenosié wynik modyfikacji dokonanych
w bardzo dogodnym obiekcie, jakim jest nagi protoplast, na jednorodna genetycz-
nie duza populacje komérek czy nawet na cale kwitnace roliny.

Pierwsze udokumentowane uzyskanie protoplastow pochodzi z korica ubieglego
stulecia i zostalo ogloszone przez Klerckera w 1892 r. [51]. Autor dla izolacji
protoplastow zastosowal niezwykle prosta metodg, polegajaca na krajaniu splazmo-
lizowanej tkanki i wyptukiwaniu do roztworu nielicznych protoplastow. W 1919 r.
Giaja po raz pierwszy do izolacji protoplastow zastosowatl sok trawienny $limaka
Helix pomatia. Metoda enzymatyczna jest w chwili obecnej powszechnie stosowana,
a liczne Swiatowe firmy produkuja cata game preparatéw pozwalajacych skutecznie
izolowa¢ nieuszkodzone protoplasty z wigkszosci gatunkow roslin. Zaletg stoso-
wania metod enzymatycznych jest nie tylko bardzo duza wydajno$¢, ale rowniez
mozliwos¢ uzyskania czystej populacji protoplastow z okreslonej tkanki (np.:
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migkisz gabczasty ) [14, 39, 53]. Mozliwos¢ ta ma takze, o czym pdzniej wspom-
nimy, powazne znaczenic w hodowli protoplastow.

W chwili obecnej badania nad protoplastami ro$linnymi <a prowadzone w licz-
nych laboratoriach na calym $wiecie. Kluczowym w wigkszoS$ci tych badan zagad-
nieniem, o czym zreszta juz wspomniano powyzej, sa techniki hodowli protoplastow
in vitro. Opracowanie warunkow hodowli dla nowego gatunku, zwlaszcza zas uwien-
czonej organogeneza, jest kazdorazowo witane z duzym zainteresowaniem w $ro-
dowisku naukowym i osiagniecie takie juz samo w sobie posiada dostateczna range,
by przedstawione zostalo drukiem w postaci artykutu lub krotkiego komunikatu
[8, 22, 31]. Na obecnym etapie poznanie warunkéw hodowli dla jednego gatunku
nie mowi nam praktycznie wiele nawet o hodowli gatunkow pokrewnych naleza-
cych do tego samego rodzaju [85]. Naturalnie, im wigksze pokrewienstwo roslin,
tym wigksza jest szansa standaryzacji warunkéw hodowli, ale pewnosci nie mamy
nigdy.

ZNACZENIE PRZYGOTOWANIA MATERIALU WYJSCIOWEGO
W HODOWLI PROTOPLASTOW

Odroéznicowanie si¢ protoplastow, odbudowa $ciany komorkowej oraz podje-
cie aktywnosci podzialowej zalezy od wielkiej liczby czynnikéw, ktore niestety
w wiekszosci nie sa nam jeszcze znane. Niektore jednak z tych czynnikow w wigk-
szym lub mniejszym stopniu zostaly zbadane i przynajmniej w pewnym zakresie
pozwalaja soba sterowac.

Przygotowanie materiatu roslinnego do izolacji protoplastow

W poczatkowym okresie badan nie przywiazywano wigkszego znaczenia do
jakosci stosowanego materialu, w chwili obecnej jednak coraz powszechniej sadzi
sig, ze pierwszym czynnikiem mogacym nawet zadecydowaé o powadzeniu ekspe-
rymentu sa warunki hodowli roélin lub tkanek, z ktérych zamierzamy izolowa¢
protoplasty. W zaleznosci od stosowanego materialu wyrézniamy tutaj dwa spo-
soby postgpowania. ,

W przypadku roélin rosnacych w gruncie zabiegi adaptacyjne <prowadzaja si¢
do optymalizacji warunkoéw Srodowiska. Wykazano, ze szczegdlne znaczenie dla
jakosci uzyskanych protoplastow ma dlugo$¢ dnia, intensywno$¢ odwietlenia 1 wil-
gotno$¢ [40].

