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1.Wstep

omatyczna embriogeneza roslin wzbudza coraz szersze zainteresowanie,
Sszczegélnie w perspekt}rwle mozliwosci jej wykorzystania do produkcji tzw.

sztucznych nasion (1,2). Dla realizacji tego celu konieczne jest powiekszenie
skali hodowli tkankowych i stosowanie przemystowych bioreaktorow (3,4).

Somatyczna embriogeneza przebiega w dwdéch fazach. Pierwszg z nich sta-
nowi hodowla tkanki proembriogennej, ktorej rdznicowanie jest uniemozliwione
przez obecnos$¢ odpowiednich fitohormondéw, druga, hodowla w pozywkach
inicjujagcych proces embriogenezy. Wymiana pozywki, obejmujaca zwykle
zmiane skifadu i stezenia Kkilku skfadnikéw, z ktérych fitohormony stanowig
jeden z zasadniclych czynnikéw regulatorowych, jest bodzcem wywotujagcym
W sposOb zsynchronizowany proces embriogenezy. Polega on na transformacji
tkanki proembriogennej w embriony somatyczne. Ich wzrost obejmuje kilka
faz morfologicznych, w tym: owalng, sercowsg i koncly sie osiagnieciem fazy
tzw. torpeda, uznawanego za forme dojrzatg. Efektywno$¢ tworzenia embrio-
néw somatycznych zalezy przede wszystkim od jakosci tkanki proembriogen-
nej. Warto podkresli¢, ze cecha embriogennosci moze by¢ utracona przez
ditugotrwate pasazowanie tkanki.

Wozrost kultury zawiesinowej jest zwykle charakteryzowany przez kilka pod-
stawowych parametrow, takich jak: kinetyka namnazania biomasy komoérko-
wej, udziat poszczegélnych form morfologicznych komérek w catej populaciji,
szybkos¢ zuzycia zrédila wegla i energii, wykorzystanie pozywki azotowej,
zmiany pH pozywki, stan nasycenia pozywki tlenem oraz dwutlenkiem wegta.
Opierajgc sie na bilansach materiatowych i d3mamice zmian gestosci biomasy
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proponowane sg matematyczne modele wzrostu kultury tkankowej. Spraw-
dzajg sie one najlepiej w ciggtych i okresowo-dolewowych metodach hodowli,
mniej za$ w kulturach okresowych (5-9).

Jedng z wazniejszych ros$lin uprawnych w Polsce jest ogoérek. Pierwsze
doniesienie o zdolnosci tej rosliny do embriogenezy somatycznej opublikowat
Malepszy i wsp6t. (10). W nastepnych latach ukazaty sie dalsze publikacje
dotyczace embriogenezy somatycznej u Cucumis sativus (11-15). W prezento-
wanych danych wskazujemy, ze embriogeneza u tej rosliny zachodzi z malg
czestotliwoscig i notowane sg rézne nienormalnosci w tym procesie, jak np.
ustawanie wzrostu w fazie niedojrzatej, zakldcenia w polamosci embriondw,
powr6t do kalusa i in. Brakuje, jak dotad, takze doniesien o udanej embrio-
genezie somatycznej ogoérka przeprowadzonej w skali bioreaktora.

W prezentowanej pracy przedstawiono badania poréwnawcze dotyczgce ho-
dowli zawiesinowej tkanki embriogennej i nieembriogennej ogérka w skali
bioreaktora o pojemnosci 5 1. Celem badan byto zebranie danych na temat
kinetyki wzrostu oraz metabolizmu cukréw i azotu przez oba typy tkanki.

2. Materiaty i metody

2.1. Materiat roslinny

W pracy stosowano embriogenna i nieembriogenng tkanke ogoérka linii
Borszczagowski, hodowang w kulturze zawiesinowej. Kultury zawiesinowe by-
ty wyprowadzone z tkanki katusowej*. Ustalone linie komérkowe utrzymywa-
no w poz}rwce ptynnej Murashige i Skooga (1/2 MS) (16).

