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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. Wstęp

Somatyczna embriogeneza jest zjawiskiem unikatowym w świecie organizmów 
żywych. Dotychczas udało się ją zaindukować na różnego rodzaju eksplanatach, za
równo roślin jedno- jak i dwuliściennych, jednakże mimo blisko pięćdziesiąt lat od 
odkrycia somatycznej embriogenezy wciąż zadajemy sobie liczne pytania dotyczące 
mechanizmów jej sterowania. Przybliżenie wiedzy na ten temat możliwe jest dzięki 
badaniom, w których wykorzystuje się różnorodne, nowoczesne metody analizy ma
teriału roślinnego. Badania takie ułatwia opracowanie wydajnego i powtarzalnego 
systemu uzyskiwania zarodków somatycznych dla poszczególnych gatunków roślin.

2. Somatyczna embriogeneza goryczek

U roślin nie tylko zygota może dać początek całemu organizmowi. Według teorii 
komórkowej mówiącej o totipotencjalnych właściwościach komórek roślinnych, 
w odpowiednich warunkach, informacja genetyczna w nich zakodowana, może zo
stać uruchomiona i doprowadzić do odtworzenia całego organizmu (1). Ujawnienie 
się pełnej totipotencji następuje na drodze organogenezy lub somatycznej embrio
genezy. Oba te procesy mogą zachodzić bezpośrednio z komórek eksplantatu lub 
pośrednio przez stadium tkanki kalusowej, a także komórkowej kultury zawiesino
wej. Ich efektywność zależy od wielu czynników biologicznych, chemicznych i fizycz
nych. Można tu wymienić m.in. genotyp i stadium rozwojowe materiału roślinnego, 
z którego pobierany jest eksplantat, skład mineralny pożywki, dodawane do pożywki 
regulatory wzrostu i kompleksowe składniki organiczne oraz zbalansowanie ich stę
żeń, stężenie osmotyczne pożywki, natężenie światła i długość jego fali (2).

Dotychczas na drodze organogenezy opracowano metodę rozmnażania trzynas
tu gatunków i mieszańców goryczek, do których należą: G. acaulis, C. 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). Wydajność tego procesu nie była jednak wysoka. Otrzymywano średnio od 
2 do 20 pędów w kulturze agarowej.

U niewielu gatunków goryczek zaindukowano rozmnażanie drogą somatycznej 
embriogenezy. Pierwsze doniesienie pochodzi z 1994 r. (12). Autor obserwował po
wstawanie zarodków somatycznych w kułturach zawiesinowych G. triflora zainduko- 
wanych z kalusa otrzymanego na elementach kwiatów. Zawiesina komórkowa była 
namnażana na pożywce zawierającej 1,0 mg/l 2,4-D i 0,1 mg/ł BAP. Po przeniesieniu 
tkanki na pożywkę pozbawioną hormonów wzrostu lub z niskim stężeniem cytokini- 
ny następował rozwój zarodków. Konwersja przebiegała w obecności 1,0 mg/l GA3.

Szczegółowego opisu somatycznej embriogenezy goryczek w kulturach płynnych 
dokonała Mikuła i wsp. (13). Autorzy obserwowali powstawanie zarodków somatycz
nych z pojedynczych komórek masy proembriogenicznej (PEM). Komórki te charakte
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ryzowały się obecnością dużego, centralnie położonego jądra, małych wakuoli, licz
nych mitochondriów, diktiosomów i szorstkiego retikulum endoplazmatycznego. Do
datkowo w amyloplastach następowało gromadzenie się dużych ilości skrobi. Wszyst
kie wymienione cechy świadczyły o embriogenicznym charakterze komórek. Ich po
działy prowadziły do powstania dwu- i trzykomórkowych, wyraźnie odseparowanych 
struktur, z których kolejno następowało formowanie się zarodków globularnych.