W przypadku stosowania sterylnego materialu rosnacego in vitro zabiegi spre-
wadzaja si¢ do tego, co niektorzy badacze nazywaja standaryzacja materialu ros-
linnego, a co polega na dlugotrwalej, nieraz wielomiesigcznej, hodowli zawiesiny
komorek, tkanek czy wrecz uzyskanych z merystemow caltych roslin w peinych
pozywkach przystosowanych do kultur protoplastow [8, 30, 46]. Na znaczcnie
tego ostatniego zabiegu zwraca uwage Donn [22], zaznaczajac jednak, ze dlu-
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gotrwaly okres hodowli in vitro ma negatywny wplyw na potencjal morfogenetyczny,
istnieje réowniez ryzyko zmian w ploidalnosci komorki.

O ile optymalizacja czynnikow $rodowiskowych rodlin rosnacych w gruncie
ma znaczenie tylko posrednie, poprzez ograniczenie szkodliwego wplywu zabiegow
izolacyjnych i poprawienie kondycji protoplastow, o tyle tzw. standaryzacja ma-
terialu ro$linnego prowadzi do zmian w metabolizmie komorek, adaptacji do po-
7ywki syntetycznej i ograniczenia szoku zwiazanego ze zmiana $rodowiska.

[zolacja protoplastow

Kolejnymi czynnikami, ktére maja bardzo powazny wptyw na wynik hodowli,
sa sterylizacja, izolacja i oczyszczanie. Wszystkie te trzy czynniki dzialaja poprzez
ograniczenie wydajnosci i obnizenie kondycji izolowanych protoplastow. Jednakze
komorki miode, ktore sa szezegdlnie dogodnym materialem do zalozenia hodowli,
sa znacznie fatwiej niszczone niz komorki dojrzate [40, 82, 93]. Mamy wigc tutaj
do czynienia z niszczeniem najwartosciowszego z punktu widzenia hodowli ma-
terialu, mozna nawet moéwié o negatywnej selekcji niejednorodnego preparatu
w trakcie procedury izolacji. Dla ograniczenia destrukcyjnego wplywu juz w tej
poczatkowej fazie podejmowano szereg dziatan, ktore tagodzity negatywny wplyw
preparatyki. I tak — sterylizacj¢ dalo si¢ z powodzeniem omina¢ stosujac jatowy
material ro$linny pochodzacy z kultur in vitro [31]. Powyzsze jest o tyle istotne,
ze wydajno$é preparatyki izolacji protoplastow z tkanek in situ w warunkach
jalowych jest czesto dwukrotnie nizsza niz w przypadku pominigcia procesow ste-
rylizacyjnych [23].

