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Wstep

Uzyskanie tkanki kalusowej o wysokim potencjale morfogenctycznym jest
bardzo istotne z punktu widzenia hodowli in vitro 1 biotechnologii. Wezesna iden-
tylikacja tkanek o duzych zdolnoSciach regeneracyjnych mogtaby znacznie skrécié
czas oraz naklady kosztéw i pracy badawczej. Jednakze ze wzgledu na swojq zlo-
zono$¢ proces regeneracji jest weiaz stabo poznany na poziomie biochemicznym i
generalnie weiaz nie sg znane cechy charakteryzujgce tkanke zdolna do regencra-
gji.

W wiclu przypadkach hodowli in vitro stres (chtdéd, wysoka temperatura,
gtéd pokarmowy, stres osmotyczny lub oksydacyjny) okazal si¢ byé czynnikiem
wdukujgecym organogencze [Kavi KISHOR, REDDY 1986; COLL i in. 1998] lub cm-
briogeneze somatyczng tkauki kalusowej [CAILLOUX i in. 1996; FIND 1997, KAITONG
i in. 1999], androgeneze izolowanych pylnikow czy mikrospor [TOURAEV i in. 1997
INDRIANTO i in. 1999]. Réwnoczeénie jedna z czesto obscrwowanycl reakcji na
stres jest wzrost zawartoSci poliamin (Pas) i aktywnosci enzyméw katalizujgeych
synteze tych zwiazkéw [EvaNs, MALMBERG 1989; BOUCHEREAU i in. 1999]. Réwnicz
bezposredni udzial Pas w embriogenezie somatycznej i organogenczie zostat
stwierdzony w wielu przypadkach [CHI i in. 1994; TORNE I in. 1994; SABAPATHY, NAIR
1995; YaDAY, RaJaM 1997]. Istnicje wige mozliwos<, iz poliaminy, ktdrych synteza
moze by¢ stymulowana stresem, przynajmniej dla niektérych systeméw sg czynni-
kiem niczb¢dnym dla indukeji morfogenezy.

Badano, czy egzogennie podana poliamina moze stymulowaé proces rézni-
cowania tkanki kalusowej rzepaku (Brassica napus var. oleifera 1..). Réwnocze$nic
podjeto probe stwierdzenia, czy aktywnos$¢ metaboliczna mierzona intensywnoscia
oddychania, wydzielania ciepta 1 szybko$cig wzrostu tkanki kalusowej moze stano-
wi¢ dogodny wskaznik w selekcji tkanek zdolnych do regeneracji.

Materiat i metody

Badaniom podano dwie odmiany rzepaku (odm. ozimg Gérezanski i odn.
jara Spok) wybrane na podstawie wezeéniejszych badafi wlasnych [ZUr 1997] jako
istotnie zréznicowane pod wzgledem szybko$ci wzrostu, Zywotnoéci 1 zdolnosci do
rdznicowania pedow w kulturach in vitro. Podobnie, na podstawie wezeéniejszych
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badaii wlasnych [ZUR i in. 2000], wybrano rodzaj poliaminy — spermidyng (Spd) i
jej stezenie — 0,3 mmol-dm=3, jako najbardziej obiecujace pod wzgledem zdolnosci
do inicjowania réznicowania tkanki kalusowe;.

Tkanke kalusowa indukowano na fragmentach hypokotyli S-dniowych sie-
wek, izolowanych i przenoszonych na pozywke MS [MURASHIGE, SKOOG 1962] 7.
dodatkiecm benzyloadeniny 1 mg BAP-dm=, kwasu 2,4-dwuchlorofenoksyoctowe-
go 0,5 mg 2,4-D-dm= i 6% sacharozy (pozywka indukcyjna MS1). Kultury hodo-
wano w 25°C i przy 16 h/8 h (dziefi/noc) fotoperiodzic. Po 2 tygodniach hodowli
kalus izolowano i przenoszono na pozywke stymulujacg réznicowanie: MS z do-
datkiem 3 mg BAP-dm-, kwasu giberelinowego 0,1 mg GA,-dm=3 i 3% sacharozy
(pozywka regeneracyjna MS2). W trakcie hodowli pozywki (indukcyjna, regenera-
cyjna lub obic — tab. 1) wzbogacano dodatkiem 0,3 mmol Spd-dm-.

