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Cellular aspects of regeneration in protoplast culture of yellow lupin 
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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 of yellow 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. Wstęp

Warunki regeneracji roślin w kulturach izolowanych proto­
plastów zostały opisane dla wielu gatunków, szczegółowego 
przeglądu dokonali ostatnio Davey i wsp. (1). Łubin żółty, po­
dobnie jak wiele roślin z rodziny Fabaceae, reaguje na stresowe 
warunki kultury protoplastów silnie obniżoną zdolnością rege­
neracyjną (2). Do tej pory nie udało się uzyskać z protoplastów
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tego gatunku materiału do regeneracji w warunkach in vitro roślin, ani nawet ich or­
ganów, chociaż notuje się pewien postęp (3). Prowadzone badania mają na celu 
przełamanie istniejących barier i wywołanie pełnej odpowiedzi morfogenetycznej. 
W sytuacji ograniczonego potencjału regeneracyjnego, szczególną uwagę należy 
zwrócić na komórkowe aspekty nabywania zdolności podziałowej przez protopla­
sty, takie jak odbudowa ściany komórkowej, organizacja cytoszkieletu czy też rola 
pewnych składników komórkowych, pełniących funkcje sygnalne. Określenie se­
kwencji zachodzących procesów i ich ewentualnych zaburzeń może przyczynić się 
do zrozumienia problemu nadwrażliwości protoplastów łubinu i podwyższenia ich 
aktywności morfogenetycznej.

2. Ściana komórkowa

W pierwszych badaniach nad kulturami protoplastów Nagata i Takebe (4) udo­
wodnili, że podziały są uwarunkowane uprzednią odbudową ściany komórkowej. 
Później stwierdzano wielokrotnie, że mitoza zachodzi tylko po prawidłowym od­
tworzeniu struktur ściany (5), dlatego też niska częstotliwość podziałów protopla­
stów łubinu żółtego może być wynikiem zaburzeń w tym procesie. Pojawianie się 
składników ściany na powierzchni błony komórkowej protoplastu jest u niektórych 
gatunków obserwowane już w ciągu kilku godzin od zawieszenia w pożywce, a po 
2-4 dniach kultura staje się zawiesiną komórek (6). U protoplastów hypokotylowych 
łubinu żółtego po 4 dniach kultury tylko u ok. 30% stwierdzono obecność fragmen­
tów ściany komórkowej, w postaci pojedynczych włókien celulozy. W kolejnych 
dniach układ fibryl celulozowych był nieregularny i chaotyczny. Z kolei szybsze tem­
po odtwarzania ściany przez protoplasty liścieniowe wiązało się z powstawaniem 
na powierzchni protoplastów rozległych obszarów bez celulozy, widocznych w po­
staci okrągłych luk. W optymalnych warunkach, gdy ściana odbudowywana była 
wolniej, pasma celulozy układały się w pierścienie obejmujące cały protoplast. 
U protoplastów uzyskanych z mezofilu liści naprzemiennie występowały obszary
0 stosunkowo grubym i cieńszym pokładzie celulozy (badania własne). W świetle 
najnowszych badań brak wydajnych cytokinez u protoplastów łubinu żółtego moż­
na uznać za konsekwencję nieprawidłowości w regeneracji ściany. Uważa się, że 
przegroda komórkowa powstająca po podziale nie jest budowana tylko z nowo syn­
tetyzowanych składników, ale ich część jest wycofywana z już istniejącej ściany
1 transportowana do nowo powstającej (7). Interesujący jest również fakt, że odtwa­
rzanie ściany przez protoplasty uzyskane z różnych eksplantatów łubinu żółtego za­
chodzi według odmiennych wzorów. Jest to znacząca informacja, ponieważ prócz 
zmian składu chemicznego ściany, także zmiany jej architektury stanowią integralną 
część procesu różnicowania i oba czynniki odpowiadają za procesy morfogenetycz- 
ne w trakcie rozwoju roślin (8). Na obecnym etapie badań trudno określić przyczynę 
zaburzeń procesu regeneracji nowej ściany komórkowej u łubinu żółtego. Uważa
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się, że poznanie składu ściany, poprzez badania antygenów jej składników, może 
przyczynić się do zrozumienia tego problemu. Potwierdzają to badania na protopla­
stach buraka, gdzie wykazano, że profil antygenów ścian odgrywa istotną rolę we 
wrażliwości protoplastów w kulturze (8). jednakże sposób ułożenia mikrofibryl ce­
lulozy w regenerowanej ścianie jest ściśle kontrolowany i uwarunkowany układem 
elementów szkieletu komórkowego. Seagull i wsp. (9) zasugerowali, że filamenty 
aktynowe mogą brać udział w tworzeniu rusztowania z mikrotubul. Dzięki tej struk­
turze kompleks syntetyzujący włókna celulozy odkładają w sposób uorganizowany. 
Zaburzenia funkcjonowania cytoszkieletu wywołane stresem izolacji mogą zatem 
skutkować nieprawidłowościami w tym pierwszym stadium regeneracji protopla­
stów łubinu żółtego, jakim jest resynteza ściany komórkowej. Poszukując wyjaśnie­
nia problemu nadwrażliwości na warunki kultury protoplastów u tego gatunku war­
to przyjrzeć się bliżej układowi ściana komórkowa-cytoszkielet.

