Adres do korespondenciji

Agata Ptak,

Katedra Hodowli Roslin
| Nasiennictwa,
Uniwers\let Rolniczy,
ul. tobzowska 24,
31-140 Krakéw;
e-mail:
mfptak@cyf-kr.edu.pl

biotechnologia
2 (89) 165-171 2010

PRACE EKSPERYMENTALNE

Mikrorozmnazanie Leucolum
aesHvum L. w bioreaktorze RITA

Agata Ptak, Joanna Gadek
Katedra Hodowli Roslin i Nasiennictwa, Uniwersytet Rolniczy, Krakdw

Micropropagation of Leucojum aestivum L. in bioraector RITA®

Sum mary

Embryogenic callus of Leucojum aestivum was transferred to solid and liquid
media in bioreactor RITA® vessels. Callus growth on the liquid medium enriched
with 2 and 5 qM Picloram and 0.5 gM BA was characterized by a higher multipli-
cation index. The greatest number of somatic embryos was observed on the cal-
lus multiplied in bioreactor using 5-minute flushing with the medium. Globular
embryos developed into torpedo-stage embryos and plantlets under the influ-
ence of NAA (0.5 gM) and zeatin (5 gM). Liquid medium promoted the develop-
ment of L aestivum somatic embryos and plantlets.
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1.Wstep

Sniezyca letnia (Leucojum aestivum L.) Jest przedstawicielem
rodziny amarylkowatych (Amaryllidaceoe) (1), Jest ozdobng ros-
ling cebulowg, ma takze wtasciwosci lecznicze. Roélina ta jest
cennym zrodtem wielu alkaloidéw izochinolinowych, m. in. ga-
lantaminy, nor-galantaminy i likoryny. Wsréd nich na szczeg6ing
uwage zastuguje galantamina, ktéra jest odwracalnym inhibito-
rem acetylocholinesterazy i aktualnie znajduje zastosowanie
w leczeniu choroby Alzheimera (2).

W dotychczasowych badaniach wykazano, ze kalus embrio-
geniczny oraz zarodki somatyczne $niezycy letniej moga by¢ cen-
nym Zrodtem galantaminy i innych alkaloidéw AmaryUidaceae.
Jednak ilosci alkaloidéw uzyskiwane tg droga nie sg jeszcze
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wystarczajgco duze (3). Wprowadzenie pozywek ptynnych oraz bioreaktoréw mo-
gltoby znacznie zwiekszy¢ wydajnos¢ somatycznej embriogenezy, a takze produkcije
alkaloidéw z udziatem kultur in vitro (4). Bioreaktor RITA® o okresowym systemie
zalewania pozywka pozwala na wzrost kultury w warunkach tlenowych oraz czaso-
wy dostep do skfadnikéw pozywki. W literaturze donosi sie o korzystnym wptywie
tego typu bioreaktora na indukcje i rozwoj zarodkéw somatycznych m. in. u narcy-
za, kawy i bananowca (5,6). Natomiast rosliny prowadzone w bioreaktorze RITA®
charakteryzujg sie wysokim wspoétczynnikiem namnazania, a takze wiekszg zdolnos-
cig do aklimatyzaciji (7,6). Dotychczas nie opracowano sposobu mikrorozmnazania
Sniezycy letniej z wykorzystaniem bioreaktora RITA®. Celem pracy byla ocena moz-
liwosci zastosowania bioreaktora RITA® do namnazania kalusa embriogenicznego
(charakteryzujacego sie stabymi zdolnosciami regeneracyjnymi) oraz do indukciji,
rozwoju zarodkéw somatycznych i regeneracji roslin Sniezycy letniej.

2. Materiat i metody

2.1. Materia! roslinny

Materiat roslinny do badan stanowit dwuletni kalus $niezycy letniej (Leucojum
aestivum L.) otrzymany wedtug procedury opisanej w pracy Ptak i Cierniak (8) na
pozywce zawierajgcej sole mineralne wedtug Murashige i Skoog (MS) (9) z dodat-
kiem 3% sacharozy, 25 pM Pictoramu i 0,5 pM BA oraz 0,7% agaru. Odczyn pozywki
wynosit 5,5.

