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Cellular aspects of regeneration in protoplast culture of yellow lupin
{Lupinus luteus L.)

Summary

Yellow lupin (Lupinus luteus), like many other Fabaceae species, exhibits
strong recalcitrance to in vitro conditions of protoplast culture, where regenera-
tion capacity is extremely limited, and only incipient mitoses are observed. In
case of the restricted morphogenetic potential ofyellow lupin protoplasts, spe-
cial attention should be paid to the cellular mechanisms that control gaining of
totipotency in culture. These are especially; the structure and functioning of
new cell wall, elements of cytoskeleton, as well as some cell components of sig-
naling properties. Detailed investigation on these structures and their behav-
iour in culture conditions may contribute to the understanding and bypassing
of the recalcitrance problem in yellow lupin.
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1. Wstep

Warunki regeneracji roslin w kulturach izolowanych proto-
plastéw zostaly opisane dla wielu gatunkéw, szczegdtowego
przegladu dokonali ostatnio Davey i wsp. (1). tubin zéky, po-
dobnie jak wiele roslin z rodziny Fabaceae, reaguje na stresowe
warunki kultury protoplastéow silnie obnizona zdolnoScia rege-
neracyjng (2). Do tej pory nie udato sie uzyska¢ z protoplastow
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tego gatunku materiatu do regeneracji w warunkach in vitro roslin, ani nawet ich or-
ganow, chociaz notuje sie pewien postep (3). Prowadzone badania majg na celu
przetamanie istniejagcych barier i wywotanie petnej odpowiedzi morfogenetyczne;.
W sytuacji ograniczonego potencjatu regeneracyjnego, szczegoélng uwage nalezy
zwr6ci¢ na komorkowe aspekty nabywania zdolnosci podziatlowej przez protopla-
sty, takie jak odbudowa $ciany komadrkowej, organizacja cytoszkieletu czy tez rola
pewnych skladnikbw komérkowych, pelniacych funkcje sygnalne. Okres$lenie se-
kwencji zachodzgcych proceséw i ich ewentualnych zaburzen moze przyczynic sie
do zrozumienia problemu nadwrazliwosci protoplastow tubinu i podwyzszenia ich
aktywnosci morfogenetyczne;.

2. Sciana komoérkowa

W pierwszych badaniach nad kulturami protoplastéw Nagata i Takebe (4) udo-
wodnili, ze podzialy s uwarunkowane uprzednig odbudowag $ciany komorkowe;j.
Pozniej stwierdzano wielokrotnie, ze mitoza zachodzi tylko po prawidtowym od-
tworzeniu struktur Sciany (5), dlatego tez niska czestotliwos¢ podziatdw protopla-
stow tubinu zéttego moze by¢ wynikiem zaburzeh w tym procesie. Pojawianie sie
sktadnikéw Sciany na powierzchni blony komdérkowej protoplastu jest u niektérych
gatunkéw obserwowane juz w ciggu kilku godzin od zawieszenia w pozywce, a po
2-4 dniach kultura staje sie zawiesing komorek (6). U protoplastow hypokotylowych
tubinu z6ttego po 4 dniach kultury tylko u ok. 30% stwierdzono obecno$¢ fragmen-
tow Sciany komérkowej, w postaci pojedynczych widkien celulozy. W kolejnych
dniach ukfad fibryl celulozowych byt nieregularny i chaotyczny. Z kolei szybsze tem-
po odtwarzania Sciany przez protoplasty lisScieniowe wigzato sie z powstawaniem
na powierzchni protoplastéw rozlegtych obszaréw bez celulozy, widocznych w po-
staci okragtych luk. W optymalnych warunkach, gdy $ciana odbudowywana byta
wolniej, pasma celulozy ukfadaly sie w pierscienie obejmujace caly protoplast.
U protoplastéw uzyskanych z mezofilu lisci naprzemiennie wystepowaly obszary
0 stosunkowo grubym i ciefiszym pokfadzie celulozy (badania wtasne). W Swietle
najnowszych badan brak wydajnych cytokinez u protoplastéw tubinu zéttego moz-
na uzna¢ za konsekwencje nieprawidtowosci w regeneracji $ciany. Uwaza sie, ze
przegroda komoérkowa powstajgca po podziale nie jest budowana tylko z nowo syn-
tetyzowanych skiladnikoéw, ale ich czes¢ jest wycofywana z juz istniejgcej Sciany
| transportowana do nowo powstajacej (7). Interesujacy jest rowniez fakt, ze odtwa-
rzanie $ciany przez protoplasty uzyskane z r6znych eksplantatéw tubinu zéttego za-
chodzi wedtug odmiennych wzoréw. Jest to znaczaca informacja, poniewaz procz
zmian sktadu chemicznego Sciany, takze zmiany jej architektury stanowig integralng
czes¢ procesu réznicowania i oba czynniki odpowiadajg za procesy morfogenetycz-
ne w trakcie rozwoju roslin (8). Na obecnym etapie badan trudno okresli¢ przyczyne
zaburzen procesu regeneracji nowej sciany komérkowej u tubinu zoéttego. Uwaza
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sie, ze poznanie skladu Sciany, poprzez badania antygenéw jej sktadnikbw, moze
przyczyni¢ sie do zrozumienia tego problemu. Potwierdzaja to badania na protopla-
stach buraka, gdzie wykazano, ze profil antygenéw $cian odgrywa istotng role we
wrazliwosci protoplastéw w kulturze (8). jednakze sposéb utozenia mikrofibryl ce-
lulozy w regenerowanej Scianie jest Scisle kontrolowany i uwarunkowany uktadem
elementéw szkieletu komérkowego. Seagull i wsp. (9) zasugerowali, ze filamenty
aktynowe moga bra¢ udziat w tworzeniu rusztowania z mikrotubul. Dzieki tej struk-
turze kompleks syntetyzujgcy widkna celulozy odktadajg w sposéb uorganizowany.
Zaburzenia funkcjonowania cytoszkieletu wywotane stresem izolacji mogg zatem
skutkowac nieprawidiowosciami w tym pierwszym stadium regeneracji protopla-
stow tubinu zokego, jakim jest resynteza Sciany komorkowej. Poszukujgc wyjasnie-
nia problemu nadwrazliwo$ci na warunki kultury protoplastéw u tego gatunku war-
to przyjrzec sie blizej ukladowi sciana komdérkowa-cytoszkielet.

