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Instability of ploidy level during regeneration of transformed and
non-transformed tobacco {Nicotiana tabacum L.)

Summary

In plant tissue cultures, somaclonal variation is often observed. It can be an
effect of the changes in the individual chromosome number or in the ploidy
level. Flow cytometry, a fast and accurate method for the estimation of the nu-
clear DNA content, can be applied to study these changes. The DNA content in
differentiated tissues of Nicotiana tabacum cultured in vitro was estimated using
Partec CCA flow cytometer, starting from explant, through callus, up to regener-
ated shoots. The explant constituted stem segments of N. tabacum plants,
non-transformed and transformed with gfp gene. Flow cytometric analysis
showed differences in the proportion of 2C, 4C, 8C and 16C cells in plant tissue
in different culture stages. Among the regenerated plantlets originated from
non-transformed and transformed plants, diploid, tetraploid and mixoploid
forms were observed. The transformation did not influence the share of cells
representing different ploidy levels in the investigated plant material.

Key words:
ploidy, flow cytometry, somaclonal variation, callus, plant regeneration,
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1. Wstep
Od czasu opublikowania przez Murashigc i Skooga w 1962 r.

sktadu uniwersalnej pozywki, umozliwiajgcej kulture in vitro r6z-
nych organéw, tkanek i komoérek roslinnych (1), kultury tkankowe
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zaczely sie intensywnie rozwija¢ i obecnie stanowig popularng technike stosowang
nie tylko do celéw badawczych, ale takze hodowlanych, a nawet do produkcji sa-
dzonek na skale wielkotowarowa. Stwierdzono jednakze, ze wsréd roslin zregene-
rowanych w kulturach in vitro moze pojawiac¢ sie zmiennos$¢ somaklonalna, zwigzana
z wielkoscig genomu. Zmiennos$¢ ta moze wynika¢ ze zmian strukturalnych i liczbo-
wych pojedynczych chromosoméw lub poziomu ploidalnosci (2-4). Ryzyko zachwia-
nia stabilnosci genetycznej wzrasta wraz z trwaniem dlugosci kultury in vitro (2).
Stwierdzono takze, ze w eksplantatach stosowanych w kulturach tkankowych, ta-
kich jak hipokotyle czy liScienie, wystepuje zazwyczaj polisomatycznosé (obecnosé
komoérek o roznej ploidalnosci) i merystemy, z ktérych regeneruja rosliny, moga
tworzy¢ sie z komérek roznigcych sie zawarto$cig DNA. Moze to prowadzi¢ do rege-
neracji najczesciej niepozadanych roslin poliploidalnych lub miksoploidalnych (5,6).
Kontrola cytologiczna jest zatem wskazana na wszystkich etapach prowadzenia kul-
tur tkankowych, ze szczegolnym uwzglednieniem koncowych produktoéw, takich jak
mikrosadzonki, (dwu)haploidy czy tez mieszance somatyczne.

Cytometria przeplywowa (FCM, flow cytometry) jest szybkg i bardzo dokladng
metodg oznaczania zawartosci jgdrowego DNA w dowolnych tkankach roslinnych
(7). Moze ona zatem by¢ przydatna do analizowania zmian iloSciowych DNA pod-
czas prowadzenia kultur in vitro (5,8-13). Rosliny otrzymywane w kulturach tkan-
kowych, szczegdlnie te zregenerowane z kalusa, czesto rdznig sie ploidalnoscig
od roslin wyjsciowych, jakkolwiek przewaznie obserwuje sie indukowanie soma-
tycznej embriogenezy z komérek zawierajgcych 2C DNA (C - ilos¢ DNA w haplo-
idalnym genomie).

