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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 (lAA) metabolizm on in vitro shoot proliferation 
and rhizogenesis of transgenic strawberry shoots carrying maize lAA-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 lAA level in leaves of transgenic and control straw­
berry plants showed that /og/u-containing strawberry clones had significantly 
higher level of ester conjugated lAA, 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.
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1. Wstęp

Auksyny są hormonami roślinnymi odgrywającymi główną 
rolę w regulacji wzrostu i rozwoju roślin, wpływają one m.in. na 
wzrost wydłużeniowy łodyg, zjawisko dominacji wierzchołko­
wej, tworzenie korzeni przybyszowych, zrzucanie organów oraz
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wzrost i dojrzewanie owoców (1). Auksyną powszechnie występującą w roślinach 
jest kwas indolilo-3-octowy (ang. indole-3-acetic acid, lAA). W tkankach roślinnych tyl­
ko niewielka część lAA występuje w postaci wolnego kwasu, który uważany jest za 
formę aktywną biologicznie tego hormonu, natomiast przeważająca jego część jest 
związana estrowo lub amidowo z cukrami, mezoinozytolem, aminokwasami i biał­
kami (2,3). Odwracalna synteza i hydroliza form związanych lAA uważana jest za je­
den z mechanizmów wpływających na poziom wolnego hormonu w tkankach roślin­
nych (2,4,5).

Większość informacji na temat roli auksyn w regulacji wzrostu i rozwoju roślin 
uzyskano do tej pory w wyniku doświadczeń z egzogenną aplikacją hormonu. 
W ostatnich latach został osiągnięty znaczny postęp w badaniach nad metaboli­
zmem i rolą fitohormonów w roślinach dzięki zastosowaniu metod biologii moleku­
larnej i wykorzystaniu naturalnych lub indukowanych mutantów. Trwałą zmianę po­
ziomu endogennego lAA w tkankach roślinnych otrzymano w wyniku transformacji 
roślin genami kodującymi enzymy odpowiedzialne za metabolizm tego hormonu 
(6). jednym z takich genów jest gen iaglu z kukurydzy, kodujący syntazę estru gluko­
zowego kwasu indolilo-3-octowego (transferazę glukozylu UDPG ; lAA). Reakcja ka­
talizowana przez ten enzym spełnia główną rolę w cyklu reakcji odpowiedzialnych 
za syntezę form związanych lAA w kukurydzy (7). Badania nad transformacją roślin 
genem iaglu oraz zbadaniem wpływu ekspresji tego genu na poziom endogennego 
lAA oraz procesy rozwojowe roślin prowadzone są obecnie w kilku laboratoriach 
w Europie i USA, w tym także w Instytucie Sadownictwa i Kwiaciarstwa w Skiernie­
wicach. W wyniku prac prowadzonych przez nasz zespół uzyskano transgeniczne 
rośliny truskawki (8) i petunii (9) zawierające w swoim genomie sekwencję cDNA 
genu iaglu pod kontrolą konstytutywnego promotora CaMV 35S oraz wykazujące 
ekspresję tego transgenu.

Celem prezentowanej pracy było zbadanie wpływu zmiany metabolizmu endo­
gennego kwasu indolilo-3-octowego wywołanego ekspresją transgenu iaglu na 
namnażanie oraz rizogenezę in vitro transgenicznych pędów truskawki.

2. Materiał i metody

2.1. Materiał roślinny

Materiał do badań stanowiły 4 klony transgenicznej truskawki oznaczone nume­
rami: IV, VII, V111 i X, zawierające w swoim genomie cDNA genu syntazy estru gluko­
zowego kwasu indolilo-3-octowego (iaglu) z kukurydzy pod kontrolą promotora 
CaMV 35S, uzyskane w wyniku transformacji truskawki odmiany ‘Kaster’. Kontrolę 
dla roślin transgenicznych stanowiły pędy truskawki odmiany ‘Kaster’ nietransfor- 
mowane, otrzymane przez organogenezę z kalusa w analogiczny sposób jak rośliny

BIOTECHNOLOGIA 2 (65) 46-53 2004 47



Danuta Wawrzyńczak, Iwona Sowik, Lech Michalcziik

transgeniczne. Transgeniczne klony truskawki oraz rośliny klonu kontrolnego 
namnażano w kulturach in vitro na standardowej pożywce namnożeniowej wg Boxu- 
sa (10) z dodatkiem 0,5 mg 1'^ IBA (kwas indolilo-3-masłowy), 0,5 mg 1’ BAP (6-ben- 
zyloaminopuryna), 0,1 mg 1'^ GA3 (kwas giberelinowy) i 0,8% agaru. Rośliny byty 
przenoszone na świeże pożywki co 4 tygodnie. Kultury inkubowano w komorach 
hodowlanych, w temperaturze 23/18°C (dzień/noc), przy świetle białym (lampy flu­
orescencyjne Philips TL’D 36W) o natężeniu napromieniowania 55 pmol m'^ s ' 
i 16-godzinnym fotoperiodzie.

