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The effect of salicylic acid, jasmonates biosynthesis inhibitor on cell
suspension growth, development and regeneration of somatic em-
bryos in Medicago sativa L. tissue cultures

Summary

The effect of salicylic acid (SA) applied during the proliferation phase of cell
suspension in vitro regeneration system of Medicago sativa L. on cell suspension
growth, production of somatic embryos and their following development, ger-
mination and conversion were examined. SA is a potent inhibitor of the above
processes. It is suggested that endogenous Jasmonates are of some importance
in regulation of somatic embryogenesis.
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1. Wstep

Somatyczna embriogeneza jest procesem, w wyniku ktérego
z komérek somatycznych tworzg sie zarodki morfologicznie i fi-
zjologicznie podobne do zarodkéw zygotycznych. Proces ten
moze zachodzi¢ w warunkach in vivo lub in vitro (1), Do tej pory
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opublikowano kilkadziesiat prac na temat embriogenezy lucerny, wykorzystano r6z-
ne pozywki, gatunki, odmiany lub linie. Wiele réznych czynnikéw wptywa na po-
szczegOllne etapy somatycznej embriogenezy - genotyp, stan fizjologiczny ros$liny
donora, jakos¢ i natezenie Swiatla, a takze stezenie i rodzaj regulatoréw w pozyw-
kach. Te ostatnie czynniki niewatpliwie petnig zasadnicza funkcje, decydujac o uzy-
skaniu embriogenicznosci i przebiegu embriogenezy oraz jej wydajnosci. Znaczenie
poszczegolnych regulatorow w embriogenezie mozna oceni¢ na podstawie ich
wptywu po aplikacji do pozywek. Przydatna w tych badaniach jest mozliwos¢ stoso-
wania inhibitoréw biosyntezy lub dziatania fitohormondéw. Ustalono, wykorzystujac
te metode, znaczenie etylenu (2), kwasu abscysynowego (3) oraz giberelin (4) w pro-
cesie somatycznej embriogenezy Medicago saliva L.

Niewiele jest informaciji dotyczacych udziatlu zwigzkéw jasmonowych i stosowa-
nia inhibitoréw ich syntezy podczas procesu somatycznej embriogenezy lucerny
i tym samym roli tych fitohormondédw w omawianym procesie. W dotychczas prze-
prowadzonych badaniach wykazano, ze egzogenny ester metylowy kwasu jasmono-
wego (JA-Me) hamuje zar6éwno wzrost kalusa, zaindukowany obecnoscig 2,4-D i ki-
netyny (5), jak tez indukcje tworzenia somatycznych zarodkéw w kulturach tkanko-
wych lucerny Medicago saliva L. (2). Zablokowanie biosyntezy jasmonidow z wyko-
rzystaniem inhibitoréw enzymow katalizujacych ich biosynteze, antypiryny, ibupro-
fenu i indoprofenu (6) oraz kwasu salicylowego (7) spowodowato zahamowanie
wzrostu kalusa oraz tworzenia somatycznych zarodkéw Medicago saliva L. suge-
rujac, ze endogenne jasmonidy sg potrzebne w regulacji tych proceséw (1,3,8).

Celem badan byto okreslenie roli endogennych jasmonidéw w rozwoju soma-
tycznych zarodkéw oraz ich regeneracji w warunkach in vilro poprzez zablokowanie
ich biosyntezy przez kwas salicylowy zaaplikowany w czasie wzrostu zawiesiny em-
briogennej.

2. Materia! i metody

Rosliny mateczne lucerny siewnej Medicago saliva odm. Rangelander, z ktorej po-
bierano eksplanty, rosty w fitotronie w kontrolowanych warunkach - wilgotnos¢
70%, 16 h osSwietlenie o natezeniu 120 |uE"r2sm” temperatura 24°C. Ze zdrowych,
miodych pedéw Scinano ogonki lisciowe trzech pierwszych weztéw niekwitngcych
pedow i sterylizowano je kolejno przez zanurzenie w 75% (v/iv) etanolu na 20 s,
w 3,5% roztworze podchlorynu sodu na 3-4 min, 3-krotne plukanie sterylng woda
destylowang. Nastepnie ogonki te przycinano na odcinki | cm stanowigce eksplanty
pierwotne. Do produkcji somatycznych zarodkéw zastosowano metode McKersie
(9), w ktoérej stosuje sie 4 pozywki state: SH - indukujaca z dodatkiem ! mg/l 2,4-D
i 0,2 mg/l kinetyny oraz 4,35 g/l K2S04, 288 mg/l proliny, 53 mg/l tioproliny i 200
mg/l myoinozytolu; BOi2Y - rdznicujgcg bez hormondw; dojrzewajaca BOi2Y --
20 pM ABA; konwersyjng - MS bez hormondéw i jedng ptynna, namnazajagcg - Bsg
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Wykres 1. Wptyw SA na ilos¢ zawiesiny embriogennej (A) w pozywce ptynnej Bsg oraz na liczbe so-
matycznych zarodkéw w poszczegélnych stadiach rozwojowych (B) i catkowita liczbe zarodkéw (C) na
pozywce réznicujgcej BOi2Y. Gestos¢ zawiesiny okreslano po 10 dniach inkubacji. Rodzaj i liczbe soma-
tycznych zarodkéw okreslano po 14 dniach réznicowania na pozywce BOi2Y.