Celem przeprowadzonych badan byta analiza zawartosci jgdrowego DNA w ko-
morkach tytoniu (Nicotiana tabacum L.) na réznych etapach kultury in vitro, poczy-
najac od eksplantatu, poprzez kalus, do zregenerowanych roslin. Aby stwierdzi¢,
czy proces transformacji genetycznej ma specyficzny wplyw na zmiany ploidalnosci
komadrek w czasie trwania kultur in vitro okreslono proporcje jader o réznej zawar-
tosci DNA (2C, 4C, 8C i 16C) w zréznicowanym materiale roslinnym, otrzymanym
z roslin nietransformowanych i transformowanych genem gfp. Poréwnano takze plo-
idalnos¢ roslin wyjsciowych i regenerantéw.

2. Materiat i metoda

2.1. Materiat

Materiat do badarn stanowity rosliny tytoniu (Nicotiana tabacum L.) odmiany Bur-
san (amfidiploid), nietransformowane i transformowane genem gfp (14). Nasiona wy-
siewano w szklarni do kuwet z mieszaning torfu i piasku w proporcji 1:1. Po osigg-
nieciu fazy rozety, rosliny przesadzano na parapet, gdzie rosty do wysokosci okoto
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0,5 m (grubo$é todygi 1,5 cm). Zrédlem eksplantatow byly fragmenty todyg 6 nie-
transformowanych i 6 transformowanych roslin.

2.2. Kultury in vitro

Fragmenty todyg tytoniu sterylizowano powierzchniowo w 10% alkoholu etylo-
wym. Po sterylizacji todygi cieto poprzecznie na segmenty o grubosci okoto 0,5 cm,
z ktérych izolowano miekisz rdzeniowy o powierzchni okoto 0,5 cm”. Tak przygoto-
wane eksptantaty wyktadano do probéwek z pozywka Murashige i Skooga (MS; 1)
zawierajgcg kinetyne (0,2 mg/l) i kwas indolilo-3-octowy (IAA; 2 mg/l). Po czterech
tygodniach wytworzony jednorodny, twardy, bialy kalus pasazowano na pozywke
MS o tym samym skiladzie, lecz z obnizonym do 0,03 mg/l poziomem kinetyny
w celu pobudzenia tworzenia kalusa luznego, ktéry charakteryzuje sie wyzszg zdol-
noscig do organogenezy. Kalus luzny przenoszono nastepnie na pozywke regenera-
cyjna (kinetyna 1 mg/l, 1A\A 0,03 mg/l). Kultury utrzymywano w fitotronie w tempera-
turze 23°C. Inicjacja kalusa zachodzita w ciemnosci, regeneracja pedéw w warun-
kach 16 h fotoperiodu (16 h Swiatto/8 h ciemnos$¢) przy natezeniu Swiatta 2800 Ix.

2.3. Cytometria przeptywowa

Badaniom cytometrycznym poddane zostaly fragmenty miekiszu rdzeniowego
pobrane z czesci todyg przylegajacych do wyktadanych na pozywke eksplantatow
(po 2 z kazdej rosliny), kalus w trakcie pasazy (twardy i luzny) i najmtodsze liscie
zregenerowanych roslin (wszystkich, ktére otrzymano; tab.). Standardem zewnetrz-
nym byly kazdorazowo miode liscie ukorzenionych roslin tytoniu rosngcych w kul-
turach in vitro. Préby zostaty przygotowane zgodnie z procedura opracowana przez
Galbraitha i in. (15), z niewielkimi modyfikacjami. Materiat roslinny (ok. I cm” tkan-
ki) rozdrabniano zyletkg na plytce Petriego, w obecnosci | ml buforu lizujgcego
(0,2 M Tris, 2,5 mM MgCI2'6H20, 85 mM NaCl, 0,1% Triton X-100; pH 7,0), zawie-
rajgcego barwnik fluorescencyjny indolo-4’,6-dwuamidyno-2-fenyloidyne (DAPI; 2 pg”ml).
Nastepnie zawiesine filtrowano przez siatke nylonowag o Srednicy oczek 50 pm,
a otrzymany przesacz poddawano analizie przy uzyciu cytometru przeptywowego
Partec CCA (Munster, Niemcy). W kazdej probie analizowano wzgledna zawartosé
DNA w okoto 10 000 wyizolowanych jader. Do wszystkich pomiaréw zastosowano
skale logarytmiczng, a histogramy analizowano za pomocg programu komputerowe-
go Partec DPAC V2.1. W kazdej prébie obliczono procentowy udziat jgder o okreslo-
nej zawartosci DNA.
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3. Wyniki i dyskusja

