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INTRODUCTION 

T i s s u e  c u l t u r e  t e c h n i q u e s  c o u l d  b e  a p p l i e d  t o  i m p r o v e  t h e  g e n e -  

t i c  q u a l i t i e s  o f  s e a w e e d s .  I n  o r d e r  t o  a p p l y  t h o s e  t e c h n i q u e s ,  

e f f i c i e n t  r n e t h o d s  f o r  o b t a i n i n g  a n d  r e g e n e r a t i n g  c a l l i  a r e  n e e d e d .  

T h e  terrn " c a l l u s "  o r  " c a l l u s l i k e "  h a s  b e e n  a p p l i e d  t o  d e f i n e  v e r y  

d i f f e r e n t  s t r u c t u r e s  i n  s e a w e e d s  ( D i x o n  1 9 6 3 ;  F r i e s  1980 ;  C h e n  
- 

1 9 8 2 ;  S a g a  e t  a l .  1 9 8 2 ;  T s e k o s  1 9 8 2 ;  P o l n e - F u l l e r  e t  a l .  1 9 8 4 ;  
D 

= m 

Yan 1 9 8 4 ) .  H i s t o l o g i c a l  s t u d i e s  h a v e  b e e n  p e r f o r r n e d  o n  " t u m o u r -  O 

l i k e "  g r o w t h s  i n d u c e d  b y  b a c t e r i a  i n  G i q a r t i n a  t e e d i i  ( T s e k o s  
- 
0 m 

E 

1 9 8 2 ) ,  a n d  t o  o u r  k n o w l e d g e  n o t h i n g  i s  known o n  t h e  c y t o l o g i c a l  

e v e n t s  p r e c e d i n g  d i f f e r e n t i a t i o n  f r o m  t r u e  c a l l u s .  I n  a  p r e v i o u s  n 

E p a p e r  ( G a r c i a - R e i n a  e t  a l .  1 9 8 7 1 ,  we r e p o r t e d  t h e  s p o n t a n e o u s  a 

f o r r n a t i o n  of r n o r p h o g e n e t i c  c a l l i ,  t h e  d i f f e r e n t  c a l l i g e n i c  p o t e n -  n n 

t i a l s  arnong L a u r e n c i a  s p e c i e s  a n d  p r i m a r y  e x p l a n t s ,  and  t h e  l a c k  
3 

o f  n e c e s s i t y  f o r  a x e n i c i t y .  C a l l u s  g r o w t h  was  d r a s t i c a l l y  r e d u -  
O 

c e d  a f t e r  i t s  o r g a n o g e n e t i c  t r i g g e r ,  a n d  t h e  o r g a n o g e n e t i c  p o t e n -  

t i a 1  seemed  t o  d e c r e a s e  w i t h  t i m e  i n  c u l t u r e .  

T h e  o b j e c t i v e  o f  t h i s  p a p e r  w a s :  ( 1 )  t o  s t u d y  t h e  e f f e c t  o £  

d i f f e r e n t  p h y s i c a l  s t a t e s  o f  t h e  c u l t u r e  m e d i a  a n d  i t s  s u p p l e -  

r n e n t a t i o n  w i t h  s e v e r a 1  ho r rnones  t o  d e t e r m i n e  t h e i r  e f f e c t  o n  

L a ü r e n c i a  c a i i u s  i n d u c t i o n ,  g r o w t h  and  i n  v i t r o  r e g e n e r a t i o n ,  

a n d  ( 2 )  t h e  h i s t o l o g i c a l  s t u d y  o f  t h e  c a l l u s ,  i n  a n  a t t e r n p t  t o  

c l a r i f y  t h e  c a l l u s  v e r s u s  c a l l u s l i k e  c o m p o s i t i o n .  

l ~ h a l l i c l o n e s  = t l i a l l i  r e g e n e r a t c d  f r o m  c e l l u s .  



MATERIAL AND METHODS 

. ~ . p i c i l  hrunch& s e g m e n t s  ( 5  m m ~  lenyf from L a u r e n c i a  ~ y .  e- w e r e  

u s e d  a 5  t h e  p r i r n a r y  e x p l a n t .  Two h o u r s  a f t e r  c o l l e c t i o n  t h e y  

w e r e  s u b j e c t e d  t o  t h e  " s o n i c a t i o n  - 1 %  B e t a d i n e  - GAN" t r e a t r n e n t  

d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  ( G a r c i a - R h e i n a  e t  a l .  1 9 8 7 )  a n d  C u l t u r e d  

i n  p e t r i  d i s h e s  w i t h  2 0  rnl P r o v a s o l i - e n r i c h e d  s e a w a t e r  m e d i a  

( P E S )  ( P r o v a s o l i  1 9 6 8 ) .  S e a w a t e r  ( n o t  t h e  e n r i c h r n e n t )  w a s  d i l u -  

t e d  7 0  a n d  508  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r  i n  t h e  " s e a w a t e r  a s s a y " .  