3. Szkielet komórkowy

w trakcie morfogenezy roślin plan podziału komórek musi być ściśle kontrolo­
wany. Za jego prawidłową realizację podczas mitozy odpowiada cytoszkielet, zbu­
dowany z mikrotubul i filamentów aktynowych (10). Oba składniki biorą udział 
w czynnym pozycjonowaniu organelli dzielącej się komórki, przy czym filamenty ak­
tyny odpowiadają za rozdział organelli, natomiast mikrotubule za umiejscowienie 
przegrody międzykomórkowej, przez co również wpływają na kształt komórek po­
tomnych. W naszym laboratorium przeprowadzono wstępne badania nad immuno- 
lokalizacją białek tubulinowych w protoplastach łubinu żółtego. Metodykę znako­
wania przystosowano do szczególnych warunków, które muszą być zapewnione, 
aby prowadzić obserwacje na tych delikatnych i labilnych obiektach. Bezpośrednio 
po izolacji mikrotubule tworzyły sieć, obejmującą proporcjonalnie cały protoplast. 
Układ sieci był najlepiej widoczny u protoplastów hypokotylowych. W rejonach pe­
ryferyjnych protoplastów obserwowano większe skupiska tubuliny, co może świad­
czyć o zachodzącej w tych miejscach odbudowie ściany. Wiele składników do synte­
zy ściany jest transportowanych przez pęcherzyki Golgiego, a mikrotubule są w ko­
mórce odpowiedzialne za ukierunkowanie ich ruchu (7). Obecność mikrotubul jest 
zatem niezbędna do odtworzenia ściany komórkowej i zajścia podziałów protopla­
stu (11). Zmiany organizacji cytoszkieletu tubulinowego w początkowych stadiach 
kultury protoplastów Solanum lycopersicoides pozwoliły na wyznaczenie pewnych 
wzorów, związanych z konkretnymi stadiami rozwojowymi protoplastów (11). 
Stwierdzono, że zmiany w strukturze systemu mikrotubularnego wywołane są sa­
mym procesem izolacji protoplastów. Układ mikrotubul z uporządkowanego prze­
chodzi wtedy w chaotyczną sieć. Najprawdopodobniej związane jest to z usunię­
ciem ściany komórkowej oraz reorganizacją struktur jądra komórkowego. W kultu­
rach protoplastów tytoniu dowiedziono, że zarówno mikrotubule jak i filamenty ak­
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tynowe, utożone „przypadkowo” w sferycznych komórkach, ulegają reorganizacji 
podczas wydłużania się komórki. Tworzą wtedy zespoły pierścieni, ustawionych 
prostopadle do dłuższej osi komórki (12). U lucerny stwierdzono, że występowanie 
delikatnych, rozgałęziających się i bezładnie ułożonych mikrotubul wiązało się z a- 
symetrycznym podziałem powstałej z protoplastu komórki, natomiast podział sy­
metryczny zachodził, wówczas gdy grube wiązki mikrotubul ułożone były równole­
gle (13). Poznany jest również prawidłowy układ sieci elementów cytoszkieletu 
w dzielących się komórkach in vivo (14). Ze względu na ogromną rolę tej struktury 
komórkowej w procesach, które z trudnością są wywoływane u łubinu żółtego: cy- 
tokineza, tworzenie mikrokolonii, określenie wzorów układu cytoszkieletu i skore­
lowanie ich ze stadiami nabywania zdolności podziałowej jest uzasadnione. Po­
twierdzili to także Sinha i Caligari (15), którzy jako jeden z dalszych kierunków ba­
dań nad protoplastami łubinu białego wyznaczyli przeprowadzenie oceny funkcjo­
nowania cytoszkieletu.

