Adres do korespondencji

Alina Trejgell,

Zaktad Biotechnologii,
Instytut Biologii Ogdlnej
1 Molekularnej,
Uniwersytet

Mikotaja Kopernika,

ul. Gagarina 9,

87-100 Torun.

biotechnologia
2 (65) 219-224 2004

PRACE EKSPERYMENTALNE

Zawiesina komoérkowa uzyskana
z kalusa oraz bezposrednio z liscieni
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Celi suspension obtained from callus or directly from cotyledons of
Pharbitis nil Chois

Summary

An attempt has been made to obtain cell suspension from callus as well as
directly from cotyledons P. nil. Cotyledons of 7-days old sterile seedlings and
flower buds excised from 3-week old plants were the material for the induction
of callus. The explants were laid out on MS medium supplemented with various
combination of plant hormones; BAP (5 mg/l) and NAA (1 mg/l) and supple-
mented with 3% sucrose or 2% glucose and \% sucrose, BAP (5 mg/l) and INA (0,5
mg/l), BAP (0,5 mg/1) and Picloram (1 mg/l), BAP (5 mg/1) and Picloram (0,5 mg/1),
2,4-D (0,125 mg/1). The cultures were grown in continuous white light or in
darkness. The callus obtained from cotyledons cultivated in darkness and callus
from flower buds cultivated in light on MS medium with BAP (5 mg/l), NNAA
(I mg/l), 2% glucose and ]% sucrose were proved useful for obtaining cell sus-
pension. Moreover, an attempt was made to obtain cell suspension directly
from cotyledons. Cotyledons were cut into small fragments or were subjected
to enzymatic digestion. The cell suspensions were cultivated on MS medium
with the addition of BAP (5 mg/1) and INA (0,5 mg/l) on a shaker at 140 rpm. The
increase of cell humber was determined by counting the cells every 5 days. In
the subsequent subcultures, a decrease of the number of cell divisions was ob-
served.
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1. Wstep

Kultury zawiesinowe stanowig dogodny uktad eksperymentalny, umozliwiajacy
badanie mechanizméw szeregu proceséw biochemicznych i fizjologicznych w ko-
moérkach pozbawionych powigzan wystepujacych w obrebie tkanek oraz specyficz-
nego wzorca zachowari w obrebie organu (1), a takze umozliwiaja Scista kontrole
warunkow doswiadczalnych (2). Dlatego tez opracowanie metody uzyskiwania sta-
bilnych linii zawiesinowych pochodzacych z materialu indukowanego i nie induko-
wanego mogtoby utatwi¢ prace nad poznaniem natury chemicznej induktora kwit-
nienia, czy poszczegolnych elementéw szlaku transdukcji sygnatu zwigzanego
z procesami prowadzgcymi do ewokaciji. Celem tej pracy bylo uzyskanie zawiesiny
komérkowej z kalusa indukowanego na fragmentach liScieni i pakach kwiatowych
oraz bezposrednio z liscieni P. nil.

2. Materiaty i metody

Zawiesine komorkowa wyprowadzono z kalusa oraz bezposrednio z liscieni
Pharbitis nil. Materiat wyjSciowy do indukcji kalusa stanowily liscienie 7-dniowych
sterylnych siewek oraz paki kwiatowe izolowane z 3-tygodniowych roslin hodowa-
nych in vivo. Fragmenty liscieni (0,25 cm”) wyktadano na pozywke MS uzupetniona:
BAP (5 mg/l) i NAA (1 mg/l) z 3% sacharoza lub 2% glukozg i 1% sacharoza oraz BAP
(5 mg/l) i IAA (0,5 mg/l), BAP (0,5 mg/l) i Pikloram (1 mg/l), BAP (5 mg/l) i Pikloram
(0,5 mg/l), 2,4-D (0,125 mg/l). Paki kwiatowe wyktadano na pozywki uzupetniane:
BAP (5 mg/l) i NAA (1 mght) z 3% sacharozg lub 2% glukozg i sacharoza. Hodowle
prowadzono w warunkach ciggtego swiatta lub w ciemnosci w temperaturze 26°C.
Okoto 5 g tkanki z drugiego pasazu przenoszono do 50 mL ptynnej pozywki MS
z dodatkiem BAP (5 mg/l) i IAA (0,5 mg/l). Wyprowadzenie zawiesiny bezposrednio
z liscieni dokonano z liscieni pochodzacych z 7-dniowych sterylnych siewek (okoto
3 g), ktore cieto na drobne fragmenty lub poddawano trawieniu enzymatycznemu
(3% pektynaza przez 24 godziny). Zawiesine hodowano w plynnej pozywce przy
ciggtym wytrzgsaniu (140 rpm). Po okresie hodowli wstepnej zawiesine przefiltro-
wano. Pomiar liczebnosci komorek (w 3 niezaleznych hodowlach) prowadzono co
5 dni. Kolejnych pasazy dokonywano w 25 dniu hodowli, przenoszac 25 mL zawiesi-
ny do 50 mL Swiezej pozywki.