Podczas izolacji protoplastow jest obserwowany destrukcyjny wplyw zanieczysz-
czern handlowych preparatéw enzymatycznych, powodujacych destabilizacj¢ pla-
zmalemmy [18, 40] oraz wyplukiwanie metabolitow do roztworu enzymatycznego,
spowodowane bardzo znacznym gradientem ich stg¢ze pomigdzy protoplastem
a $rodowiskiem. Toksyczne dzialanic preparatow enzymatycznych mozna obnizy¢
poprzez optymalizacje stezen poszczegdlnych sktadnikow, dobranie odpowiedniej
temperatury oraz stosowanie czynnikow ostaniajacych, jak wegiel aktywny [24]
czy so6l potasowa siarczanu dekstranu [39]. W tym samym kierunku prowadza
dzialania polegajace na dodatkowym oczyszczeniy handlowych preparatow enzy-
matycznych przy uzyciu dializy czy sefadeksu [46, 57]. Dla zapobiezenia wyptu-
kiwaniu metabolitow stosuje sig izelacje enzymatyczna w roztworach hodowlanych,
a dla uniknigcia rozwoju drobnoustrojow juz na tym etapic mozna ostonowo sto-
sowaé antybiotyki [52]. Wykazano rowniez, ze niebagatelne znaczenie dla skroce-
nia okresu izolacji ma mata gleboko$¢ kapieli enzymatycznej, ktora nie powinna
przekracza¢ 5—6 mm [40] oraz niska koncentracja materiatu rodlinnego, ktory —
jak stwierdzono — dezaktywuje cellulazg¢ [9]. Zaréwno na tym przygotowawczym
etapie jak rowniez w pézniejszej hodowli, bardzo duze znaczenie ma dobor sub-
stancji osmotycznie czynnej oraz jej stezenia [33, 40, 57]. Przeprowadzone badania
poréwnawcze wykazaly z jednej strony duze powinowactwo danego gatunku do
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konkretnego zwiazku oraz jego stezenia, z drugiej jednak okazalo si¢, ze przynaj-
mniej na obecnym etapie nie jesteSmy zdolni do wykrycia zaleznosci teoretycznych
[57]. Analizujac wplyw stgzenia mozemy stwierdzi¢, ze stgzenie zbyt niskie powoduje
z jednej strony zwigkszenie mechanicznej wrazliwosci protoplastu, z drugiej na-
tomiast — zwigkszenie powierzchni dyfuzji. Zbyt wysokie st¢zenie natomiast po-
woduje — poprzez zbyt daleko posunigta plazmolizg — nieodwracalne zmiany
w cytoplazmie. Szkodliwo$¢ przemywania protoplastéw sprowadza si¢ do ich me-
chanicznego niszczenia. I ta procedura rowniez przeprowadza negatywna z punktu
widzenia dalszej hodowli selekcje materiatu, z przyczyn tych samych jak opisane
wyzej. Istnieje obecnie kilka technik przemywania protoplastow, jak: przemywanie
na saczku membranowym, sedymentacja i flotacja. Najdelikatniejszg, a jednoczes-
nie pozwalajaca na rozfrakcjonowanie materiatu, jest metoda wirowania w gra-
diencie skokowym [40, 41, 72]. Ta ostatnia metoda — dzigki mozliwo$ci zmieniania
gestoéci poszczegdlnych warstw gradientu — pozwala na przeprowadzenic celowej
korzystnej selekcji protoplastow. Kolejnym powaznym niebezpieczenistwem, na
ktore jeszcze dos¢ czesto nie zwraca si¢ dostatecznej uwagi, jest szok osmotyczny.
Stwierdzono, ze nawet krotkotrwaly i niewiclki (rzedu 309)) szok osmoiyczny
powoduje bardzo znaczne obnizenie trwalosci protoplastow [95].

HODOWLA PROTOPLASTOW ROSLINNYCH

Posiadajac czysta, wolna od enzymoéw i innych zanieczyszczen, frakcjg¢ proto-
plastow mozna przystapi¢ do proby zatozenia hodowli. Dla uzyskania odrozni-
cowania i aktywnosci podzialowej protoplastow umieszcza si¢ je w odpowiednio
zestawionych pozywkach hodowlanych. Stosowane obecnie pozywki mozna po-
dzieli¢ na syntetyczne i polsyntetyczne. Te drugie sa wzbogacone w takie substancje
jak: mleczko kokosowe, woda kokosowa czy hydrolizat kazeiny. Wszystkie sto-
sowane pozywki posiadaja komplet potrzebnych pierwiastkow w czgSci mineralnej,
a w sposob istotny roznia sig-czgicia organiczna, w skiad ktorej wehodza: cukier
lub alkohol wielowodorotlenowy — jako substancja osmotycznie czynna i Zrodio
weglowodanéw — oraz witaminy i hormony ro$linne. Ponadto w wigkszosci stoso-
wanych pozywek sa reprezentowane aminokwasy i antybiotyki. Nicktore pozywki
dodatkowo sa wzbogacone w inne cukry, zasady kwasoéw nukleinowych i wolne
kwasy organiczne. Okazalo si¢ jednak, ze rowniez skfad czgsei mineralnej moze
mieé powazny wplyw na jako§¢ pozywki. Zastapienie czgsci mineralne; pozywki
KM [49] przez analogiczna czg$¢ pozywki V-47 [7] znacznie podniosto jej przy-
datno$¢ dla protoplastow Vicia faba [9]. Do chwili obecnej opracowano bardzo
wiele pozywek, a najwazniejsze z nich, stosowane w wigkszosci prac, posiadaja
wlasne nazwy pochodzace najczesciej od nazwiska autora. Po raz pierwszy udalo
sie uzyskaé cala roéling z protoplastu przy uzyciu pozywki NT opracowanej w 1971 r.
przez Nagata i Takebe [62] na bazie starszej pozywki MS (Murashige i Skoog,
61). Od tego czasu pozywka ta byla stosowana z powodzeniem dla licznych gatun-
kéw rodlin [1, 5, 55, 73, 75, 76, 94]. Inna bardzo czgsto stosowana pozywka jest
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opracowany w 1968 r. przez Gamborga i wsp. [29] roztwor hodowlany Bs, przy-
datny zwlaszcza dla protoplastow marchwi [20, 25, 33, 38, 50, 69, 70, 71, 86]. W dal-
szej kolejnosci nalezy wymieni¢ pozywke DPD (Durand-Potrykus-Donn) opra-
cowana w 1973 r. do hodowli protoplastow Petunia hybrida [7, 23, 83] oraz pozywke
KM (Kao i Michayluk, 49) opracowana dla Vicia hajastana [8, 9]. Inne wreszcie
wazne, czgsto powtarzajace si¢ w literaturze pozywki, to: NO (Nitsch i Ohyama)
[11, 56, 65, 68], H (Harada) [21, 36, 37], MS (Murashige i Skoog) [9, 43, 61,
77). NN (Nitsch i Nitsch) [9, 64].

