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Different level of point mutation and chromosomal changes among
regenerants in tissue culture of Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.

Summary

Using the regeneration method described by Feldman and Marks (1986),
the level of somaclonal variation (frequency of gene mutations and chromo-
somal changes) was determined in A. thaliana regenerants from root and shoot
explants. The explants were regenerated via indirect organogenesis with callus
stage. The level of embryo lethal mutations and changes in chromosome num-
ber were estimated in R2 generative progeny of regenerants, and confirmed in
R3 generation. The frequency of R] plants carrying gene mutations was similar
for all types of explants and on average it reached 8.3%, however only 47% of Ri
plants showed the presence of the same embryo mutation in R2 and R3 genera-
tion. The frequency of embryo-lethal mutants, among 25 571 embryos tested,
was 1.7%, while 0.08% embryos carried chlorophyll mutations. The plants with
increased chromosome number were observed in the progeny of 32.2 % Rj
regenerants, i.e. with eight times higher frequency than regenerants carrying
gene mutations. All polyploid plants were obtained from shoot explants, while
regenerants from roots carried normal diploid number of chromosomes. The
observed changes in chromosome number were discussed in relation to the dif-
ferent content of DNA in root and shoot cells of A. thaliana.
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1. Wstep

Juz w latach szescdziesigtych regenerowano rosliny Arabidopsis thaliana z réz-
nych jej organéw. Zastosowanie nowych rodzajow pozywek i kombinacji hormo-
now umozliwito zwiekszenie efektywnosci regeneracji i otrzymanie typowych,
ptodnych roslin, nadal jednak wsrod regeneratéw obserwowane jest zjawisko zmien-
nosci somaklonalnej. Zmiennos$¢ ta moze by¢ zwigzana z obecnos$cig mutacji w tkan-
kach eksplantatéw badZ wynika¢ z mutagenicznego dziatania samej kultury ().
Istnieje wiele r6znych mechanizméw bedacych przyczyna pojawiajacej sie zmienno-
Sci w kulturze, wsrdd nich wyr6zni¢ mozna mutacje punktowe wywotane réznymi
zwigzkami chemicznymi wchodzacymi w skiad pozywek, zmiany w liczbie i struk-
turze chromosomoéw, aktywacje transpozonow, metylacje DNA i zwigzang z tym
modyfikacje ekspresji gendéw, wymiane odcinkéw siostrzanych chromatyd, oraz
zmiany zawartosci DNA komorkowego w wyniku ampliflkacji lub deamplifikacji se-
kwencji DNA (2-4).

Zmiany w liczbie i strukturze chromosoméw sg najczesciej opisywanym typem
mutacji pojawiajagcym sie w kulturach in vitro. Wérdd roslin zregenerowanych z kul-
tury kalusowej obserwowano poliploidy, aneuploidy, a takze delecje, inwersje
i translokacje (2). Zmienno$¢ somaklonalna u regeneratéw w postaci mutacji punk-
towych dotyczyta zmian w jednej lub Kilku sgsiadujacych ze sobg par zasad w DNA,
a obserwowane mutacje mialy charakter dominujacy badz recesywny (5,6). Pomimo
istnienia obszernej literatury dotyczacej badania zmiennosci somaklonalnej u roslin
A. thaliana zregenerowanych w kulturze in vitro, nie przeprowadzono dotad analizy
poréwnawczej czestotliwosci mutacji punktowych i chromosomowych u regeneran-
tow otrzymanych z tkanek pochodzacych z czesci podziemnych i nadziemnych ros-
lin. W pracy przedstawiono poziom zmian somaklonalnych u regeneratéw z korze-
nia i pedu A. thaliana, na podstawie czestosci wystepowania letalnych mutacji zarod-
kowych oraz roslin o zmienionej liczbie chromosoméw, a takze podjeto prébe
wyjasnienia zrodet wystepowania obserwowanej zmiennosci.

