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Flow cytometry applied in plant biotechnology
Summary

Flow cytometry (FCM) is a rapid and exact method for estimating the nu-
clear DNA content. Thus, it can be used for ploidy screening of different plant
materials cultured in vitro (plantlets, callus, cell suspensions and somatic em-
bryos) as well as haploids and somatic hybrids. In addition, it can be applied as a
tool to analyse the events of genetic transformation. The application of FCM in
biotechnology will be discussed.
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1. Cytometria przeptywowa

Cytometria przeptywowa (FCM - flow cytometry) jest szybka
i doktadng metoda, pozwalajaca na analize zawartosci jadrowe-
go DNA w duzych populacjach komérek. Pierwotnie stosowana
byta w badaniach biomedycznych i w diagnostyce klinicznej,
a od poczatku lat osiemdziesigtych wykorzystywana jest takze
w cytologii i cytogenetyce roslin (1,2). FCM opiera sie na pomia-
rze intensywnosci promieniowania fluorescencyjnego wyizolo-
wanych i wybarwionych barwnikiem fluorochromowym (wigzacym
DNA) jader komdrkowych, umieszczonych w strumieniu cieczy.
Istniejaca liniowa zalezno$¢ miedzy intensywnoscig fluorescen-
cji emitowanej przez wybarwione DNA a jego iloscig w jgdrze
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komérkowym umozliwia wykorzystanie FCM w badaniach wielkosci genomu, cyklu
komorkowego oraz stopnia ploidalnosci. Cytometr przeptywowy moze by¢ dodat-
kowo wyposazony w odpowiedni system segregujacy przeptywajace komorki (3,4).

2. Kultury in vitro

Stwierdzono, ze zmienno$¢ somaklonalna, wystepujaca czesto w kulturach in vitro,
moze by¢ zwigzana z wielkoscia genomu roslin. Zmiennosé ta wynika badz ze zmian
liczby pojedynczych chromosomow (5,6) badz poziomu ploidalnosci (7). Potwierdzono
to w badaniach przeprowadzonych przy uzyciu cytometrii przeptywowej, w ktorych
materiat stanowity zaréwno rosliny z kultur in vitro jak i kalus lub zawiesiny komorko-
we. Tak na przyktad Rival i in. (8) oznaczyli zawarto$¢ DNA w ro$linach palmy oleistej,
pochodzacych z nasion i z kultur in vitro. Stwierdzili, ze zaréwno rosliny otrzymane
z nasion jak i te z kultur in vitro, miaty podobna zawarto$¢ DNA (ok. 3,7 pg). Natomiast
komorki kalusa wykazywaty zmniejszong zawarto$¢ DNA (ok. 3,3 pg). Jedng z przyczyn
obserwowanego zjawiska mogta by¢ zr6znicowana kondensacja chromatyny w kalusie
i roslinach. W trzech réznych typach kalusa (granularnym, luznym i szybko rosngcym)
poziom DNA byt zblizony, a jedynie kalus szybko rosnacy zostat zidentyfikowany jako
Zrodto rosdlin zmienionych fenotypowo. W zwigzku z tym stwierdzono, ze u palmy
zmiennos$¢ somaklonalna ma raczej pochodzenie epigeniczne.

Ciekawe obserwacje przeprowadzono oceniajac ploidalnos¢ roslin ogorka, zre-
generowanych in vitro (9). Kalus otrzymany z niedojrzatych zarodkéw byt miksoplo-
idalny i zawierat w poszczeg6lnych komorkach od 2C do 32C DNA (15% 2C, 45% 4C,
35% 8C i 5% 16C lub wiecej; C - ilos¢ DNA w haploidalnym genomie). Roéliny zrege-
nerowane z niego poprzez somatyczng embriogeneze miaty rézng ploidalnosc¢: 57%
stanowity diploidy, 18% tetraploidy, 4% oktoploidy, 4% miksoploidy 2x/4x i 17% -
4x/8x. Sposrdad nich jedynie diploidy i tetraploidy nie wykazywaty morfologicznych
anomalii. Pozostate regeneranty miaty defekty i nie rozwinety sie w normalne rosli-
ny. Wynikami tymi potwierdzono, ze istnieje zwigzek miedzy stopniem ploidalnosci
a totipotencjg in vitro.