2.2. Namnazanie kalusa embriogenicznego oraz indukcja zarodkéw soma-
tycznych

Kalus $niezycy letniej o masie 5 g wyktadano na pozywke statg do ptytek Petrie-
go (kontrola) oraz do naczyn bioreaktora o okresowym systemie zalewania RITA®.
Doswiadczenie zatlozono w 5 powtdrzeniach. Do badan wykorzystano pozywke MS
wzbogacong w Picloram (2, 5, 10, 25 pM) i 0,5 pM BA oraz 3% sacharozy, pH wyno-
sito 5,5. W kazdym z naczyn znajdowato sie 200 ml ptynnej pozywki. Dla kazdej
kombinacji, rézniacej sie stezeniem Pictloramu, ustalono dwa czasy zalewania po-
zywka: 5 i 15 minut. Kultury zalewane byly co 2 godziny. Natomiast ptytki Petriego
napetniano 25 ml pozywki zestalonej agarem (0,7”). Kalus namnazano w ciemnosci
w temperaturze 25+2°C przez 4 tygodnie.

Po uptywie 4 tygodni kalus pochodzacy z bioreaktora i pozywki statej pasazowa-
no do ptytek Petriego na pozywke agarowa, zawierajaca identyczne, jak we wczes-
niejszym etapie doswiadczenia, stezenia regulatoréw wzrostu.
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Kultury prowadzono przez 4 tygodnie w identycznych warunkach, jak we wczes-
niejszym etapie doswiadczenia, a nastepnie okreslono wspoétczynnik namnazania
kalusa, stosujgc wzor: (masa koncowa kalusa-masa poczgtkowa kalusa)/masa po-
czatkowa kalusa oraz liczono formujgce sie zarodki somatyczne. Do poréwnarn Sred-
nich wykorzystano test Duncana. Oceny istotnosci r6znic pomiedzy Srednimi doko-
nano przy a < 0,05.

2.3. Rozwoj zarodkéw somatycznych

Zarodki somatyczne w stadium globularnym uzyskane na pozywce MS z dodat-
kiem 5 pM Picloramu i 0,5 pM BA wazono i wyktadano po Ig do naczyn RITA® oraz
na pozywke statg do plytek Petriego. Doswiadczenie zakladano w 5 powtérzeniach.
Kultury zalewano pozywka przez 5 minut w odstepach dwugodzinnych. Stosowano
pozywke MS wzbogacong w 0,5 pM NAA i 5 pM zeatyny, 3% sacharozy, pH pozywki
wynosito 5,8. Kultury prowadzono na $wietle przy natezeniu $wiatta 30 pmol m'* s”
przez 8 tygodni. Pasaze wykonywano co 4 tygodnie. Po uptywie 8 tygodni okreslono
procentowy udziat zarodkéw somatycznych w stadium torpedy oraz oznaczono
Swiezg mase kazdego zarodka liscieniowego. Dla uzyskanych wartosci Srednich ob-
liczono odchylenia standardowe.

2.4. Konwersja zarodkéw somatycznych w rosliny

Zarodki somatyczne $niezycy letniej w stadium torpedy wazono i wyktadano do
naczyn RITA® oraz na pozywke stata do kolb. Kultury zalewano pozywka przez
5 minut w odstepach dwugodzinnych. Wykorzystano pozywke identyczng, jak do
rozwoju zarodkéw somatycznych. Kultury prowadzono na $wietle (natezenie
Swiatta 30 pmol nr* s"), w temperaturze 25+2°C przez 16 tygodni. Pasaze wykony-
wano co 4 tygodnie. Doswiadczenie zatozono w 5 powtdrzeniach. Dla kazdego po-
wtdrzenia wytozono po 10 zarodkéw. Po 4, 8, 12 i 16 tygodniach oznaczono Sredni
przyrost Swiezej masy zregenerowanych roslin. Dla uzyskanych wartosci Srednich
obliczono odchylenia standardowe.