3. Szkielet komorkowy

w trakcie morfogenezy roslin plan podziatu komérek musi by¢ Scisle kontrolo-
wany. Za jego prawidiowg realizacje podczas mitozy odpowiada cytoszkielet, zbu-
dowany z mikrotubul i filamentéw aktynowych (10). Oba sktadniki biorg udziat
w czynnym pozycjonowaniu organelli dzielgcej sie komorki, przy czym filamenty ak-
tyny odpowiadajg za rozdziat organelli, natomiast mikrotubule za umiejscowienie
przegrody miedzykomorkowej, przez co réwniez wptywajg na ksztatt komorek po-
tomnych. W naszym laboratorium przeprowadzono wstepne badania nad immuno-
lokalizacjg biatek tubulinowych w protoplastach tubinu zéttego. Metodyke znako-
wania przystosowano do szczegOllnych warunkéw, ktére musza byé zapewnione,
aby prowadzi¢ obserwacje na tych delikatnych i labilnych obiektach. Bezposrednio
po izolacji mikrotubule tworzyly sie¢, obejmujaca proporcjonalnie caly protoplast.
Uktad sieci byt najlepiej widoczny u protoplastéw hypokotylowych. W rejonach pe-
ryferyjnych protoplastéw obserwowano wigksze skupiska tubuliny, co moze Swiad-
czy¢ o zachodzgcej w tych miejscach odbudowie Sciany. Wiele sktadnikéw do synte-
zy Sciany jest transportowanych przez pecherzyki Golgiego, a mikrotubule sg w ko-
morce odpowiedzialne za ukierunkowanie ich ruchu (7). Obecnos$¢ mikrotubul jest
zatem niezbedna do odtworzenia Sciany komorkowej i zaj$cia podziatdbw protopla-
stu (11). Zmiany organizacji cytoszkieletu tubulinowego w poczatkowych stadiach
kultury protoplastéw Solanum lycopersicoides pozwolity na wyznaczenie pewnych
wzordw, zwigzanych z konkretnymi stadiami rozwojowymi protoplastéw (11).
Stwierdzono, ze zmiany w strukturze systemu mikrotubularnego wywotlane sg sa-
mym procesem izolacji protoplastow. Uktad mikrotubul z uporzadkowanego prze-
chodzi wtedy w chaotyczng sie¢. Najprawdopodobniej zwigzane jest to z usunie-
ciem $ciany komoérkowej oraz reorganizacja struktur jadra komérkowego. W kultu-
rach protoplastow tytoniu dowiedziono, ze zaréwno mikrotubule jak i flamenty ak-
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tynowe, utozone ,przypadkowo” w sferycznych komorkach, ulegajg reorganizacii
podczas wydtuzania sie komoérki. Tworza wtedy zespoty pierscieni, ustawionych
prostopadle do dtuzszej osi komorki (12). U lucerny stwierdzono, ze wystepowanie
delikatnych, rozgateziajgcych sie i beztadnie utozonych mikrotubul wigzato sie z a-
symetrycznym podziatem powstatej z protoplastu komérki, natomiast podziat sy-
metryczny zachodzit, woéwczas gdy grube wigzki mikrotubul utozone byty réwnole-
gle (13). Poznany jest rowniez prawidiowy uklad sieci elementéw cytoszkieletu
w dzielacych sie komérkach in vivo (14). Ze wzgledu na ogromng role tej struktury
komédrkowej w procesach, ktore z trudnoscig sg wywotywane u tubinu zo6ktego: cy-
tokineza, tworzenie mikrokolonii, okreslenie wzoréw uktadu cytoszkieletu i skore-
lowanie ich ze stadiami nabywania zdolnosci podziatowej jest uzasadnione. Po-
twierdzili to takze Sinha i Caligari (15), ktorzy jako jeden z dalszych kierunkéw ba-
dan nad protoplastami tubinu bialego wyznaczyli przeprowadzenie oceny funkcjo-
nowania cytoszkieletu.