Tabela 1; Table 1

Schemat doswiadczenia
Scheme of the experiment

Faza hodowli; Culture phase Pozywka hodowlana; Culture medium
Indukcja kalusa; Callus induction MS1 MS1 + 0,3 mmol Spd-dm-?
Réznicowanie kalusa MS2 MS2 + MS2 MS2 +
Callus diffcrentiation 0,3 mmol Spd-dm- 0,3 mmol Spd-dm-

MS1 - pozywka indukcyjna (pozywka Murashige-Skoog z dodatkiem benzyloadeniny — 1 mg
BAP-dm-%, kwasu 2,4-dwuchlorofenoksyoctowego — 0,5 mg 2,4-D-dm-? i 6% sacharozy); induc-
tion medium (Murashige-Skoog medium with supplement of 6-benzylaminopurinc - 1 mg
BAP-dm3, 2,4-dichlorophenoxyacetic acid — 0.5 mg 2,4-D-dm- and 6% sucrose)

MS2 - pozywka regeneracyjna (pozywka Murashige-Skoog z dodatkiem benzyloadeniny — 3 mg
BAP-dm-3, kwasu giberelinowego — 0,1 mg GA,-dm= i 3% sacharozy); regeneration medium
(Murashigc-Skoog medium with sugplemcnl of 6-benzylaminopurine — 3 mg BAP-dm3, gibc-
rcllic acid — 0.1 mg GA,dm= and 3% sucrose)

Spd - spermidyna; spermidine

Kultury pasaZzowano w odstgpach dwutygodniowych 7 réwnoczesnym po-
miarem $wiezej masy tkanki oraz pomiarami intensywnosci oddychania (w temp.
25°C, w systemie otwartym za pomocg analizatora CO, w podczerwieni LCA-2,
The Analitical Development Co., Hoddesdon) i wydzielania ciepta (pomiary za
pomocy mikrokalorymetru izotermicznego BioActivity Monitor 2277, LKB). Po-
miary wykonywano na kalusach o mozliwie jednolitej strukturze, morfologii i zbli-
zonej masie.

Pod koniec 6-tygodniowego okresu hodowli dokonano wiznalnej oceny
stopnia zréznicowania i zywotnosci tkanki kalusowej.

Wryniki i dyskusja

Podobnie jak we wczesniejszych pracach [ZUR 1997; ZUR i in. 2000] obserwo-
wano istotne genotypowe zréznicowanic reakcji na zastosowane warunki hodowli
in vitro, pomiedzy dwoma wybranymi do badaf odmianami rzepaku. Odmiana
jara Spok charakteryzowata si¢ wprawdzic wolnym tempem indukcji tkanki ka-
lusowej (Srednia masa kalusa po 2 tygodniach hodowli na MS1 wynosita 18,5
mg), ale nastgpezo szybkim wzglednym przyrostem masy po przcnicsicniu kalu-
sdw na pozywke regeneracyjng (tab. 2) oraz duza zdolno$ciy regencracyjna —
srednio 43% kaluséw rcgenerowato pedy (rys. 1). Odmiang ozima Goérezaiiski
charakteryzowata zdolnoé¢ do szybkicj indukgeji tkanki kalusowej ($r. masa kalusa
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po 2 tyg. hodowhi wynosita 53 mg), jednakze wolne namnazanie kalusa na pozyw-
ce MS2 (tab. 2) i praktyczny brak zdolnosci regeneracyjnej (rys. 1). Tego typu
genomowe uwarunkowanije reakcji jest Z_]anSklem znanym i czgsto notowanym
zarébwno w obrebie calego rodzaju Brassica, jak i w obrgbie gatunku B. napus
[Hur, ZEE 1978; JULLIARD i in. 1992; KHEHRA, MATHIAS 1992; ONO i in. 1994].