2.5. Analiia cytometryczna regeneratéw
Do badan wykorzystano najmtodsze liscie roslin zregenerowanych w warunkach
in vitro. Kontrole stanowity liscie izolowane z rosliny matecznej. Analize wykonano

przy uzyciu cytometru przeptywowego wedtug metody opisanej w pracy Thiem i Sli-
winska (10).
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3. Wyniki i dyskusja

Po 8 tygodniach trwania kultury stwierdzono, ze kalus $niezycy letniej namna-
zany w bioreaktorze (5 minut zalewania pozywka) przez 4 tygodnie, a nastepnie
przez 4 tygodnie na pozywce stale], charakteryzowal sie najwyzszymi wspotczynni-
kami namnazania (0,3-0,8). Najnizsze wspétczynniki namnazania odnotowano nato-
miast dla kalusa rosngcego w sposob ciagly na pozywkach statych (0,1-0,3) (tab. 1).
W dostepnej literaturze informacje o namnazaniu kalusa w bioreaktorze RITA® sg
bardzo ograniczone. W obrebie rodziny Amaryllidaceae, do ktdrej nalezy $niezyca,
badania takie prowadzono jedynie dla Narcissus pseudonarcissus (11). W kulturach
Narcissus pseudonarcissus, podobnie jak w tych badaniach, odnotowano wyzsze przy-
rosty masy kalusa pochodzgcego z bioreaktora RITA®, niz z pozywek statych.

Tabela 1

Wptyw stanu Tizycznego pozywki oraz stezenia Pidoramu na namnazanie kalusa $niezycy letniej

Stan fizyczny pozywki

Stezenie Picloramu pozywka plynna (4 tyg.), pozywka plynna (4 tyg.),
(mMI pozywka stata (8 tyg.) 5 min zalewania + pozywka 15 min zalewania + pozy\vka
stata (4 tyg.) stata (4 tyg.)
2 0,25 bc* 0,75 f 0,65 e
5 0,17 ab 0,71 ef 0,64 e
10 0,18 ab 0,35d 0,25 bc
25 011 a 0,29 cd 0,18 ab

*$rednie oznaczone tg samg literg nie réznig sie miedzy sobg istotnie przy a < 0,05 wg testu Duncana.

W prezentowanych badaniach stwierdzono takze, ze niskie stezenia Picloramu:
2 i 5 pM wplywaly korzystnie na wzrost kalusa (tab. 1). Wiadomo, ze do indukcji ka-
lusa stosuje sie zazwyczaj wyzsze stezenia auksyn natomiast w kolejnych etapach
somatycznej embriogenezy (namnazania i indukcji zarodkéw somatycznych) obniza
sie zawartos¢ auksyn lub catkowicie usuwa sie je z pozywki (12).

Po zakoriczeniu 8-tygodniowego cyklu namnazania kalusa najwiekszg liczbe za-
rodkéw somatycznych odnotowano z kalusa kultywowanego w bioreaktorze RITA®
(czas zalewania pozywka: 5 minut), a nastepnie pasazowanego na pozywke stalg
(Srednio: 13 zarodkow/lg kalusa). Najmniej zarodkéw powstawalo natomiast z kalu-
sa namnazanego w sposob ciggly na pozywkach statych ($rednio: 2 zarodki/l g kalu-
sa) (rys. 1).

Bioreaktor RITA® jest systemem wykorzystywanym przede wszystkim do induk-
cji i prowadzenia kultur zarodkéw somatycznych (6). Zarodki somatyczne indu-
kowano w bioreaktorze RITA®, m. in. u takich roslin, jak: Narcissus pseudonarcissus,
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10

ki

pozywka stata pozywka ptynna pozywka ptynna
(kontrola) (zalewanie: (zalewanie:
5 minut) 15 minut)

stan fizyczny pozywki
* $rednie oznaczone tg sama literg nie r6znig sie miedzy sobg istotnie przy a < 0,05 wg testu Duncana

Rys. 1. Wplyw stanu fizycznego pozywki na indukcje zarodkéw somatycznych $niezycy letniej.

Citrus deliciosa, Cojfea arabica, Cojfea canephora, Musa, Psidiuin guajava i Saccharum sp.
(6,11,13). U wszystkich wymienionych roslin zastosowanie okresowego systemu za-
lewania pozywka (RITA®) zwiekszato (w poréwnaniu do wynikéw otrzymanych na
pozywce statej) liczbe formujgcych sie zarodkéw somatycznych z kalusa oraz popra-
wiato ich jakos¢.