4. Rola bialek arabinogalaktanowych

Po odtworzeniu $ciany komorkowej, u protoplastow tubinu zéitego podjeto pré-
by lokalizacji biatlek arabinogalaktanowych (AGP, ang. arabinogalactan proteins), be-
dacych jednym z jej komponentéw. tancuch weglowodanowy stanowi ponad 9Q%
masy calej czgsteczki, dlatego tez czasem zalicza sie je do proteoglikandéw. AGP wy-
stepujg praktycznie w kazdej komorce wszystkich gatunkéw roslin, od mszakoéw do
okrytozalgzkowych (16). Biatka te sg zlokalizowane w btonie komoérkowej i jedno-
czednie zakotwiczone w Scianie, faczac je, a ich zmieniajgca sie struktura moze sta-
nowi¢ znacznik tozsamosci komérki lub sygnat dla komérek sasiadujgcych. U tubinu
z06ktego biatka AGP wykryto tylko u okoto 40°* protoplastow liscieniowych (badania
wiasne). W pracach na innych gatunkach wykazano, ze unieczynnienie AGP glukozy-
lowg pochodna (tzw. odczynnikiem Yariva) wywotuje zahamowanie podziatéw lub
powiekszania sie komoérek, czasem prowadzac nawet do ich obumarcia (17). W in-
nych badaniach dowiedziono, ze pewne biatka AGP, obecne w Scianach oznaczaja,
ze komoérka wchodzi na droge programowanej smierci (18). W Swietle tych badan
mozna uznac¢, ze protoplasty tubinu, zawierajace AGP, stopniowo obumieraly, a te,
u ktérych biatek tych nie wykryto, rozwijaly sie normalnie. Jednakze uwaza sie, ze
biatka arabinogalaktanowe stymulujg wiele procesdw réznicowania sie komoérek.
Potwierdzono to w badaniach na protoplastach buraka (19) i w kulturach mikrospor
pszenicy (20). U buraka udowodniono udziat biatek AGP w odtwarzaniu $ciany ko-
morkowej przez nieembriogeniczne komorki oraz ich role we wtasciwym taczeniu
sktadnikdw nowej Sciany (19). Zaangazowanie AGP w proces regeneracji kultywowa-
nych protoplastow udowodniono réwniez u watrobowca Marchantia polymorpha
(21). U tego gatunku zywotnos$¢ protoplastéw byta podwyzszona, jesli na poczatku
kultury, w fazie odbudowy $ciany komoérkowej, AGP potaczono z odczynnikiem
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Yariva, blokujac w ten spos6b aktywnos¢ pewnych typow tych biatek podczas tacze-
nia sie skltadnikdbw nowo powstajacej Sciany komoérkowej. Autorzy na podstawie
tych wynikOw zasugerowali, ze obnizenie zawartosci lub catkowity brak P-I,3-glu-
kan6bw moze zapobiega¢ obumieraniu protoplastow na drodze apoptozy. Wielosé
mozliwych kierunkéw oddziatywania AGP na kultywowane komorki roslinne skiania
do podjecia szerszych badan z tego zakresu u tubinu zéttego.

5. Podsumowanie

Przedstawione kierunki badarn nad komorkowymi aspektami nabywania totipo-
tencji przez protoplasty tubinu zéttego sg nowatorskie u tego gatunku i wdrazane
obecnie w naszym laboratorium. ldentyfikacja sekwencji, zmian czy zaburzen w bu-
dowie i funkcji sktadnikéw komorki na etapie odtwarzania struktury i zadan petnej
komoérki moze da¢ solidne podstawy do ich eliminacji, zapewnienia ciagtosci po-
dzialow i regeneracji roslin w kulturach protoplastéw tubinu, a takze innych gatun-
kéw nadwrazliwych na warunki in vitro.
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