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Wstep

Zdolnoéé roslin do przetrwania okresu temperatur ujemnych uzalezniona
jest zar6wno od cech morfologicznych organizmu jak réwniez wladciwosci fizjolo-
gicznych tkanek i komérek. Na poziomie komérkowym ksztaltuja si¢ bowiem
procesy hartowania roélin na czynniki stresowe m.in. takie jak mr6z [MARKOWSKI,
Rapacz 1996). Procesy te sa zlozone i przebiegaja wieloctapowo obejmujgc zmia-
ny chemiczne (jak np. akumulacja sacharozy czy synteza bialek hydrofilowych),
ale i modyfikacje fizyczne — gléwnie zmiany przepuszczalno$ci membran. Jak
wickszo$¢ proceséw zachodzacych w organizmach zywych przygotowywanie orga-
nizmu do przezycia temperatur ujemnych znajduje si¢ w znacznym stopniu pod
kontrola substancji regulatorowych. Funkcjonowanie takich hormonéw jak kwas
abscysynowy (ABA), etylen czy kwas jasmonowy umozliwia uruchomienie reakcji
adaptacyjnych organizmu ro$linnego pozwalajacych na przetrwanie w utrudnio-
nych warunkach wegetacji [CHANDLER, ROBERTSON 1994}

Celem badait byla ocena wplywu réznych czynnikéw na ksztaltowanie mro-
zoodporno$ci tkanki kalusowej pszenzyta w warunkach kultur in vitro. W dos-
wiadczeniach prowadzonych na kalusic tego gatunku poza hartowaniem w tem-
peraturach chlodowych zaproponowano modyﬁkacjc w skladzie pozywki, ktérc
jak zaloZzono, potengjalnic moglyby przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia odpornosci
kalusa na mroéz: dodatek kwasu dbscyqynowcgo i zwigkszcnie stezenia sacharozy.
Metody kultur in vitro, ktérymi postuzono si¢ w cksperymencie, pozwalaja na
szybka, wstgpng oceng wplywu chlodu i stopnia zaangazowania aplikowanych
cgzogennic substancji regulatorowych na formowanie si¢ odpornosci na stres
mrozowy na poziomic komdrek [TANINO i in. 1990; ISHIKAWA | in. 1995; MARKO-
WSKI, RAPACZ 1996; MORARU i in. 1996].

Materiatl i metody

Kultura kalusa pszenzyta

Materialem doswiadezalnym byla tkanka kalusowa z dojrzalych zarodkéw
pszenzyta ozimego odmiany Bogo otrzymana na pozywce Murashige-Skooga
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(1962), (MS) zawierajacej 3% sacharozy, 0,6% agaru i 20 mg kwasu 2,4 dwuchlo-
rofenoksyoctowego (2,4-D). Indukcja tkanki kalusowej pszenzyta na mezokotylu
dojrzatego zarodka (tkanka merystematyczna zarodka stanowigca odcinek pomig-
dzy koleoptylem i skutellum) zachodzita w trakcie kietkowania ziarniakéw. Po
7 dniach kietkowania odcinano i odrzucano kielek oraz korzonki zarodkowe
pozostawiajac na ziarniakach jedynie kalusujacy mezokotyl, a wzrost kalusa pro-
wadzono jeszcze przez 10 dni. Kietkowanie ziarniakéw pszenzyta i indukcja kalu-
sa odbywala si¢ na szalkach Petriego, w warunkach 16 godz. fotoperiodu (natgze-
nie napromieniowania 50 W-m2) i w temperaturze 25°C.

Przebieg eksperymentu

Kalus pszenzyta odcigty od tkanki macierzystej wykladano na szalki Petrie-
go, a nastgpnie hartowano chlodem, a takze poddawano dziataniu ABA i zwick-
szonego stgzenia sacharozy w pigciu obiektach wedlug ponizszego schematu:

Czas wzrostu kultury: 1-7 dzien 8-14 dzien
Warunki wzrostu kultury: temperatura pozywka temperatura pozywka
OBIEKT I + 25°C MS + 25°C MS
OBIEKT II + 25°C MS + 2°C MS
OBIEKT III + 2°C MS + 2°C MS
OBIEKT 1V + 25°C MS  +25°C M(ig Af)(,)d'r‘n“.‘f'
OBIEKT V + 25°C MS + 25°C  MS + 10% sacharozy

Po 14 dniach kalus pasazowano na pozywke MS i rozdzielono na dwie
serie: nie mrozong (wzrost kultury w temperaturze +25°C) oraz poddang dzia-
taniu mrozu przez 24 godziny (wzrost kultury w temperaturze —10°C). Od 15 do
28 dnia hodowli kalus rést na pozywce MS.