Proces somatycznej embriogenezy został również dokładnie prześledzony w kul
turze eksplantatów pierwotnych hipokotyli G. cruciata (14) i liści G. pneumonanthe (15). 
W przeprowadzonych eksperymentach wykazano, że embriogeniczna tkanka kalu
sowa powstaje w wyniku odróżnicowywania komórek perycyklu hipokotyli siewek. 
Zarodki somatyczne tworzyły się masowo z zewnętrznych, merystematycznych ko
mórek tej tkanki. Wykazano także liczne zaburzenia podczas podziałów komórek 
epidermy i kory pierwotnej, które w rezultacie prowadziły do ich degradacji. For
mowanie się zarodków somatycznych również na eksplantatach liści poprzedzone 
było powstawaniem tkanki kalusowej. Embriogeniczny kalus tworzył się tutaj z ko
mórek otaczających wiązki przewodzące (16).

Wydajność somatycznej embriogenezy eksplantatów pierwotnych zależała od 
ich rodzaju, zastosowanych regulatorów wzrostu i badanego gatunku. W kulturach 
G. pneumonanthe otrzymywano odpowiednio 28 i 37 zarodków somatycznych na jed
nym eksplantacie liścia i merystemu wierzchołkowego (16). Proces ten zachodził 
w obecności picloramu lub 2,4-D i BAP. Procent eksplantatów formujących embrio
geniczny kalus zależał od czasu inkubacji w ciemności, natomiast nie zależał od ro
dzaju eksplantatu. Mikuła i Rybczyński (17) indukowali somatyczną embriogenezę 
na liścieniach, hipokotylach i korzeniach siewek trzech gatunków goryczek. Najlep
szym eksplantatem okazał się hipokotyl, na którym otrzymano odpowiednio 46, 
111 i 71 zarodków dla G. cruciata, G. tibetica i G. pannonica.

Zawiesiny komórkowe stanowiły znacznie wydajniejsze źródło zarodków soma
tycznych. Eksperymenty przeprowadzono dla trzech gatunków goryczek: G. pannonica 
(18), G. cruciata i G. tibetica (19). Embriogeniczność tkanki podtrzymywano na po
żywce zawierającej 1,0 mg/l dicamby; 0,1 mg/l N/\A; 2,0 mg/l BAP i 80,0 mg/l siarcza
nu adeniny. Po przeniesieniu 100 mg tkanki zawiesinowej na pożywki zawierające 
80,0 mg/l siarczanu adeniny; 1,0 mg/l kinetyny i 0,5 mg/l GA3 otrzymywano średnio 
570 zarodków somatycznych dla G. pannonica, 634 zarodki dla G. tibetica i 257 za
rodków dla G. cruciata. Liczba zarodków somatycznych zależała od wielkości agre
gatów komórkowych i była najwyższa dla frakcji > 450 pm i 240-400 pm (20).

3. Somatyczna embriogeneza u G. kurroo

Spośród przebadanych do tej pory gatunków goryczek (16,17,20), G. kurroo wyka
zywała najwyższe zdolności embriogeniczne. W badaniach wykorzystano różnego 
typu eksplantaty wielokomórkowe takie jak: liście, elementy siewek (korzeń, hipoko-
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tyl, liścienie) i zawiesiny komórkowe oraz jednokomórkowe, które stanowiły proto
plasty (21).

W kulturach eksplantatów liści zastosowano 3 różne auksyny: 2,4-D, NAA i dicambę 
oraz 5 cytokinin: zeatynę, TDZ, CPPU, BAP i kinetynę. Razem przebadano 189 kombina
cji hormonów. Spośród zastosowanych auksyn, NAA i dicamba najintensywniej induko
wały somatyczną embriogenezę zwłaszcza w obecności BAP. Dodatkowo NAA i 2,4-D sil
nie stymulowały ryzogenezę, podczas gdy na pożywkach zawierających dicambę nie ob
serwowano powstawania korzeni. Wydajność somatycznej embriogenezy, wyrażona 
liczbą eksplantatów tworzących jeden lub więcej zarodków somatycznych była najwyż
sza w obecności pożywki zawierającej 0,5 mg/l dicamby oraz 1,0 mg/l zeatyny i wyno
siła 54,7%. Zadowalające wyniki uzyskano również, gdy zamiast zeatyny zastosowano 
BAP, wydajność somatycznej embriogenezy wynosiła wówczas 45,9-48,0%. Najwyższą 
liczbę zarodków somatycznych na jednym eksplantacie liścia, w liczbie około 19 sztuk, 
odnotowano w obecności dicamby i zeatyny. Na tle innych gatunków goryczek i eks
plantatów jest to przeciętny wynik, jednakże w przypadku G. kurwo, również na wyra
stających z eksplantatu korzeniach przybyszowych obserwowano tworzenie się zarod
ków somatycznych. Jest to zjawisko niezwykle interesujące z punktu widzenia dal
szych badań, tym bardziej, że - jak się wydaje - zarodki somatyczne tworzone były 
w tym przypadku z pojedynczych komórek ryzodermy.

