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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. Wstęp

W genetyce i biotechnologii roślin wykorzystywane są zarówno ważne gospo
darczo gatunki uprawne, jak również organizmy modelowe, nie przedstawiające 
walorów użytkowych, jednakże posiadające cenne w badaniach biologicznych ce
chy. Takim obiektem modelowym w wielu dyscyplinach współczesnej biologii jest 
pospolity chwast, Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (rzodkiewnik pospolity). Gatunek 
ten jest szczególnie intensywnie badany w biologii molekularnej, stając się w ostat
nich latach modelem w analizie genomu roślin wyższych (1-3). Podstawą idei wyko
rzystania ylrab/dops/5 jako organizmu modelowego w genetyce jest prostota budowy 
genomu tej rośliny, ułatwiająca identyfikację genów, a następnie znalezienie ich od
powiedników w roślinach ważnych użytkowo.

Szerokie możliwości badawcze jakie w genetyce komórek somatycznych stwarza 
Arabidopsis, dostrzeżono ponad 20 lat temu opracowując metodę regeneracji roślin 
w kulturze tkanek somatycznych (4). jednakże pomimo upływu wielu lat, stosowane 
dla potrzeb transformacji czy mutagenezy in vitro metody regeneracji roślin Arabi
dopsis oparte są wyłącznie na organogenezie pędów z kalusa (5-7), natomiast nie zo
stały opracowane systemy pozwalające na efektywne regenerowanie roślin drogą 
somatycznej embriogenezy (SE).

Eksplantatami szczególnie przydatnymi do indukowania różnych typów morfo- 
genezy in vitro są u A. thaliana niedojrzałe zarodki zygotyczne. W przeprowadzo
nych w ostatnich latach badaniach wykazano, że w kulturze tych eksplantatów moż
na również indukować procesy somatycznej embriogenezy. W opisywanych dotąd 
metodach indukcji SE wydajność procesu była względnie niska, ograniczona genoty
powo, a rozwój zarodków poprzedzało długotrwałe wyprowadzanie embriogennej 
kultury kalusa (8-11). Powstawanie zarodków somatycznych drogą bezpośredniej 
somatycznej embriogenezy (DSE - direct somatic embriogenesis) wykorzystano do 
ustalenia embriogennych linii kalusa (12). Ostatnio wykazano także możliwość rege
neracji roślin Arabidopsis drogą DSE stwierdzając, że istotny wpływ na efektywność 
indukcji zarodków somatycznych w tym typie morfogenezy in vitro ma stadium roz
wojowe eksplantatów - niedojrzałych zarodków zygotycznych (13).

Celem przeprowadzonych badań było określenie wpływu wybranych czynników 
kultury in vitro na efektywność procesu indukcji DSE w kulturze niedojrzałych za
rodków zygotycznych. W pracy zbadano również zdolności somatycznych zarod
ków do konwersji w rośliny oceniając przydatność proponowanej metody jako no
wego systemu regeneracji roślin Arabidopsis w warunkach in vitro.

2. Materiał i metody

Eksplantaty do kultury in vitro, którymi były niedojrzałe zarodki zygotyczne, po
bierano z roślin/Irah/dops/s thaliana (L.) Heynh. ekotypu Columbia. Nasiona wysiewa
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no do doniczek z ziemią ogrodową zmieszaną z wermikulitem w stosunku 1:1. Roz
wój roślin przebiegał w kontrolowanych warunkach, w pokoju hodowlanym w tem
peraturze 20-23°C, przy natężeniu światła 40 pm nr^s ’ przez 16 godzin na dobę 
i wilgotności 60-70%.

Eksplantatami do indukcji DSE były niedojrzałe zarodki zygotyczne o wielkości 
od 300 do 500 pm posiadające wyraźnie wykształcone, zagięte liścienie. Łuszczyny 
sterylizowano przez 15 min w 20% wodnym roztworze preparatu ACE, będącego 
roztworem podchlorynu sodu, z dodatkiem 2-3 kropli/100 ml środka powierzchnio
wo czynnego TWEEN 80, a następnie trzykrotnie płukano w sterylnej wodzie desty
lowanej. Niedojrzałe zarodki izolowano z niedojrzałych nasion za pomocą igieł pre- 
paracyjnych pod mikroskopem stereoskopowym.

Indukcja bezpośredniej somatycznej embriogenezy następowała na pożywce in
dukcyjnej E o składzie podstawowym mikro-, makroelementów i witamin B5 (14) z do
datkiem 20 g/L sacharozy, pH 5,8. Pożywkę stałą zestalano 2 g/L gelritu. Efektywność 
DSE oceniano w zależności od rodzaju i stężenia zastosowanej w pożywce auksyny: 
2,4-D (kwas 2,4-dwuchlorofenoksyoctowy) lub N/\A (kwas a-naftylooctowego). W do
świadczeniu nad wpływem rodzaju cukru na proces DSE sacharozę zastąpiono 100 mM 
fruktozy, maltozy lub glukozy. Analizowano także wpływ stanu skupienia pożywki in
dukcyjnej (płynna i stała) oraz warunków świetlnych (indukcja przy 16-godzinnym na
świetleniu lub w ciemności) na efektywność DSE. Indukcja DSE następowała w płasti- 
kowych płytkach Petriego o średnicy 3 cm zawierających stałą lub płynną pożywkę in
dukcyjną. Kulturę na pożywce płynnej prowadzono na wytrząsarce (100 rpm).