zawierajacg | mg/l 2,4-D i 0,1 mg/l NAA. Kultury na pozywkach statych inkubowano
w komorze fitotronowej Sanyo przy 16 h odwietleniu o natezeniu 50 pEm™“s”
w temperaturze 25°C. Tkanka kalusowa wyrosta na pozywce indukujacej po czterna-
stu dniach stanowita eksplant wtérny (0,5 g) do zainicjowania kultury zawiesinowe;.
Kwas salicylowy (SA) w zakresie stezen 0,1-100 pM dodawano do pozywki namna-
zajgcej przed autoklawowaniem. Po 10-dniowej inkubacji w wytrzgsarce Innova
(temp. 25°C, 16 h Swiatta o natezeniu 50 pEnr~*samplituda 120 rpm) otrzymywa-
no niejednorodng kulture zawiesinowa, ktéra przesiewano w celu wyodrebnienia
frakcji embriogennej (ponizej 500 pm). Gesto$¢ zawiesiny okreslano po | h. Jeden
ml zawiesiny nanoszono na siatki ($rednica oczek 200 pm), ktére po odsaczeniu na
sterylnej bibule filtracyjnej wyktadano na pozywke réznicujaca (14 dni), nastepnie
po 38 dniach od indukcji okreslano stadia i liczbe wytworzonych zarodkéw i prze-
noszono na pozywke dojrzewajaca (7 dni, do zzétkniecia zarodkéw). Nastepnie za-
rodki suszono ! h na powietrzu w komorze laminarnej, a potem przechowywano
w eksykatorach z nasyconym roztworem K2CO3, aby utrzymaé stalg wzgledng wil-
gotnos¢ powietrza.
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20 zarodkdéw przenoszono na szalki Petriego zawierajgce pozywke konwersyjna.
Szalki zaklejano parafilmem, aby nie dopusci¢ do zakazenia i wysuszenia i przeno-
szono do komory fitotronowej do wcze$niej opisanych warunkéw. Po 7 dniach li-
czono procent skietkowanych zarodkéw; za skietkowane uznawano zarodki, u kto-
rych pojawit sie korzonek zarodkowy dtugosci powyzej 2 mm. W czternastym dniu
inkubacji okreslano procent konwersji zarodkéw; za kryterium konwersji przyjeto
zazielenienie liscieni i wyksztalcenie co najmniej ! tréjlistkowego liscia.

Wszystkie doswiadczenia wykonano w 5 powtérzeniach. Do statystycznego
opracowania wynikOw stosowano odchylenie standardowe (SD),