Badania nad hodowla protoplastow ida niejako dwukierunkowo. Jedni badacze
probuja opracowaé¢ warunki hodowli dla konkretnych gatunkéw, modyfikujac
w tym celu i zestawiajac w rdznej kolejnosci pozywki istniejace lub opracowujac
nowe. Sa to oczywiscie badania niezwykle zmudne, gdyz wymagaja nie tylko duzej
intuicji badacza, ale réwniez licznych eksperymentéw metoda prob i bledow. Na
obecnym etapie zaawansowania tych badan znalezienie jakichkolwiek zaleznosci
ogélnych byloby niezwykle trudne. Pewne uogolnienia dalyby si¢ wyprowadzi¢
byé moze w zakresie stosowania fitohormonow, ale i tutaj ré6znorodno$¢ warian-
téw powoduje zbyt duze trudnosci interpretacyjne. Istnieje jednak druga grupa
badaczy, ktéra probuje znalezé takie zabiegi dodatkowe, ktére pozwolityby na
wprowadzenie rozwiazan uniwersalnych przydatnych w hodowli wigkszej liczby
gatunkow. Metody te najczesciej opieraja si¢ na dawno poczynionym spostrzeze-
niu o korzystnym wplywie na hodowle komorki czy protoplastu dodatkowego
materialu biologicznego, rosnacego w tej samej pozywce. Mechanizm dzialania
tych zabiegéw nie zostal w sposob zadowalajacy wyjasniony, jednakze ich skutecz-
no$¢ sktania wielu badaczy do korzystania wiasnie z tej drogi [9, 77].

Oba kierunki badari maja swoje zalety i wady. W pierwszym przypadku postu-
gujemy si¢ wprawdzie syntetycznymi, dobrze zdefiniowanymi pozywkami, co na-
daje im bardzo duza powtarzalno$é, a roéwnocze$nic pozwala na wyciagnigcie
wnioskow o zalezno$ciach metabolistycznych, lecz jednocze$nie badania te trzeba
powtarzaé ponownie dla kazdego gatunku czy nawet odmiany [85]. Mniejsza,
przynajmniej na obecnym etapie, warto$¢ teoretyczna maja te metody, ktére wpro-
wadzaja czynnik biologiczny, dzialajacy — co empirycznie stwierdzono — w spo-
sob korzystny, ale oparty na nieznanym blizej mechanizmie. Pomimo tej niedo-
godnosci, metody te — ze wzgledu na swoja duza skuteczno$¢ — <g chetnie sto-
sowane, zwlaszcza w przypadku, kiedy hodowla jest narzedziem, a nic obiektem
badania.