w przeprowadzonych pomiarach cytometrycznych przeprowadzonych w tkan-
kach tytoniu z Kkultur in vitro wykazano w nich obecnos¢ jader o zawarto$ci 2C, 4C,
8C i 16C. Udziat jader o poszczeg6inych poziomach ploidalnosci byt rézny w zalez-
nosci od analizowanej tkanki (tab., rys.). W eksplantatach, pochodzacych zaréwno
z roslin nietransformowanych jak i transformowanych, ponad potowa wszystkich
komérek wykazywata zawartos¢ 4C DNA, jakkolwiek obserwowano takze znaczacy
udziat komorek 2C. Jedynie niewielki procent stanowity komorki zawierajgce 8C
DNA. Na eksplantacie tworzyt sie kalus twardy, w ktérym znacznie zmniejszyt sie
lub nawet zanikt udziat komoérek 2C, natomiast wzrést udziat komorek o wyzszej
ploidalnosci. Przyczyng tego zjawiska byta najprawdopodobniej zawartos¢ regulato-
row wzrostu w pozywce. Wczesniej stwierdzono, ze regulatory wzrostu, szczegol-
nie auksyny, wptywajg na mitoze w czasie proliferacji kalusa lub regeneracji pedéw
i tym samym stymuluja tworzenie poliploidalnych komoérek (16-18). Miksoploidal-
nos$¢ kalusa, podobng do stwierdzonej w naszych badaniach, obserwowano wczes-
niej u ogodrka (11) i buraka cukrowego (12). Otrzymane w przeprowadzonych obec-
nie doswiadczeniach kalusy twarde mozna byto podzieli¢ na dwie grupy: pierwsza
z przewaga komorek 4C (typ 4C) i druga, w ktérej dominowaty komérki 8C (typ 8C).
Z tego drugiego, po przeniesieniu na pozywke regeneracyjna, najczesciej nie rozwi-
jat sie kalus luzny. Na tym etapie kultury obserwowano takze obecnos¢ komoérek za-
wierajgcych 16C DNA, a ich udziat w kalusie typu 8C przekraczat 5% (tab.). Kalus luz-
ny, powstaly po pasazu na pozywke regeneracyjna, bytjeszcze bardziej zr6znicowa-
ny pod wzgledem udzialu komoérek o réznej ploidalnosci niz twardy. Obserwowano
trzy gtébwne typy kalusa luznego; 2C, 4C i 8C (odpowiednio z przewaga komérek
z 2C, 4C i 8C DNA), Ten ostatni typ nie wystapit w kalusie luznym, uzyskanym z ros$-
lin transformowanych. Z otrzymanych z roslin nietransformowanych 6 kalusow luz-
nych zregenerowato 15 roslin, z ktérych 3 byly diploidami, podobnie jak rosliny
wyjsciowe, auli obserwowano podwojong w stosunku do roslin wyjsciowych plo-
idalnosé. jedna roslina byta miksoploidalna. Spos$rdéd trzynastu roslin zregenerowa-
nych z kalusa pochodzacego z roslin wykazujacych ekspresje genu gfp, 4 byly diplo-
idalne, 7 tetraploidalnych, a 2 miksoploidalne (tab., rys.). Tak jak stwierdzono w ba-
daniach nad transformacjg pomidora, ploidalno$¢ zregenerowanych roslin jest za-
lezna od genotypu i zastosowanej procedury transformacji genetycznej (19). jednak-
ze, na podstawie uzyskanych przez nas wynikdw wydaje sie, ze niestabilnos¢ geno-
mu transformantow, podobnie jak roslin nietransformowanych, wynika raczej z po-
lisomatycznosci eksplanatu oraz wystepowania endoreplikacji w czasie proliferacji
i roznicowania komorek kalusa, niz z samej transformacji. Obecnos¢ roslin o pod-
wyzszonej ploidalnosci i miksoploidalnych wsréd regenerowanych in vitro roslin ob-
serwowano takze u takich gatunkow jak ogérek (11), burak cukrowy (12), tyton (5)
czy ziele $w. Jana (Hypericum perforatum L.; 20). W przeciwieristwie do wymienionych
gatunkéw, rosliny jodty srebrnej (21), cyklamena (22), eukaliptusa (23) i maliny mo-
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roszki (9) rosngce w kulturach in vitro sg stabilne pod wzgledem zawartosci DNA, co
Swiadczy o zaleznosci genetycznej stabilnosci kultur tkankowych od gatunku.