2. Materia! i metody

Eksplantaty w postaci fragmentow korzenia i todygi pobierano z roslin Arabidopsis
thaliana, genotypu C-24, rosngcych w warunkach sterylnych. Metoda regeneracji in
vitro opracowana przez Feldmanna i Marksa (7) jest obecnie powszechnie uzywana
w badaniach wykorzystujacych kultury in vitro roélin A. thaliana. Zregenerowane rosli-
ny  analizowano stosujgc test Mullera (8) w celu stwierdzenia obecnosci letalnych
mutacji zarodkowych. Zmutowane zarodki roznity sie od zarodkéw kontrolnych wiel-
koscia, ksztattem i barwg. W zaleznosci od obserwowanych zmian wyr6zniono nie-
chlorofilowe, letalne mutacje zarodkowe i chlorofilowe mutacje zarodkowe. Do anali-
zy pobierano od 3 do 5 tuszczyn z kazdej rosliny Ri. W celu potwierdzenia dziedzicz-
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nego charakteru obserwowanych zmian, przeprowadzono powtérng analize zarod-
kéw w nastepnym pokoleniu (R2).

Analize liczby chromosoméw przeprowadzono w pakach roslin stanowigcych
potomstwo wybranych roslin Ri, a takze w merystemie korzeniowym roslin R3
bedacych kolejnym pokoleniem generatywnego potomstwa roslin Ri. Paki i siewki
pobrane do badan utrwalano w roztworze Carnoya i przechowywano w temp. -24°C,
a nastepnie barwiono, po odpowiednim przygotowaniu, metoda DAPI (9).

W celu sprawdzenia poziomu ploidalnosci w tkankach roslin A. thaliana nie prze-
chodzacych przez stadium kultury in vitro, zawiesiny komérek przygotowane z frag-
mentow korzenia i fodygi analizowano z uzyciem cytometru przeptywowego (DAKO
Galaxy flow cytometer). Dla kazdej prébki zawierajgcej tkanke z kilkunastu roslin znaj-
dujacych sie w tym samym stadium rozwojowym, analizowano po ok. 10 000 jader.

3. Wyniki i dyskusja

Poziom zmiennosci somaklonalnej zostat okreslony dla roslin R* zregenerowa-
nych z eksplantatow korzenia i todygi. U roslin tych czestotliwos¢ mutacji punkto-
wych okre$lono na podstawie frekwencji zmutowanych zarodkéw. Analiza 762 ros-
lin R] wykazata obecnosc¢ 8,3% roslin, ktére posiadaty zarodki o zmienionej morfolo-
gii w stosunku do zarodkéw kontrolnych (tab. 1), sklasyfikowane jako zarodki letal-
ne chlorofilowe (fot. 1) i niechlorofilowe (fot. 2). Badania tych roslin w nastepnym
pokoleniu potwierdzity dziedziczny charakter obserwowanych zmian tylko dla
47,0% roslin Ri niosacych letalne zarodki (tab. 2). Dlatego faktyczny poziom muta-
cyjnych zmian wywotanych dziataniem kultury in vitro dla badanych eksplantatow
mozna oszacowac jako 3,9% R] niosgcych letalne mutacje zarodkowe. Wynik ten
wskazuje na niewielki poziom pojawiajacych sie mutacji punktowych, chociaz w po-
rownaniu do poziomu spontanicznych zmian, jakie otrzymano u roslin rozmno-
zonych bezposrednio z nasion (1,7%), wartos¢ ta byla ponad dwukrotnie wyzsza
(tab. 1). Srednia czestotliwo$é tuszczyn z mutacjami dla badanych eksplantatow wy-
nosita 6,9% i byla nieznacznie nizsza niz $rednia czestotliwos¢ roslin niosagcych mu-
tacje (tab. 1). Wynik ten wskazuje na chimeralnos¢ regenerantéw - nie kazda
tuszczyna z rosliny niosgcej mutacje posiadata zmienione zarodki. Nie obserwowa-
no zréznicowania w poziomie zmian mutacyjnych w zarodkach pomiedzy regenera-
tami korzenia jak i tych zregenerowanych z todygi znacznie czeSciej obserwowano
letalne mutacje niechlorofilowe niz mutacje chlorofilowe (tab. 3).
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Tabela 1