Kulture przeszczepiano na $wieza pozywke co 7-10 dni, stosujac wysiew
w ilosci 30% v/v. Hodowla byta prowadzona w kolbach Erlenmeyera o poj.
300 ml, zawierajgcych 100 ml Swiezej poz}avki na wytrzgsawce w temp. 28°C
przy 160 obr/min, stosujgc fotoperiod 16 h. Uzyskana 7-dniowa kultura za-
wiesinowa byta stosowana jako inoculum do zaszczepiania bioreaktorow.

2.2. Warunki hodowli

Hodowle prowadzono w bioreaktorze typu Bioflo 111, New Brunswick Sci.
(USA), o pojemnosci roboczej 5 1, wyposazonym w pojedyncze, trzyptatowe
mieszadto typu Sruby okretowej. Kontroli podlegaty: szybko$¢ mieszania, tem-
peratura pozywki, pH pozywki i szybko$¢ napowietrzania. Reaktor byt napet-
niony pozywkag MS i sterylizowany w autoklawie przy 12TC przez 1 h. Po
wychtodzeniu do temp. 28°C reaktor zaszczepiano 20% objetoscia inoculum

* Obie linie komdrkowe otrzymano dzieki uprzejmosci prof, dra bab. S. Malepszego i dra W. Bu-
rzy z AR-SGGW, Warszawa.
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w formie kultury zawiesinowej uzyskanej w 7-dniowych hodowlach wytrza-
sanych. W czasie hodowli utrzymywano napowietrzanie z szybkoscig 0,5 I/min
i mieszanie 80 obr/min.

Proces prowadzono za pomocg metody okresowej, bez regulacji pH. Co 24
godziny pobierano prébke w ilosci 80 ml w celu przeprowadzenia analiz,
obejmujacych oznaczanie stezen: biomasy komoérkowej, sacharozy i glukozy,
z2rédta azotu w formie jondw amonowych i jondw azotanowych. Ponadto okre-
$lano formy morfologiczne rosnacej tkanki.

2.3. Metody analityczne
2.3.1. Oznaczanie biomasy komarkowej

Pozywke pobrang z bioreaktora wirowano przy 12 tys. obr/min przez
15 min. Uzyskany osad po przemyciu wodg byt suszony przez 24 godziny
w temp. 60°C, a nastepnie do statej masy w 105°C. Stezenie biomasy komor-
kowej wyrazano jako g s.m./l poz)rwki.

2.3.2. Oznaczanie stezenia cukrow

Stezenie cukrow oznaczano na chromatografie cieczowym Hewlett-Packard
HP 1050 z detektorem RI (Hewlett-Packard 1047A). Stosowano kolumne Ad-
sorbosphere C18 (150 x 4,6 mm, Alltech) z prekolumng. Jako eluentu sto-
sowano wode dejonizowang przy przeptywie 0,8 ml/min. Oznaczenia prowa-
dzono w temperaturze pokojowej przy czutosci detektora 8 x 10 RIU/F.S.

Whyniki przedstawiEino jako cukry ogdtem obejmujacych sume sacharozy,
glukozy i fruktozy (17).

2.3.3. Oznaczanie form azotu

Azot amonowy oznaczano poprzez destylacje amoniaku po zalkalizowaniu
prébki pozywki za pomoca NaOH, a nastepnie miareczkowanie jonéw NH4+
przy uzyciu 0,1 N kwasu solnego (18).

Azot azotanowy oznaczano przy uzyciu wysokocisnieniowego chromatogra-
fu cieczowego Hewlet-Packard HP 1050 z detektorem UV (HP 1050). Stosowano
kolumne APS-Hypersil (200 x 4,6 mm, Hewlett-Packard) z prekolumna. Jako
eluent stosowano H20 z 0,2 ml H2SO4 i 0,005 M KH2PO4 o pH 3,3. Kolumne
utrzymywano w temperaturze 40°C. Oznaczenie prowadzono przy diugosci fali
210 nm (19).

Sume azotu zawaitego w jonach amonowych i azotanowych okreslano jako
azot catkowity. Wyniki analiz byty prezentowane jako Srednie arytmetyczne
Z trzech powtodrzen.
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2.3.4. Oznaczanie pH

Wartos¢ pH pozywki byta mierzona w sposéb cigglty. Do oznaczania sto-
sowano elektrode kombinowang firmy Ingotd, przystosowang do sterylizacji
termicznej.