PES w a s  s u p p l e r n e n t e d  w i t h  GE02 ( 0 . 5  mg 1-'1 , A m p i c i l l i n  ( 1 0  rng 

1 - l )  , N y a s t a t i n  ( 2  rng 1-'1 , ( G A N )  a n d  a g a r  ( B a c t o  D i f c o ,  8  g  1-1 

a g a r  were t e s t e d ;  a l s o  45 e x p l a n t s  w e r e  c u l t u r e d  i n  PES i GAN 

l i q u i d  m e d i a .  Two or  5 mg 1-1 k i n e t i n ,  BA o r  2,4-D w a s  a d d e d  t o  

t h e  m e d i a  i n  t h e  " h o r m o n e  a s s a y " .  T h e  e f f e c t  o f  5  rng 1 - 1  Na- 

N a p h t e n a t e  ( P f a l z  a n d  B a u e r ,  I n c . ,  N00910)  w a s  a l s o  t e s t e d .  

T h e  c u l t u r e s  were i n c u b a t e d  i n  a  g r o w t h  c h a m b e r  a d j u s t e d  t o  

21 + ~ O C ,  l e  h  l i g h t  a n d  1 5 0 0  l x .  T r a n s f e r s  o f  c u l t u r e s  t o  

f r e s h  m e d i a  were d o n e  a t  15 -day  i n t e r v a l s .  A f t e r  4 5 ,  6 0 ,  7 5  a n d  

9 0  d a y s  t h e  n u m b e r  o £  b u d s  a r i s i n g  f r o m  t h e  c a l l i  were e v a l u a t e d .  a N 

- 

C a l l i  w i t h  a  h o r n o g e n e o u s  p h e n o t y p e  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  a n  a e r a -  
- 
m 
O 

L e d  l i q u i d  medium ( P E S  + GAN) a f t e r  6 0  d a y s  i n  c u l t u r e .  T h e  h i s -  
- 
- 
0 
m 

E 
t o l o g i c a l  s t u d y  o f  c a l l i  w a s  p e r f o r r n e d  f o l l o w i n g  p r e v i o u s l y  O 

d e s c r i b e d  r n e t h o d s  ( D e v i l o p o u l o s  a n d  T s e k o s  1 9 8 6 ) .  S e m i - t h i n  
n 

s e c t i o n s  ( O .  S p )  w e r e  s t a i n e d  w i t h  t o l u i d i n e  b l u e  a n d  p o s t -  E - 
a 

s t a i n e d  w i t h  l u g o l .  
2 

n n 

n 

3 

RES ULTS O 

A f t e r  4 5  d a y s  i n  c u l t u r e  ( u n i - a l g a l ,  n o n - a x e n i c )  , we f o u n d  d i f -  

f e r e n t  t y p e s  o f  g r o w t h :  ! 1 )  c a l l u s  a r i s i n g  f r n m  t h e  c u t  s u r f a c e  

or  f r o m  t h e  d i s o r g a n i z a t i o n  o f  t h e  a p i c a l  n e o g r o w t h ,  w i t h  o r  

w i t h o u t  t h a l l i c l o n a l  r e g e n e r a t i o n  ; ( 2 )  f i n g e r  l i k e  g r o w t h s  o f  

b u d s  f r o m  t h e  c u t  o r  a p i c a l  z o n e ;  ( 3 1  t h a l l u s  a r i s i n g  f r o m  t h e  

C u t  e n d  o r  d e v e l o p i n g  f r o m  t h e  b u d s  o f  t h e  p r i n i a r y  e x p l a n t .  