Z eksplantatów, u których nastąpiła indukcja somatycznej embriogenezy, izolo
wano somatyczne zarodki i przenoszono na pożywkę MS20 zawierającą mikro-, ma- 
kroelementy i witaminy wg Murashige i Skooga (15), 20 g/L sacharozy, 2 g/L gelritu. 
W doświadczeniu nad wpływem kwasu giberelinowego na proces konwersji pożyw
kę MS20 wzbogacono 1 mg/L GA3

Indukcja DSE i konwersja zarodków somatycznych w rośliny prowadzona była 
w pokoju hodowlanym o temperaturze 23 ± 2°C i oświetleniu 20 pm nr^s ' przez 
16 godz./dobę.

Istotność różnic pomiędzy badanymi kombinacjami doświadczalnymi analizowa
no testem LSD dla poziomu istotności P < 0,05, przy zastosowaniu programu kom
puterowego STATISTCA 5.1.97 firmy STATSOFT INC.

Ocenę efektywności DSE w badanych kombinacjach eksperymentalnych oparto 
na wynikach 2-3 doświadczeń, z których każde obejmowało analizę reakcji eksplan
tatów wzrastających na 3-10 płytkach Petriego.

3. Wyniki i dyskusja

w przeprowadzonej analizie efektywności DSE, mierzonej częstotliwością eks- 
planatatów tworzących somatyczne zarodki na stałych pożywkach indukcyjnych za-
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Rys. 1. Efektywność DSE na pożywkach indukcyjnych zawierających różne stężenie NAA (EN) lub 
2,4-D (ED), liczba przy symbolu pożywki oznacza stężenie auksyny w pM; wartości oznaczone tymi sa
mymi literami nie są istotnie różne dla P < 0,05.

wierających różne stężenia 2,4-D lub NAA wykazano, że maksymalna indukcja DSE 
następowała w obecności 5 pM 2,4-D. Na pożywce tej (ED 5) rozwój somatycznych 
zarodków obserwowano u ponad 67% eksplantatów (rys. 1). Znacznie mniej efek
tywny w indukowaniu DSE okazał się NAA, indukując powstawanie zarodków u mak
symalnie 37,6% eksplantatów. Stężenie 5 pM 2,4-D uznano za optymalne do indukcji 
procesu DSE i zastosowano w dalszych doświadczeniach.

Stwierdzono, że niezależnie od stanu skupienia pożywki oraz warunków świetl
nych w czasie indukcji eksplantaty wzrastające w obecności 5 pM 2,4-D charaktery
zowały się wysoką i zbliżoną efektywnością DSE wynoszącą od 70 do 80% (rys. 2). 
W badaniach wykazano, że indukcja procesu DSE następuje bardzo szybko, już po 
7 dniach kultury na pożywce ED 5 ponad 40% eksplantatów inicjowało proces DSE 
(rys. 3). Dalszy wzrost częstotliwości eksplantatów tworzących somatyczne zarodki 
obserwowano w kulturach indukowanych na pożywce ED 5 przez 10-21 dni, przy 
czym maksymalną efektywność DSE (ponad 80%) zanotowano po 16-dniowej induk
cji. Wydłużanie kultury na pożywce indukcyjnej do 35 dni powodowało spadek licz
by eksplantatów tworzących somatyczne zarodki w wyniku rozwoju tkanki kaluso
wej z pierwotnych zarodków somatycznych.

Zastąpienie sacharozy w pożywce indukcyjnej innymi węglowodanami spowodo
wało obniżenie lub zahamowanie zdolności eksplantatów do DSE (rys. 4). Na pożyw
ce z maltozą lub glukozą zarodki wytwarzało odpowiednio 20 i 6% eksplantatów, 
natomiast fruktoza powodowała zamieranie ekspłantatów.
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Rys. 2. Częstotliwość eksplantatów tworzących somatyczne zarodki lub kalus na pożywce ED 5 stałej (S) 
lub płynnej (P) w zależności od warunków świetlnych w czasie indukcji DSE (L - światło; D - ciemność); war
tości oznaczone tymi samymi literami, w obrębie tej samej kombinacji, nie są istotnie różne dla P < 0,05.
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Rys. 3. Częstotliwość eksplantatów wytwarzających somatyczne zarodki lub kalus w zależności od 
czasu kultury na pożywce indukcyjnej E5; wartości oznaczone tymi samymi literami, w obrębie tej samej 
kombinacji, nie są istotnie różne dla P < 0,05.
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Rys. 4. Częstotliwość eksplantatów wytwarzających somatyczne zarodki lub kalus na pożywkach in
dukcyjnych zawierających różne węglowodany: E5 - 20 g/L sacharozy; E5F - 100 niM fruktozy, E5M - 
100 mM maltozy; E5Gk - 100 niM glukozy; wartości oznaczone tymi samymi literami, w obrębie tej sa
mej kombinacji, nie są istotnie różne dla P < 0,05.