2.3.3. Morfalogia tkanki zawiesinowej

Ocene struktury tkanki zawiesinowej przeprowadzano co 72 godzin, sto-
sujac analize mikroskopowa w mikroskopie odwréconym typu Nikon przy
100-krotnym powiekszeniu. Przy okres$laniu struktury tkanki wyrézniano ko-
morki pojedyncze, mate agregaty obejmujace do kilkunastu komoérek oraz
duze agregaty skladajace sie z kilkudziesieciu komorek.

3. Wyniki i dyskusja

3.1. Kinetyka wzrostu

Kinetyka wzrostu kultury zawiesinowej jest najczesciej prezentowana jako
zmiana stezenia Swiezej masy komoérkowej lub suchej masy w przeliczeniu
na jednostke objetosci poz)rwki. Mozliwe jest takze wyrazanie przyrostu bio-
masy w jednostkach umownych, pozwalajagcych na szacunkowa ocene szyb-
kosci wzostu, na przyktad poprzez pomiar objetosci osadu komorkowego,
wzglednie monitorowanie zmian pH, przewodnosci lub osmolamosci poZ3rwek.

Bezposredni pomiar masy komodrkowej nalezy uznaé za najlepszy, choé
kazdy z parametrow, tj. Swieza i sucha masa daje odmienng charakterystyke
kinetyki produkcji biomasy. Podstawowym parametrem jest w tym przypadku
zawartos¢ wody w biomasie, ktdra zalezy m.in. od wieku komorek.

W pracy tej do kontroli kinetyki wzrostu kultury stosowano pomiar ste-
zenia komérek wyrazany jako zawartos¢ suchej masy w jednostce objetosci
pozywki. Na podstawie prowadzonych obserwacji mikroskopowych wykazano,
ze zastosowane wamnki mieszania pozywki nie wywotywaty mechanicznego
niszczenia komoérek, cho¢ w literaturze byly sygnalizowane przypadki nisz-
czenia komorek przez sity mechaniczne, generowane w czasie mieszania po-
zywek (20,21). Mozliwos¢ mechanicznego mieszania pozywki miata zasadnicze
znaczenie w zapewnieniu odpowiedniego natlenienia i homogennosci kultury,
co, jak wskazuja badania innych autoréw, wamnkuje niehamowany wzrost
komodrek w fazie namnazania biomasy komérkowej przed indukcjg embrioge-
nezy (22,23).

Poréwnanie kinetyki wzrostu embriogennej i niembriogennej kultury ogér-
ka w bioreaktorze przedstawiono na rys. 1. Réznice w poczatkowym stezeniu
biomasy obu kultur wynikaty ze stosowania jednakowej objetosci materiatu
posiewowego, rdznigcego sie jednak zawartoscig masy komorkowej. Stwier-
dzono, ze szybkos¢ wzrostu tinii nieembriogennej jest znacznie wieksza niz
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sucha masa [g/l]

czas [doba]

linia nieembriogenna linia embriogenna

Rys.l. Kinetyka wzrostu embriogennej i nieembriogennej kultury zawiesinowej ogoérka.

linii embriogennej. Najwieksze stezenie biomasy komérkowej w kulturze nie-
embriogennej uzyskano w dwunastej dobie hodowli i wyniosto ono 5,4 g s.m./I,
podezas gdy najwieksza koneentracja biomasy w kulturze embriogennej wy-
stgpita w dziewiatej dobie hodowli, leez byta ponad dwukrotnie nizsza i wy-
nosita zaledwie 2 g s.m./l. Od momentu osiagniecia plateau w obu kulturach
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obserwowano state zmniejszanie sie koncentraeji komdrek w kolejnyeh do-
bach hodowli. Biorac pod uwage trzytygodniowy okres hodowli, przyrost bio-
masy komorkowej w kulturze nieembriogennej wyniost ok. 2,5 g s.m./I, tj.
ok. 110% masy wprowadzonej do bioreaktora, podczas gdy w kulturze em-
briogennej przyrost biomasy wyniést zaledwie 18%.

