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na wzrost i rozwoj transgenicznej
truskawki w kulturach in vitro
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The effect of transformation with iaglu gene on growth and develop-
ment of transgenic strawberry in in vitro cultures

Summary

The aim of the presented work was to study the effects of changes of en-
dogenous indole-3-acetic acid (IAA) metabolizm on in vitro shoot proliferation
and rhizogenesis of transgenic strawberry shoots carrying maize |AA-glucose
synthase gene (iaglu). Four /ag/u-transformed strawberry clones and non-
transformed ‘Raster’ shoots served as a plant material for the study. The analy-
sis of free and conjugated IAA level in leaves of transgenic and control straw-
berry plants showed that /og/u-containing strawberry clones had significantly
higher level of ester conjugated IAA, but the level of free hormone was only
slightly decreased or comparable to the control plants, mg/u-transformed clones
had significantly higher proliferation rate and formed more roots than the con-
trol shoots. One of the /og/u-transformed clones had significantly shorter and
other two - longer roots than the control plantlets.

Key words:
auxin homeostasis, genetic transformation, proliferation rate, rooting abil-
ity strawberry.

1. Wstep

Auksyny sg hormonami roslinnymi odgrywajgcymi gtéwng
role w regulacji wzrostu i rozwoju roslin, wptywaja one m.in. na
wzrost wydtuzeniowy todyg, zjawisko dominacji wierzchotko-
wej, tworzenie korzeni przybyszowych, zrzucanie organdéw oraz
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wzrost i dojrzewanie owocow (1). Auksyna powszechnie wystepujaca w roslinach
jest kwas indolilo-3-octowy (ang. indole-3-acetic acid, IAA). W tkankach roslinnych tyl-
ko niewielka cze$¢ IAA wystepuje w postaci wolnego kwasu, ktéry uwazany jest za
forme aktywna biologicznie tego hormonu, natomiast przewazajaca jego czes¢ jest
zZwigzana estrowo lub amidowo z cukrami, mezoinozytolem, aminokwasami i bial-
kami (2,3). Odwracalna synteza i hydroliza form zwigzanych IAA uwazana jest za je-
den z mechanizmoéw wplywajgcych na poziom wolnego hormonu w tkankach roslin-
nych (2,4,5).

Wiekszos¢ informacji na temat roli auksyn w regulacji wzrostu i rozwoju roslin
uzyskano do tej pory w wyniku doswiadczen z egzogennag aplikacja hormonu.
W ostatnich latach zostat osiggniety znaczny postep w badaniach nad metaboli-
zmem i rolg fitohormondéw w rodlinach dzieki zastosowaniu metod biologii moleku-
larnej i wykorzystaniu naturalnych lub indukowanych mutantéw. Trwalg zmiane po-
ziomu endogennego |IAA w tkankach roslinnych otrzymano w wyniku transformaciji
roslin genami kodujgcymi enzymy odpowiedzialne za metabolizm tego hormonu
(6). jednym z takich gendw jest gen iaglu z kukurydzy, kodujgcy syntaze estru gluko-
zowego kwasu indolilo-3-octowego (transferaze glukozylu UDPG ; IAA). Reakcja ka-
talizowana przez ten enzym spetnia gtdwng role w cyklu reakcji odpowiedzialnych
za synteze form zwigzanych IAA w kukurydzy (7). Badania nad transformacjg roslin
genem iaglu oraz zbadaniem wplywu ekspresji tego genu na poziom endogennego
IAA oraz procesy rozwojowe roslin prowadzone sg obecnie w kilku laboratoriach
w Europie i USA, w tym takze w Instytucie Sadownictwa i Kwiaciarstwa w Skiernie-
wicach. W wyniku prac prowadzonych przez nasz zesp6t uzyskano transgeniczne
rosliny truskawki (8) i petunii (9) zawierajgce w swoim genomie sekwencje cDNA
genu iaglu pod kontrolg konstytutywnego promotora CaMV 35S oraz wykazujace
ekspresje tego transgenu.

Celem prezentowanej pracy bylo zbadanie wpltywu zmiany metabolizmu endo-
gennego kwasu indolilo-3-octowego wywotanego ekspresjg transgenu iaglu na
namnazanie oraz rizogeneze in vitro transgenicznych pedéw truskawki.