2.2. Analizy poziomu wolnego lAA i jego pochodnych estrowych

Zawartość kwasu indolilo-3-octowego w materiale roślinnym oznaczano zmody­
fikowaną metodą wg Chena i in. (11). Do analiz pobierano po 0,5 g liści z roślin 
transgenicznych klonów truskawki oraz roślin kontrolnych. Zawartość lAA oznacza­
no za pomocą chromatografu gazowego sprzężonego ze spektrometrem masowym 
(Hewlett-Packard, Gas Chromatograph 5890/5971 A). Zawartość pochodnych estro­
wych kwasu indolilo-3-octowego wyliczano z różnicy zawartości wolego lAA 
w próbkach przed i po hydrolizie. Analizy wykonano w trzech powtórzeniach, uzy­
skane wyniki analizowano statystycznie testem „t” Duncana przy poziomie istotno­
ści 0,05. Kombinację stanowił pojedynczy klon truskawki.

2.3. Obserwacje wzrostu i rozwoju pędów w kulturach in vitro

Przeprowadzono obserwacje proliferacji oraz rizogenezy transgenicznych i kon­
trolnych pędów truskawki w kulturach in vitro. Do doświadczenia użyto pędów uzy­
skanych po piątym pasażu namnożeniowym. Pędy wielkości ok. 1 cm przeszczepia­
no na 4 pożywki wg Boxusa, zawierające 0,5 mg f' BAP, 0,1 mg f' GA3, 0,8% agaru, 
różniące się zawartością auksyny (IBA): jedna pożywka nie zawierała dodatku auksy- 
ny, a trzy pozostałe zawierały 0,5 mg 1', 1 mg f' lub 2 mg f' IBA. Po 4 tygodniach 
kultury obliczono współczynnik namnażania roślin, a także oznaczono świeżą 
i suchą masę mikroroślinek rosnących na pożywce z dodatkiem 0,5 mg M IBA (stan­
dardowa pożywka namnożeniowa). Suchą masę oznaczano po suszeniu w 80°C 
przez 48 godzin. Doświadczenie wykonano w trzech powtórzeniach, powtórzenie 
stanowiła jedna kolbka z 5-7 pędami.

Zdolność do rizogenezy w kulturach in vitro poszczególnych klonów oznaczano 
na 12 pędach z każdego transgenicznego klonu oraz roślin kontrolnych umieszczo­
nych na pożywce ukorzeniającej (pożywka stała wg Boxusa bez regulatorów wzro­
stu). Doświadczenie prowadzono w trzech powtórzeniach, powtórzeniem była jed­
na kolbka z rosnącymi w niej czterema pędami. Po 30 dniach korzenie liczono, 
zmierzono ich długość i oznaczono ich świeżą i suchą masę.
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Wszystkie uzyskane wyniki analizowano statystycznie (analiza wariancji i szaco­
wanie istotności różnic testem „t” Duncana przy poziomie istotności 0,05). Kombi­
nację stanowił pojedynczy klon truskawki.

3. Wyniki

W przeprowadzonych analizach zawartości wolnego i związanego kwasu indoli- 
lo-3-octowego wykazano, że zgodnie z oczekiwaniami, w liściach roślin truskawek 
transformowanych genem iaglu znacząco wzrósł poziom pochodnych estrowych lAA 
(tab. 1). Zawartość wolnego hormonu była jednak tylko nieznacznie niższa lub po­
równywalna z kontrolą (tylko klony VII i X miały istotnie niższy niż rośliny kontrolne 
poziom wolnego lAA).