Tabela 2; Table 2

Wplyw spermidyny (Spd) na wzgledny przyrost masy w kulturach kalusa
dwoch odmian rzepaku (dane sa $rednig dla 5 powtérzen)

Eflect of spermidine (Spd) on tissue relative mass growth in callus cultures
of two Brassica napus cultivars (results are means for 5 replicates)

. . . Wzgledny przyrost masy kalusa*
. Pozywka in- | Pozywka rege- Callus rclalzl>\,'c mass growth*
Odmiana dukcyjna neracyjna .
Cultivar Induction | Regeneration | PO 2 tyg. hodowht na pozyw- _po 4 tyg. hodowli na
medium medium ce MS2; after 2-week cul- | poiywce MS2; after 4-week
ture on MS2 medium culture on MS2 medium
MS2 3,9 ab 0,9 a
o Ms MS2 + Spd 35a 09a
Gorczanski MS2 48 b 10
; 0a
MS1 +Spd | pep 4+ Spd 4,4 ab 1.0 a
. MS2 8,4 d 24c¢
ook MS1 MS2 + Spd 77 d 18b
po
MS2 70 ¢ 29d
MS1 + Spdf nrso + spd 72 ed 2,6 od
* ($wieza masa koncowa — S$wieza masa poczatkowa)/Swieza masa poczatkowa; (final fresh

weight — initial fresh weight)/initial frcsh weight
Analiza statystyczna (NIR) odrgbna dla poszczegolnych kolumn. Srednie oznaczone tymi samymi lite-
rami nic sg istotnie rézne przy p < 0,05; Statistical analyses (LSD) separate for each column. Data
followed by the same letter are not sxgmﬁcanlly different at the p < 0.05 level
MS1, MS2 , Spd - oznaczenia jak w tab. 1; explanations see Tab. 1

odm. Spok; cv. Spok
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Rys. 1. Regencracja pgdéw w kulturach kalusa dwéch odmian rzepaku (Brassica
napus 1..) traktowanych egzogenng spermidyng

Fig. 1. Regeneration of shoots in callus cultures of two rape cultivars (Brassica napus
L.) trealed with exogenous spermidine
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tupki oznaczone jednakowymi literami nie réznig sig istotnie (test NIR, p < 0,05); Columns marked
vith the same letter do not differ significantly (LSD test, p < 0.05)

dys. 2.

ig. 2.

Intensywno$é oddychania (umol CO,-g™! s.m.h-) tkanki kalusowej dwdch od-
mian rzepaku (Brassica napus L.) traktowanych egzogenng spermidyna: po 2
tygodniach hodowli na pozywce regeneracyjnej (A) i po 4 tygodniach hodowli
na pozywce regeneracyjnej (B)

Respiration rate (umol CO,g?! DM h1) of callus tissue of two rape (Brassica
napus 1.) cultivars treated with exogenous spermidine: after 2-week culture on
regeneration medium (A) and after 4-week culture on regeneration medium
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Rys. 3. Intensywno$¢ wydzielania ciepta (mW-g s.m.) z tkanki kalusowej dwéch od-
mian rzepaku (Brassica napus L.) trakiowanych egzogenng spermidyna: po 2
tygodniach hodowli na pozywce regeneracyinej (A) i po 4 tygodniach hodowli
na pozywce regeneracyjnej (B)

Fig. 3. Heat production rate (mW-gt DM) by callus tissue of two rape (Brassica

napus 1) cultivars treated with exogenous spermidine: after 2-weck culture on
regeneration medium (A) and after 4-week culture on regeneration medium