Dane literaturowe na temat Kinetyki wzrostu embriogennych kultur za-
wiesinowych w bioreaktorach sg bardzo skgpe. Badania poréwnawcze nad
wzrostem embriogennych i nieembriogennych linii komérkowych jeczmienia
i kukurydzy prowadzili Stim i wspot. (24). Stwierdzili oni, ze linie nieembrio-
genne wykazujg znacznie szybszy wzrost niz embriogenne. W przypadku je-
czmienia w pierwszych szesciu dniach hodowli linia embriogenna produko-
wala wiecej biomasy niz nieembriogenna, nastepnie jednak linia nieembrio-
genna wykazata znacznie wieksza szybkos¢ wzrostu, tak ze po uptywie czter-
nastu dni hodowli réznica w stezeniu Swiezej biomasy miedzy obu kulturami
zawiesinowymi siegata ponad 300%. W hodowlach tkanki kukurydzy od sa-
mego poczatku szybszy wzrost wykazata linia nieebriogenna, przy czym réz-
nice w stezeniu komoérek w poréwn3rwanych kulturach zwiekszaty sie z up-
tywem czasu hodowli.

Biorac pod uwage wyniki obu prac mozna sugerowac hipoteze, ze szybkos¢
wzrostu danej kultury zawiesinowej moze by¢ wskaznikiem jej potencjatu em-
briogennego; wolny wzrost moze wskazywa¢ na zdolnos$¢ danej linii komor-
kowej do somatycznej embriogenezy.

Tautorus i wsp6t. (25) prowadzili hodowle kultur zawiesinowych swierkow
Picea mariana i Picea glauca-engelmanniu stosujac bioreaktor z mieszadtem
turbinowym o pojemnosci 7,5 1. Autorzy nie stwierdzili uszkodzenia komorek
w czasie mieszania pozywki. Kinetyka wzrostu obu badanych linii komoérko-
wych byla zalezna od stezenia sacharozy w pozywce, przy czym maksymalna
koncentracja komdrek osiggneta poziom 4-6 g/l. Niestety autorzy nie podajg
informacji o potencjale embriogennym tej kultury.

3.2. Morfologia tkanki

Dane literaturowe dotyczace embriogenezy somatycznej wskazujg na pod-
stawowa role w tym procesie komorek o wysokiej gestosci cytoplazmy (2).
Komérki te wystepuja zwykle w matych, agregatach komérkowych. W hodow-
lach, ktérych celem jest produkcja embrionéw, udziat tej frakcji w ogélnej
populacji komoérek jest wazng wskazéwka mowigcg o zdolnosciach embriogen-
nych danej linii komorkowej, stad tez w prezentowanej pracy, obok pr~rostu
biomasy komdrkowej, okreslano takze stezenie poszczegolnych form morfolo-
gicznych w pozywce. Wyniki tych badan sa przedstawione w tab. 1 i na lys. 2.
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158 Pawet Kroéiiczak, Wiodzimierz Grajek, Michat Tomkowiak

Tabela 1
Stezenie poszczeg6lnych form morfologicznych tkanki embriogennej i nieembriogennej w pozywce

Linia embriogenna Linia nieembriogenna
Czas (dni) Liczba poszczegolnych form, x 10®/1
Pojedyncze Mate Duze Pojedyncze Mate Duze
komorki agregaty agregaty komorki agregaty agregaty

0 1,08 0,22 0,07 1,77 0,31 0,08
3 1,16 0,15 0,23 2,72 0,38 0,20
6 1,20 0,12 0,06 4,56 0,56 0,40
9 1,30 0,28 0,20 4,70 0,60 0,41
12 1,31 0,16 0,13 511 0,78 0,34
15 1,59 0,10 0,09 5,69 0,78 0,48
18 2,00 0,13 0,08 5,28 1,10 0,56
21 1,56 0,12 0,08 4,76 1,20 0,97

Poréwnujac obie stosowane linie komorkowe nalezy stwierdzi¢, ze stezenie
komorek w kulturze nieembriogennej jest znacznie wieksze niz w embriogennej.
Jest to szczegOlnie widoczne przy analizie danych dotyczacych komoérek poje-
dynczych (rys. 2). Réznice w koncentracji pozostatych form sg znacznie mniejsze.

Bioragc pod uwage duzg ilos¢ pojedynczych komoérek w kulturze nieem-
briogennej, stwierdzi¢ mozna, ze udzial matych agregatéw w catej populacji
komorek jest wiekszy w kulturze linii embriogennej. Potwierdza to teze o waz-
nej roli mniej zagregowanych form w tworzeniu somatycznych embrionéw.

