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Summary

In Arabidopsis biotechnology plants are regenerated in vitro via shoot orga-
nogenesis induced in callus derived from different somatic tissues. An alterna-
tive way of in vitro plant regeneration via somatic embryogenesis has not been
applied in Arabidopsis so far. Recently, it was found that development of Arabi-
dopsis somatic embryos can be induced in the culture of immature zygotic em-
bryos and that the callus phase is not nocessary for the initiation of embryoge-
nesis. The aim of the presented research was to determinate the in vitro culture
conditions enabling high efficiency of somatic embryo induction and their
conversion into plants. The influence of induction medium composition includ-
ing liquid or agar medium, type and concentration of auxin, carbohydrates and
ammonium sources as well as duration of auxin treatment of explants on DSE
efficiency were evaluated. Advantages of described regeneration system via DSE
are as follows: short time needed to induce somatic embryos (10-15 days), high
efficiency of the process (more than 80% explants responded), numerous embry-
os produced per explant (on average 17) and high percentage of embryo conver-
sion into fertile plants (70-80%).
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1. Wstep

W genetyce i biotechnologii roslin wykorzystywane sg zaréwno wazne gospo-
darczo gatunki uprawne, jak réwniez organizmy modelowe, nie przedstawiajace
waloréw uzytkowych, jednakze posiadajagce cenne w badaniach biologicznych ce-
chy. Takim obiektem modelowym w wielu dyscyplinach wspo6tczesnej biologii jest
pospolity chwast, Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (rzodkiewnik pospolity). Gatunek
ten jest szczegdlnie intensywnie badany w biologii molekularnej, stajac sie w ostat-
nich latach modelem w analizie genomu roslin wyzszych (1-3). Podstawg idei wyko-
rzystania ylrab/dops/5 jako organizmu modelowego w genetyce jest prostota budowy
genomu tej rosliny, utatwiajaca identyfikacje gendw, a nastepnie znalezienie ich od-
powiednikéw w rosdlinach waznych uzytkowo.

Szerokie mozliwosci badawcze jakie w genetyce komérek somatycznych stwarza
Arabidopsis, dostrzezono ponad 20 lat temu opracowujac metode regeneracji roslin
w kulturze tkanek somatycznych (4). jednakze pomimo uptywu wielu lat, stosowane
dla potrzeb transformacji czy mutagenezy in vitro metody regeneracji roslin Arabi-
dopsis oparte sg wylacznie na organogenezie pedow z kalusa (5-7), natomiast nie zo-
staty opracowane systemy pozwalajgce na efektywne regenerowanie roslin droga
somatycznej embriogenezy (SE).

Eksplantatami szczegdélnie przydatnymi do indukowania réznych typow morfo-
genezy in vitro sg u A. thaliana niedojrzate zarodki zygotyczne. W przeprowadzo-
nych w ostatnich latach badaniach wykazano, ze w kulturze tych eksplantatéw moz-
na rowniez indukowac procesy somatycznej embriogenezy. W opisywanych dotad
metodach indukcji SE wydajnos$é procesu byta wzglednie niska, ograniczona genoty-
powo, a rozwodj zarodkéw poprzedzato diugotrwate wyprowadzanie embriogennej
kultury kalusa (8-11). Powstawanie zarodkéw somatycznych drogg bezposredniej
somatycznej embriogenezy (DSE - direct somatic embriogenesis) wykorzystano do
ustalenia embriogennych linii kalusa (12). Ostatnio wykazano takze mozliwo$¢ rege-
neracji roslin Arabidopsis drogg DSE stwierdzajac, ze istotny wptyw na efektywnos$é
indukcji zarodkéw somatycznych w tym typie morfogenezy in vitro ma stadium roz-
wojowe eksplantatow - niedojrzatych zarodkéw zygotycznych (13).

Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie wptywu wybranych czynnikéw
kultury in vitro na efektywnos¢ procesu indukcji DSE w kulturze niedojrzatych za-
rodkow zygotycznych. W pracy zbadano réwniez zdolnosci somatycznych zarod-
kéw do konwersji w rodliny oceniajac przydatno$¢ proponowanej metody jako no-
wego systemu regeneracji roslin Arabidopsis w warunkach in vitro.