Stwierdzono, że długość kultury eksplantatów na pożywce indukcyjnej wpływała 
nie tylko na poziom indukcji DSE, lecz również na liczbę zarodków somatycznych 
wytwarzanych przez eksplantat. Maksymalną średnią liczbę zarodków/eksplantat 
zanotowano po 21 dniach kultury. Zaobserwowano ponadto, że podniesienie stęże
nia 2,4-D w pożywce z 5 do 10 pM powoduje wzrost średniej liczby zarodków z 10 
do blisko 18 (rys. 5).

Powstające na stałej pożywce ED 5 zarodki somatyczne po przeniesieniu na 
pożywkę bezhormonalną wytwarzały pędy i korzenie, przy czym częstotliwość kon
wersji w rośliny była wysoka (ponad 70%) i niezależna od obecności GA3 w pożywce 
(rys. 6).

W pracy stwierdzono, że obok odpowiedniego stadium rozwojowego niedoj
rzałych zarodków zygotycznych (13) o wysokiej efektywności indukcji DSE decyduje 
ekspozycja eksplantatów na działanie 2,4-D, która przy stężeniu 5 pM prowadzi do 
rozwoju zarodków somatycznych u ponad 70% eksplantatów. Wykazano, że zwięk
szenie stężenia 2,4-D w standardowej pożywce indukcyjnej do 10 pM podniosło 
o blisko 50% średnią liczbę zarodków uzyskiwanych z eksplantatu. Podobny wzrost 
liczby zarodków zygotycznych wytwarzanych przez eksplantat po podniesieniu stę
żenia 2,4-D z 5 do 15 pM obserwowano u Arachis hypogea (16).
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Rys. 5. Średnia liczba zarodków somatycznych wytwarzanych przez eksplantat w zależności od cza
su kultury i zawartości 2,4-D w pożywce indukcyjnej (E5 - 5 pM; E10 - 10 pM 2,4-D); wartości ozna
czone tymi samymi literami, w obrębie tej samej kombinacji, nie są istotnie różne dla P < 0,05.

W badaniach stwierdzono, że sacharoza jest preferowanym źródłem węgla 
w pożywce indukującej DSE w kulturze zarodków zygotycznych Arabidopsis. Sacha
roza okazała się także najbardziej efektywnym źródłem węgla w stymulowaniu za
rodków somatycznych kulturze embriogennej Asparagus officinalis (17) oraz Cicho- 
rium ssp. (18). Pozostałe badane cukry - glukoza, maltoza i fruktoza, których przy
datność w indukcji somatycznej embriogenezy wykazano u innych roślin (19-21), jak 
się okazało, były nieprzydatne u Arabidopsis.

Częstotliwość konwersji zarodków somatycznych w rośliny wynosząca blisko 
80%, przewyższała 2-krotnie oszacowaną dla zarodków Arabidopsis powstających 
z embriogennego kalusa (10). Pomimo że kwas giberelinowy jest częstym składni
kiem pożywek stymulujących rozwój somatycznych zarodków w rośliny (22-24) związek 
ten nie podnosi efektywności konwersji zarodków somatycznych Arabidopsis.

Niewątpliwą zaletą proponowanego systemu regeneracji roślin Arabidopsis jest 
bardzo uproszczona sekwencja pożywek. Zarodki somatyczne powstawały i dojrze
wały na pożywce indukcyjnej, w obecności 2,4-D, a konwertowały w rośliny po usu
nięciu tej auksyny z pożywki. Podobny, prosty system został opisany ć\a Arachis hy- 
pogaea (16). Najczęściej jednak spotykane w literaturze protokoły są wieloetapowe 
i uwzględniają sekwencję kilku różniących się składem pożywek (25,26).
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Rys. 6. Częstotliwość konwersji zarodków somatycznych w pędy ogółem i pędy z korzeniami na 
pożywce MS20 oraz MSGA zawierającej kwas giberelinowy GA3; wartości oznaczone tymi samymi litera
mi, w obrębie tej samej kombinacji, nie są istotnie różne dla P < 0,05.

Proponowany system regeneracji roślin Arabidopsis drogą DSE może być po
wszechnie stosowany w kulturach in vitro tego gatunku ponieważ charakteryzuje 
się:

- wysoką częstotliwością indukcji embriogenezy (ponad 80%),
- znaczną liczbą zarodków wytwarzanych przez eksplantat (ponad 17),
- krótkim cyklem kultury (ok. 3 tygodnie do uzyskania pierwszych roślin),
- sekwencją 2 pożywek o prostym składzie,
- możliwością stosowania u wielu genotypów (13).
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