Uzyskane dane wskazujg jednoczes$nie na szybkie zmniejszanie sie gestosci
cytoplazmy komérkowej, gdyz po osiggnieciu plateau stezenia biomasy w po-
zywce, liczebnos¢ komoérek w jednostce objetosci roboczej bioreaktora nadal
ro$nie, natomiast stezenie biomasy maleje. W przeprowadzonych badaniach
mikroskopowych wykazano, ze przyczyng tego zjawiska sg powiekszajgce sie
wakuole komdrkowe, wskazujgce na rosngcy udziat wody w masie komarkowej.

W literaturze brak jest szerszych informacji na temat agregacji komoérek
roslinnych rosngcych w kulturze zawiesinowej hodowanej w bioreaktorze
z mieszadtem mechanicznym. Uzyskane wyniki potwierdzaja w duzym zakre-
sie dane zebrane w prowadzonych hodowlach wytrzasanych i wskazujg, ze
umiejetne mieszanie pozywki, polegajagce na stosowaniu mieszadta generuja-
cego mate stresy mechaniczne (Sruba okretowa) oraz umiarkowana szybkos$¢
mieszania nie przekraczajgca 100 obr/min, po*ala na zachowanie naturalnej
struktury tkanki, obejmujacej zaréwno pojedyncze komorki, jak i agregaty
0 zroznicowanej wielkosci.
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Stezenie komorek [x10*/1]

czas [doba]

linia nieembriogenna linia embriogenna

Rys. 2. Zmiany stezenia pojedynczych komoérek w kulturze zawiesinowej ogorka.

3.3. Kinetyka metabolizmu cukrow

Zmiany stezenia cukrow w pozywce w czasie hodowli przedstawiono na
rys. 3. Analizujac przemiany cultréw przez kulture zawiesinowg ogorka nalezy
podkresli¢ znaczng réznice w szybkosci ich pobierania przez obie stosowane

biotechnologia 3 (30) 95



160 Pawet Kroéliczak, Wiodzimierz Grajek, Michat Tomkowiak

czas [doba]

linia nieembriogenna linia embriogenna

Rys. 3. Procentowe zmiany stezenia cukréw w pozywce w czasie hodowli kultury zawiesinowej
ogorka.

kultury zawiesinowe. Zuzyeie eukréw przez kulture embriogenng byto bardzo
mate i w eiagu 21 dni hodowti wyniosto zatedwie 12% w stosunku do stezenia
poczatkowego, co odpowiadato zuzyciu okoto 3,48 g cukréw/l. Pobieranie cu-
kréw przez te kulture przebiegato w sposdb wzgtednie rownomierny w caltym
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okresie wzrostu, chociaz po osiagnieciu plateau, tj. po dziewiatej dobie ho-
dowli, przez kolejnych pie¢ dni obserwowano niewielkie przyspieszenie zuzycia
cukréw. Przez caty okres hodowli stwierdzano obecnos$¢ w pozywce wszystkich
trzech cukrow, tj. sacharozy, glukozy i fruktozy.

Nieembriogenna linia komérkowa charakteryzowata sie znacznie intens3rw-
niejszym metabolizmem cukréw. Do czternastej doby hodowli obserwowano
szybkie zuzycie cukréw, po czym nastepowata faza nieco zwolnionego meta-
bolizmu. Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze po uptywie 12-13 dni hodowli nasta-
pito catkowite wyczerpanie sacharozy, natomiast do korica hodowti w pozywce
obecna byta glukoza i fruktoza. Biorgc pod uwage caty okres hodowli zuzyciu
uleglo 76% cukréw, co odpowiada okoto 34,1 g cukréow/t. Najwieksze przy-
spieszenie zuzycia cukréw odnotowano miedzy szdOstg a pietnasta dobag ho-
dowli. Poréwnujac obie linie komodrkowe, kultura nieembriogenna pobrata
w czasie hodowli 10-krotnie wiecej cukrow niz embriogenna.

Na podkreslenie zastuguje brak prostego zwigzku miedzy szybkoscig zu-
zycia cukrow a szybkoscig produkowanej biomasy komorkowej.