Innego rodzaju eksplantaty stanowiły liścienie, hipokotyle i korzenie siewek. In
dukcję procesu somatycznej embriogenezy obserwowano tutaj bezpośrednio na 
pożywce zawierającej 0,5 mg/l 2,4-D i 1,0 mg/l kinetyny. Na eksplantatach najpierw 
pojawiał się kalus, a powstawanie zarodków było reakcją wtórną. Pojedyncze eks
plantaty z zarodkami somatycznymi w różnych stadiach rozwojowych od globularne- 
go po liścieniowe przenoszono na pożywkę do konwersji. Liczba zarodków po trzy
dziestu dniach kultury była dużo wyższa niż na eksplantatach liściowych i wynosiła od 
78 na jednym korzeniu do około 160. w przeliczeniu na jeden liścień.

Z zaindukowanej na eksplantatach siewek tkanki kalusowej wyprowadzano za
wiesiny komórkowe: liścieniową (K/L), hipokotylową (K/H) i korzeniową (K/K). Po 
dwóch miesiącach od założenia zawiesin oceniane były ich zdolności morfogene- 
tyczne. Na ilość otrzymanych ze 100 mg tkanki zarodków somatycznych miały wpływ: 
pochodzenie zawiesiny, wielkość frakcji oraz stężenie stosowanych hormonów. 
Z zawiesiny pochodzenia liścieniowego, frakcji agregatów komórkowych wielkości 
>500 pm otrzymano ponad 800 zarodków. Wykazano statystycznie istotny wpływ 
stężeń badanych regulatorów wzrostu, jak również istotne ich współdziałanie. Wraz 
ze wzrostem stężenia kinetyny przy braku lub niewielkim stężeniu GA3 obserwowa
no wzrost liczby tworzonych zarodków somatycznych, natomiast podwyższanie stę
żenia GA3 stopniowo zmniejszało ich liczbę. Dodatkowo obserwowano obniżenie 
intensyfikacji procesu somatycznej embriogenezy wraz ze zmniejszaniem się wiel
kości agregatów komórkowych.

Zarodki somatyczne G. kurroo otrzymywano również w kulturach protoplastów 
izolowanych z embriogenicznych zawiesin komórkowych. Wydajność somatycznej
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embriogenezy w tego typu kulturach nie przewyższała zdolności morfogenetycznych 
samych zawiesin, ale okazało się, że możliwe jest tutaj uzyskanie regeneracji drogą 
bezpośrednią z pojedynczego protoplastu, jeśli tylko źródło protoplastów stanowią 
młode 3-6-miesięczne zawiesiny. Na podstawie przeprowadzonej analizy trójczynni- 
kowej wykonanej na podstawie oceny podziałów komórkowych liczonych w siód
mym dniu kultury, wykazano wysokie istotne różnice w interakcji pomiędzy badany
mi typami kultury, wielkością agregatów komórkowych i rodzajem pożywki. Przy 
najlepszych kombinacjach wymienionych czynników uzyskano średnio 63,3 zarodki 
somatyczne w kulturze protoplastów K/L i 48,9 w kulturze protoplastów K/H z jed
nej 100 pl kropli pożywki zestalonej agarozą.

Somatyczna embriogeneza w kulturach G. kurroo jest główną drogą na której 
ujawniają się zdolności morfogenetyczne tego gatunku, jej wydajność, podobnie jak 
u innych goryczek, jest zależna od szeregu czynników. Najwydajniejsze źródło za
rodków somatycznych G. kurroo stanowi kultura zawiesinowa. Daje ona również 
możliwość dokładnego prześledzenia omawianego procesu w tym samym czasie, ze 
względu na obecność zarówno pojedynczych komórek, jak i kilkunasto- czy kilku- 
dziesięciokomórkowych agregatów, w lub z których następuje różnicowanie się za
rodków. Pozostałe zastosowane metody kultury okazały się ciekawe ze względu na 
mało typowe drogi tworzenia się zarodków somatycznych, co umożliwia analizę 
rozwoju ich kolejnych stadiów ontogenetycznych na ekplantatach pierwotnych lub 
z pojedynczego protoplastu.