3. Wyniki i dyskusja
Na wszystkich zastosowanych pozywkach stwierdzono rozwdj tkanki kalusowej,

jednak w zaleznosci od zastosowanych regulatoréw wzrostu oraz zrodta wegla zaob-
serwowano znaczne roznice w ilosci, strukturze i barwie uzyskanego kalusa. Dla wie-
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Rys. 1. Wpltyw rodzaju pozywki i warunkéw $wietlnych hodowli na wzrost kalusa indukowanego na
liscieniach Pharbitis nil.

lu gatunkoéw korzystny wptyw zaréwno na przyrost masy, jak i odpowiednig do wy-
prowadzenia zawiesiny komoérkowej strukture kalusa wywiera obecno$¢ w pozywce
pikloramu, np. u Taxus x media (3), Rollinia mucosa (4), Rudgea jasminoides (5), czy
2,4-D, np. u Opuntia ficus (6). W przypadku Pharbitis nil zastosowanie tych regulato-
réw wzrostu okazato sie mato skuteczne (rys. 1), ponadto kalus szybko brgzowiat
i obumierat. Kalus indukowany na liscieniach hodowanych w ciemnosci (fot. IA) i na
Swietle oraz na pakach kwiatowych hodowanych na Swietle (fot. IB) na pozywce

Fot. 1. Kalus indukowany na fragmentach liscieni hodowanych w ciemnosci na pozywce z dodatkiem
BAP (5 mg/l) i INA (0,5 mg/l) z 3% sacharoza (A) oraz na pakach kwiatowych hodowanych na $wietle na
pozywce BAP (5 mg/l) i NAA (1 mg/l) z 1% sacharoza i 2% glukoza (B).
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Rys. 2. Wplyw rodzaju cukru w pozywce MS uzupetnionej BAP (5 mg/l) i N>AA (1 mg/l) i warunkéw
Swietlnych hodowli na wzrost kalusa indukowanego na licieniach i pgkach kwiatowych Pharbitis nil.

z BAP (5 mg/l) i NAA (1 mg/l) oraz 2% glukozg i ]% sacharoza wykazywat najintensyw-
niejszy wzrost (rys. 2). Dlatego tez kalus indukowany w tych warunkach byt wykorzy-
stany do wyprowadzenia zawiesiny komoérkowej. Stymulujgcy wptyw glukozy na in-
dukcje i wzrost kalusa zaobserwowano takze u Santalum album (7), Cuscuta reflexa (8).

W cyklu hodowlanym zawiesiny Pharbitis nil wyprowadzonej z kalusa indukowa-
nego na liscieniach stwierdzono wystepowanie trzech faz wzrostu: spoczynkowej,
wzrostu logarytmicznego i stajonarnej (rys. 3). Funkcjonowanie opisanego tréjfazo-
wego modelu wzrostu zawiesiny, stwierdzono réwniez u innych gatunkéw, takich

Rys. 3. Krzywe wzrostu hodowli zawiesinowych w Il pasazu wyprowadzonych z kalusa indukowane-
go na pakach kwiatowych i liscieniach Pharbitis nil w warunkach ciagtego dnia (L) lub w ciemnosci (D).
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czas hodowli (dni)

Rys. 4. Krzywa wzrostu hodowli zawiesinowych uzyskanych z liscieni Pharbitis nil poddanych trawie-
niu enzymatycznemu i nietrawionych.

jak: Digitalis thapsi (9), czy Daucus carota (10). Natomiast w zawiesinie komorkowej
uzyskanej z kalusa pochodzacego z pakéw kwiatowych nie zaobserwowano fazy
spoczynkowej, podobnie jak w cyklu wzrostowym zawiesin Lycopersicon esculentum
(11). W uzyskanych hodowlach obserwowano zaréwno pojedyncze komorki jak
i agregaty kilku- i kilkunastokomérkowe (fot. 2A i C). Agregaty skladajace sie z wiek-
szej liczby komoérek obserwowano w hodowlach wyprowadzanych z kalusa hodowa-
nego na Swietle (fot. 2D), co wskazuje na stosunkowo zwarta strukture kalusa uzy-
skiwanego w tych warunkach hodowlanych. Udziat procentowy frakcji agregatow
w zawiesinie zmniejszat sie wraz z wiekiem hodowli.

Kulture zawiesinowg wyprowadzano réwniez bezposrednio z liscieni. Liscienie
pocieto skalpelem na fragmenty («1 mm”) i umieszczono w plynnej pozywce takiej
jak w przypadku kalusa. Podobng procedure zastosowano dla Chenopodium rubrum
(1) i Catharantus roseus (12). W hodowli wstepnej oprécz pojedynczych komorek
i 2-3 komérkowych agregatow (fot. 2B) zaobserwowano intensywny rozwéj kalusa
na fragmentach liscieni, charakteryzujgcego sie zwartg struktura.

Préba uzyskania zawiesiny komaérkowej z liscieni poddanych trawieniu nie po-
wiodta sie. Otrzymana kultura komoérek zawieszona w pozywce zastosowanej dla in-
nych wariantéw do$wiadczenia nie podejmowata podziatdw komdrkowych (rys. 4).

Z analizy wynikow liczebnosci komérek od trzeciego do pigtego pasazu (dane
nie publikowane) przeprowadzonych dla wszystkich uzyskanych kultur zawiesino-
wych wynika, ze tempo podziatdbw komoérkowych stopniowo maleje. W celu uzyska-
nia stabilnej kultury zawiesinowej Pharbitis nil wyprowadzonej zaréwno z kalusa jak
i bezposrednio z liscieni wymagana jest dalsza optymalizacja warunkéw hodowli za-
wiesiny.
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Fot. 2. Agregaty kilkukomoérkowe i kilkunastokomérkowe w zawiesinie komérkowej wyprowadza-

nej z kalusa indukowanego na fragmentach liscieni (A), bezposrednio z fragmentéw liscieni (A), bezpo-
Srednio z fragmentéw liscieni (B) oraz z kalusa indukowanego na pakach kwiatowych (C i D).
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