Podobne badania nad kinetykag przemian cukréw w roslinnej kulturze za-
wiesinowej prowadzili McDonald i Jackman (26). Autorzy ci hodowali w bio-
reaktorze komorki lucerny wyprowadzone z kalusa. Wyniki ich pracy potwier-
dzajg rezultaty uzyskane w naszych badaniach. Nastepowato szybkie wyczer-
pywanie sie sacharozy w podtozu i nagromadzanie sie obu cukrow prostych,
tj. glukozy i fruktozy. W momencie catkowitego zuzycia sacharozy rozpoczy-
nato sie pobieranie obu cukréw prostych, co objawiato sie zmniejszaniem ich
stezenia w pozywce. Mozna stwierdzi¢, ze profile krzywych obrazujacych ki-
netyke zmian stezenia poszczegolnych cukrow w kulturze lucerny byty bardzo
podobne do przebiegu krzywych kinetycznych w nieembriogennej kulturze
ogorka, uzyskanych w tej pracy.

3.4. Metabolizm azotu

Gtownym zrodiem azotu w pozywce byt azotan amonowy. Zmiany stezenia
azotu ogolnego (suma azotu amonowego i azotanowego) w pozywce przedsta-
wiono na rys. 4. Réznice w poczatkowym stezeniu azotu wynikaty z roznic
w zawartosci tego sktadnika w inocutum.

Na podstawie przeprowadzonej analizy danych wynika, ze kultura nieem-
briogenna metabolizowata azot znacznie szybciej niz embriogenna. Najwiekszy
pobér azotu przez kutture nieembriogenng odnotowano miedzy czwartg a dzie-
wigtg dobg hodowli. W calym okresie hodowli pobrane zostato ponad 0,2 g
azotu/l, co stanowi 50% catosci azotu wprowadzonego do pozywki. Biorgc
pod uwage obie formy azotu, natezy stwierdzi¢, ze azot amonowy jest szybciej
pobierany przez komérki niz azot azotanowy. Gromadzenie sie grup azotano-
wych w pozywce miato decydujacy wpltyw na szybki spadek pH.

Odmienny przebieg miata krzywa ilustrujgca kinetyke pobierania azotu
przez kulture embriogenna, gdzie najwiekszy spadek stezenia azotu wystapit
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Stezenie azotu [g/I]

czas [doba]

linia nieembriogenna linia embriogenna

Rys. 4. Zmiany stezenia azotu w pozywce w czasie hodowli kultury zawiesinowej ogorka.

W pierwszych dobach hodowli. Po tym czasie poziom azotu w pozywce 0SCy-
lowat w waskim zakresie stezenia miedzy 0,42 a 0,46 g azotu/l. Zuzycie azotu
W ciagu trzech tygodni hodowli wynosito zaledwie 0,06 g/l, co stanowito
12,5% catosci tego skiadnika w pozywce.
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Na uwage zastugujg réznice w pobieraniu azotu przez obie kultury w pier-
wszych czterech dobach hodowli. W kulturze nieembriogennej zmiany w ste-
zeniu azotu byly retatywnie mate i dopiero po tym czasie nastepowato szybkie
zuzywanie azotu, podezas gdy w kulturze embriogennej najwiekszy pobér azo-
tu miatl miejsee w poezgtkowym okresie hodowli.

Uwage zwraea duze podobienstwo kinetyki pobierania azotu i cukrow przez
obie kultury, przy jednoczesnym braku zwigzku miedzy szybkoseig pobierania
sktadnikow pokarmowyeh i produkejg biomasy komadrkowe;j.

Obserwacje poczynione w tej praey znajdujg peilne poparcie w wynikach
badan prowadzonych przez McDonalda i Jackmana nad kulturg zawiesinowag
lucerny (26).

3.5. Zmiany pH

Hodowle prowadzono bez regulacji kwasowosci podioza, pozwatajac na
swobodne ksztattowanie sie tego parametru pod wptywem metabotizmu ko-
morkowego. Zmiany pH w czasie hodowli w bioreaktorze przedstawiono na
rys. 5 i ich przebieg mozna uzna¢ za bardzo charakterystyezny. Niezaleznie
od stosowanej linii komoérkowej w pierwszym okresie hodowli notowano gwat-
towny spadek pH. W przypadku linii nieembriogennej po pieciu dobach ho-
dowli wartos¢ pH zmniejszyta sie od 5,6 do 4,4. Nastepnie obserwowano
powolny, staty wzrost pH, tak ze po trzech tygodniach hodowli korncowa war-
tos¢ pH wynosita 4,8. W hodowlach kultury embriogennej kierunek zmian
pH byt podobny, cho¢ spadek wartosci pH w pierwszych dniach hodowli byt
wolniejszy. Wynikato to z wolniejszego wzrostu i metabotizmu komorek.