R e d u c i n g  s e a w a t e r  c o n c e n t r a t l o n  (osmoiiic p o t e n t i a l )  t0  7 0  a n d  

5 0 %  h a l t e d  deve lopmen i r .  o [  a n y  t y l ~ e  o f  g r o w t h  ( ' l ' a b l e  1 )  

R e d u c i n g  a g a r  c o n c e n t r a t i o n  I i i t . i i  1 ,  potent-al) p r o d u c e d  a n  

i n c r e a s c  i n  L t i c  riunil~cr o f  v i a b l e  e x p l a n t s ,  b u t  a d e c r e a s e  l n  

t h e  number- o [  e x p l a n t c  p r o d u c i i t g  c a l 1  u?; ( ' l 'a t>]e 1 )  NOne o f  t h e  

e x p l a n t s  i n  l i q u i d  m e d i a  p r o d u c c d  c a l l u s .  



'L'able l .  E r r e c t s  or  the d ~ r r e r e n t  assays o n  t n e  rrype or growrrn 

a f t e r  45  d a y s  i n  c u l t u r e  

T y p e  o f  g r o w t h a  

A s s a y  
b N V C F T 

1 0 0 % ( * )  45  1 6  1 0  2 4 

A g a r  ( q  1-') 3  4 5 4 3  O O 4 3 

8 ( * )  45 1 7  7 4 6 

2 mg 1-1 E i n e t i n  3 0  2 1 1 5  4 2 

2 mg 1-1 B A  3  0 17 8 G 3  

2 mg 1-' 2 ,4 -D  3 0  2  8 1 8  7 3  

5 rng 1-1 K i n e t i n e  3 0  O - - 

5 mg 1-1 Na-Naph. 3 0  O - - 
- 

3 0  11 7  O 4 
m 

C o n t r o l  ( * )  O 

a  
V= V i a b i l i t y  (number  o £  e x p l a n t s  s h o w i n g  a n y  t y p e  o f  g r o w t h  E 

a f t e r  4 5  d a y s )  , C= c a l l u s ,  F= f i n g e r ,  T= t a l l u s .  b ( * ) =  c o n t r o l  
O 

= PES + GAN + 8 g  1-1  a g a r .  n 

Two mg 1-1 k i n e t i n ,  BA or  2 ,4-D i n c r e a s e s  v i a b i l i t y  a n d  number  n 

o £  e x p l a n t s  f o r r n i n g  c a l l u s .  F i v e  rnq 1-' k i n e t i n ,  BA, 2 ,4 -D  o r  3 O 

N a - N a p h t e n a t e  h a s  a n  i n h i b i t o r y  e f f e c t  u p o n  a n y  t y p e  o £  g r o w t h  

( T a b l e  1 ) .  M o r p h o g e n e t i c  c a l l i  h a v e  a n  a v e r a g e  o f  t h r e e  t o  f o u r  

b u d s  a f t e r  45  d a y s .  No d i f f e r e n c e s  i n  c a l l u s  q r o w t h  a n d  number  

o f  r e g e n e r a t i n q  b u d s  were o b s e r v e d  arnong a g a r  a s s a y ,  hor rnone  a s -  



a t  t h e  t r a n s f e r .  F a s t -  a n d  c l o w - g r o w i n g  l i n e s  h a v e  r e t a i n e d  

t h e i r  p h e n o t y p e  f o r  a t  l e a s t  4 r n o n t h s  i n  c u l t u r e .  

H i s t o l o g i c a l  s t u d y  u n d e r  l i g h t  m i c r o s c o p y  s h o w s  a c lear  d i f -  
C N - - - - -  L - c . . ~ ~ ~  +L.,.. -,.,1 1 -  GVnm + h a  ~ . ~ , - , l = ~ +  p n A  + h a  r z l  p - 7  LCICllLC UCLWCGII LIIF L G A J . 3  LAVIii \ - a l c .  ~ n y l u i i ~  uliu b i i r  r u s s u j .  L ~ L -  

l u s  c e l l s  a r e  s m a l l ,  m e r i s t e m a t i c  a n d  f i l l e d  w i t h  f l o r i d  g r a n u -  

l e s ,  w h i c h  b e c a m e  b r o w n - b l a c k  a f t e r  b e i n g  p o s t - s t a i n e d  w i t h  

l u g o l .  E n l a r g e d  c e l l s  a n d  w i d e  i n t e r c e l l u l a r  s p a c e s  s e e m  t o  b e  

o r i e n t e d  t o  t h e  r e g e n e r a t i n g  a reas  o n  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  c a l l i .  

T o l u i d i n e  b l u e  s t a i n e d  t h e  c a l l i  m e t a c h r o r n a t i c .  