Gestos$é wysiewu

Podstawowym w wielu badaniach problemem, na jaki napotyka si¢ podczas
hodowli protoplastow, jest gesto$¢ wysiewu. Wszystkie zbadane dotychczas obiekty
moga rosnaé¢ wylacznie w duzych gestosciach (rzedu 10* protoplastow na 1 ml po-
zywki). Jest to bardzo duza niedogodnos$é, gdyz w powaznym stopniu niweluje
korzy$ci stosowania protoplastow, zwlaszcza w badaniach, ktorych celem jest proba
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izolacji mutantow czy heterokarionow. Spowodowane jest to faktem, ze zbyt duza
gesto$¢ wysiewu uniemozliwia uzyskanie w wyniku hodowli jednolitego genetycz-
nie materiatlu. Istnieje kilka koncepcji thumaczacych zjawisko koniecznosci obec-
noéci w pozywce odpowiednio duzej liczby protoplastow, by mogly one podjac
aktywno$¢ podziatowa. Zazwyczaj przyjmuje sig, ze zbyt rzadki wysiew powoduje
nadmierna utrate metabolitow posrednich przez protoplasty. Spowodowane miato
by to by¢ zbyt niska koncentracja tych metabolitow w §rodowisku [34, 54, 80, 81,
88]. Okazuje si¢ jednak, Ze nie bez znaczenia jest znacznie wyzsza tolerancja duzej
populacji protoplastow na czynniki toksyczne obecne w Srodowisku. Przeprowa-
dzone badania nad Vicia hajastana wykazaly, ze gesta populacja, tj. 10 tys. pro-
toplastow w 1 ml, mogla rosnaé przy koncentracji glutaminy 500 mg/l, podczas
¢dy dla populacji maltych juz dwudziestokrotnie nizsze st¢zenie bylo toksyczne
w stopniu uniemozliwiajacym wzrost [49].

W $wietle powyzszych uwag wydawac by si¢ moglo, ze zastosowanie dostatecz-
nie bogatej pozywki o niskiej koncentracji poszczegélnych skiadnikow, umozli-
wionej obecnoscia kolejnych metabolitow z cykli enzymatycznych, powinno roz-
wigzaé ten problem. Powaznym argumentem za taka koncepcja bylo opracowanie
dla protoplastow Vicia hajastana bardzo bogatej pozywki zawierajacej oprocz
soli mineralnych, sacharozy, glukozy, witamin i hormonéw wzrostowych, rowniez
w kolejnych eksperymentach dodatkowo: kwasy trojkarboksylowe cyklu Krebsa,
inne cukry i alkohole wiclowodorotlenowe, komplet aminokwasow i zasad kwasow
nukleinowych. Okazalo si¢ wtedy, ze w takiej bogatej, ale dobrze zdefiniowanej,
pozywce mozna bylo ograniczy¢ gestos¢ wysiewu protoplastow do zupelnie zado-
walajacej liczby 50/1 ml, bez ograniczenia ich aktywnoéci podzialowej. Ponadto
po wprowadzeniu wolnego od witamin hydrolizatu kazeiny i wody kokosowe],
tj. mleka z dojrzatych kokosow ogrzewanego przez 30 min. do 60°C, udalo si¢
przeprowadzi¢ hodowlg pojedynczego protoplastu w praktycznie dowolnie duzej
objetosci pozywki. Rownoczesnie — co cickawe — okazalo sig, ze po zastgpieniu
protoplastéw komorkami Vicia hajastana nie mozna byto obnizy¢ gestosci wysiewu
ponizej 2 kemorek/l ml [49]. Wplyw wody kokosowej i hydrolizatu kazeiny tiu-
maczy si¢ zawartoscia niezbednych metabolitow posrednich oraz substancji anty-
toksycznych [66, 67, 92]. Zupelnie nowe i nieoczekiwane $wiatlo na ten problem
rzucila nowsza praca poswiecona hodowli protoplastow Vicia faba. Od dawna
byto wiadomo, ze niezdolno$é podzialowa protoplastéw nicktorych gatunkow uda-
je si¢ przelamaé¢ po poddaniu ich fuzji z protoplastami dzielacymi si¢ [45, 48].
W przypadku protoplastow Vicia faba wystarczyto podda¢ je jednoczesnej hodowli
w tej samej pozywce z dzielacymi si¢ protoplastami Petunia hybrida, by uzyskaé
aktywno$¢ podzialowa dla obydwu gatunkow. Ale okazalo si¢ rowniez —1 to
w tym eksperymencie bylo najbardziej nieoczekiwane — ze pozywka,w Kktorej
uprzednio byly hodowane protoplasty Perunia, nie byla w stanie pobudzi¢ pro-
toplastow Vicia do podzialéw [9]. Dotychczasowa koncepcja wymaga wige co
najmniej dwoch alternatywnych, nie wykluczajacych sig, uzupetnien: albo dla pew-
nych przynajmniej gatunkéw traconym metabolitem posrednim jest zwigzek o bar-
dzo krotkim okresie pottrwania, albo tez zwiazki toksyczne, jezeli nawet pochodza
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z pozywki, sa dezaktywowane bardzo nietrwatym zwiazkiem, a dzialanie jego
polega na wyréwnaniu zachwianej rownowagi reakcji enzymatycznej. Najprawdo-
podobniej mamy tu do czynienia ze zjawiskiem dynamicznym, faczacym obydwa
procesy 1 bedacym wypadkowa dyfuzji przez blony, szybkosci syntezy nietrwatych
zwigzkow 1 gestosci wysiewu. Towarzyszace wzbogacaniu pozywki zmniejszanie
wymagan co do gestoSci wysiewu moglo by by¢ w $wietle powyzszych rozwazan
interpretowane jako skrocenie szlakow metabolicznych pomigdzy nieznanym, nie-
trwalym metabolitem a dostgpnym w pozywce zwiazkiem. W pozywkach bardzo
bogatych szybko$¢ syntezy owych nietrwalych kluczowych zwiazkéw bylaby wigc
tak wysoka, ze rownowazylaby z powodzeniem dyfuzje przez blony. Za takg in-
terpretacja przemawialyby rowniez wyniki uzyskane dla Vicia norbenensis, gdzie
okazato sig, ze dodatek tylko trzech zwiazkéw, tj. asparaginy, glutaminy i sery-
ny zwigkszal az dziesigciokrotnie ilo$¢ dzielacych si¢ protoplastéw, podczas gdy
dodatek mleka kokosowego i hydrolizatu kazeiny, jak réwniez pojedynczo — glu-
taminy i seryny, byl bez znaczenia, a w przypadku dodania wylacznie asparaginy
wplyw ten byl nieznaczny [22]. Wydaje si¢ wigc, Ze to nie utrata ktdrego$ z tych
zwiazkow, ale produktu ich syntezy, miata tak powazny wplyw na aktywno$é
podziatowa protoplastow, gdyz zaréwno mleko kokosowe jak i hydrolizat kazeiny
zawieraly je rowniez, czyli dopiero ich nadmiar byt istotny.