W kalusie otrzymanym z hipokotylu buraka cukrowego stwierdzono, ze udziat
komorek o roznej zawartosci DNA (od 2C do 16C), odpowiadat ploidalnosci obser-
wowanej w tkance wyjsciowej (10). Wiekszos$¢ roslin zregenerowanych w tym do-
Swiadczeniu byfa diploidalna, jakkolwiek zaobserwowano takze obecnos¢ roslin te-
traploidalnych. Podobne zaleznosci stwierdzili Gilissen i in. (11), regenerujac rosliny
tytoniu z cienkiej warstwy komorek epidermy todygi, pobranych z gérnych miedzy-
wezli rodlin bedacych w fazie wegetatywnej. Badajac cykl komorkowy w eksplanta-
tach autorzy stwierdzili rézny stosunek komorek 2C do komdrek 4C w zaleznosci
od badanej tkanki. Pomimo ze po dwdch dniach kultury pojawita sie w eksplanta-
tach niewielka liczba komdrek 8C, zregenerowane rosliny w wigkszosci byty diplo-
idalne (85%). Pojawity sie takze tetraploidy (7%) i miksoploidy 2x/4x (8%).
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Wyniki pomiaréw cytometrycznych wykonanych u wielu gatunkéw roslin wska-
zuja na to, ze nawet jesli w wyjsciowym materiale wystepujg komoérki o zmienionej
zawartosci DNA, zachodzi naturalna selekcja w kierunku indukowania somatycznej
embriogenezy gtéwnie z komérek diploidalnych. Niemniej jednak, jak przypuszcza
sie na podstawie przedstawionych przyktadéw, kontrola cytologiczna roslin produ-
kowanych w kulturach in vitro jest wysoce pozadana.

W kulturach in vitro regeneracja roslin czesto odbywa sie poprzez faze kalusa.
Zdarza sie, ze kalus jest dtugo przechowywany, co nie pozostaje bez wptywu na
jego zdolnos$¢ do embriogenezy. Kevers i in. (12), badajac organogenny i nieorgano-
genny kalus buraka cukrowego stwierdzili, ze podczas gdy w pierwszym zawarto$é
DNA byia typowa dta diploidéw, to komorki tego drugiego miaty 3,3-3,6 razy wiecej
DNA niz diploidy, przy czym niektore z nich byly aneuploidalne. Autorzy ttumaczyli
to zjawisko mutacjami i peknieciami chromosoméw, powstatymi w efekcie réznego
rodzaju stresOw, jakim poddawany jest kalus w warunkach in vitro. Przypuszczali
rowniez, ze aneuploidalno$¢ i zmiany chromosoméw powodujg stopniowg utrate
zdolnosci regeneracji w kalusie organogennym, ktéry przeksztatca sie w nieorgano-
genny. W koncowym efekcie powstajg w nim komérki o cechach podobnych do ra-
kowych.

Cytometria przeptywowa pozwala takze na liczenie komérek. Ta opcja moze by¢
szczegolnie istotna dla badahn wykorzystujacych zawiesiny komérkowe. Nicolso i in.
(13) poréwnali liczenie komorek tytoniu za pomoca mikroskopu i cytometrii prze-
ptywowej. Stwierdzili, ze stosujac te drugg metode, pomiar jest nie tylko szybszy
(pochfania ok. 1/4 czasu w poréwnaniu z liczeniem za pomocag mikroskopu), ale
takze dokfadniejszy.

Innym zjawiskiem, ktére moze by¢ badane za pomocg cytometrii przeptywowej
jest apoptoza, czyli programowana $mieré komorki. Apoptoza odgrywa wazng role
w prawidtowym rozwoju organizmu, pozwala na utrzymanie homeostazy i odpowiada
za odpornosc¢ na stresy srodowiskowe. Badajac za pomoca cytometru reakcje zawiesi-
ny komorek tytoniu na wysoka temperature, Chen i in. (14) stwierdzili, ze jony magne-
zu, wapnia i cynku sg waznymi regulatorami apoptozy. Znalazto to potwierdzenie
w badaniach nad dynamika jader w komorkach korzenia Arabidopsis, transformowane-
go genem biatka zielonej fluorescencji (Sliwiriska i Galbraith, nie opublikowane).