3. Wyniki i dyskusja

Kwas salicylowy zaaplikowany w trakcie namnazania zawiesiny komoérkowej
w stezeniu 0,1 i I pM nie miat wpltywu na proliferacje tkanki embriogennej (wykres
IA). Podwyzszenie stezenia tego inhibitora biosyntezy jasmonidéw do 10 pM
i 100 pM spowodowato zahamowanie proliferacji zawiesiny komérkowej, gestos¢
zawiesiny po 10 dniach inkubacji zmniejszyta sie odpowiednio dwu- i czterokrotnie.
Stwierdzono takze hamujgcy wplyw SA na rozwdj somatycznych zarodkéw podczas
namnazania zawiesiny embriogennej. Po 10 dniach inkubacji w zawiesinie pod nie-
obecnos¢ SA i przy niskiej jego zawartosci (fot. 1A, B) obserwowano pojawianie sie
nielicznych zarodkéw sercowatych. W miare zwiekszania stezenia SA brak bylo za-
rodkéw w tym stadium (fot. 1C, D, E), a ponadto zawiesina stawata sie metna (fot.
IE). Konsekwencja obecnosci kwasu salicylowego podczas namnazania zawiesiny
komorkowej byto zahamowanie rozwoju i liczby somatycznych zarodkéw z komo-
rek prioembriogenicznych na pozywce réznicujacej BOi2Y (wykres IB, C, fot. 2A-E).
W miare zwiekszania stezenia kwasu w pozywce namnazajgcej liczba zarodkéw so-
matycznych zmniejszala sie i jednoczesnie zwiekszata sie liczba zarodkéw we wczes-
nym stadium rozwoju (globularne) oraz zdeformowanych, a zmniejszata sie liczba
zarodkow zaawansowanych w rozwoju (stadium torpedy i liScieniowe). Zmniejsze-
nie liczby somatycznych zarodkéw M. saliva odm. Palcata wywotanych obecnoscig
SA w stezeniu 10 i 20 pM na statej pozywce rdznicujacej MS nie zawierajgcej hor-
mondw obserwowali Meijer i Brown (10). Z uzyskanych danych wynika, ze SAjest in-
hibtorem wzrostu zawiesiny komérkowej oraz produkcji i rozwoju somatycznych
zarodkéw M. saliva odm. Rangelander. Skoro kwas ten uznawany jest za inhibitor
jasmonidéw (7) mozna przypuszczac zatem, ze te hormony roslinne sa niezbedne
podczas formowania sie struktur zarodkowych w procesie somatycznej embrioge-
nezy. Wiadomo jednak, ze kwas salicylowy jest inhibitorem produkcji etylenu. Le-
slie and Romani (11) wykazali, ze kwas ten w stezeniach 1-100 pM hamowat produk-
cje etylenu przez zawiesine komoérkowg Pyrus communis poprzez blokowanie kon-
wersji kwasu 1-aminocyklopropano-Il-karboksylowego, prekursora etylenu. Podanie
aminoetoksywinyloglicyny (AVG), inhibitora biosyntezy etylenu, podczas namna-
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Fot. 1. Wptyw kwasu salicylowego na proliferacje zawiesiny embriogennej Medicago sativa L.. A -
0O pM SA; B - 0,1 pM SA; C - | pM SA; D - 10 pM SA; E - 100 pM SA.

zania zawiesiny komorkowej M. sativa odm. Rangelander spowodowalo zmniejsze-
nie liczby wytworzonych zarodkéw oraz ich opdznienie w rozwoju (badania wiasne,
dane nie publikowane), a zatem hamujgce dziatanie kwasu salicylowego moze z jed-
nej strony wynika¢ z jego wptywu na biosynteze jasmonidéw - i z drugiej, na bio-
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Fot. 2. Wptyw kwasu salicylowego zaaplikowanego do pozywki ptynnej Bsg na r6znicowanie sie so-
matycznych zarodkéw Medicago saliva L. na pozywce BOi2Y: A-O pM SA; B - 0,1 pM SA; C - | pM
SA; D - 10 pM SA; E - 100 pM SA.

synteze etylenu. Interesujgce bylo sprawdzenie, czy kwas salicylowy zaaplikowany
do zawiesiny komérkowej bedzie modyfikowat regeneracje otrzymanych zarodkow
somatycznych. W tym celu wysuszone zarodki poddano kietkowaniu, a nastepnie
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Wykres 2. Wplyw SA zaaplikowanego w fazie namnazania na kietkowanie (po 7 dniach inkubaciji)
i konwersje (po 14 dniach inkubacji) somatycznych zarodkéw Medicago sativa L. na pozywce MS.

obserwowano ich zdolno$¢ do regeneracji. Okazalo sie, ze z wyjgtkiem stezenia
0,1 [aM kwas ten nie miat wplywu na pojawianie sie korzonka zarodkowego, nato-
miast we wszystkich stosowanych stezeniach ograniczat bardzo wyraznie konwersje
somatycznych zarodkéw (wykres 2).

Na podstawie uzyskanych wynikéw, wskazuje sie, ze kwas salicylowy, inhibitor
biosyntezy jasmonidéw, zastosowany w fazie wzrostu zawiesiny komoérkowej Medicago
sativa odm. Rangelander jest inhibitorem proliferacji zawiesiny embriogennej, two-
rzenia, rozwoju i konwersji somatycznych zarodkéw. Prawdopodobnie hamuje on
biosynteze jasmonidow, ktére, jak sie wydaje, sg niezbedne podczas rozwoju zarod-
kow.
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