Problem maksymalnego obnizenia gesto$ci wysiewu probowano rozwiazaé kil-
koma metodami. Powyzej oméwiono metode wzbogacania pozywki w caly szereg
zwiazkow, z ktorych niektore mogly byé waznymi metabolitami [49]. Bardzo efek-
towna metode zastosowano dla protoplastéw tytoniu. Postuzono si¢ mianowicie
warstwg odzywiajaca, zatopiong w agarze, o gesto$ci wysiewu 4 x 10* protoplastow
w 1 ml. Warstwa odzywcza byla naswietlana promieniami X, na nia wylano druga
warstwe o gestosci wysiewu 5—50 protoplastow/1 ml. Naswietlone protoplasty same
wprawdzie nie dzielily sig, jednakze zapewnialy — tym dzielacym si¢ w gornej war-
stwie — niezbgdna do rozwoju gesto$é wysiewu, nie powodujac réwnocze$nie ne-
gatywnych zmian w materiale genetycznym powstajacych kolonii [77, 78]. Ostatnio
opracowano niezwykle prosta procedure, ktéra — jak si¢ wydaje — bedzie mogta
w niezmienionej formie by¢ zastosowana dla protoplastow wszystkich gatunkow.
Jako punkt wyjscia przyjeto spostrzezenie, ze istotny jest tylko stosunek ilosci pro-
toplastow do objgtosci pozywki, zredukowano wigc t¢ objeto$é do tzw. mikrokropli
(0,25—0,5 pl), w ktorej znajdowat sig¢ tylko jeden protoplast. Po 2—3 tyg., gdy
dysponowano juz koloniami, przeniesiono je do tego samego medium o objetosci
25—50 ul [32].