Ocena aktywno$ci metabolicznej tkanki kalusowej pszenzyta oraz pomiary $wie-
Zej masy

Aktywno§¢ metaboliczng kalusa okre§lano na podstawie reakcji barwnej
tkanek pod wplywem' 2,3,5-trifenylodwuchlorowodorku tetrazoliny (TTC). Ten
bezbarwny zwigzek, pod wplywem proceséw redukeji zachodzacych w zywych
tkankach, przyjmuje kolor malinowy. Tkanki martwe pozostaja niezabarwione.

Pomiary absorbancji wyekstrahowanego (temp. 80°C, laznia wodna) z
kalusa etanolowego roztworu zredukowanej formy TTC (formazanu) wykonano
na spektrofotometrze Ultrospec II przy dlugosci fali $wietlnej 490 nm. Przyjmuje
si¢, ze absorpcja promieniowania przez ekstrakt jest proporcjonalna do poziomu
aktywno$ci metabolicznej tkanki, co $wiadczyé moze o jej zywotnosci.

Przyrost §wiezej masy kalusa oszacowano jako réznicg §wiezej masy poczat-
kowej (15 dziefi kultury) i $wiezej masy koficowej (28 dziefi kultury).

Pomiar zywotnosci tkanki oraz przyrostu $wiezej masy wykonano po 15
dniach, w przypadku kaluséw niemrozonych, oraz po 14 dniach od zakoficzenia
mrozenia, w przypadku kaluséw mrozonych w ~10°C.
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Wyniki

Sposréd kaluséw pszenzyta nie poddanych mrozeniu, najwigksza zywotno-
Scig charakteryzowala si¢ tkanka, ktéra przebywala przez 14 dni w temperaturze
+2°C (warto$¢ redukeji TTC ~ w procentach kontroli — 394%). WartoS¢ ta byta
istotnie wyzsza niz uzyskana dla tkanek nie poddanych dziataniu chlodu (kontro-
la), (rys. 1). Dos§¢ wysoka aktywnos$¢ metaboliczng (warto$¢ redukcji TTC 264%)
wykazal kalus traktowany egzogennym kwasem abscysynowym. Obnizenie Zzywot-
nosci tkanki zaobserwowano natomiast na pozywkach z podwyzszong iloscia sa-
charozy, co znalazlo wyraz réwniez w slabszych przyrostach $wiezej masy (rys. 2).
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I~ kalus niehartowany (kontrola); non-acclimated callus (control)

Il - kalus hartowany chtodem 7 dni (+2°C); callus acclimated 7-days at +2°C
Il - kalus hartowany chtodem 14 dni (+2°C); callus acclimated 14-days at +2°C
IV - kalus traktowany 20 um ABA-dm-3; callus treated 20 um ABA-dm- medium

V -~ kalus traktowany podwyzszong dawka sacharozy (13%); callus treated high dose of sucrose
(13% in medium)

Wartodci oznaczone tymi samymi literami nie rdznig si¢ istotnie wg testu Duncana, a = 0,05; Values

marked with the same Jetter are not significantly different (a = 0.05) according to Duncan’s Multiple
Range Test

Rys. 1. Aktywno$¢ metaboliczna tkanki kalusowej pszenzyta nic poddanej mrozeniu

wyrazona wartoscia wzglednego stopnia redukcji TTC (wartosci w % wzglgdem
wartosci kontroli

Fig. 1. The influence of low temperature and media modifications on vitality of win-
ter Triticale callus showed as relative rate of TTC reduction (values in per-
centage with respect to control)
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I, I, 111, 1V, V — objasnienia jak pod rys. 1; explanations see Fig. |

Rys. 2. Wplyw temperatur chlodowych oraz modyfikacji pozywki na przyrost §wiezej
masy tkanki kalusowej pszenzyta nie poddanej mrozeniu