2. Materiat i metody

2.1. Materiat roslinny

Materiat do badan stanowity 4 klony transgenicznej truskawki oznaczone nume-
rami: IV, VII, V111 i X, zawierajace w swoim genomie cDNA genu syntazy estru gluko-
zowego kwasu indolilo-3-octowego (iaglu) z kukurydzy pod kontrolg promotora
CaMV 35S, uzyskane w wyniku transformacji truskawki odmiany ‘Kaster’. Kontrole
dla roslin transgenicznych stanowity pedy truskawki odmiany ‘Kaster nietransfor-
mowane, otrzymane przez organogeneze z kalusa w analogiczny sposoéb jak rosliny
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transgeniczne. Transgeniczne klony truskawki oraz rosliny klonu kontrolnego
namnazano w kulturach in vitro na standardowej pozywce namnozeniowej wg Boxu-
sa (10) z dodatkiem 0,5 mg 1" IBA (kwas indolilo-3-mastowy), 0,5 mg 1' BAP (6-ben-
zyloaminopuryna), 0,1 mg 1* GA3 (kwas giberelinowy) i 0,8% agaru. Rosliny byty
przenoszone na $wieze pozywki co 4 tygodnie. Kultury inkubowano w komorach
hodowlanych, w temperaturze 23/18°C (dzien/noc), przy swietle biatym (lampy flu-
orescencyjne Philips TL’'D 36W) o natezeniu napromieniowania 55 pmol m"* s'
i 16-godzinnym fotoperiodzie.

2.2. Analizy poziomu wolnego IAA i jego pochodnych estrowych

Zawartos¢ kwasu indolilo-3-octowego w materiale roslinnym oznaczano zmody-
fikowang metoda wg Chena i in. (11). Do analiz pobierano po 0,5 g lisci z roslin
transgenicznych klonéw truskawki oraz roslin kontrolnych. Zawarto$¢ IAA oznacza-
no za pomoca chromatografu gazowego sprzezonego ze spektrometrem masowym
(Hewlett-Packard, Gas Chromatograph 5890/5971A). Zawartos¢ pochodnych estro-
wych kwasu indolilo-3-octowego wyliczano z réznicy zawartosci wolego |1AA
w prébkach przed i po hydrolizie. Analizy wykonano w trzech powtdrzeniach, uzy-
skane wyniki analizowano statystycznie testem ,t” Duncana przy poziomie istotno-
éci 0,05. Kombinacje stanowit pojedynczy klon truskawki.

2.3. Obserwacje wzrostu i rozwoju pedéw w kulturach in vitro

Przeprowadzono obserwacje proliferacji oraz rizogenezy transgenicznych i kon-
trolnych peddw truskawki w kulturach in vitro. Do doswiadczenia uzyto peddéw uzy-
skanych po pigtym pasazu namnozeniowym. Pedy wielkosci ok. ! cm przeszczepia-
no na 4 pozywki wg Boxusa, zawierajgce 0,5 mg f' BAP, 0,1 mg ' GA3, 0,8% agaru,
réznigce sie zawartoscig auksyny (IBA): jedna pozywka nie zawierata dodatku auksy-
ny, a trzy pozostate zawieraty 0,5 mg 1', | mg ' lub 2 mg f* IBA. Po 4 tygodniach
kultury obliczono wspoétczynnik namnazania roslin, a takze oznaczono $wiezg
i suchg mase mikroroslinek rosnacych na pozywce z dodatkiem 0,5 mg M IBA (stan-
dardowa pozywka namnozeniowa). Suchg mase oznaczano po suszeniu w 80°C
przez 48 godzin. Doswiadczenie wykonano w trzech powtérzeniach, powtérzenie
stanowita jedna kolbka z 5-7 pedami.

Zdolno$¢ do rizogenezy w kulturach in vitro poszczegdlnych klonéw oznaczano
na 12 pedach z kazdego transgenicznego klonu oraz roslin kontrolnych umieszczo-
nych na pozywce ukorzeniajgcej (pozywka stata wg Boxusa bez regulatoréw wzro-
stu). Doswiadczenie prowadzono w trzech powtdrzeniach, powtérzeniem byta jed-
na kolbka z rosngcymi w niej czterema pedami. Po 30 dniach korzenie liczono,
zmierzono ich dtugos¢ i oznaczono ich $wiezg i suchg mase.
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Wszystkie uzyskane wyniki analizowano statystycznie (analiza wariancji i szaco-
wanie istotnosci réznic testem ,,t” Duncana przy poziomie istotnoéci 0,05). Kombi-
nacje stanowit pojedynczy klon truskawki.

3. Wyniki

W przeprowadzonych analizach zawartosci wolnego i zwigzanego kwasu indoli-
lo-3-octowego wykazano, ze zgodnie z oczekiwaniami, w lisciach roslin truskawek
transformowanych genem iaglu znaczaco wzrést poziom pochodnych estrowych 1AA
(tab. 1). Zawartos¢ wolnego hormonu byta jednak tylko nieznacznie nizsza lub po-
rownywalna z kontrolg (tylko klony VII i X mialy istotnie nizszy niz rosliny kontrolne
poziom wolnego |AA).