Czestotliwo$¢ roslin Ri z letalnymi zarodkami, otrzymanych z réznych typéw eksplantatow

Liczba Rosliny z mutacjami Liczba tuszczyny z mutacjami

Typ eksplantatu analizowanych ) , analizowanych . ,

roslin R liczba % + S Juszezyn liczba % + SD
korzen 450 32 71 =67 1077 57 53 + 44
todyga 312 31 99 + 40 708 67 94 £ 09
razem/$rednia 762 63 8,3 1785 124 6,9
rosliny otrzymane z nasion 110* 2% 17 £ 0.2 266* 3* 11 = 06

*kontrolne rodliny lub luszczynyyl. thaliana, ktérych zarodki powstaty w wyniku samozapylenia u roslin rozmnazanych ge-
neratwnie; SD - odchylenie standardowe

Tabela 2
Czestotliwos¢ roélin R, z mutacjami potwierdzonymi w pokoleniu R3

Liczba i procent rodlin R|

Liczba roslin wykazujaca obecnos¢ mutacji zarodkowych w pokoleniu R

Typ eksplantaty analizowana w pokoleniu R

liczba (%)
korzen 32 20 62,5
todyga 19 4 21,0
Razem 51 24 47,0

Tabela 3
Procentowy udziat zmutowanych zarodkéw w tuszczynach roélin Rj
Liczba Czestotliwo$¢ zmutowanych zarodkéw
Typ eksplantatu analizowanych  mutacje chlorofilowe letalne mutacje niechlorofilowe Razem

zarodkow % + SD % + SD % + D
korzen 17015 0,05 + 00 16 £ 0,7 16 + 0,6
todyga 8556 011 + 0,2 18 £ 09 19 £ 10
razem/$rednia 25571 0,08 17 17
roéliny otrzymane z nasion 1257* 0,00 £ 0,0 05 * 05 05 + 05

* kontrolne rosliny lub Itiszczynyd. thaliana, ktérych zarodki powstaty w wyniku samozapylenia u roslin rozmnazanych
generatywnie; SD - odchylenie standardowe

W potomstwie 32 ro$lin  analizowano poziom zmian w liczbie chromosomoéw.
Obserwacje przeprowadzono u 91 ros$lin R2 stanowiacych generatywne pokolenie
roslin Ri. Czestotliwos¢ roslin R] o tetraploidalnej liczbie chromosoméw wynosita
29%, jednakze regeneranty ze zwiekszona liczba chromosoméw pochodzity jedynie
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Fot. 1. Nasiona R2 w Juszczynie rosliny Ri se- Fot. 2. Nasiona R2 w tuszczynie roéliny Rj se-
gregujace pod wzgledem zarodkowej mutacji chlo-  gregujgce pod wzgledem mutacji niechlorofilowej.
rofilowej.

Z eksplantatow todygowych (tab. 4). Wszystkie analizowane rosliny zregenerowane
z eksplantatéw korzeniowych charakteryzowaty sie normalng, diploidalng liczbg
chromosoméw (tab. 4) (fot. 3). Réwniez wsrdd roslin Ri zregenerowanych z frag-
mentow todygi znaleziono chimeralng rosline, ktorej potomstwo byto zaréwno di-
jak i tetraploidalne. Niestabilnos¢ chromosomowa jest powszechnym zjawiskiem
w kulturach in vitro, takze w kulturach tkankowych Arabidopsis thaliana. W pracy Gaj
i Matuszynskiego (10) wskazano na obecno$¢ 27% zregenerowanych roslin o tetra-
ploidalnej liczbie chromosomow i podobnie jak w tej pracy, zmiany te nie wptynety
na morfologie i ptodnos¢ otrzymanych roslin. Regenerantythaliana o zwielokrot-
nionej liczbie chromosomoéw obserwowata réwniez Fra$ (11). jednakze w obu wspo-
mnianych pracach podczas regeneracji zastosowano metode, w ktérej wystgpita
dtugoterminowa faza kalusa. Powszechnie wiadomo, ze to wiasnie w stadium kalusa
nastepuja réznorodne zmiany, ktorych efektem moga by¢ mutacje chromosomowe.