4. Analiza procesu somatycznej embriogenezy G. kurroo

Podstawowe narzędzie pozwalające na prześledzenie procesu somatycznej em
briogenezy stanowią nowoczesne metody mikroskopii skaningowej i elektronowej. 
Dzięki specjalnym technikom utrwalania materiału możliwe jest wykonanie ultracien- 
kich preparatów i uzyskanie bardzo dokładnego obrazu zmian zachodzących w ko
mórce podczas nabierania kompetencji (22,23). Na podstawie analizy ultrastruktu- 
ralnej eksplantatów liści G. kurroo implantowanych na pożywki z różnymi stężenia
mi auksyn i cytokinin oraz zawiesin komórkowych zobrazowano kolejne etapy roz
woju zarodków somatycznych od pojedynczej komórki do stadium liścieniowego. 
W zawiesinie komórkowej obserwowano zróżnicowanie w budowie agregatów PEM 
w zależności od ich wielkości. Frakcja < 150 pm składała się z pojedynczych komó
rek oraz drobnych 2-6-komórkowych agregatów, których budowa była jednorodna 
i wskazywała na embriogeniczny charakter. Agregaty wielkości 150-300 pm wykazy
wały większe zróżnicowanie. W zewnętrznych komórkach PEM występowały duże 
amyloplasty wypełnione ziarnami skrobi, podczas gdy komórki wewnętrzne były 
dużo mniejsze, ułożone w sposób zwarty, z mniej licznymi ziarnami skrobi, plasty- 
dami i licznymi lipidami. Oba wyróżnione typy komórek posiadały gęstą cytoplazmę 
i aktywne organelle komórkowe. W agregatach komórkowych wielkości powyżej
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300 jam obserwowano zróżnicowanie komórek na trzy strefy: 1) zwakuolizowaną 
(położoną centralnie), 2) skrobiową (środkową), i 3) merystematyczną (zewnętrzną). 
W centrum znajdowały się duże, starzejące się komórki z rzadką cytoplazmą. W du
żych agregatach komórki wewnątrz ulegały lizie powodując ich rozpad. W strefie 
skrobiowej komórki były mniejsze z charakterystycznymi, licznymi amyloplastami 
zawierającymi drobniejsze ziarna skrobi. W cytoplazmie występowały drobne waku- 
ole o różnorodnym kształcie oraz duże jądra komórkowe. Najbardziej zewnętrzna 
strefa komórek wyraźnie oddzielała się od głębiej położonych warstw komórek 
skrobiowych pogrubionymi ścianami. Sąsiadujące komórki w obrębie tej strefy od
dzielone były od siebie cienkimi ścianami i połączone licznymi plazmodesmami. Ko
mórki tej warstwy charakteryzowały się występowaniem gęstej cytoplazmy, szorst
kiego retikulum endoplazmatycznego, dużych jąder komórkowych, licznych mito- 
chondriów, diktiosomów i drobnych wakuol. Mniej licznie, niż w warstwie skrobio
wej występowały tu amyloplasty zawierające bardzo drobne ziarna skrobi. W du
żych agregatach, w wyniku kolejnych podziałów komórkowych, już w pożywce płyn
nej dochodziło do formowania się zarodków globularnych po stadium liścieniowe.

W kulturach eksplantatów liści obserwowano jednocześnie tworzenie się korze
ni i zarodków somatycznych. Embriogeniczna tkanka kalusowa powstawała przede 
wszystkim z komórek epidermy i miękiszu gąbczastego. Dopiero później obserwo
wano formowanie się struktur globularnych. Zarówno na eksplantatach liści, jak 
i w zawiesinach komórkowych obserwowano charakterystyczne cechy związane 
z indukowaniem procesu somatycznej embriogenezy oraz wyglądem komórek toti- 
potentnych, tj. izolowanie się komórek grubą ścianą, zanik połączeń plazmodesmo- 
wych, intensywne podziały, duże, centralnie położone jądro komórkowe, gęstą cy- 
toplazmę, liczne aktywne organella, drobne wakuole i nagromadzenie skrobi w amy- 
loplastach.

