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Growth Kinetics of suspension culture of wheat {Triticum aestivum L.)
influenced by sucrose concentration in the medium

Summary

The suspension culture was initiated from callus derived from immature in-
florescences of winter wheat var Almari. The aim of our investigation was eval-
uation of the influence of twice increased sucrose concentration in the medium
on the physicochemical properties and cell morphology during 15 days of sus-
pension culture. The number of cells, volume, weight, shape and viability were
monitored in a few day intervals. Moreover, pH, conductivity and osmolality of
medium were measured. The suspensions that were maintained in media con-
taining 30 and 60 g of sucrose per dm” were characterised by a similar cell via-
bility and growth kinetics tendency. However, from the day of culture, in-
creased concentration of sucrose inhibited the cell proliferation rate. This effect
was associated with decreased volume and dry weight of cells, which indicates
that sucrose influences the production of cell biomass. The morphological char-
acter of cells was independent of the sucrose concentration, the cell area and
circularity changed similarly for both media. The area was increased and circu-
larity decreased. Increased concentration of sucrose resulted in lowered pH of
the medium during the whole culture period. There was no statistically signifi-
cant influence of sucrose on the conductivity and osmolality changes in media.
The results suggest that higher level of sucrose in the medium can be disadvan-
tageous for growth kinetics of wheat suspension. It was not connected with me-
dium osmotic potential changes or cell-medium ion exchange possibilities.
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Kinetyka wzrostu zawiesiny pszenicy (Triticum aestivum L) w zaleznosci od stezenia sacharozy w pozywce

1. Wstep

zarodkow, a takze wykorzystuje sie do tego celu niedojrzate kwiatostany (11,7).
Wozrost kultury zawiesinowej jest charakteryzowany w kilkudniowych odstepach
Czasu poprzez pomiary wybranych parametréw zwiazanych zaréwno z tkanka jak
i pozywka. Okresla sie liczbe, mase, objetos¢ komorek, jak réwniez ich zywotnos¢
i zmiany morfologiczne. W pozywce za$ mierzy sie przede wszystkim pH, przewod-
nictwo elektryczne i osmolalnos¢ (4,6,8). Wartos¢ pH zwykle maleje w pierwszych
dniach cyklu hodowlanego, a nastepnie osigga wartos¢ wyzsza, niezaleznie od bada-
nego gatunku (8,9,4). Przewodnictwo elektryczne i osmolalnos$¢, ktore wigza sie
z zawartoscig sktadnikéw mineralnych i weglowodandéw w pozywce, obnizajg war-
tosci wraz ze wzrostem biomasy zawiesiny (8,4).

Wozrost i réznicowanie heterotroficznej zawiesiny komorek jest zalezny od zrod-
ta wegla w pozywce. Najczesciej uzywa sie do tego celu sacharozy, ktéra w porow-
naniu z glukozg czy fruktozg zwieksza efektywno$¢ somatycznej embriogenezy (3,1).
Zwykle stosuje sie 30 g sacharozy w | dm” pozywki (7,10,2,13,11,12). Jednak podej-
mowane sg proby testowania w hodowli wigkszego zakresu stezen sacharozy, a tak-
ze innych weglowodanéw (1,3,5).

Celem naszych badan bylo poréwnanie kinetyki wzrostu zawiesiny komoérkowej
pszenicy w obecnosci standardowej (30 g/dm”) i dwukrotnie podwyzszonej (60 g/dm”)
zawartosci sacharozy. Badania miaty charakter wstepny, zwiazane byly z optymali-
zacjg warunkow embriogennej, dtugoterminowej kultury zawiesinowej pszenicy.

2. Materia! i metody

Niedojrzate kwiatostany o dtugosci 5-10 mm pszenicy ozimej odmiany Almari
cieto na drobne fragmenty i wykladano na statg pozywke wg Murashige i Skooga
(1962), zawierajacg 2 mg/dm” 2,4-D i 30 g sacharozy (MS2). Indukcje kalusa prowa-
dzono w komorze hodowlanej w 25°C i przy 16-godzinnym fotoperiodzie. Kalusy
pasazowano na Swieze pozywki MS2 co 4 tygodnie. Dwumiesieczne tkanki (po 0,5 g)
rozdrobnionych kaluséw umieszczano w 300 cm” kolbkach Erlenmayera zawiera-
jacych 50 cm”™ plynnej pozywki MS2. W czasie dwdch kolejnych pasazy, zawiesiny
uzupetniano o dalsze 25 cm” Swiezej pozywki MS2. Poziome, z ruchem kotowym,
wytrzasanie (60 rpm/min) odbywato sie w komorze hodowlanej, w temperaturze
28°C, na stabym Swietle jarzeniowym (4 W/m”s °), przy 16-godzinnym fotoperiodzie,
z predkoscig 60 obr/min. W odstepach dwutygodniowych dokonywano pasazu za-
wiesin na $wieze pozywki. Szesciotygodniowe zawiesiny podczas kolejnych dwoch
pasazy uzupetniono pozywka zawierajacg 30 lub 60 g/dm”™ sacharozy i po trzecim
pasazu poddano analizie wzrostu. Analize wzrostu prowadzono w ciggu 15 dni ho-
dowli, w kilkudniowych odstepach czasu. Okres$lono: liczbe i objetos¢ komérek
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Rys. 2. Morfologia komoérek (powierzchnia i ich kulisto$¢) w kulturze zawiesinowej pszenicy ozimej
odm. Almari w ciggu 15 dni hodowli na pozywce MS2 zawierajacej zr6znicowane stezenie sacharozy. Na
wykresach czastkowych linie zaznaczone symbolem oznaczajg zawarto$¢ 30 g/dm”, natomiast sym-
bolem 60 mg/dm~.