(B)
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Mtoda, nier6znicujaca sig tkanka kalusowa charakteryzowala si¢ podobna
aktywnoscig metaboliczng zaréwno pod wzgledem intensywnosci oddychania, jak
i wydzielania ciepla, bez wzgledu na cechy genomowe (rys. 2A, 3A). Nastepne 2
tygodnic hodowli spowodowaly pojawicnie si¢ istotnych réznic pomigdzy odmia-
nami, wywotanych spadkiem intensywnosci oddychania i wydzielania ciepla u od-
miany ozimej (rys. 3). Spadek ten byl prawdopodobnie wynikiem obnizenia zy-
wotnosci tkanki (tab. 3), o ktérym $wiadczyto wolniejsze tempo wzrostu i obser-
wowane zmiany morfologiczne (brazowienie tkanki, rozluZnienie struktury). Ro-
wnoczesnie w tkance kalusowej, w ktérej obserwowano picrwsze zmiany struktu-
ralne $wiadczgce o réznicowaniu, zanotowano istotny wzrost aktywnodci metabo-
licznej (rys. 2, 3). Potwierdzaja to doniesienia innych autoréw [BROWN, THORPE
1986] oraz obserwacje wlasne [ZUR 1997] §wiadczace o wysokiej energochfonnosci
procesu morfogenezy 1 towarzyszace] mu aktywacji metabolizmu komérkowego.

Tabela 3; Table 3

Zywotnosé tkanek kalusowych dwdch odmian rzepaku
po 4 tygodniach hodowli na pozywkach regenecracyjnych

Callus viability of two rape cultivars after 4-week culture on regeneration media

. . : . Zywotno$¢ tkanki kalusowej (%)
. Pozywka indukcyj- 1 Pozywka regenera- ywotno . 1
(éir;:.lana na; Induction me- | cyjna; Regenera- Viability of callus tissue (%)
var dium tion medium A B C
MS2 88 12
MsS1
MS2 + Spd 62 16 12
Gorezanski
MS2 91 6 3
MS1 + Spd
MS2 + Spd 59 41 0
MS2 100 0 0
Ms1
MS2 + Spd 100 0 0
Spok
MS2 100 0 0
MS1 + Spd
MS2 + Spd 100 0 ¢]
A — w petni zywotna tkanka kalusowa; fully viable callus tissue
B — tkanka kalusowa o ostabionej Zywotnodci; callus tissue of lower viability
C - nckrotyczna tkanka kalusowa; necrotic callus tissue
MS1, MS2, Spd - oznaczenia jak w lab. 1; explanations see Tab. 1

Nie obserwowano wplywu Spd na zywotno$§¢ tkanek kalusowych odmiany
jarej (tab. 3). U odmiany ozimej natomiast Spd wywolywalta widocznie niekorzysl—
ny efekt, zwlaszcza jesli obecna byla w pozywce regeneracyjnej, mlqu_;qc szybsze
starzenie SIQ ok. 40% populacji. Wydaje sie, 1z wynik ten pozostaje w pewnej
sprzeczno$ci z powszechnie znanym zjawiskiem hamowania starzenia si¢ tkanek
pod wptywem poliamin. Jednakze istniejg tez doniesienia sugerujgce brak wplywu
Pas na proces starzenia si¢ tkanek, np. w lidciach jeczmienia [SRIVASTAVA i in.
1983] lub wrecez odwrotne oddziatywanie: stymulac_lq wyd21elanla etylenu obserwo-
wana u gozdzikéw pod wplywem egzogennej putrescyny i spermidyny [DOWNS,
LLOVELL 1986].