5 pm

Fot. 3. Chromocentry w jadrach interfazowych Arabidopsis thaliana, po fluorescencyjnym barwieniu
DAPI: a) diploid, b) tetraploid.
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W tej pracy zastosowano metode regeneracji, w ktoérej faza kalusa i kontakt z egzo-
gennymi hormonami ograniczat sie najwyzej do 3 tygodni. Fakt ten, podobnie jak
wystagpienie poliploidalnosci tylko wsrdéd roslin zregenerowanych z fragmentow
todygi, moze sugerowac, ze obserwowane mutacje chromosomowe byly zwigzane
z wystgpieniem zjawiska endoploidalnosci w tkankach regenerowanych eksplanta-
téw. Arahidopsis thaliana, podobnie jak wiekszo$¢ roslin okrytonasiennych, jest ros-
ling polisomatyczng (12), co oznacza, ze poszczegolne tkanki w roslinie réznig sie
miedzy sobg poziomem DNA. Eksplantaty pochodzace z r6znych organéw zawierajg
komorki o réznej zawartosci DNA, co moze by¢ przyczyng powstawania miksoplo-
idalnego kalusa, a w rezultacie pojawienia sie zmiennosci somaklonalnej u regene-
rowanych roslin (13).

Tabela 4

Procentowy udziat roslin Ri o zmienionej liczbie chromosoméw, zregenerowanych z réznych typéw eks-
plantatéw

T Liczba Rosliny diploidalne (2 n) Roéliny tetraploidalne (4 n) Roéliny chimeralne (2 n/4 n)
K Iypt i analizowanych . . .
eksplantatii rodlin Ri liczba (%) liczba (%) liczba (%)
korzen 14 14 100,0 0 0,0 0 0,0
todyga 18 7 41,2 9 52,9 1 59
Razem 32 21 67,7 9 29,0 1 32
2C 4C 8C 16C 2C 4C 8C 16C
korzen todyga

Rys. 1. Poziom DNA w tkankach korzenia i todygi (2C-16C).
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W pracy tej, przy uzyciu cytometru przeptywowego okreslono zawartos¢ DNA
w komoérkach tkanek pochodzacych z korzenia i todygi roslin A. thaliana. Eksplanta-
ty z rodlin w tych samych stadiach rozwojowych stanowity material wykorzystany
W regeneracji in vitro w przedstawionych badaniach. Analizie poddano 1,5 cm odcin-
ki korzeni wraz z merystemem wierzcholtkowym oraz | cm odcinki todygi, po-
chodzace z kilkudziesieciu roslin w odpowiednim stadium rozwojowym. Zaréwno
w korzeniu jak i pedzie zaobserwowano wystapienie komorek o zawartosci DNA od
2C do 16C, jednak udziat komdérek o okreslonym poziomie DNA byt rézny w obu
tych organach. W komérkach tkanek korzenia stwierdzono przewage komoérek o za-
wartosci 2C (55,5%), natomiast w tkankach todygi przewazaty komoérki o zawartosci
DNA 4C. Wartosci, te wskazuja, ze zréznicowanie pod wzgledem ploidatnosci wsrod
regeneratéw z korzenia i pedu mogto by¢ zwigzane z odmiennym udziatem komoé-
rek o réznej zawartosci DNA w tkankach tych organdw.
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