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Suspension cultures of Pharbitis nil
Summary

Suspension cultures are more suitable for physiological, biochemical and
molecular investigations than callus cultures grown on solid media, because the
former provide more homogeneous system than the latter ones. A large number
of plants were found suitable for establishing cell suspension cultures. In this
study we describe the obtaining of cell suspension cultures derived from callus
induced from cotyledons of Pharbitis nil. Explants isolated from plants grown
under inductive and non-inductive conditions were cultured on MS basal me-
dium containing various concentrations and combinations of growth regulators.
To initiate the cell suspension culture, small clumps of friable callus obtained
from cotyledons were suspended in liquid callusing medium. An initial inoculum
density was 2 x |0"cells/ml. Every 20 days the cultures were transferred to a
fresh medium. The cell number in suspension was determined by direct micro-
scopic counting with haemocytometr. The cell suspension cultures contained
both single cells and small cell aggregates.
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1. Wstep

Zawiesiny komorkowe dostarczajg idealnego systemu ekspe-
rymentalnego do badar fizjologicznych i biochemicznych pod-
staw morfogenezy roslin. Warunki takie sprzyjajg ustabilizowa-
niu sie funkcji metabolicznych hodowanej populacji komoérek.
Stwarza to. Jak dotad, nie spotykane w przypadku innych uktadéw
doswiadczalnych mozliwosci poznania proceséw morfogenetycz-
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nych i badania odpowiedzi fizjologicznych na bodzce zewnetrzne. Celem prezento-
wanej pracy byto otrzymanie kultury zawiesinowej z kalusa powstatego na zaindu-
kowanych i nie poddanych fotoperiodycznej indukcji liScieniach Pharbitis nil.

2. Materiaty i metody

Doswiadczenia prowadzono na roslinie dnia krotkiego Pharbitis nil Choisy. Pie-
ciodniowe siewki, pochodzgce z kultur sterylnych, poddawano indukcji fotoperio-
dycznej (16 godz. ciemnosci). W petni rozwiniete liscienie pochodzace z nie zaindu-
kowanych i zaindukowanych 7-dniowych siewek byly Zrédtem eksplantatéw dla ho-
dowli kalusowych. Liscienie cieto skalpelem na fragmenty wielkosci 0,5 cm”® wykia-
dano na pozywke Murashige i Skoog (1962), wzbogacong hormonami w 2 wariantach:

- NAA (0,5 mg/L) oraz kinetyna (0,25 mg/L),

- NAA i BAP ( 0,5 mg/L).

Pasazu tkanki kalusowej dokonywano w odstepach 20-dniowych na Swiezo spo-
rzadzone pozywki wzrostowe. Podtoza te zawieraty sote mineralne i witaminy w ilo-
Sciach stosowanych w pozywce inicjacyjnej, natomiast uzytymi regulatorami wzro-
stu byly:

- IAA (2 mg/L), kinetyna (0,2 mg/L),

- NAA (0,5 mg/L), kinetyna (0,25 mg/L),

- NAA (0,5 mg/L), kinetyna (0,125 mg/L) -- 2 x standard Ca2+.

Hodowle prowadzono na ciggtym Swietle w temperaturze 26°C.

Sypki, kruchy kalus otrzymany po drugim pasazu postuzyt do wyprowadzenia za-
wiesiny komoérkowej. 2-3 g tkanki przenoszono do 45 mL ptynnej pozywki. Stezenia
soli mineralnych, witamin i hormondéw byly identyczne jak w pozywce wzrostowej
dla tkanki kalusowej. Kultury zawiesinowe prowadzono w warunkach ciggtego wy-
trzgsania (140 rpm) w ciemnosci, w temperaturze 25°C. Po okresie hodowli wstep-
nej zawiesine przefiltrowano. Kolejnych pasazy dokonywano w dwudziestym dniu
cyklu hodowlanego, przenoszac 10 mL zawiesiny do 45 mL $Swiezej pozywki.

3. Wyniki i dyskusja

Na wszystkich stosowanych podiozach hodowlanych stwierdzono rozwéj tkanki
kalusowej, jednakze w zaleznosci od podioza zaznaczyly sie pewne réznice w bar-
wie i strukturze narastajgcego kalusa. Kalus rozwijajacy sie na pozywce MS ze stan-
dardowsa iloScig wapnia byt ciemnozielony i zbity (fot. 1). Natomiast tkanka kaluso-
wa hodowana na podtozu MS z podwdjna iloscig wapnia w stosunku do standardu
byta krucha i jasnozielona (fot. 2). Ponadto zaobserwowano, ze im mniejsze byto
W pozywce stezenie cytokinin w stosunku do auksyn, tworzacy sie kalus byt bardziej
kruchy. Obie auksyny: \AA i NAA, przy wspétdziataniu kinetyny stymulowaly szybki
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Fot. 1. Kalus wyktadany na pozywke MS ze Fot. 2. Flodowla kalusa na pozywce MS z po-
standardowsg iloscig wapnia. dwadjna iloscig wapnia w stosunku do standardu.

Fot. 3. Dzielace sie komorki w kulturze zawiesinowej Phar- Fot. 4. Pojedyncze komérki w ho-
bitis nil, obserwowane podczas wstepnej fazy hodowli. dowli zawiesinowej Pharbitis nil.






Uzyskiwanie zawiesin komérkowych Pharbitis nil

Rys. 1. Krzywa wzrostu populacji komérek w zawiesinie Pharbitis nil wyprowadzonej z kalusa po-
chodzacego z nie zaindukowanych (A) i zaindukowanych liscieni (B).

wzrost tkanki kalusowej, ktéra jednak po okresie intensywnego wzrostu brazowiata
i zamierala. Efektu takiego nie obserwowano na podiozu zawierajgcym w miejsce
kinetyny BAP.

Do wyprowadzenia kultury zawiesinowej postuzyt sypki, dwukrotnie pasazowa-
ny kalus. W trakcie trwania cyklu hodowlanego (15 dni) dokonano pomiaréw li-
czebnosci komoérek w zawiesinie. W uzyskanych hodowlach obserwowano agregaty
sktadajgce sie z kilku lub kilkunastu komorek (fot. 3) oraz pojedyncze komorki
(fot. 4). Krzywa wzrostu populacji komérek wykreslono na podstawie Sredniej li-
czebnosci, mierzonej w pieciu réwnolegle prowadzonych hodowlach.

Hodowla wstepna zawiesiny uzyskanej z dwéch typéw kalusa prowadzona byta
na podiozu MS z takim zestawem regulatoréw wzrostu jaki byt wykorzystany do ho-
dowli poszczegolnych rodzajow kalusa. Podobne podejscie metodyczne stosowano
w hodowli wstepnej zawiesiny komorkowej Digitalis thapsi (1) i Pisum sativum (2).

W cyklu hodowlanym badanej zawiesiny Pharbitis nil stwierdzono wystepowanie
trzech faz wzrostu: a) spoczynkowej, b) wzrostu logarytmicznego i c) stacjonarne;.
Wystepowanie opisanego trojfazowego modelu wzrostu zawiesiny, zaobserwowa-
no réwniez u takich roslin, jak: Nicotiana silvestris (3) i Daucus carota (4).

Nie stwierdzono istotnych réznic w dynamice wzrostu zawiesin uzyskanych z ka-
lusa powstalego z liscieni nie indukowanych i fotoperiodycznie zaindukowanych
siewek Pharbitis nil. Stwarza to mozliwos¢ uzycia obu typéw zawiesin komérkowych
do badania chemicznej natury induktora kwitnienia.
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