Tabela

Procentowy udziat komoérek o réznej zawartosci DNA w tkankach roslinnych na réznych etapach hodowli
tkankowej

Roéliny nietransformowane Rosliny transformowane
Etap hodowli . Procentowy udziat komérek . Procentowy udziat komérek
tkankowej LIC.Zb? 0 zawartosci DNA LIC_Zba, o zawartosci DNA
pomiarow pomiarow
2C 4C 8C 16C 2C 4C 8C 16C
eksplantat 12 46,4 52,1 1,2 0 12 32,7 64,5 2,8 0
kalus twardy
- typ 4C 5 15,9 61,9 20,7 15 10 11,2 75,2 12,8 0,8
- typ 8C 7 11 24,2 68,1 6,6 2 0 17,4 77,3 53
kalus luzny
- typ 2C 2 74,2 23,6 2.2 0 1 77,2 21,4 1.4
- typ 4C 2 0 77,2 21,3 15 5 7,5 66,8 24,3 14
- typ 8C 2 0 28,9 60,7 10,4 0
zregenerowane
rodliny (lis¢)
— diploidy 3 85,1 14,6 0,3 0 4 86,9 12,6 0,5 0
- tetraploidy 11 0 83,9 16,1 0 7 0 86,2 13,8 0
— miksoploidy
- 4C/2C 0 1 30,7 50,3 18,4 0,6
- 4C/8C 1 0 53,4 44,2 2,4 1 0 51,4 44,5 41

4. Podsumowanie

w przeprowadzonych badaniach potwierdzono, ze obecnos¢ w eksplantatach
i kalusie tytoniu komorek o podwyzszonej w stosunku do roslin wyjsciowych zawar-
tosci DNA moze powodowac brak stabilnosci poziomu ploidalno$ci zregenerowa-
nych roslin. Przyczyng obserwowanej poliploidalnosci moze by¢ obecnos¢ regulato-
row wzrostu w pozywce. W przypadku tego gatunku nalezy zatem ze szczegoing
ostroznoscig planowac sktad hormonalny pozywek, na ktérych sie rozwija, a pod-
czas trwania kultury i po jej zakonhczeniu pozadana jest kontrola cytologiczna.

Poréwnujgc udziat komorek o réznej zawartosci DNA na r6znych etapach kultur
in vitro w tkankach tytoniu pochodzacych z roslin transformowanych i nietransfor-
mowanych, w obu rodzajach materiatu roslinnego obserwowano podobne tenden-
cje zmian. Swiadczy to o braku wplywu transformacji genetycznej na ploidalno$é

analizowanych tkanek i zregenerowanych roslin.
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Rys. Histogramy zawartosci DNA w jadrach tytoniu transformowanego genem gfp, wyizolowanych z:
A - eksplantatu, B - kalusa twardego typu 4C, C - kalusa luZznego typu 4C, D - zregenerowanej rosliny
diploidalnej, E - zregenerowanej rosliny tetraploidalnej, F - zregenerowanej rosliny miksoploidalnej.
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