Fig. 2. The influence of cold temperature and media modifications on fresh weight of
winter Triticale callus
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W przypadku kalusa poddanego mrozeniu w temperaturze —10°C najlepsza
przezywalnoScia charakteryzowatl sig¢ kalus hartowany chlodem przez 7 i 14 dni
(wartoSci stopnia redukcji TTC, odpowiednio 610% 1 741%) ale réwniez kalus
traktowany uprzednio ABA (721%). Wartosci te byly istotnie duzo wyzsze niz
uzyskane dla niezahartowanej tkanki kalusowej (rys. 3). Kalus chlodzony oraz
poddany dzialaniu ABA wykazywal nieznacznic stabszy przyrost masy wzglgdem
kalusa niehartowanego (rys. 4). Egzogenna sacharoza nie wplywata na podwyz-
szenie mrozoodpornosci tkanki pszenzyta.
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I, I, 111, IV, V ~ objaénienia jak pod rys. 1; explanations see Fig. 1

Rys. 3. Aktywno$¢ metaboliczna tkanki kalusowej pszenzyta poddanej dziataniu tem-
peratur mrozowych (-10°C) wyrazona wartoscia wzglednego stopnia redukgji
TTC (wartoéci w % wzgledem wartosci kontroli)

Fig. 3. The influence of cold temperature and media modifications on frost resistance
of Triticale callus showed as relative rate of TTC reduction (values in percen-
tage with respect to control)

b - o
o b .
b ab ‘
a ‘&
; e e - - B
L, 11, 111, 1V, V - objaénienia jak pod rys. 1; explanations see Fig. 1
Rys. 4. Przyrost $wiezcj masy kalusa poddanego mrozeniu w temperaturze —10°C
Fig. 4. Increase of callus fresh weight during 14 days after freezing

Dyskusja

Uzyskane wyniki wskazuja na ujawnianie sig w kulturach in vitro pszenzyta
mrozoodpornosci komdérkowej opisywanej przez MARKOWSKIEGO i RAPACZA [1996].
Hartowanie chlodem zwigkszylo przezywalnos§é tkanki pszenzyta w mrozie 1 wply-
wato nastgpczo na podwyzszenie aktywnoSci metabolicznej kalusa niemroZoncgo.
Korzystny wplyw obnizonej temperatury na zywotnos¢ kalusa i mrozoodporno$é
byl juz obserwowany w kulturach tkankowych innych gatunkéw m.in. rzepaku
(Brassica napus ssp. oleifera) [MARKOWSKI, Raracz 1996]. Uwaza si¢, z¢ dziatanie
chlodu pobudza komérki do intensywniejszych podzialéw, a niska temperatura
nie sprzyja jedynie ich wzrostowi objgtosciowemu [DawID 1997].
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Kwas abscysynowy jest najlepiej poznanym hormonem ro§lin ksztattujgcym
odporno$¢ na mrdz, a takze na suszg, zasolenie podioza i dziatanie wysokich tem-
peratur [ISHIKAWA i in. 1995; MORARU i in. 1996]. U podstaw reakcji odpornoscio-
wych indukowanych przez ABA leza zmiany ekspresji genéw wigzanych m.in. z
metabolizmem termostabilnych bialek oraz proliny, a takze ekonomizacja gospo-
darki wodnej [PETCU i in. 1996, 1999]. Dodatek kwasu abscysynowego do pozywki
kultur indukowat przezywalnoé¢ kalusa pszenzyta w temperaturze —-10°C w stop-
niu poréwnywalnym do hartowania chlodem. Obecnie wiadomo, ze zwigzek ten
przyczynia si¢ do wzrostu mrozoodporno$ci w kulturach zawiesin rzepaku (Bras-
sica napus) i stoklosy (Bromus inermis OLEYSs.) oraz w kulturach embriogenicz-
nego kalusa pszenicy (Triticum aestivum L.) [JOHNSON-FLANAGAN i in. 1991; LEE i
in. 1993; DALLAIRE i in. 1994]. Wykazano takze, iz w wyniku hodowli w temperatu-
rach chlodowych podnosi si¢ zawarto$¢ endogennego ABA w kalusie topoli (Po-
pulus tremula L.) [JOUVE i in. 2000} W omawianym doswiadczeniu pod wplywem
ABA obserwowano takze wzmozona aktywno$¢ metaboliczng w tkankach nie
poddawanych mrozeniu, co wydaje si¢ by¢ wynikiem mobilizacji metabolizmu
przez ABA, w celach sprzy]a]acej adaptacji kalusa do warunkéw stresu.