Na podstawie analizy skaningowej prześledzono kolejne podziały komórkowe 
prowadzące do powstania zarodków aż po stadium liścieniowe. Dodatkowo w zawie
sinie komórkowej G. kurwo obserwowano, że pojedyncze komórki i agregaty od
kładają na zewnątrz ścian grubą warstwę substancji białkowo-cukrowych. Podobna 
reakcja, w postaci otaczania się komórek warstwą kalozy lub kutukuli uważana jest 
za jeden z markerów embriogeniczności (24).

W ostatnich latach coraz większe zainteresowanie budzą próby identyfikacji ge
nów oraz kodowanych przez nie białek bezpośrednio związanych z rozwojem po
szczególnych stadiów ontogenetycznych zarodka somatycznego i zygotycznego 
oraz uzyskiwaniem embriogenicznego charakteru przez pojedyncze komórki tka
nek roślinnych (25,26). Badania tego typu możliwe są obecnie dzięki istnieniu no
woczesnych technik molekularnych. Dotychczas podobne analizy wykonywano 
m.in. dla rzodkiewnika (27,28), marchwi (29,30), kakaowca (31) i ogórka (32,33). 
Dwa pierwsze gatunki uznawane są za rośliny modelowe dla tego typu badań (34). 
Dotychczas zidentyfikowano kilka genów ulegających ekspresji w warunkach streso
wych. Okazało się, że mogą być one jednocześnie związane z procesem odróżnico-
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wywania i somatyczną embriogenezą. Do tego typu genów należy m.in. wyizolowa
ny w kulturach marchwi SERK (ang. somatic embryogenesis receptor kinase), który jest 
silnie specyficznym markerem aktywacji procesu somatycznej embriogenezy (29).

Doskonałym narzędziem pozwalającym na zobrazowanie zmian ekspresji genów 
związanych z somatyczną embriogenezą stała się dwukierunkowa elektroforeza 
białek. Metoda ta oparta jest na podwójnym rozdziale materiału w żelach akrylami- 
dowych, przy czym obraz pierwszego rozdziału uzależniony jest od gradientu pH 
do którego dane białko ma powinowactwo, a drugiego, od jego masy cząsteczko
wej. Dotychczas dwukierunkowa elektroforeza białek była częściej wykorzystywana 
do identyfikacji markerów izoenzymatycznych w hodowli roślin (35-37) oraz bada
nia zmian ekspresji genów podczas rozwoju zarodka zygotycznego (37). Badanie 
wczesnych etapów embriogenezy było często niemożliwe ze względu na trudności 
natury technicznej związane z pozyskaniem wyrównanego materiału będącego we 
wczesnych stadiach rozwoju zarodka. Jednakże dzięki podobieństwom, jakie są ob
serwowane w rozwoju zarodka zygotycznego i somatycznego możliwe stało się wy
korzystanie tych drugich jako alternatywnego źródła materiału do badań. Przypusz
czano, że wzór ekspresji będzie podobny dla obu ich typów (38,39), a dodatkową 
zaletą w przypadku zarodków somatycznych jest możliwość idealnego wyrównania 
materiału, np. poprzez izolację protoplastów i opracowanie systemu bezpośredniej 
somatycznej embriogenezy z pojedynczych komórek (40,41). Dwukierunkowa elek
troforeza białek może być z powodzeniem stosowana do identyfikacji białek 
związanych z nabywaniem kompetencji komórek tkanki kalusowej jak i poszczegól
nymi etapami somatycznej embriogenezy (42-44). Metodę tę zastosowano również 
w analizie zmian ekspresji genów poszczególnych stadiów rozwoju ontogenetycz- 
nego zarodków somatycznych C. karroo izolowanych bezpośrednio z zawiesiny ko
mórkowej. Do analizy białek wybrano siedem stadiów rozwojowych zarodków so
matycznych. Rozszerzenie ich spektrum związane było z dużymi różnicami w wiel
kości stadium liścieniowego. Otrzymane na żelach peptydy miały wielkość od 12 do 
70 kDa i lokowały się w przedziale pH wynoszącym od 4 do 10. Wykazano, że 130 
peptydów charakterystycznych dla prazarodków nie występuje w stadium liścienio- 
wym. Stadium drugie, tj. w pełni ukształtowany zarodek somatyczny w stadium glo- 
bularnym, było reprezentowane przez 96 białek charakterystycznych tylko dla tego 
stadium rozwoju ontogenetycznego. Podobnie w stadium wczesnoliścieniowym 
określono ich 66. Zarodki w stadiach liścieniowych, różniące się długością liścieni, 
także wykazywały liczne zmiany. Wydłużanie się liścieni wyzwalało ekspresję no
wych genów, które dotychczas nie były aktywne, bądź hamowało ekspresje tych, 
które dotychczas jej ulegały. Przeprowadzone eksperymenty mogą posłużyć do dal
szych badań związanych z identyfikacją białek i określeniem genów charaktery
stycznych dla poszczególnych etapów rozwoju zarodków somatycznych.