4. Rola białek arabinogalaktanowych

Po odtworzeniu ściany komórkowej, u protoplastów łubinu żółtego podjęto pró­
by lokalizacji białek arabinogalaktanowych (AGP, ang. arabinogalactan proteins), bę­
dących jednym z jej komponentów. Łańcuch węglowodanowy stanowi ponad 9Q% 
masy całej cząsteczki, dlatego też czasem zalicza się je do proteoglikanów. AGP wy­
stępują praktycznie w każdej komórce wszystkich gatunków roślin, od mszaków do 
okrytozalążkowych (16). Białka te są zlokalizowane w błonie komórkowej i jedno­
cześnie zakotwiczone w ścianie, łącząc je, a ich zmieniająca się struktura może sta­
nowić znacznik tożsamości komórki lub sygnał dla komórek sąsiadujących. U łubinu 
żółtego białka AGP wykryto tylko u około 40°^ protoplastów liścieniowych (badania 
własne). W pracach na innych gatunkach wykazano, że unieczynnienie AGP glukozy- 
lową pochodną (tzw. odczynnikiem Yariva) wywołuje zahamowanie podziałów lub 
powiększania się komórek, czasem prowadząc nawet do ich obumarcia (17). W in­
nych badaniach dowiedziono, że pewne białka AGP, obecne w ścianach oznaczają, 
że komórka wchodzi na drogę programowanej śmierci (18). W świetle tych badań 
można uznać, że protoplasty łubinu, zawierające AGP, stopniowo obumierały, a te, 
u których białek tych nie wykryto, rozwijały się normalnie. Jednakże uważa się, że 
białka arabinogalaktanowe stymulują wiele procesów różnicowania się komórek. 
Potwierdzono to w badaniach na protoplastach buraka (19) i w kulturach mikrospor 
pszenicy (20). U buraka udowodniono udział białek AGP w odtwarzaniu ściany ko­
mórkowej przez nieembriogeniczne komórki oraz ich rolę we właściwym łączeniu 
składników nowej ściany (19). Zaangażowanie AGP w proces regeneracji kultywowa­
nych protoplastów udowodniono również u wątrobowca Marchantia polymorpha 
(21). U tego gatunku żywotność protoplastów była podwyższona, jeśli na początku 
kultury, w fazie odbudowy ściany komórkowej, AGP połączono z odczynnikiem
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Yariva, blokując w ten sposób aktywność pewnych typów tych białek podczas łącze­
nia się składników nowo powstającej ściany komórkowej. Autorzy na podstawie 
tych wyników zasugerowali, że obniżenie zawartości lub całkowity brak P-l,3-glu- 
kanów może zapobiegać obumieraniu protoplastów na drodze apoptozy. Wielość 
możliwych kierunków oddziaływania AGP na kultywowane komórki roślinne skłania 
do podjęcia szerszych badań z tego zakresu u łubinu żółtego.

5. Podsumowanie

Przedstawione kierunki badań nad komórkowymi aspektami nabywania totipo- 
tencji przez protoplasty łubinu żółtego są nowatorskie u tego gatunku i wdrażane 
obecnie w naszym laboratorium. Identyfikacja sekwencji, zmian czy zaburzeń w bu­
dowie i funkcji składników komórki na etapie odtwarzania struktury i zadań pełnej 
komórki może dać solidne podstawy do ich eliminacji, zapewnienia ciągłości po­
działów i regeneracji roślin w kulturach protoplastów łubinu, a także innych gatun­
ków nadwrażliwych na warunki in vitro.
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