Obecno$é egzogennej sacharozy w pozywce miala na celu obnizenie poten-
cjalu wody w komorkach kalusa. W warunkach naturalnych zjawiska te spelniaj
rolg ochronna w tzw. I etapie hartowania [SALISBURY, Ross 1975]. W zastosowa-
nym ukladzie doswiadczalnym egzogenna sacharoza w st¢zeniu 10% obnizata
zywotnos¢ oraz oslabiala przyrosty swiezej masy tkanki kalusowej pszenzyta i nie
wplyngta na podniesienic mrozoodpornosci.

Whioski

1. Na podniesienie mrozoodpornosci kalusa pszenzyta wplywaja korzystnie
temperatury chlodowe zastosowane przed mrozeniem.

2. Egzogenny kwas abscysynowy indukuje mrozoodporno$é tkanki kalusowej
pszenzyta w stopniu poréwnywalnym z dzialaniem chlodu.

3. Podwyzszenie ilosci egzogennej sacharozy w pozywce do wzrostu kultur
kalusa pszenzyta nie stymuluje istotnie mrozoodpornosci tej tkanki.
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wy (ABA)

Streszczenie

Celem eksperymentu byla ocena wplywu réznych czynnikéw hartowania na
ksztaltowanie mrozoodpornosci tkanki kalusowej pszenzyta w §rodowisku in vitro.
Poza hartowaniem w temperaturach chlodowych (+2°C) zaproponowano modyfi-
kacje w sktadzie pozywki, takie jak: dodatek kwasu abscysynowego oraz podwyz-
szenie stezenia sacharozy, ktére potencjalnie moglyby przyczyni€ si¢ do zwigksze-
nia odpornosci kalusa na mréz. Metody kultur in vitro, ktérymi postuzono si¢ w
eksperymencie, pozwalaja na szybka, wstgpna ocen¢ wplywu chlodu i stopnia
zaangazowania aplikowanych egzogennie substancji regulatorowych w formowa-
niu sig mrozoodpornoici na poziomie komoérek. Zywotno$¢ tkanki poddancj
czynnikom hartujacym oraz mrozeniu, oceniano na podstawic reakcji barwncj
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chlorowodorku tetrazoliny (TTC).

W kulturach in vitro pszenzyta uzyskano odpowiedZ tkanki kalusowej na
czynniki hartujace. Na podniesienie mrozoodpornosci kalusa pszenzyta wplywaty
korzystnie temperatury chlodowe zastosowane przed mrozeniem. Egzogenny
kwas abscysynowy indukowal mrozoodporno$¢ tkanki kalusowej pszenzyta w stop-
niu poréwnywalnym z dziataniem chiodu. Natomiast podwyzszenie ilo$ci egzogen-
nej sacharozy w pozywce do wzrostu kultur kalusa pszenzyta nie stymulowalo
istotnie mrozoodpornosci tej tkanki.

INDUCTION OF FROST RESISTANCE IN Triticale CALLUS TISSUE
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Summary

The effect of low temperature and media modifications on the evolution of
frost tolerance in Triticale callus tissue were investigated. Callus was obtained
from mature Trticale embryos. Callus initiation and proliferation were carried
out on Murashige-Skoog (MS) medium containing 20 mg of 2,4-D. Cali were: (a)
exposed to cold (temp. of +2°C for 7 days and 14 days respectively); (b) cultured
on medium containing ABA (20 umol-dm-?) for 14 days and (c) exposure of
tissue to a medium with an elevated sucrose content (13%) for 14 days. Cali
grown on MS medium at 25°C were used as the control. After hardening, cali
were exposed to frost (-10°C) for 24 hours, then the vitality of the tissues was
estimated by means of the tetrazoline test and determination of increase in cali
fresh weight. In vitro culture, used in this experiment, made possible quick esti-
mation of the influence of hardening factors and methods in the creation of
frost-resistant Triticale tissue on a cellular level. It was found that both exposure
to chilling temperatures and exposure to exogenous abscisic acid had a stimula-
ting influence on development of frost-resistance in Triticale tissue. Exposure to
an increased concentration of sucrose however, did not stimulate frost-resistance
of the tissue.
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