(SCV i PCV) oraz ich suchg masg. Zywotno$¢ komorek kontrolowano w obecnosci
btekitu Evansa. W pozywkach mierzono pH, przewodnictwo elektryczne (pS) i osmo-
lalno$¢ (mOsm kg ' H20). Pomiary przewodnictwa elektrycznego wykonano za po-
mocg CONDUCTIVITY METER OK - 102 /I, a osmolalnos¢ MEMORY - OSMOME-
TER 020 AT; P.Z. INTECH. Charakterystyke zmian morfologicznych zawiesin w czasie
hodowli (powierzchnia i kolisto$¢ komorek) sporzadzano na podstawie analizy ob-
razu wedtug programu LUCIA G/Comet - wersja 3,52a. Wyniki opracowano za po-
mocg programu STATISTICA - wersja 5.0. Wartosci Srednie z trzech powt6rzen
mierzonych parametrow wraz ze $rednim bledem standardowym przedstawiono na
rysunkach 1A, IB i 2.
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3. Wyniki i dyskusja

w czasie 15 dni kultury zaobserwowano podobng tendencje przyrostu liczby ko-
marek, ich objetosci i suchej masy dla zawiesin hodowanych na pozywkach ze zr6z-
nicowanym poziomem sacharozy. Jednakze dla standardowej pozywki, zawierajgcej
30 g sacharozy w 1| dm”, parametry przyjmowaly wyzsze wartosci, poczawszy od
czwartego dnia kultury (rys. 1A). Podobne wyniki uzyskano dla Cajanus cajan (1) oraz
Triticum aestivum L. (3). Podwyzszeniu iloSci sacharozy do 60 g w | dm” pozywki to-
warzyszyto obnizenie pH, co $wiadczy, ze w tym Srodowisku nastgpito przyspieszo-
ne wydzielanie sie jonéw wodorowych do pozywki.

Wedtug Morard i in. (9) na podstawie badan przeprowadzonych na Saponaria offi-
cinalis L., wiekszemu alkalizowaniu pozywki towarzyszy niskie stezenie jonéw amo-
nowych i wysoka warto$¢ stosunku jondw azotanowych do amonowych. Zatem
W pozywce 0 wyzszym potencjale osmotycznym moze nastgpi¢ szybsze zuzycie jo-
néw amonowych. W prezentowanych badaniach, na Triticum aestivum L. obserwo-
wano spadek osmolalnosci i przewodnictwa elektrycznego (rys. IB), podobnie jak
w czasie hodowli embriogennych kultur zawiesinowych innych gatunkéw (4,6,8).
Dla stezenia 30 g sacharozy w | dm”, linie spadku obu tych parametréw przyjmo-
waly nizsze wartosci niz dla pozywki zawierajacej dwukrotnie wiecej sacharozy.
Podwyzszenie stezenia cukru w pozywce hamowato zatem zuzycie z niej zwigzkdéw
mineratnych i energetycznych. Tendencja zmian powierzchni komorek w czasie ho-
dowli byla niezalezna od stezenia sacharozy w pozywece (rys. 2). W badanych zawie-
sinach nastepowato poczatkowo zmniejszenie powierzchni komérek, a nastepnie
ich 1,5-krotny wzrost, co mozna wigza¢ z utratg charakteru embriogennego komo-
rek (rys. 2). Fakt ten potwierdza obserwowane pod mikroskopem zmniejszenie ich
kulistosci, w wyniku powstawania komérek wydtuzonych, co charakteryzuje komor-
ki nieembriogenne. Na podstawie uzyskanych wynikdw przypuszcza sie, ze do pro-
wadzenia dtugoterminowej zawiesiny korzystniejsze jest stosowanie standardowej
pozywki zawierajacej 30 g sacharozy w | dm”.

Badania byly dofinansowane przez Komitet Badan Naukowych, grant nr 5 PO6A 021 15.
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