Jednym z parametréw wptywajgcych na wydajnos¢ procesu somatycznej embrio-
genezy w bioreaktorze RITA® jest czas zalewania kultury pozywka (13). W kulturach
Leucojum aestivum najwiecej zarodkOw otrzymano stosujac pieciominutowe zalewa-
nie pozywka (rys. 1). Podobne wyniki uzyskaty Malik i Molenda (13) w badaniach nad
indukcja zarodkéw somatycznych u narcyza. Wydtuzenie czasu zalewania kalusa
pozywka (powyzej pieciu minut) wptywato takze negatywnie na liczbe oraz jakos¢
uformowanych zarodkéw somatycznych Cojfea arabica (5).

Zarodki globularne $niezycy letniej przeksztalcaty sie w zarodki w stadium tor-
pedy na pozywce wzbogaconej w 0,5 pM NAA oraz 5 pM zeatyny. Nieznacznie wyz-
szy procent zarodkéw somatycznych w stadium torpedy odnotowano w przypadku
zarodkéw globularnych kultywowanych w bioreaktorze RITA® (tab. 2). Zaobserwo-
wano natomiast r6znice w masie otrzymanych zarodkow. Zarodki rozwijajgce sie
w bioreaktorze RITA® charakteryzowaly sie wyzszg masg niz zarodki rosnace na
pozywce statej (odpowiednio: 0,8 g i 0,6 g) (tab. 2).
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Tabela 2
Wplyw stanu fizycznego pozywki na rozwoj zarodkéw somatycznych $niezycy letniej
Stan fizyczny pozywki Zarodki w stadium torpedy = Masa zarodkéw somatycznych w stadium torpedy
[%1 tgl
pozywka stata 74,5+0,2* 0,56+ 0,1
pozywka ptynna (zalewanie: 5 min) 89,6+0,4 0,83+ 0,1

*wyniki sg Srednig z 5 powtérzen + odchylenie standardowe.

Zarodki w stadium torpedy rozwijaty sie w rosliny zardbwno na pozywce statej,
jak i w bioreaktorze. Po 16. tygodniach obserwowano uformowane rosliny Sniezycy
letniej. Wprowadzenie okresowego systemu zalewania pozywka pozwolito jednak
na otrzymanie roslin odznaczajgcych sie wydajniejszym przyrostem masy w porow-
naniu do roslin rosngcych na pozywce statej (rys. 2). Niezaleznie od zastosowanych
warunkoéw fizycznych pozywki nie odnotowano zadnych deformaciji roslin, np. stas-
mien. Podobnie, jak w tej pracy, rosliny Psidum guajava oraz Saccharum sp. otrzyma-
ne w bioreaktorze RITA® charakteryzowaly sie wyzszymi przyrostami masy niz ros-
liny prowadzone na pozywce stalej (14,15). W literaturze dostepne sg takze infor-
macje na temat namnazania pedow, np. jabtoni w bioreaktorze RITA®. Pedy kulty-
wowane w bioreaktorze byly znacznie diuzsze niz pedy rosnace na pozywce statej
oraz tatwiej tworzyly korzenie i aklimatyzowaty sie (16).

pozywka ptynna
(zalewanie: 5 minut)

pozywka stata (kontrola)

*wyniki sa $rednig z 5 powt6rzern = odchylenie standardowe

Rys. 2. Wplyw stanu fizycznego pozywki na przyrost masy roslin $niezycy letniej.
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W przeprowadzonych analizach cytometrycznych zregenerowanych w warun-
kach in vitro roslin $niezycy letniej (w bioreaktorze oraz na pozywkach statych) nie
wykazano w testowanych prébach osobnikéw o zmienionym stopniu ploidalnosci.
Brak zmiennosci materiatlu zregenerowanego w kulturach in vitro moze wskazywac¢
na mozliwos¢ Jego szerokiego wykorzystania w praktyce.

4., Podsumowanie

Zastosowanie bioreaktora o okresowym systemie zalewania (RITA®) wplywa ko-
rzystnie na nmanazanie kalusa, indukcje zarodkéw somatycznych oraz rozwéj roslin
Sniezycy letniej. Wprowadzenie takiego systemu mikrorozmnazania pozwala row-
niez na poprawe zdolnosci regeneracyjnych kalusa oraz na uzyskanie roslin wyso-
kiej jakosci.
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