2. Materiat i metody

Eksplantaty do kultury in vitro, ktérymi byty niedojrzate zarodki zygotyczne, po-
bierano z roslin/Irah/dops/s thaliana (L.) Heynh. ekotypu Columbia. Nasiona wysiewa-
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no do doniczek z ziemig ogrodowa zmieszang z wermikulitem w stosunku 1:1. Roz-
woj roslin przebiegat w kontrolowanych warunkach, w pokoju hodowlanym w tem-
peraturze 20-23°C, przy natezeniu Swiatta 40 pm nr's ' przez 16 godzin na dobe
i wilgotnosci 60-70%.

Eksplantatami do indukcji DSE byly niedojrzate zarodki zygotyczne o wielkosci
od 300 do 500 pm posiadajace wyraznie wyksztatcone, zagiete liscienie. fuszczyny
sterylizowano przez 15 min w 20% wodnym roztworze preparatu ACE, bedacego
roztworem podchlorynu sodu, z dodatkiem 2-3 kropli/100 ml $rodka powierzchnio-
wo czynnego TWEEN 80, a nastepnie trzykrotnie ptukano w sterylnej wodzie desty-
lowanej. Niedojrzate zarodki izolowano z niedojrzatych nasion za pomocg igiet pre-
paracyjnych pod mikroskopem stereoskopowym.

Indukcja bezposredniej somatycznej embriogenezy nastepowata na pozywce in-
dukcyjnej E o sktadzie podstawowym mikro-, makroelementéw i witamin B5 (14) z do-
datkiem 20 g/L sacharozy, pH 5,8. Pozywke stalg zestalano 2 g/L gelritu. Efektywno$¢
DSE oceniano w zalezno$ci od rodzaju i stezenia zastosowanej w pozywce auksyny:
2,4-D (kwas 2,4-dwuchlorofenoksyoctowy) lub NAA (kwas a-naftylooctowego). W do-
Swiadczeniu nad wptywem rodzaju cukru na proces DSE sacharoze zastapiono 100 mM
fruktozy, maltozy lub glukozy. Analizowano takze wptyw stanu skupienia pozywki in-
dukcyjnej (ptynna i stata) oraz warunkdéw Swietlnych (indukcja przy 16-godzinnym na-
Swietleniu lub w ciemnosci) na efektywnos¢ DSE. Indukcja DSE nastepowata w plasti-
kowych ptytkach Petriego o $rednicy 3 cm zawierajacych statg lub ptynng pozywke in-
dukcyjna. Kulture na pozywce ptynnej prowadzono na wytrzasarce (100 rpm).

Z eksplantatéw, u ktorych nastgpita indukcja somatycznej embriogenezy, izolo-
wano somatyczne zarodki i przenoszono na pozywke MS20 zawierajgca mikro-, ma-
kroelementy i witaminy wg Murashige i Skooga (15), 20 g/L sacharozy, 2 g/L gelritu.
W doswiadczeniu nad wptywem kwasu giberelinowego na proces konwersji pozyw-
ke MS20 wzbogacono ! mg/L GA3

Indukcja DSE i konwersja zarodkéw somatycznych w rosliny prowadzona byla
w pokoju hodowlanym o temperaturze 23 + 2°C i oswietleniu 20 pm nr's ' przez
16 godz./dobe.

Istotnos¢ réznic pomiedzy badanymi kombinacjami doswiadczalnymi analizowa-
no testem LSD dla poziomu istotnosci P < 0,05, przy zastosowaniu programu kom-
puterowego STATISTCA 5.1.97 firmy STATSOFT INC.

Ocene efektywnosci DSE w badanych kombinacjach eksperymentalnych oparto
na wynikach 2-3 doswiadczen, z ktorych kazde obejmowato analize reakcji eksplan-
tatdbw wzrastajacych na 3-10 phytkach Petriego.