Analizujac zmiany pH pozywki zwraca uwage ich zwigzek ze zmianami
stezenia jonébw amonowych i azotanowych w pozywce. Szybsze pobieranie
azotu amonowego prowadzi do wzglednej koncentracji jonéw azotanowych,
co moze by¢ gtéwng przyezyng szybkiego wzrostu kwasowosci pozywki, szcze-
g6lnie w pierwszym okresie hodowli.

Podobny przebieg zmian pH w czasie hodowli roslinnyeh kultur zawiesi-
nowych byt obserwowany przez innych autoréw (24,26). Stwierdzano zwykle
szybki spadek wartosci pH w pierwszych dobach hodowli, po czym nastepowat
powolny wzrost wartosci tego parametru. Szczegdlne podobienstwo wykazy-
wata ewolueja pH pozywki w hodowlach nieembriogennej kultury zawiesino-
wej jeezmienia (24).
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PH

czas [doba]

linia nieembriogenna linia embriogenna

Rys. 5. Zmiany pH w pozywce w czasie hodowli kultury zawiesinowej ogorka.

4. Whnioski

Przeprowadzone badania nad hodowlg embriogennych i nieembriogennyeh
kultur ogoérka wskazujg na odmienny metabolizm obu typéw komorek. Réz-
niee wystapity we wszystkieh badanych wskaznikach kinetycznych: szybkosci
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produkcji biomasy komdrkowej, metabolizmu cukru i azotu oraz szybkosci
zmian pH pozywki.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze kultura nieem-
briogenna rosnie szybciej i pobiera wigksze ilosci sktadnikéw pokarmowych,
w tym azotu i cukrow. Udzial pojedynczych komorek i matych agregatéw
w o0go6inej liczbie komorek jest wiekszy w kulturze linii embriogennej.

Rezultaty tej pracy oraz dane literaturowe uprawniaja do postawienia hi-
potezy, ze szybko$¢ wzrostu danej Kkultury zawiesinowej moze byé
wskaznikiem jej potencjatu embriogennego; wolny wzrost moze wskazywaé
na zwiekszong zdolnos$¢ danej linii komdrkowej do somatycznej embriogenezy.
Hipoteza ta wymaga jednak dalszych potwierdzen.

Stwierdzono, ze przemiany cukréw sg dwukierunkowe, obejmujace szybka
hydrolize sacharozy do cukréw prostych oraz jednoczesne pobieranie przez
komorki glukozy i fruktozy.

Sposréd dwoch form azotu obecnych w pozywce szybciej metabolizowany
byt azot amonowy, natomiast jony azotanowe pozostajace w pozywce byty
prawdopodobng przyczyng obnizania sie pH pozywki.

Nie stwierdzono prostej zaleznosci miedzy szybkoscig produkcji biomasy
komorkowej a szybkoscig zuzycia cukrow i azotu przez obie stosowane kultury
ogoérka.

Autorzy dziekujg mgr Jolancie Theus-Sobarskiej, mgr Annie Mueller i F/~szardowi Stefan-
skiemu za pomoc w realizacji badan.
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Growth Kinetics of embriogenic and nonembriogenic suspension
cultures of cucumber (Cucumis sativus L)) in stirred bioreactor

Summary

Embriogenic and nonembriogenic suspension cultures of cucumber were cultivated in a 5-L
stirred bioreactor. Significant differences between kinetic characteristics of these cell lines (growth
rate, tissue morphology, sugar and nitrogen metabolism) are presented.

Nonembriogenic culture demonstrated faster growth rate and greater nutrient uptake. Me-
chanical stress in stirred bioreactor under experimental conditions was negligible.

Key words:
embriogenic cultures, bioreactor, growth kinetics, Cucumis sativus.
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