Tabela 1

Zawartość wolnego i związanego kwasu indolilo-3-octowego w liściach różnych klonów truskawki

Klon
Zawartość IM |ng g > ś. m.)

wolny pochodne estrowe

IV 34,0 bc 115,5 b

VII 21,7 ab 141,7 c

VIII 29,0 abc 105,3 b

X 16,7 a 103,3 b

kontrola 37,3 c 62,2 a

Pomimo niewielkich zmian w poziomie wolnego lAA zaobserwowano istotne 
różnice w rozwoju transgenicznych klonów truskawki w warunkach in vitro w po­
równaniu z pędami kontrolnymi, różnice wystąpiły zarówno w poziomie prolifera­
cji, jak i w zdolności pędów do rizogenezy. Najwyższy współczynnik namnażania za­
obserwowano u klonu V111, proliferacja tego klonu na wszystkich stosowanych 
pożywkach była istotnie wyższa w porównaniu z kontrolą oraz pozostałymi klonami 
transgenicznymi (rys.). Na pożywce zawierającej 0,5 mg k’ IBA także współczynnik 
namnażania pędów klonów VII i X był istotnie wyższy niż pędów roślin kontrolnych. 
Istotne różnice pomiędzy roślinami kontrolnymi oraz transgenicznymi stwierdzono 
w świeżej i suchej masie mikroroślinek (roślinek powstałych przez proliferację 
z jednego pędu ^^szczepionego na pożywkę namnożeniową) rosnących przez czte­
ry tygodnie na standardowej pożywce namnożeniowej (tab. 2). Największą świeżą 
i suchą masę miały mikroroślinki kłonu V111, który tworzył najwięcej pędów. Klon X,
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■ 2 mg/l IBA

■ 1 mg/l IBA

□ 0,5 mg/l IBA

□ 0 mg/l IBA

klon IV
klon VII

klon VIII
klon X

kontrola

Rys. Namnażanie transgenicznych i kontrolnych pędów truskawki po 4 tygodniach kultury na po­
żywkach o różnym stężeniu auksyny (IBA).

pomimo że na pożywce namnożeniowej wytwarzał większą liczbę pędów niż kon­
trola, miał istotnie mniejszą świeżą i suchą masę mikroroślinek niż rośliny kontrolne.

Tabela 2

Masa mikroroślinek transgenicznych i nietransformowanych truskawek po czterech tygodniach kultury na 
standardowej pożywce namnożeniowej

Klon Świeża masa mikroroślinek |mgl Zawartość suchej masy [%1

IV 99,6 ab 20,9 a
VII 157,0 cd 19,8 a
VIII 164,9 d 20,2 a
X 93,3 a 20,7 a
kontrola 128,9 bc 23,2 b

Wszystkie transgeniczne klony wytworzyły średnio większą liczbę korzeni w po­
równaniu z roślinami kontrolnymi po trzydziestu dniach kultury na pożywce uko­
rzeniającej (tab. 3). Klon IV miał istotnie krótsze, a klony VII i VIII - dłuższe korze­
nie niż rośliny kontrolne. Dwa transgeniczne klony - VII i V111 wytwarzały korzenie

50 PRACE EKSPERYMENTALNE



Wpływ transformacji genem iaglu na wzrost i rozwój transgenicznej truskawki w kulturach in vitro

cieńsze niż rośliny kontrolne, co miało swoje odbicie w niewielkiej masie ich syste­
mu korzeniowego przy wzięciu pod uwagę, że liczba korzeni była większa i były 
one dłuższe (tab. 3).

Tabela 3

Liczba korzeni wytworzonych przez różne klony truskawki po trzydziestu dniach kultury in vitro na 
pożywce ukorzeniającej oraz ich charakterystyka

Klon Liczba korzeni Długość korzeni [cm] Świeża masa korzeni [mg] Zawartość suchej masy [%]

IV 5,8 c 1,09 a 32,1 a 15,3 c

VII 7,0 d 8,87 d 94,4 c 14,1 b

VIII 4,9 b 6,69 c 39,9 a 15,6 c

X 5,2 bc 5,26 b 54,5 b 14,1 b

kontrola 3,9 a 4,63 b 63,8 b 11,3 a

Zaobserwowano również różnice w uwodnieniu tkanek pomiędzy rośłinami 
transgenicznymi i kontrolnymi. Pędy wszystkich transgenicznych klonów w warun­
kach in vitro były bardziej uwodnione niż pędy roślin kontrolnych (tab. 2), natomiast 
w korzeniach tworzonych in vitro, zawartość suchej masy była większa u wszystkich 
transgenicznych klonów niż u roślin kontrolnych (tab. 3).