Uzyskane w wyniku somatycznej embriogenezy regeneraty C. karroo przebadano 
pod kątem cytometrycznym i molekularnym. Wydawać by się mogło, że rośliny uzy
skane na drodze somatycznej embriogenezy będą identyczne jak rośliny mateczne.
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Kultury in vitro indukują jednak różnorodne zmiany, które powodują zróżnicowanie 
otrzymanego materiału. W zależności od trwałości powstałych zmian wyróżnia się 
dwa typy zmienności: genetyczną (dziedziczną), kiedy są one przekazywane na na
stępne pokolenie i epigenetyczną (niedziedziczną), jeśli są one krótkotrwałe.

Poznano wiele czynników mogących wpływać na to, czy i z jaką częstotliwością 
zmienność jest indukowana. Należą do nich: stopień odejścia eksplantatu od zorgani
zowanego wzrostu merystematycznego (większa zmienność występuje w tkance kalu
sowej), wiek eksplantatu, genotyp, poziom ploidalności, warunki kultury takie jak: ro
dzaj pożywki, wiek kultury, droga regeneracji, częstość pasaży, typ zastosowanej 
techniki in vitro (45). Zmienność indukowana w kulturach in vitro dotyczy cech morfolo
gicznych, fizjologicznych, cytologicznych i molekularnych. Rodzaje zmian morfolo
gicznych są bardzo różnorodne i obejmują zarówno cechy jakościowe, jak i ilościowe. 
Są one związane z mutacjami jednego lub niewielkiej liczby genów (46), a ich ocena 
nie wymaga skomplikowanych procedur. Najczęściej obserwowanymi zmianami jako
ściowymi są: przebarwienia liści, zmiana ich kształtu, karłowatość, wybujały wzrost. 
Do zmian ilościowych zaliczamy: zmiany zawartości suchej masy, długości okresu we
getacji, tołerancji na niekorzystne warunki środowiska, wysokości i pokroju rośłin, 
pionu (47). Zmienność związana z cechami fizjologicznymi dotyczy reakcji na stresy 
abiotyczne i biotyczne, co powoduje konieczność oszacowania letalnych stężeń czyn
nika wywołującego stres i wyborem roślin o najwyższej odporności.