3. Produkcja haploidéw

Cytometria przeptywowa jest przydatna w selekcjonowaniu haploidéw. Stanowi
ona w tym przypadku alternatywe dla bezposredniego liczenia chromosomow lub
stosowania kryteriow pomocniczych, przy czym jej przewaga polega na tym, ze do-
datkowo pozwala wykry¢ obecnos$¢ chimer i komérek o wysokim poziomie poliplo-
idalnosci. W tabeli | podano przyktady gatunkow roslin, dla ktérych przy otrzymy-
waniu haploidéw zastosowano FCM.
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Tabela 1
Gatunki roslin, u ktérych zastosowano cytometrig¢ przeptywowa przy produkcji haploidéw

Gatunek Wyjsciowa komoérka/tkanka Literatura
burak zalagzek (15-17)
rzepak pytek (18,19)
kukurydza pylnik (20)
zyto pylnik (21)
pszenica pytek (22)
ziemniak pylnik (23,24)
papryka pylnik (25)
cykoria pytek (26)
gerbera zalazek (27,28)
Kiwi komérka jajowa (partenogeneza) (29)
tymotka pylnik (30)

Przy produkcji dihaploidéw podwojenie liczby chromosomoéw indukuje sie naj-
czesciej w zregenerowanych roslinach, ale jest to mozliwe rowniez juz w fazie kalu-
sa. Zgodnie z obserwacjami Beaumonta i Widholma (31) otrzymany z pylnikéw ha-
ploidalny kalus kukurydzy nie zmienit ploidalnosci przez pierwsze 97 dni kultury,
ale potem zaczety pojawiaé sie w nim komérki diploidalne oraz o wyzszej ploidalno-
$ci. W 466. dniu kultury okoto 50% komorek kalusa miato zawartos¢ DNA wiekszg
niz +C, co Swiadczy o tym, ze nastgpita w nim spontaniczna poliploidyzacja. jedno-
czesnie badano skutecznos¢ dziatania pronamidu, herbicydu blokujacego polimery-
zacje mikrotubul. Stwierdzono, ze traktowanie kalusa przez 2 dni {0 pM roztwo-
rem tego preparatu juz po trzech dniach powodowato podwojenie zawartosci DNA
w okoto 20-30% komorek. Po 466. dniach kultury wszystkie komorki kalusa trakto-
wanego pronamidem miaty 2C DNA.

4. Mieszance somatyczne

Dzieki biotechnologii konwencjonalne techniki krzyzowania zostaty wzbogaco-
ne 0 nowe mozliwosci otrzymywania mieszancow miedzy gatunkami, ktére dzieli
bariera niekrzyzowalnosci. jest to mozliwe gtéwnie dzieki fuzji protoplastow i rege-
neracji roslin w kulturach in vitro. Rosliny uzyskane w ten sposob z reguty wykazujg
cechy morfotogiczne posrednie miedzy formami wyjsciowymi, ale czesto ocena tych
cech jest mozliwa dopiero w p6zniejszych fazach rozwoju. Cytometria przeptywowa
umozliwia rozpoznanie mieszancow juz we wczesnych etapach kultury.