DISCUSSION 

T h e  p h y s i c a l  s t a t e  o f  t h e  m e d i a  ( a g a r i z e d )  seems t o  b e  a k e y  

f a c t o r  i n  t h e  i n d u c t i o n  o f  c a l l u s  i n  s e a w e e d  ( F r i e s  1 9 8 0 ;  C h e n  

1 9 8 2 ;  S a g a  e t  a l .  1 9 8 2 ;  S a g a  a n d  S a k a i  1 9 8 3 ;  N e u s h u l  1 9 8 4 ;  P o l n e -  

F u l l e r  e t  a l .  1 9 8 4 ;  L e e  1 9 8 5 ) .  O u r  r e s u l t s  s h o w  t h a t  t h e  d e c r e a -  

se o f  t h e  h y d r i c  p o t e n t i a l  ( m o r e  n e g a t i v e )  e n h a n c e s  c a l l u s  f o r -  

m a t i o n  r e l a t e d  t o  t h e  r n a t r i c  a n d  osmotic p o t e n t i a l s  ( p e r c e n t  

a g a r  a n d  s e a w a t e r  r e s p e c t i v e l y ) .  H o w e v e r ,  P o l n e  e t  a l .  ( P o l n e -  

F u l l e r  e t  a l .  1 9 8 4 )  r e p o r t e d  c a l l u s  f o r r n a t i o n  i n  s e v e r a 1  s p e c i e s  

o f  P o r p h y r a  i n  PES s u p p l e m e n t e d  w i t h  0 . 3 %  a g a r ,  a n d  c a l l u s  f r o m  

p r o t o p l a s t s  o £  s e v e r a l  g r e e n  s p e c i e s  w h e n  g r o w n  o n  1 %  a g a r ,  

w h i l e  r e p o r t i n g  o n l y  t h a l l i  w h e n  g r o w n  o n  0 . 5 %  a g a r  ( P o l n e - F u l -  

l e r  e t  a l .  1 9 8 6 )  . D i f f e r e n c e s  b e t w e e n  s p e c i e s  ( a n d  t h e i r  h a b i -  

t a t s )  may b e  i n v o l v e d .  

T h e  e f f e c t  o f  t h e  a d d i t i o n  o f  h o r m o n e s  t o  s e a w e e d  m e d i a  i n  

o r d e r  t o  o b t a i n  o r  r e g e n e r a t e  c a l l u s  i s  c o n f u s i n g  w i t h  r e g a r d s  

t o  t h e  e f f e c t s  a n d  t y p e  o f  h o r m o n e s  a n d  c o n c e n t r a t i o n s  i ~ r a d i e y  

a n d  C h e n e y  1 9 8 6 ;  C h e n  1 9 8 2 ) .  N a - N a p h t e n a t e  ( 5  mg 1 - 1 )  h a s  b e e n  

d e s c r i b e d  a s  a  " c r u c i a l  h o r r n o n e "  f o r  i n d u c i n g  c a l l u s  i n  L a m i n a -  

r i a  j a p o n i c a  (Yan 1 9 8 4 ) .  O u r  r e s u l t s  s u g q e s t  that g r e a t  d i f f e -  - 
r e n c e s  i n  t h e  i n  v i t r o  u p t a k e ,  r n e t a b o l i s m  a n d  e f f e c l i  o f  p l a n t  

h o r m o n c s  may e x i s t  b e t w e e n  s e a w e e d  s p e c i e s .  

T h e  h i g h  f a c i l i t y  o f  t ihe  b u d s  a r i s i n c j  fr-oiii t h e  c a l l i  c u l t u -  

r e d  i n  a g a r i z e d  m e d i a  t o  us t o g e t h e r ,  rind o f  t h e  ape:.: o f  t h e  

t h a l l i c l o n e s  lio d i f  f e r e n t i  a t e  i n t o  a  d i c ; ~ ,  i n d i c a t e s  t l i e  ~ i l c ~ ~ l  

p l a t i c i t y  o í  t h e  a p e x  of L a u r e n c i s  sp. 'l'lie f u s i o n  arnoncj r e q e -  

n e r a t e d  b u d s  s h o w s  tliatr. n o  1.05s or Lhe m o r p h o g e n c t i i c  p o t e n t i a l ,  

n o r  a m e c h a n i s m  o[ d o m i n a n c e ,  i s  i n v o l v e d  i n  ttie a p p a r e n t  m o r -  



p h o g e n e t i c  p o t e n t i a l  d e c l i n e .  H i g h  p l a s t i c i t y  a n d  ano  dorninance 

seem t o  b e  d e s i r a b l c  c h a r a c t e r i s t i c s  f o r  s e l e c t i n g  a  p r i rna ry  

e x p l a n t  t o  s t a r t  t i s s u e  c u l t u r e s .  