Zmienność na poziomie cytogenetycznym związana jest ze zmianami ploidyzacji 
i zaburzeniami budowy chromosomów tkanek i roślin pochodzących z kultur in vitro. 
Zmiany ploidalności roślin regenerowanych na drodze somatycznej embriogenezy 
są zjawiskiem bardzo częstym i mogą być wywoływane na skutek wystąpienia endo- 
reduplikacji lub spontanicznych fuzji protoplastów. Obserwuje się, że w kulturach 
embriogenicznej tkanki kalusowej zaindukowanej bezpośrednio na eksplantatach 
pierwotnych, wraz z czasem, następuje akumulacja przemian chromosomowych, za
równo ilościowych jak i strukturalnych, przy jednoczesnym spadku jej zdolności re
generacyjnych (48). Wyprowadzenie embriogenicznych zawiesin komórkowych, 
a następnie uzyskanie roślin w wyniku kultury ich protoplastów dodatkowo wy
dłuża czas kultury podczas której tkanka pobudzana jest do wzrostu poprzez obec
ność auksyn i cytokinin. W licznych pracach udowodniono, że oba te czynniki pro
wadzą do podwyższenia zmienności zarówno kultur zawiesinowych, jak i kaluso
wych (49-51). Poziom tych zmian można kontrolować poprzez ocenę liczby chromo
somów za pomocą licznych, opracowanych do tej pory metod (52) lub zawartości 
DNA z wykorzystaniem cytometrii przepływowej. Ta druga metoda opiera się na za
stosowaniu odpowiedniego barwnika fluorescencyjnego, który wiążąc się z DNA 
umożliwia określenie jego poziomu w jądrze komórkowym badanych roślin (53). 
Ocena regeneratów uzyskanych na drodze somatycznej embriogenezy za pomocą 
cytometrii przepływowej pozwala zatem na dobór takiego eksplantatu i metody kul
tury, które gwarantują uzyskanie najbardziej jednorodnego materiału.
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Na podstawie analizy cytometrycznej regeneratów G. kurwo wykazano zmiany 
zawartości jądrowego DNA w zależności od zastosowanego eksplantatu i systemu 
regeneracji. Pośród 47 przebadanych roślin zregenerowanych na drodze somatycz
nej embriogenezy na eksplantatach liści nie zaobserwowano zmian ilości DNA w po
równaniu z roślinami kontrolnymi. Wśród regenerantów uzyskiwanych na eksplanta
tach siewek goryczek 7 wykazało podwojoną zawartość DNA, przy czym 5 z nich 
otrzymano w kulturach hipokotyli. Również zawiesina pochodzenia hipokotylowego 
okazała się bardziej niestabilna od liścieniowej. Zmiany zawartości jądrowego DNA 
w zawiesinach komórkowych kilku gatunków goryczek obserwowała także Mikuła 
(19). Autorka, podobnie jak to miało miejsce kulturach omawianej pracy, wykazała 
podwyższenie zawartości DNA w regenerowanych z nich roślinach, wskazując jedno
cześnie na najwyższą niestabilność w obrębie zawiesiny pochodzenia korzeniowego. 
Pośród 108 roślin uzyskanych z kultur protoplastowych G. kurroo, 29 wykazywało po
dwojenie, a 3 potrojenie zawartości DNA. Zawartość DNA była skorelowana z liczbą 
chromosomów. Do ich liczenia zastosowano dwie metody: Feulgena i maceracji enzy
matycznej. U regenerantów 2C oraz roślin kontrolnych obserwowano 26 chromoso
mów, natomiast u regeneratów 4C odpowiednio 52 chromosomy.