Egzogenna Spd bez wzgledu na moment aphkaql nie byla czynnikiem zdol-
nym do inicjacji procesu morfogenezy u odmiany ozime;j rzepaku o niskim poten-
cjale morfogenetycznym. Wykazano natomiast stymulacje réznicowania kaluséw
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odmiany jarej. Spd obecna w trakcie calego okresu hodowli podnosita czestotli-
woéé regeneracji o ok. 15%, dodana tylko do pozywki regeneracyjnej o ok. 10%
(rys. 1). 'lego typu korzystne oddzialywanie zaobserwowano réwniez miedzy inny-
mi w kulturach kalusa Brassica alboglabra B. [PUA i in. 1996), Oryza sativa L. [BA-
1a1, RaiaM 1995] 1 Corylus avellana 1. [BERROS i in. 1997]. Prawdopodobnie istotng
role w zjawiskach tych odgrywa, uwarunkowany genomowo, endogenny poziom
poliamin, jednakze zc wzgledu na brak informacji w tym zakresie mozemy jedy-
nic spckulowaé, iz rézna reakcja dwéch odmian rzepaku wynikata z réznego
endogennego podloza procesu. Wiadomo réwniez, 1z w niektérych przypadkach
istotne sg nic tyle bezwzglgdne zawartosci poliamin w tkance, ile stosunki stgzen
poszczegdlnych poliamin, a zwlaszcza putrescyna : spermidyna. Spd nie wplyngta
istotnic na tempo wzrostu, oddychania i wydzielania ciepta w tkankach kaluso-
wych odmiany ozime) (rys. 2, 3). W przypadku odmiany jarej nie obscrwowano
rdéznic w szybko$ci wzrostu 1 intensywnosci oddychania tkanek hodowanych w
obecnosci lub bez Spd. Reakcja na obecno$é Spd pod wzgledem ilo$ci energii
wydzielanej w formie ciepla zalezala natomiast od stopnia zréznicowania tkanck.
Pod wplywem Spd obserwowano spadek produkeji ciepta w tkankach nieréznicu-
jacych i odwrotng reakcje w tkankach réznicujaeych sig. Efekt ten byl wyraZnic
widoczny w przypadku obiektdw, w ktérych Spd wywotala istotna stymulacgje réz-
nicowania. Swiadczy to o spadku efektywnosci energetycznej metabolizmu ko-
mérkowego (wzroscie energii wydzielanej w formie nieproduktywnej w stosunku
do ilosci energii wyprodukowanej) w tkankach inicjujacych réznicowanie i jest z
reguly charakterystyczne dla organizméw intensywnie rosngcych lub tez podda-
nych stresowi [ANEKONDA i in. 1994].

Whioski

Inicjacji réznicowania towarzyszy wzrost aktywnosci metabolicznej komérek
uwidaczniajacy si¢ zar6wno w intensywnosci oddychania, jak i wydziclania ciepla.
Paramctry te potencjalnie moga stanowi¢ wskaZnik zdolnoéci do réznicowania
tkanki kalusowe;j.

Egzogennie stosowana spermidyna nie jest czynnikiem, ktéry moze zaini-
cjowaé proces regeneracji w tkankach o genomowo zakodowanym niskim poten-
¢jale morfogenetycznym. Moze jednakze stymulowaé réznicowanie tkanki o po-
tencjalnie duzych zdolnosciach regeneracyjnych.
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Streszczenie

W wielu przypadkach, w hodowli in vitro, stres byl czynnikiem inicjujacym
proces morfogenezy. Réwnocze$nie jedna z czesto obserwowanych reakcji na
stres byl wzrost zawarto$ci poliamin (Pas). Stwierdzono réwniez bezposredni
udzial Pas w embriogenezie somaklonalnej i organogenczie. W eksperymencie
badano, czy egzogennie podana spermidyna moze stymulowac proces réZnicowa-
nia kalusa rzepaku (Brassica napus var. oleifera 1.). W badaniach podjgto réwno-
cze$nie probe stwierdzenia, czy aktywno$§é metaboliczna, mierzona intensywnoscig
oddychania, wydzielania ciepla i szybkoscig wzrostu tkanki kalusowej moze stano-
wi¢ dogodny wskaznik w selekcji tkanek zdolnych do regeneracji.

Tkanke kalusowg dwdch odmian rzepaku hodowano dwuetapowo: — na
pozywce indukujgcej namnazanie tkanki (MS z dodatkiem 1 mg BAP-dm?3, 0,5
mg 2,4-D-dm- i 6% sacharozy) oraz — na pozywce stymulujacej réznicowanie i
regeneracjg pedéw (MS z dodatkiem 3 mg BAP-dm3, 0,1 mg GA,:dm= i 3% sa-
charozy). W trakcie hodowli, pozywki (indukcyjna, regeneracyjna lub obie) wzbo-
gacano dodatkiem 0,3 mmol Spd-dm-. Kultury pasazowano w odstgpach 2-tygod-
niowych z réwnoczesnym pomiarem §wiezej masy tkanki oraz pomiarami inten-
sywnosci oddychania i wydzielania ciepta. Pod koniec 6-tygodniowego okresu ho-
dowli dokonano wizualnej oceny stopnia zréZnicowania i zywotnosci tkanki kalu-
sowej .