The  s p o n t a n e o u s  a p p a r i t i o n  o f  f a s t -  and  s l o v - g r o w i n g  l i n e s  

a n d  f-ts a p p a r e n t  s t a b i l i t y  i n d i c a t e  t h e  u s e f u l n e s s  o £  seaweed 

t i s s u e  c u l t u r e  f o r  s e l e c t i n g  s u p e r i o r  s t r a i n s .  

The d i m e n s i o n s  a n d  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o £  s t a r c h  g r a i n s  i n  

c a l l u s  c e l l s  r e s e r n b l e  a p i c a l  c e l l s  a n d  c a r p o s p o r e s  ( D e v i l o p o u -  

l o s  a n d  T s e k o s  1 9 8 6 )  of t i p  r e g i o n s  o £  L a u r e n c i a  and o t h e r  t u -  

b u l a r  b r a n c h e d  R h o d o p h y t a .  T h a l l i c l o n e s  show t h e  normal  h i s t o -  

l o g l y  o f  L a u r e n c i a  t h a l l i .  C o p i o u s  d e p o s i t i o n  o f  s t a r c h  i n  p l a s -  

t i d s  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  a s  t h e  f i r s t  v i s i b l e  c h a n q e  accornpanying 

c a l l u s  d i f  f e r e n t i a t i o n  o f  t h e  moss  P s i c o m i t r i u r n  c o o r g e n s e  ( L a 1  

a n d  N a r a n g  1 9 8 5 ) .  L a u r e n c i a  c a l l i  a r e  c e l l  s y s t e r n s  c l o s e l y  r e -  

l a t e d  t o  t h e  c a l l i  o£ h i g h e r  p l a n t s ,  b u t  d i f f e r e n t  f rom s t r u c -  

t u r e s  r e f e r r e d  t o  a s  c a l l i  i n  brown s e a w e e d s .  
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p o r o g e n e s i s  i n  t h e  r e d  a l g a  G r a c i l a r i a  v e r r u c o s a .  B o t  Mar 
29 :  2 7 - 3 5  

Dixon PG ( 1 9 6 3 )  B i o l o q y  of t h e  R h o d o p h y t a .  O l i v e r  e Boyd, E d i n -  
b u r g h  

F r i e s  L ( 1 9 8 0 )  k x e n i c  t i s s u e  c u l t u r e s  f r o m  t h e  s p o r o p h y t e s  of 
L a m i n a r i a  d i g i t a t a  a n d  L a m i n a r i a  k p e r b o r e a .  J P h y c o l  1 6 :  
4 7 5 - 4 7 7  

G a r c i a - R e i n a  G ,  Romero RR a n d  B r i n k h u i s  B  ( 1 9 8 7 )  I n d u c t i o n  o £  
m o r p h o g e n e t i c  c a l l u s  f r o m  L a u r e n c i a  ( R h o d o p h y t a ) .  J - P h y c o l  
( s u b m i t t e d )  
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p h y t e s  oE P s i c o m i t r i u r n  c o o r q e n s e  B r o t h .  New P h y t o l  1 0 0 : 2 2 5 -  
2 3  1 
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t i s s u e  c u l t u r e s  a n d  s e l e c t i o n  o f  a l g a 1  s t r a i n c .  B e i h e f t e  z u r  
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P r o v a s o l i  L ( 1 9 6 8 )  M e d i a  a n d  p r o s p e c t s  f o r  t h e  c u l t i v a t i o n  o f  
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S a q a  N a n d  S a k a i  Y ( 1 9 8 3 )  A x e n i c  t i s s u e  c u l t u r e  a n d  c a l l u s  f o r -  
m a t i o n  o f  t h e  m a r i n e  b r o w n  a l g a  L a m i n a r i a  a n g u s t a t a .  Bu11  J a p  
Soc S c i  F i s h  4 9 : 1 5 6 1 - 1 5 6 3  

T s e k o s  I ( 1 9 8 2 )  T u m o u r - l i k e  g r o w t h s  i n d u c e d  by  b a c t e r i a  i n  t h e  
t h a l l u s  o f  a r e d  a l g a ,  G i g a r t i n a  t e e d i i .  Ann B o t  4 9 : 1 2 3 - 1 2 6  
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