Warto w tym miejscu rowniez zaznaczy¢, ze stosowanie matych hodowli (rzedu
100 ul 1 mniej) jest z wielu wzglgdow korzystniejsze, niz postugiwanie si¢ duzymi
objetosciami [44, 74, 87, 90]. Powaznym problemem jest jednak w przypadku
stosowania malych hodowli relatywnie duze parowanie prowadzace do nadmier-
nego zageszezenia pozywki [19, 87]. Niedogodno$¢ ta zostala jednak skutecznie
rozwiazana, gdy opracowano ostatnio nowy rodzaj naczyn szklanych, specjalnie
przystosowany do hodowli matych populacji protoplastéw roslinnych [17]. Na-
czynia te skutecznie spetniaja dodatkowo inny postulat, jakim jest mozliwo$é ho-
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dowli protoplastow w cienkiej warstwie pozywki, co — jak wykazano — jest ko-
rzystniejsze od stosowania kropli wiszacej [49].

Zazwyczaj w hodowli protoplastéw przeprowadza si¢ wielokrotne pasaze, sto-
sujac najczeéciej standartowe roztwory hodowlane zestawione w réznej kolejnosci,
w zaléznosci od badanego gatunku [8, 23, 28, 42, 83, 85]. Zmian¢ medium hodo-
wlanego stosuje si¢ w kluczowych etapach. W pierwszym medium protoplasty
przechodza odroznicowanie i podziaty do stadium kolonii. W medium drugim
nastgpuje przejscie kolonii w kallus, ktory podlega dalszym pasazom dla uzyskania
pedow i korzeni. Ciekawe, a rOwnocze$nie utrudniajace prace, jest to, Ze to samo
medium — w zaleznos$ci od gatunku — moze by¢ korzystne dla innych etapow, np:.
dla protoplastéw Nicotiana tabacum stosuje si¢ dla regeneracji az do stadium ko-
lonii medium NT, w dalszych etapach zastgpujac je innymi [62], podczas gdy dla
protoplastow Petunia hybrida medium NT jest odpowiednie dopiero dla inicjacji
embriogenezy z kallusa [23]. Rzadziej uzywa si¢ jednego rodzaju roztworu hodowla-
nego dla catego cyklu rozwojowego az do stadium roéliny [33], ale i w tym przy-
padku stosuje si¢ pasaze i nieznaczne modyfikacje, dodajac np. w kolejnych etapach
agar czy modyfikujac rodzaj i stezenie cukréw. Nalezy wreszcie podkredli¢, ze sto-
sowane roztwory standartowe sa zazwyczaj w zaleznosci od potrzeb modyfikowane
przez badaczy. Dotyczy to zwlaszcza w sposob oczywisty rodzaju i stgzenia fito-
hormonow, ale nie wylacznie,

Metody przelamywania inercji podzialowej

Na podobnej zasadzie jak omowione juz zagadnienie koniecznosci stosowania
wysokiej gestosci wysiewu, rowniez problem inercji podzialowej protoplastow probo-
wano rozwiaza¢ nie tylko metodami operowania réznorodnymi pozywkami, ale
takze przy zastosowaniu metod uniwersalnych. Temu celowi miato stuzy¢ wzmian-
kowane juz przeprowadzanie fuzji protoplastow dzielacych si¢ i nie dzielacych,
co zapewnialo podzialy obydwu komponentom [45, 48], stosowanie hodowli w po-
staci kokultury z protoplastami dzielacymi si¢ [9], czy wreszcie opracowane ostat-
nio dla protoplastow Vicia norbenensis stosowanie wstgpnej inkubacji fragmentow
lisci w peinej pozywce hodowlanej. W inkubowanych fragmentach lisci nastgpowato
pojawienie si¢ komorek quasimerystematycznych, ktore byty mniejsze, bogatsze w cy-
toplazme oraz posiadaly uwstecznione chloroplasty. Po enzymatycznym usunigciu
§cian komoérkowych protoplasty podejmowaly podzialy, co nie nastgpowalo dla
komoérek pochodzacych bezpo$rednio z mezofilu [22]. Dotykamy w tym miejscu
bardzo istotnego zagadnienia, jakim jest utrata przez komorki wyspecjalizowane
zdolnoéci podzialowej, i tak np.: protoplasty pochodzace z bardzo stabo relatywnie
wyspecjalizowanych komérek migkiszu palisadowego dziela si¢ gorzej, niz pocho-
dzace z miekiszu gabczastego [62]. Jezeli poprawna jest interpretacja opisanej po-
wyzej procedury dla Vicia norbenensis, metoda ta bedzie mogla by¢ przeniesiona
na liczne roSliny o duzej zdolnoéci regeneracyjnej lisci, jak np.: Begonia sp., je-
zeli natomiast, co jest mniej mozliwe, zachodzily tutaj zlozone procesy adapta-
cyjne, metoda ta moze okazaé si¢ uniwersalna, na co warto zwréci¢ uwage.
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Zmiany zachodzace w hodowanych protoplastach