Tabela 1

Zawarto$¢ wolnego i zwigzanego kwasu indolilo-3-octowego w lisciach réznych klonéw truskawki

Zawarto$¢ IM |ng g> §. m.)
Klon

wolny pochodne estrowe
I\ 34,0 bc 1155 b
\l 21,7 ab 1417 ¢
Vil 29,0 abc 105,3 b
X 16,7 a 1033 b
kontrola 37,3 ¢ 62,2 a

Pomimo niewielkich zmian w poziomie wolnego IAA zaobserwowano istotne
réznice w rozwoju transgenicznych klonéw truskawki w warunkach in vitro w po-
réwnaniu z pedami kontrolnymi, réznice wystgpity zarbwno w poziomie prolifera-
cji, jak i w zdolnosci pedéw do rizogenezy. Najwyzszy wspoétczynnik namnazania za-
obserwowano u klonu V111, proliferacja tego klonu na wszystkich stosowanych
pozywkach byta istotnie wyzsza w poréwnaniu z kontrolg oraz pozostatymi klonami
transgenicznymi (rys.). Na pozywce zawierajgcej 0,5 mg k' IBA takze wspéiczynnik
namnazania pedéw klonéw VII i X byt istotnie wyzszy niz pedéw roslin kontrolnych.
Istotne réznice pomiedzy roslinami kontrolnymi oraz transgenicznymi stwierdzono
w Swiezej i suchej masie mikroroslinek (roslinek powstatych przez proliferacje
zjednego pedu Mszczepionego na pozywke namnozeniowg) rosnacych przez czte-
ry tygodnie na standardowej pozywce namnozeniowej (tab. 2). Najwieksza $wiezg
i sucha mase mialy mikroroslinki ktonu V111, ktory tworzyt najwiecej pedéw. Klon X,
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2 mg/l IBA

1 mg/l IBA
0,5 mg/l IBA

g

O 0 mg/l IBA

klon IV
klon VII
klon Vil
klon X
kontrola

Rys. Namnazanie transgenicznych i kontrolnych pedéw truskawki po 4 tygodniach kultury na po-
zywkach o ré6znym stezeniu auksyny (IBA).

pomimo ze na pozywce namnozeniowej wytwarzat wieksza liczbe peddéw niz kon-
trola, miat istotnie mniejszg Swieza i suchg mase mikroroslinek niz rosliny kontrolne.

Tabela 2

Masa mikroroslinek transgenicznych i nietransformowanych truskawek po czterech tygodniach kultury na
standardowej pozywce namnozeniowej

Klon Swieza masa mikroroslinek [mgl Zawarto$¢ suchej masy [%1
v 99,6 ab 209 a
Vi 157,0 cd 19,8 a
VI 164,9 d 20,2 a
X 93,3 a 20,7 a
kontrola 128,9 bc 232 b

Wszystkie transgeniczne klony wytworzyty srednio wiekszg liczbe korzeni w po-
réwnaniu z roslinami kontrolnymi po trzydziestu dniach kultury na pozywce uko-
rzeniajacej (tab. 3). Klon IV miat istotnie krétsze, a klony VII i VIII - dluzsze korze-
nie niz rosliny kontrolne. Dwa transgeniczne klony - VIl i V111 wytwarzaly korzenie
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ciensze niz rosliny kontrolne, co miato swoje odbicie w niewielkiej masie ich syste-
mu korzeniowego przy wzieciu pod uwage, ze liczba korzeni byta wieksza i byly
one dluzsze (tab. 3).

Tabela 3

Liczba korzeni wytworzonych przez rézne klony truskawki po trzydziestu dniach kultury in vitro na

pozywce ukorzeniajacej oraz ich charakterystyka

Klon Liczba korzeni Diugos¢ korzeni [cm] Swieza masa korzeni [mg] Zawartos¢ suchej masy [%]
Y 58 ¢ 1,09 a 321 a 153 ¢
il 70d 8,87 d 94,4 ¢ 141 b
Vil 49 b 6,69 ¢ 39,9 a 156 ¢
X 5.2 bc 5,26 b 54,5 b 14,1 b
kontrola 39 a 4,63 b 63,8 b 113 a

Zaobserwowano rowniez roznice w uwodnieniu tkanek pomiedzy rostinami
transgenicznymi i kontrolnymi. Pedy wszystkich transgenicznych klonéw w warun-
kach in vitro byly bardziej uwodnione niz pedy roslin kontrolnych (tab. 2), natomiast
w korzeniach tworzonych in vitro, zawartos¢ suchej masy byta wieksza u wszystkich
transgenicznych klonéw niz u roslin kontrolnych (tab. 3).

