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ABSTRACT 

P l o i d y  l e v e l s  w e r e  c a l c u l a t e d  f o r  
c a l l u s  c u l t u r e s  o f  I o b l o l  l y  p i n e  C P i n u s  
t a e d a  L . ) ,  b a s e d  on n u c l e a r  DNA c o n t e n t  
m e a s u r e d  by  F e u l g e n  c y t o p h o t o m e t r y .  The 
n u c l e a r  DNA c o n t e n t  o f  i n i t i a l  s t e m  e x p l a n t s  
s h o w e d  a p r e d o m i n a n t  2C c o n d i t i o n  w i t h  l e s s  
3C a n d  4C,  in  r a t i o s  a p p r o x i m a t i n g  t h o s e  
e x p e c t e d  f r o m  d i p l o i d  c e l l s  as t h e y  
r e p l i c a t e  DNA in  t h e  m i t o t i c  c e l t  c y c l e .  
C e l l s  w i t h  h i g h e r  p l o i d y  w e r e  p r o d u c e d  
d u r i n g  c a l l u s  i n i t i a t i o n ,  as i n d i c a t e d  by  a 
s h a r p  r e d u c t i o n  in  t h e  2C p o p u l a t i o n  a n d  a 
c o n c o m i t a n t  i n c r e a s e  in  h i g h e r  DNA l e v e l s  up 
t o  8C.  A g r a d u a l  d e c r e a s e  i n  t h e  h i g h e r  
p l o i d y  l e v e l s  o c c u r r e d  in  s u b s e q u e n t  
s u b c u l t u r e  i n t e r v a l s ,  so  t h a t  by  18 w e e k s  
t h e  d i p l o i d  n u c l e a r  DNA d i s t r i b u t i o n  was  
a g a i n  o b s e r v e d ,  w i t h  c o m p l e t e  e l i m i n a t i o n  o f  
DNA l e v e l s  g r e a t e r  t h a n  4C.  E s t a b l i s h e d  
c a l l u s  c u l t u r e s  d e r i v e d  f r o m  s t e m  o r  e m b r y o  
e x p l a n t s  and  c u l t u r e d  on t h r e e  d i f f e r e n t  
n u t r i e n t  m e d i a  f o r  4 8 - 7 6  w e e k s  a l s o  s h o w e d  
t h e  d i p l o i d  n u c l e a r  DNA d i s t r i b u t i o n  w i t h  no 
i n d i c a t i o n  o f  p o l y p l o i d  c e l l s .  

A B B R E V I A T I O N S  

B A P ,  b e n z y l a m i n o p u r  i n e ~  NAA ,  
~ - n a p h t h a l e n e a c e t  i c  a c i d ;  B L ,  B r o w n  and  
L a w r e n c e ' s  m e d i u m ;  B L G ,  m o d i f i e d  BL m e d i u m ;  
LM,  L i t v a y ' s  m e d i u m  

NTRODUCTION 

G e n e t i c  s t a b i l i t y  o f  c e l l s  i n  c u l t u r e  
s a d v a n t a g e o u s  i f  c l o n a l  p r o p a g a t i o n  o f  

p l a n t s  t h r o u g h  i n  v i t r o  t e c h n i q u e s  i s  
d e s i r e d ,  b u t  g e n e t i c  i n s t a b i l i t y  i n  t h e  f o r m  
o f  h i g h e r  p l o i d y  l e v e l s  i s  common in  t h e  
c e l l  c u l t u r e s  o f  m a n y  s p e c i e s  ( B a y l  i s s  1 9 8 0 ,  
B e r  l y n  e t  a l  . 1 9 8 6 ) .  R e t e n t i o n  o f  n o r m a l  
d i p l o i d  l e v e l s  in  l o n g  t e r m  c u l t u r e  i s  n o t  
c o m m o n ,  b u t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  in  t h e  c a l l u s  
c u l t u r e s  o f  b o t h  h e r b a c e o u s  a n d  w o o d y  
p l a n t s ,  e . g .  w h e a t  ( S h i m a d a  1 9 7 1 )  and  N o r w a y  
s p r u c e  ( H a k m a n  e t  a l  . 1 9 8 4 ) _  T h o u g h  DNA 
c o n t e n t  i n  c u l t u r e d  c e l l s  o f  some 