Z wielu doswiadczenr wynika, ze oprocz pozadanych form mieszaficowych, wsrdd
roslin zregenerowanych po fuzji czesto pojawiaja sie autopoliploidy i miksoploidy.
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Potwierdzono to w badaniach przeprowadzonych przez Dounaya i in (32). Autorzy
c¢i wykonali elektrofuzje protoplastéw oberzyny {Solarium melongena) i dzikiego ga-
tunku Solarium aethiopicum. W analizie zawartosci DNA wykazano, ze sposrdd 35 ro-
§lin zregenerowanych po fuzji 32 byty tetraploidalne, Jedna heksaploidalna i dwie
miksoploidalne. Schoenmakers i in. (33), wykazali, ze w wyniku przeprowadzenia
niesymetrycznej fuzji protoplastéw diploidalnego pomidora i monohaploidalnego
ziemniaka, oprécz pozadanych allotriploidéw powstaty roéliny tetra-, heksa- i okto-
ploidalne, co moze $wiadczy¢ o fuzji wielokrotnej lub wystapieniu poliploidyzacji
po fuzji. Podobnie, po elektrofuzji protoplastow diploidalnego S. tuberosum i S. pure-
ja, zregenerowane rosliny roznity sie stopniem ploidalnosci - otrzymano heksaplo-
idy, oktoploidy i miksoploidy, a takze aneuploidy (34).

Cytometria przeptywowa umozliwia nie tylko identyfikacje somatycznych mie-
szancow, ale réwniez ich sortowanie juz na etapie produktéw fuzji. Dokonano tego
na przyktad po przeprowadzeniu fuzji protoplastow tytoniu i ziemniaka (35). W po-
pulacji wysortowanych komdrek az 90% stanowity szybko dzielace sie komorki mie-
szanca.

5. Manipulacje genetyczne

Odcinki DNA, ktore sa przenoszone do genomu roslinnego w procesie transfor-
macji genetycznej sa zbyt mate, aby mogly zostaé wykryte za pomocg cytometrii
przeptywowej. Jednakze selekcja transformantow przy uzyciu tej metody jest mozli-
wa, jesli do rosliny zostanie wprowadzony markerowy gen warunkujacy produkcje
biatka zielonej fluorescencji (GFP - green fluorescent protein), ktére pod wptywem
Swiatla emituje promieniowanie bioluminescencyjne, wykrywalne przez cytometr
przeptywowy (36).

FCM okazata sie takze przydatna do optymalizacji warunkdw transformacji pro-
toplastéw, gtéwnie w jej pierwszych etapach (37). W tym celu plazmidowe DNA zo-
stato wybarwione bai-wnikiem fluorochromowym (bromkiem etydyny) i tak przygo-
towany plazmid uzyto do transfekcji protoplastow petunii. Protoplasty byly nastep-
nie analizowane za pomocg cytometru przeptywowego. Dzieki wybarwieniu egzo-
gennego DNA, transformowane protoplasty byty tatwo wykrywalne, mozna je byto
takze wysortowa¢. Mozliwa byta obserwacja efektywnosci procesu transfekcji, pro-
wadzonego w réznych warunkach.

Analiza waznych ekonomicznie roélin uprawnych na poziomie molekularnym
jest z reguty utrudniona ze wzgledu na znaczne rozmiary ich genomoéw, jedng z naj-
wazniejszych metod, umozliwiajgcych takag analize jest sortowanie chromosomaéw,
ktére nastepnie sg przechowywane w bibliotekach chromosomoéw i moga by¢ wyko-
rzystywane do molekularnej analizy genomdw. Etapem wstepnym do sortowania
jest synchronizacja cyklu komérkowego przy uzyciu inhibitora syntezy DNA. Dzieki
zastosowaniu inhibitoréw polimeryzacji mikrotubul wywotuje sie nastepnie zablo-
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kowanie cyklu komérkowego w metafazie (indeks mitotyczny powyzej 50%). Po
przygotowaniu zawiesiny chromosoméw poddaje sie je sortowaniu. Cytometria
przeptywowa pozwala na rozsortowanie tych chromosoméw okreslonego Karioty-
pu, ktére roznig sie wielkoscig (38).

Z przedstawionego przegladu literatury wynika, ze cytometria przeptywowa jest
metoda bardzo przydatng w réznych badaniach i procesach biotechnologicznych.
Moze ona nie tylko utatwi¢ ich przeprowadzenie, ale takze usprawnic i przyspieszy¢
selekcje produktow otrzymanych w laboratoriach biotechnologéw. Pozwala zatem
obnizy¢ koszty tych wysokonaktadowych prac i zwiekszy¢ ich efektywnosé.
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