Mtioda, nieréznicujaca tkanka kalusowa charakteryzowala sig¢ podobng ak-
tywnos$cig metaboliczng zaréwno pod wzgledem intensywnosci oddychania, jak i
wydzielania ciepla bez wzgledu na cechy genomowe. W tkankach starszych poja-
wily si¢ istotne réznice migdzyodmianowe, wywotane obnizeniem zZywotnosci tka-
nek odmiany ozimej. Réwnocze$nie w tkance kalusowej, w ktérej obserwowano
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pierwsze zmiany strukturalne $wiadczace o réznicowaniu, zanotowano istotny
wzrost aktywno$ci metabolicznej.

Nie obserwowano wptywu Spd na zywotno$¢ tkanek kalusowych odmiany
jarej, u odmiany ozimej widocznie niekorzystny efekt wywolywata Spd obecna w
pozywce regeneracyjnej, inicjujgc szybsze starzenie si¢ ok. 40% populacji. Egzo-
genna Spd bez wzgledu na moment aplikacji nie byta czynnikiem zdolnym do
inicjacji procesu morfogenezy u odmiany ozimej, o niskim potencjale morfoge-
netycznym. Wykazano natomiast stymulacje réznicowania u odmiany jarej, o du-
zych zdolnoSciach regeneracyjnych. Spd obecna w trakcie catego okresu hodowli
podnosita efektywnosé regeneracji o ok. 15%, dodana tylko do pozywki regencra-
cyjnej o ok. 10%.

METABOLIC ACTIVITY AS A POSSIBLE INDICATOR
OF MORPHOGENIC POTENTIAL IN RAPE
CALLUS CULTURES ~ THE EFFECT OF EXOGENOUS SPERMIDINE

Iwona Zur!, Janusz Koscielniak ? Franciszek Dubert!
! Department of Plant Physiology, Polish Academy of Sciences, Krakéw
2Department of Plant Physiology, Agricultural University, Krakéw
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Summary

In many in vitro systems, stress has been identifted as the critical factor for
morphogenesis initiation. A variety of reports indicate also that in response to
stress, polyamine levels and polyamine synthetic enzyme activities may increase.
Direct involvement of polyamines in somatic embryogenesis and organogencsis
was also confirmed. In the experiment, the effect of exogenous spermidine (Spd)
on regeneration ability in callus cultures of two cultivars of Brassica napus L. was
investigated. The possible utilisation of metabolic activity as a marker of tissue
morphogenic potential was also estimated.

Culture period was divided into two phases: — culture on medium stimula-
ting callus induction (MS supplemented with 1 mg BAP-dm3, 0.5 mg 2,4-D-dm?,
6% sucrose) and — culture on medium stimulating shoot regeneration (MS sup-
plemented with 3 mg BAP-dm3, 0.1 mg GA,-dm=3, 3% sucrose). During the
whole culture period, culturc media (induction, regeneration or both) were sup-
plemented with 0.3 mmol spermidine-dm=. Tissue metabolic activity, expressed
as mass growth, respiration rate and heat production, was measured at two-week
intervals. To the end of six-week culture, visual assay of calli viability and diffe-
rentiation degree was performed.

Metabolic activity (respiration rate as well as heat production rate) of
young, non-dilferentiated calli was similar for both tested cultivars. Significant
differences, which appeared as a result of increased culture period, had its origin
in a decreasc of tissue viability of winter cultivar. At the same time, first visual
signs of callus differentiation were associated with an increased tissue mctabolic
activity.

In the case of spring cultivar, no influence of Spd on calli viability was ob-
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scrved, in the culture of winter cultivar — 40 % of calli population decreased its
viability when Spd was present in stimulating regeneration medium. No induction
of shoot regeneration was obtained with recalcitrant winter cultivar, no matter of
the moment of Spd supplement. However, in the case of highly responsible
spring cultivar, increased frequency of shoot regeneration was observed as a re-
sult of the Spd presence during the whole culture period (15%) or during the
regeneration phase (10%).
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