g y m n o s p e r m s  i s  s t a b l e ,  p o l y p l o i d y  has  b e e n  
r e p o r t e d  i n  c u l t u r e s  o f  C o u l t e r  p i n e  ( P a t e l  
a n d  B e r  l y n  1 9 8 2 )  a n d  I o b l o l  l y  p i n e  ( R e n f r o e  
a n d  B e t  l y n  1 9 8 5 ) .  We h a v e  m o n i t o r e d  c e l l u l a r  
DNA c o n t e n t  d u r i n g  I o b l o l  l y  p i n e  c a l l u s  
i n i t i a t i o n  a n d  l o n g - t e r m  c u l t u r e ,  as  a s c r e e n  
f o r  n u c l e a r  a b e r r a t i o n s  in  t h e  f o r m  o f  
i n c r e a s e d  p l o i d y  l e v e l s .  

M A T E R I A L S  AND METHODS 

G e n e r a l  c a l l u s  c u l t u r e :  

M e d i a  u s e d  in  t h i s  s t u d y  w e r e  BL ( B r o w n  
and  L a w r e n c e  1 9 6 8 ) ,  BL w i t h  t h e  e n t i r e  
n i t r o g e n  c o m p l e m e n t  r e p l a c e d  by  10 mM f i l t e r  
s t e r i l i z e d  g l u t a m i n e  ( B L G ) ,  and  LM ( L i t v a y  e t  
a l .  1 9 8 1 ) .  A l l  m e d i a  f o r  c a l l u s  i n i t i a t i o n  
and  s u b s e q u e n t  s u b c u l t u r e  c o n t a i n e d  2 pM B A P ,  
2 ~M NAA and  0_5% ( w / v )  s u c r o s e ,  a n d  w e r e  
s o l i d i f i e d  w i t h  1% ( w / v )  a g a r  . A l l  c u l t u r e s  
w e r e  g r o w n  u n d e r  c o n s t a n t  f I o u r e s c e n t  l i g h t  
( 3 6 ~ E s - l m  - ~  [ P A R ) 3  a t  2 3 ~ 2 ° C .  C a l l u s  
i n i t i a t i o n  o c c u r r e d  d u r i n g  t h e  f i r s t  6 w e e k  
i n t e r v a l .  The c u l t u r e s  w e r e  t h e n  t r a n s f e r r e d  
t o  f r e s h  m e d i a  o f  t h e  same c o m p o s i t i o n ,  a n d  

w e r e  s u b s e q u e n t l y  s u b c u l  t u r e d  a t  3 w e e k  
i n t e r v a l s .  

C a l l u s  i n i t i a t i o n  f r o m  s t e m  e x p l a n t s :  

S u c c u l e n t  s t e m  p i e c e s  5 - 6  cm i n  l e n g t h ,  
s e l e c t e d  f r o m  t h e  f l u s h  g r o w t h  o f  3 - y e a r - o l d  
g r e e n h o u s e - g r o w n  I o b l o l  l y  p i n e  t r e e s  
( o p e n - p o l l i n a t e d  f a m i l y  7 - 5 6  f r o m  
N C S U - I n d u s t r y  T r e e  I m p r o v e m e n t  C o - o p e r a t i v e ) ,  
w e r e  u s e d  f o r  c a l l u s  i n i t i a t i o n .  A f t e r  
r e m o v i n g  t h e  f a s c i c l e s  and  s c a l e  l e a v e s ,  t h e  
s t e m  p i e c e s  w e r e  w a s h e d  w i t h  l i q u i d  
d e t e r g e n t ,  r i n s e d  s e v e r a l  t i m e s  in  t a p  w a t e r ,  
s u r f a c e  s t e r  i I i z e d  i n  0 . 5 %  c a l c i u m  
h y p o c h l o r  i t e  s o l u t i o n  f o r  15 m i n ,  a n d  w a s h e d  
s e v e r a l  t i m e s  i n  s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r .  
S t e m  p i e c e s  w e r e  c u t  i n t o  d i s c s  0 . 5  mm in  
t h i c k n e s s  w h i c h  w e r e  p l a c e d  f l a t  on BLG 

m e d i u m  f o r  t h e  c a l l u s  i n i t i a t i o n  s t u d y ,  o r  on 
BLG,  B L ,  a n d  LM m e d i a  f o r  g e n e r a t i n g  
l o n g - t e r m  c a l l u s  s t o c k s _  
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C a l l u s  i n i t i a t i o n  f r o m  e m b r y o s :  