W przypadku starannej procedury $wiezo izolowane protoplasty sa sferyczne
1 posiadaja rownomiernie roztozone chloroplasty. Jednakze juz po kilku godzinach
mozna zaobserwowa¢ pierwsze zmiany, jak wzrost objetosci oraz przemieszczenie
chloroplastow, Swiadczace o poczatkach regeneracji [31]. W dalszej kolejnosci —
po ok. 24—96 godz. — nastgpuje przyjecie ksztattu owalnego [31, 42], co swiadczy
o poczatkach odbudowy $ciany komorkowej [33, 47], Rownolegle z odbudowa
$ciany komorkowej nastgpuja pierwsze podzialy, ktore doprowadzaja do powstania
kolonii komoérkowych. Odbudowie $ciany komorkowej towarzyszy wzrost liczbowy
mitochondriéw, rybosomoéw i cystern ER oraz pojawienie potaczern miedzy plazma-
lemmg a cysternami systemu ER [16, 79]. Na powierzchni protoplastow mozna
obserwowa¢ dwa rodzaje czastek posiadajacych odrgbna orientacje¢ przestrzenna.
Istnieje sugestia, ze syntetyzowane w cytoplazmie prekursory celulozy sa przeno-
szone przez jedne z tych czastek, drugie natomiast sa odpowiedzialne za biosyn-
tezg¢ i orientacj¢ mikrofibryli [79).

W $wietle ostatnich doniesien protoplasty sa najlepszymi w $wiecie roélin obiek-
tami do manipulacji genetycznych [52]. Aby mozna bylo to osiagnaé, musi sig
uprzednio znalez¢ metode przeniesienia zmodyfikowanej cechy na organizmy ros-
linne. Temu gtdwnie celowi stuza proby hodowli protoplastow. Dla duzej liczby
gatunkow udato si¢ juz uzyskaé aktywnos$¢ podzialowa protoplastow [20, 58, 60].
Znacznie rzadsze sa doniesienia o uorganizowaniu si¢ kolonii w kallus [2, 15, 26].
Ponadto, dzigki pracy licznych laboratoriéw na calym $wiecie, znane sa juz dzi-
siaj dla kilkunastu gatunkéw roélin warunki hodowli od pojedynczego protoplastu
az do stadium embriogenezy czy nawet calych roslin [4, 8, 10, 23, 31, 33, 63, 85,
89). Jeszcze rzadsze sa doniesienia na temat regeneracji protoplastow haploidal-
nych czy dihaploidalnych, ale i ona powiodta si¢ dla kilku gatunkoéw [3, 6, 12,
68, 83, 85, 91]. Hodowla haploidalnych protoplastow ma bardzo duze znaczenie,
gdyz nadajg si¢ one doskonale do izolacji mutantéw z cecha recesywna [84, 85].

W chwili obecnej badania nad hodowla protoplastow roslinnych sa bardzo
zaawansowane i nalezy sadzi¢, ze juz wkrotce opracowane bedg metody regene-
racyjne dla wigkszosci gatunkow. Bardzo znacznie przyspieszyto by ten moment
znalezienie rozwiazan uniwersalnych, a wydaje sie, ze nad tym wiasnie pracuje duza
grupa badaczy.
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