Znacznie większej precyzji w ocenie zmienności indukowanej w kulturach in vitro 
możemy się spodziewać po zastosowaniu markerów molekularnych (54). Najczęś
ciej wykorzystywanymi dotychczas technikami pozwalającymi na ocenę stopnia 
zróżnicowania badanego materiału na poziomie molekularnym są analizy typu: RFLP 
(ang. Restriction Fragment Lenght Polymorphism), RAPD (ang. Randomly Amplified Poly
morphic DNA) i AFLP (ang. Amplified Fragment Length Polymorphism). RAPD umożliwia 
losowe powielanie obszarów DNA, zawartych pomiędzy starterami komplementar
nymi z obiema nićmi matrycowego DNA, których końce 3’ są zorientowane ku sobie 
(55). Często jednak, ze względu na niską specyficzność stosowanych dziesięcionu- 
kleotydowych starterów oraz niską temperaturę komplementacji, obserwowany po
limorfizm prążków jest niewielki lub nie ujawnia się wcale (56-58). Pozostałe dwie 
z wymienionych technik wykorzystują polimorfizm DNA uzyskiwany w wyniku tra
wienia jednym lub kilkoma enzymami restrykcyjnymi dwuniciowego DNA. RFLP była 
dotychczas stosowana m.in. do porównania zmienności somaklonalnej regeneran
tów trzciny cukrowej (59), palmy oleistej (60) i ryżu (61). jej wadą jest mała przydat
ność, gdy oczekujemy, że poziom zmienności będzie niski oraz wymagana duża 
ilość DNA wykorzystywanego do doświadczeń (62). Metoda AFLP opracowana przez 
Vosa i wsp. (63) łączy cechy dwóch technik - powtarzalność charakterystyczną dla 
RFLP i wzmacnianie sygnałów wykorzystywanych w reakcji PGR. Poza tym cechuje 
ją: a) wysoka wydajność generowania polimorficznych fragmentów, b) niski procent 
błędu (ok. 2%), c) stosunkowo niski koszt, d) niewielkie wymagania co do ilości DNA 
i e) możliwość wykrycia zmienności na poziomie metylacyjnym (64,65). Procedura 
AFLP obejmuje kilka etapów. Pierwszym jest izolacja genomowego DNA, które na
stępnie poddawane jest trawieniu dwoma enzymami restrykcyjnymi, jeżeli celem 
jest ocena zmienności wzorów metylacji muszą one być izoschizomerami różnią
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cymi się wrażliwością na ten proces. Do najczęściej stosowanych izoschizomerów 
należą Msp\ i HpaW (66-68). Oceny zmienności sekwencji nukleotydowych można do
konać na przykład za pomocą trawienia parami restryktaz EcoR\/Mse\ lub Pst\/Mse\. 
Kolejny etap procedury stanowi przyłączenie do powstałych po trawieniu fragmen
tów restrykcyjnych - adaptorów, a następnie zaprojektowanych na podstawie ich 
sekwencji nukleotydowych starterów. Startery posiadają dodatkowy nukleotyd na 3’ 
końcu umożliwiający powielenie tylko tych fragmentów DNA (tzw. wstępny PCR), 
które powstały z trawienia właściwych miejsc restrykcji, specyficznych dla danej re- 
stryktazy. W dalszym etapie określanym jako selektywny PCR, w przypadku którego 
matrycą są produkty wstępnego PCR. Startery użyte do tego PCR posiadają dwa do
datkowe nukleotydy selekcyjne w porównaniu do wstępnego PCR, dzięki czemu 
możliwa jest selekcja pożądanej liczby fragmentów. Detekcji namnożonych i roz
dzielonych fragmentów DNA na żelu poliakrylamidowym dokonuje się za pomocą 
radioaktywnego P^^, którym znakowany jest 5’ koniec startera selektywnego.

Za pomocą analizy molekularnej dokonano oceny zmienności indukowanej w kul
turach in vitro na poziomie sekwencyjnym i metylacyjnym dla regenerantów G. kurroo 
uzyskanych na drodze somatycznej embriogenezy z eksplantatów liści, elementów 
siewek i zawiesin komórkowych pochodzenia liścieniowego. Zastosowano metodę 
AFLP. Do trawienia wykorzystano wcześniej nie opisywane dla roślin dwuliściennych 
izoschizomery Kpnl i Acc65I. Regeneranty przebadano w pięciu układach selektyw
nych starterów AFLP. Uzyskane profile AFLP pozwoliły na identyfikację prążków se
lektywnych ilości od 20 do 50 na pojedynczy rozdział, w zależności od rodzaju uży
tych starterów i pochodzenia regenerantów.

Ogólna zmienność identyfikowana dla regenerantów G. kurroo uzyskiwanych 
w kulturach eksplantatów liści i siewek wynosiła odpowiednio 11 i \8%, natomiast 
w kulturach zawiesin komórkowych 18,5%. Zmienność na poziomie sekwencyjnym 
była niższa od zmienności powodowanej metylacyją cytozyny.

5. Podsumowanie

Rozmnażanie roślin w warunkach kultur in vitro daje możliwość szybkiego uzy
skania dużej ilości jednorodnego materiału. Somatyczna embriogeneza jest proce
sem morfogenetycznym, który stanowi najwydajniejsze źródło zarodków. Jednocześ
nie unikatowość tego zjawiska, przypisywana tylko roślinom, skłania badaczy do 
prowadzenia badań mających na celu dokładne poznanie omawianego procesu. Do
tychczas opracowane metody dają możliwość prześledzenia rozwoju zarodka soma
tycznego od pojedynczej komórki, łącznie z identyfikacji genów i białek specyficz
nych dla poszczególnych stadiów rozwojowych, a także analizy roślin uzyskanych 
na drodze somatycznej embriogenezy. Zastosowanie niektórych z nich pozwoliło 
również na prześledzenie tego procesu u G. kurroo.
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