3. Wyniki i dyskusja

w przeprowadzonej analizie efektywnosci DSE, mierzonej czestotliwo$cig eks-
planatatéw tworzacych somatyczne zarodki na statych pozywkach indukcyjnych za-
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Rys. 1. Efektywnos$¢ DSE na pozywkach indukcyjnych zawierajacych rézne stezenie NAA (EN) lub
2,4-D (ED), liczba przy symbolu pozywki oznacza stezenie auksyny w pM; warto$ci oznaczone tymi sa-
mymi literami nie sa istotnie rézne dla P < 0,05.

wierajacych rozne stezenia 2,4-D lub NAA wykazano, ze maksymalna indukcja DSE
nastepowata w obecnosci 5 pM 2,4-D. Na pozywce tej (ED 5) rozwdj somatycznych
zarodk6éw obserwowano u ponad 67% eksplantatéw (rys. 1). Znacznie mniej efek-
tywny w indukowaniu DSE okazat sie NAA, indukujac powstawanie zarodkéw u mak-
symalnie 37,6% eksplantatow. Stezenie 5 pM 2,4-D uznano za optymalne do indukcji
procesu DSE i zastosowano w dalszych doswiadczeniach.

Stwierdzono, ze niezaleznie od stanu skupienia pozywki oraz warunkdéw Swietl-
nych w czasie indukcji eksplantaty wzrastajace w obecnosci 5 pM 2,4-D charaktery-
zowaly sie wysokg i zblizong efektywnoscig DSE wynoszaca od 70 do 80% (rys. 2).
W badaniach wykazano, ze indukcja procesu DSE nastepuje bardzo szybko, juz po
7 dniach kultury na pozywce ED 5 ponad 40% eksplantatéw inicjowato proces DSE
(rys. 3). Dalszy wzrost czestotliwosci eksplantatéw tworzacych somatyczne zarodki
obserwowano w kulturach indukowanych na pozywce ED 5 przez 10-21 dni, przy
czym maksymalng efektywno$¢ DSE (ponad 80%) zanotowano po 16-dniowej induk-
cji. Wydtuzanie kultury na pozywce indukcyjnej do 35 dni powodowato spadek licz-
by eksplantatéw tworzacych somatyczne zarodki w wyniku rozwoju tkanki kaluso-
wej z pierwotnych zarodkéw somatycznych.

Zastgpienie sacharozy w pozywce indukcyjnej innymi weglowodanami spowodo-
wato obnizenie lub zahamowanie zdolno$ci eksplantatéw do DSE (rys. 4). Na pozyw-
ce z maltozg lub glukozg zarodki wytwarzato odpowiednio 20 i 6% eksplantatéw,
natomiast fruktoza powodowata zamieranie eksptantatow.
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Rys. 2. Czestotliwos$¢ eksplantatéw tworzacych somatyczne zarodki lub kalus na pozywce ED 5 stalej (S)

lub ptynnej (P) w zaleznosci od warunkéw $wietlnych w czasie indukcji DSE (L - $wiatto; D - ciemno$¢); war-
tosci oznaczone tymi samymi literami, w obrebie tej samej kombinacji, nie sg istotnie rézne dla P < 0,05.
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Rys. 3. Czestotliwo$¢ eksplantatéw wytwarzajacych somatyczne zarodki lub kalus w zaleznosci od
czasu kultury na pozywce indukcyjnej E5; wartosci oznaczone tymi samymi literami, w obrebie tej samej
kombinacji, nie sg istotnie rézne dla P < 0,05.
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Rys. 4. Czestotliwo$¢ eksplantatow wytwarzajacych somatyczne zarodki lub kalus na pozywkach in-
dukcyjnych zawierajacych rézne weglowodany: E5 - 20 g/L sacharozy; E5F - 100 niM fruktozy, EEM -
100 mM maltozy; ESGk - 100 niM glukozy; wartosci oznaczone tymi samymi literami, w obrebie tej sa-
mej kombinacji, nie sg istotnie rézne dla P < 0,05.

Stwierdzono, ze dtugo$¢ kultury eksplantatéw na pozywce indukcyjnej wptywata
nie tylko na poziom indukcji DSE, lecz réwniez na liczbe zarodkdéw somatycznych
wytwarzanych przez eksplantat. Maksymalng Srednig liczbe zarodkdéw/eksplantat
zanotowano po 21 dniach kultury. Zaobserwowano ponadto, ze podniesienie steze-
nia 2,4-D w pozywce z 5 do 10 pM powoduje wzrost $redniej liczby zarodkéw z 10
do blisko 18 (rys. 5).

Powstajace na statej pozywce ED 5 zarodki somatyczne po przeniesieniu na
pozywke bezhormonalng wytwarzaty pedy i korzenie, przy czym czestotliwos¢ kon-
wersji w roéliny byla wysoka (ponad 70%) i niezalezna od obecnosci GA3 w pozywce
(rys. 6).