4. Dyskusja

Niewielki wpływ transformacji genem syntazy lAA-glukozy na zawartość wolne­
go kwasu indolilooctowego można wytłumaczyć zwiększeniem jego syntezy de novo 
lub/i zwiększoną intensywnością hydrolizy form związanych na skutek zadziałania 
systemu homeostatycznego. W efekcie wzrósł poziom pochodnych estrowych, a po­
ziom wolnego lAA spadł tylko nieznacznie lub wcale. Ponieważ ekspresja transgenu 
pod kontrolą promotora CaMV 35S jest konstytutywna, a natywnych genów metabo­
lizmu lAA specyficzna, nie jest wykluczone, że lokalnie, na poziomie komórkowym 
lub tkankowym, zmiany w poziomie lAA są znaczne, pomimo braku takich różnic 
przy oznaczaniu tego hormonu w całych łiściach.

Zmiana równowagi hormonałnej przez transformację genem iaglu spowodowała 
zmiany we wzroście i rozwoju transgenicznych roślin truskawki, aczkolwiek efekt 
był różny dla różnych transgenicznych kolonów, co było prawdopodobnie spowodo­
wane różnicami w poziomie ekspresji genu iaglu. Transformacja genetyczna rośłin 
z reguły prowadzi do otrzymania klonów o różnym poziomie ekspresji transgenu 
(12). Uważa się, że jednym z czynników wpływających na poziom ekspresji transge­
nu, obok m.in. liczby jego kopii oraz rodzaju promotora, jest miejsce insercji w ge­
nomie rośliny (12-14).
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Można przypuszczać, że zwiększona proliferacja niektórych klonów truskawki 
zawierających gen iaglu była wynikiem zmniejszonej dominacji wierzchołkowej 
u tych roślin, spowodowanej zmianami w metabolizmie lAA. Równowaga ilościowa 
pomiędzy różnymi grupami związków regulatorowych, a w szczególności między 
auksynami i cytokininami, wyznacza kierunek rozwoju tkanek w kulturach in vitro 
(15). U roślin o obniżonym poziomie wolnego lAA można spodziewać się zmiany tej 
równowagi na korzyść cytokinin czego efektem jest zwiększona proliferacja pędów, 
jednak trudno dopatrzyć się prostej zależności pomiędzy spadkiem poziomu wolne­
go lAA a zwiększeniem współczynnika namnażania u klonów truskawki stransfor- 
mowanych genem iaglu, np. klon VIII miał istotnie wyższy współczynnik namnażania 
niż pędy kontrolne oraz pędy pozostałych klonów transgenicznych, lecz poziom 
wolnego lAA u tego klonu nie różnił się istotnie od kontroli.

Tworzenie większej liczby korzeni przez rośliny o obniżonym poziomie lAA jest 
wynikiem zaskakującym, gdyż auksyny zarówno endo- i egzogenne indukują wytwa­
rzanie korzeni w kulturach in vitro (15,16). Podobnie trudny do wyjaśnienia jest 
zróżnicowany wpływ ekspresji genu iaglu na długość korzeni, np. klon IV, który miał 
porównywalny z kontrolą poziom wolnego lAA, tworzył aż trzykrotnie krótsze ko­
rzenie, natomiast u klonu X przy znacznie niższym poziomie wolnego hormonu roz­
wój korzeni następował analogicznie jak u pędów kontrolnych (tab. 3).

Wiadomo, że auksyny wpływają na akumulację substancji pokarmowych w ko­
mórkach tworząc tzw. zlew fizjologiczny (1), przypuszczać zatem można, że zmiana 
równowagi hormonalnej miała wpływ na akumulację suchej masy w tkankach. Zjawi­
sko większego uwodnienia pędów in vitro można łączyć również z wpływem cytoki­
nin. Cytokininy powodują zwiększoną akumulację wody w pędach utrzymywanych 
w kulturach in vitro, co w skrajnych przypadkach prowadzi do szklistości tkanek (17).

Brak korelacji pomiędzy wzrostem i rozwojem transgenicznych klonów truskaw­
ki a zawartością wolnego i związanego kwasu indolilo-3-octowego wskazuje, że 
efekt powodowany przez auksyny nie zależy tylko od jej stężenia w tkance, lecz 
przypuszczalnie także od dystrybucji (kompartmentacji) hormonu na poziomie 
tkankowym i/lub komórkowym.

Badania przedstawione w pracy były finansowane z grantu KBN nr 6 P06A 011 20.
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