L o b l o l  l y  p i n e  s e e d s  ( f a m i l y  7 - 5 6 )  w e r e  
s c a r i f i e d  by  c u t t i n g  t h e  s e e d  c o a t  a t  t h e  

m i c r o p y l a r  e n d ,  and  w e r e  g e r m i n a t e d  a t  3 0 ° C  
in  h y d r o g e n  p e r o x i d e  (1% s o l u t i o n  c h a n g e d  

d a i l y  f o r  3 d a y s  a n d  0 . 0 3 %  s o l u t i o n  f o r  t h e  
f o u r t h  d a y ) .  S e e d  c o a t s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  
t h e  g e r m i n a t e d  s e e d s ,  a n d  t h e  e m b r y o s  a l o n g  
w i t h  t h e  g a m e t o p h y t  i c  t i s s u e  w e r e  s u r f a c e  
s t e r i l i z e d  in  0 . 5 %  c a l c i u m  h y p o c h l o r  i t e  
s o l u t i o n  f o r  5 m i n u t e s .  E a c h  e m b r y o  was  
a s e p t i c a l l y  r e m o v e d  f r o m  t h e  g a m e t o p h y t i c  
t i s s u e ,  m i n c e d  i n t o  s m a l l  p i e c e s  and  
t r a n s f e r r e d  t o  BLG m e d i u m  as a c l u m p .  

Samp l  i n q  p r o c e d u r e :  

A t  t h e  end  o f  c u l t u r e  i n t e r v a l s ,  
s a m p l e s  w e r e  f i x e d  i n  C a r n o y ' s  #2  f i x a t i v e  
( B e r l y n  and  M i k s c h e  1 9 7 6 )  f o r  o n e  h o u r  a t  
r o o m  t e m p e r a t u r e ,  and  t h e n  t r a n s f e r r e d  t o  
70% e t h a n o l  and  s t o r e d  a t  4 °C  u n t i l  f u r t h e r  
p r o c e s s e d  f o r  F e u l g e n  c y t o p h o t o m e t r y .  As a 
t e s t  a g a i n s t  p o t e n t i a l  s a m p l i n g  b i a s ,  some 
t r e a t m e n t s  w e r e  s a m p l e d  t w i c e .  One s a m p l e  

was  t a k e n  f r o m  t h e  o u t e r  2 - 3  mm o f  t h e  
c a l l u s ,  a n d  a n o t h e r  f r o m  t h e  i n n e r  c o r e .  

N u c l e a r  DNA c o n t e n t  was  m e a s u r e d  in  
t h r e e  s e t s  o f  c u l t u r e s :  
1. S t e m  e x p l a n t s ,  c a l l u s  a t  t h e  t i m e  o f  

i n i t i a t i o n  f r o m  s t e m  e x p l a n t s ,  and  t h e  
c a l l u s  up t o  18 w e e k s  in  c u l t u r e ,  on 
BLG m e d i u m .  

2 .  T h r e e  s e p a r a t e  s e t s  o f  l o n g - t e r m  c a l l u s  
c u l t u r e s ,  d e r i v e d  f r o m  s t e m s  a n d  
s u b c u l  t u r e d  f o r  a b o u t  o n e  y e a r  o r  m o r e  
on BLG,  BL and  LM m e d i a ,  r e s p e c t i v e l y .  

3 .  E m b r y o  d e r i v e d  l o n g - t e r m  c a l l u s  
c u l t u r e s  s u b c u l  t u r e d  f o r  m o r e  t h a n  one  
y e a r  on BLG m e d i u m .  

F e u l g e n  c y t o p h o t o m e t r y :  