W pracy stwierdzono, ze obok odpowiedniego stadium rozwojowego niedoj-
rzatych zarodkéw zygotycznych (13) o wysokiej efektywnosci indukcji DSE decyduje
ekspozycja eksplantatow na dziatanie 2,4-D, ktéra przy stezeniu 5 pM prowadzi do
rozwoju zarodkow somatycznych u ponad 70% eksplantatow. Wykazano, ze zwiek-
szenie stezenia 2,4-D w standardowej pozywce indukcyjnej do 10 pM podniosto
0 blisko 50% S$rednig liczbe zarodkéw uzyskiwanych z eksplantatu. Podobny wzrost
liczby zarodkdw zygotycznych wytwarzanych przez eksplantat po podniesieniu ste-
zenia 2,4-D z 5 do 15 pM obserwowano u Arachis hypogea (16).
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Rys. 5. Srednia liczba zarodkéw somatycznych wytwarzanych przez eksplantat w zaleznosci od cza-
su kultury i zawartosci 2,4-D w pozywce indukcyjnej (E5 - 5 pM; E10 - 10 pM 2,4-D); wartosci ozna-
czone tymi samymi literami, w obrebie tej samej kombinacji, nie sg istotnie rézne dla P < 0,05.

W badaniach stwierdzono, ze sacharoza jest preferowanym Zrodiem wegla
w pozywce indukujacej DSE w kulturze zarodkdéw zygotycznych Arabidopsis. Sacha-
roza okazatla sie takze najbardziej efektywnym zrédiem wegla w stymulowaniu za-
rodkéw somatycznych kulturze embriogennej Asparagus officinalis (17) oraz Cicho-
rium ssp. (18). Pozostate badane cukry - glukoza, maltoza i fruktoza, ktérych przy-
datno$¢ w indukcji somatycznej embriogenezy wykazano u innych roélin (19-21), jak
sie okazato, byly nieprzydatne u Arabidopsis.

Czestotliwos¢ konwersji zarodkéw somatycznych w rosliny wynoszaca blisko
80%, przewyzszata 2-krotnie oszacowang dla zarodkdéw Arabidopsis powstajacych
z embriogennego kalusa (10). Pomimo ze kwas giberelinowy jest czestym skiadni-
kiem pozywek stymulujgcych rozwoj somatycznych zarodkéw w rodliny (22-24) zwigzek
ten nie podnosi efektywnosci konwersji zarodkéw somatycznych Arabidopsis.

Niewatpliwg zaletg proponowanego systemu regeneracji roslin Arabidopsis jest
bardzo uproszczona sekwencja pozywek. Zarodki somatyczne powstawaty i dojrze-
waly na pozywce indukcyjnej, w obecnosci 2,4-D, a konwertowaty w rosliny po usu-
nieciu tej auksyny z pozywki. Podobny, prosty system zostat opisany ¢\a Arachis hy-
pogaea (16). Najczesciej jednak spotykane w literaturze protokoty sg wieloetapowe
i uwzgledniajg sekwencje Kilku roznigcych sie sktadem pozywek (25,26).

96 PRACE EKSPERYMENTALNE



Regeneracja rosélin Arabidopsis thaliana (L) Heynh. droga bezposredniej somatycznej embriogenezy

Rys. 6. Czestotliwo$¢ konwersji zarodkéw somatycznych w pedy ogétem i pedy z korzeniami na
pozywce MS20 oraz MSGA zawierajacej kwas giberelinowy GA3; wartosci oznaczone tymi samymi litera-
mi, w obrebie tej samej kombinacji, nie sg istotnie rézne dla P < 0,05.

Proponowany system regeneracji roslin Arabidopsis droga DSE moze by¢ po-
wszechnie stosowany w kulturach in vitro tego gatunku poniewaz charakteryzuje

sie:

wysoka czestotliwoscia indukcji embriogenezy (ponad 80%),

znaczng liczbg zarodkéw wytwarzanych przez eksplantat (ponad 17),
krétkim cyklem kultury (ok. 3 tygodnie do uzyskania pierwszych roslin),
sekwencjg 2 pozywek o prostym skiadzie,

mozliwoscig stosowania u wielu genotypéw (13).
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