4. Dyskusja

Niewielki wplyw transformacji genem syntazy IAA-glukozy na zawartos¢ wolne-
go kwasu indolilooctowego mozna wyttumaczy¢ zwiekszeniem jego syntezy de novo
lub/i zwiekszong intensywnoscig hydrolizy form zwigzanych na skutek zadziatania
systemu homeostatycznego. W efekcie wzrést poziom pochodnych estrowych, a po-
ziom wolnego IAA spadt tylko nieznacznie lub wcale. Poniewaz ekspresja transgenu
pod kontrolg promotora CaMV 35S jest konstytutywna, a natywnych genéw metabo-
lizmu IAA specyficzna, nie jest wykluczone, ze lokalnie, na poziomie komorkowym
lub tkankowym, zmiany w poziomie IAA sg znaczne, pomimo braku takich réznic
przy oznaczaniu tego hormonu w calych tlisciach.

Zmiana rownowagi hormonatnej przez transformacje genem iaglu spowodowata
zmiany we wzroscie i rozwoju transgenicznych roslin truskawki, aczkolwiek efekt
byt r6zny dla r6znych transgenicznych kolonéw, co byto prawdopodobnie spowodo-
wane rdéznicami w poziomie ekspresji genu iaglu. Transformacja genetyczna rostin
z reguly prowadzi do otrzymania klonéw o réznym poziomie ekspresji transgenu
(12). Uwaza sie, ze jednym z czynnikéw wplywajacych na poziom ekspresji transge-
nu, obok m.in. liczby jego kopii oraz rodzaju promotora, jest miejsce insercji w ge-
nomie rosliny (12-14).
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Mozna przypuszczacé, ze zwiekszona proliferacja niektérych klonoéw truskawki
zawierajacych gen iaglu byta wynikiem zmniejszonej dominacji wierzchotkowej
u tych roslin, spowodowanej zmianami w metabolizmie IAA. Réwnowaga iloSciowa
pomiedzy réznymi grupami zwigzkéw regulatorowych, a w szczegélnosci miedzy
auksynami i cytokininami, wyznacza kierunek rozwoju tkanek w kulturach in vitro
(15). U roslin o obnizonym poziomie wolnego IAA mozna spodziewac sie zmiany tej
réwnowagi na korzys¢ cytokinin czego efektem jest zwiekszona proliferacja pedow,
jednak trudno dopatrzy¢ sie prostej zaleznosci pomiedzy spadkiem poziomu wolne-
go IAA a zwiekszeniem wspétczynnika namnazania u klonéw truskawki stransfor-
mowanych genem iaglu, np. klon VIII miat istotnie wyzszy wspétczynnik namnazania
niz pedy kontrolne oraz pedy pozostalych klonéw transgenicznych, lecz poziom
wolnego IAA u tego klonu nie réznit sie istotnie od kontroli.

Tworzenie wiekszej liczby korzeni przez rodliny o obnizonym poziomie IAA jest
wynikiem zaskakujgcym, gdyz auksyny zaréwno endo- i egzogenne indukujg wytwa-
rzanie korzeni w kulturach in vitro (15,16). Podobnie trudny do wyjasnienia jest
zréznicowany wplyw ekspresji genu iaglu na dtugos¢ korzeni, np. klon 1V, ktéry miat
poréwnywalny z kontrolg poziom wolnego |AA, tworzyt az trzykrotnie krétsze ko-
rzenie, natomiast u klonu X przy znacznie nizszym poziomie wolnego hormonu roz-
woj korzeni nastepowat analogicznie jak u pedéw kontrolnych (tab. 3).

Wiadomo, ze auksyny wplywajg na akumulacje substancji pokarmowych w ko-
morkach tworzgc tzw. zlew fizjologiczny (1), przypuszcza¢ zatem mozna, ze zmiana
rownowagi hormonalnej miata wptyw na akumulacje suchej masy w tkankach. Zjawi-
sko wiekszego uwodnienia peddéw in vitro mozna tgczy¢ rowniez z wptywem cytoki-
nin. Cytokininy powodujg zwiekszong akumulacje wody w pedach utrzymywanych
w kulturach in vitro, co w skrajnych przypadkach prowadzi do szklistosci tkanek (17).

Brak korelacji pomiedzy wzrostem i rozwojem transgenicznych klonéw truskaw-
ki a zawarto$cig wolnego i zwigzanego kwasu indolilo-3-octowego wskazuje, ze
efekt powodowany przez auksyny nie zalezy tylko od jej stezenia w tkance, lecz
przypuszczalnie takze od dystrybucji (kompartmentacji) hormonu na poziomie
tkankowym i/lub komérkowym.

Badania przedstawione w pracy byly finansowane z grantu KBN nr 6 PO6A 011 20.
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