S a m p l e s  w e r e  h y d r a t e d  t o  w a t e r  and  
s q u a s h e d  on g l a s s  s l i d e s .  E a c h  s l i d e  
c o n t a i n e d  s m e a r s  o f  c h i c k e n  e r y t h r o c y t e s  
f i x e d  i n  C a r n o y ' s  #2 f i x a t i v e ,  f o r  u s e  as an 
i n t e r n a l  s t a n d a r d  £Dh i  I I o n  e t  a l  . 1 9 7 7 ,  
1 9 8 0 ) .  F e u l g e n  c y t o p h o t o m e t r  i c  t e c h n i q u e s  
d e s c r i b e d  by  M i k s c h e  and  Dh i  I I o n  ( 1 9 8 4 )  w e r e  
f o l l o w e d ,  i n c l u d i n g  t h e  a c i d  h y d r o l y s i s  
p r o t o c o l  o f  5N HCI  f o r  30 m i n .  a t  2 5 ° C  
( s e e  a l s o  R e n f r o e  and  B e r  l y n  1 9 8 4 ) .  F i v e  
c a l l u s  s a m p l e s  w e r e  e x a m i n e d  p e r  t i m e  p e r i o d  
and  o n e  h u n d r e d  c e l l s  p e r  s a m p l e  w e r e  
s c r e e n e d  f o r  t h e i r  n u c l e a r  DNA c o n t e n t  u s i n g  
a V i c k e r s  M86 s c a n n i n g  m i c r o d e n s i t o m e t e r .  

P l o i d y  d e t e r m i n a t i o n =  

The  a b s o l u t e  DNA va  u e s  f o r  d t f f e r e n t  
' C '  l e v e l s  w e r e  d e t e r m i n e d  b a s e d  on F e u l g e n  
c y t o p h o t o m e t r  i c  m e a s u r e m e n t s  o f  DNA in  40 
t e l o p h a s e  and  70 m e t a p h a s e  f i g u r e s  f r o m  t h e  
r o o t  a p i c a l  c e l l s  o f  g e r m i n a t i n g  I o b l o l  l y  
p i n e  s e e d s .  P o o l e d  v a l u e s  o f  m e t a p h a s e  and  
t e t o p h a s e  f i g u r e s  s h o w e d  t h e  2C DNA v a l u e  
f o r  I o b l o l  l y  p i n e  t o  be 27 p i c o g r a m s  ~5 pg 
s t a n d a r d  d e v i a t i o n  ( c f .  26 pg f o r  I o b l o l  l y  
p i n e  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  by  R e n f r o e  and  
B e r  l y n  1 9 8 4 ) .  B a s e d  on t h i s  2C v a l u e  a n d  
i t s  c o e f f i c i e n t  o f  v a r i a t i o n ,  e x p e c t e d  DNA 
c o n t e n t s  f o r  o t h e r  C l e v e l s  w e r e  e s t i m a t e d  

as f o l l o w s  i n  pg DNA p e r  n u c l e u s :  
1 C = 1 3 . 5 ~ 2 . 5  3 C = 4 1 ~ 7 . 5 ,  4 C = 5 4 ~ 1 0 ,  6 C = 8 1 ~ 1 5  a n d  
8 C = 1 0 8 ~ 2 0 .  N u c l e a r  DNA c o n t e n t s  h i g h e r  t h a n  
8C w e r e  n o t  o b s e r v e d  i n  t h i s  s t u d y .  

The m e a s u r e d  n u c l e a r  DNA c o n t e n t  o f  e a c h  
c e l l  was  t r a n s f o r m e d  i n t o  a n o r m a l  s t a n d a r d  
d e v i a t e  o f  t h e  DNA c o n t e n t  f o r  e a c h  p l o i d y  
l e v e l ,  and  t h e  p r o b a b i l i t y  t h a t  t h e  

o b s e r v a t i o n  b e l o n g e d  w i t h i n  t h a t  d i s t r i b u t i o n  
was  c a l c u l a t e d .  E a c h  o b s e r v a t i o n  was  
a s s i g n e d  t o  t h e  p l o i d y  l e v e l  s h o w i n g  t h e  
h i g h e s t  p r o b a b i l i t y ,  a n d  t h e  p e r c e n t a g e  o f  
t o t a l  n u c l e i  i n  e a c h  p o i d y  l e v e l  w a s  
c a l c u l a t e d  f o r  e a c h  ca l u s  t r e a t m e n t .  

RESULTS 

Our  m e t h o d  o f  a s s  g n i n g  a c o n t i n u u m  o f  
o b s e r v e d  n u c l e a r  DNA q u a n t i t i e s  i n t o  d i s c r e t e  
b i n s  r e p r e s e n t i n g  p l o i d y  l e v e l s  ( ' C '  l e v e l s ,  
F i g .  1A)  c o m p a r e s  f a v o r a b l y  t o  t h e  p a t t e r n  
o b t a i n e d  w h e n  t h e s e  v a l u e s  a r e  s o r t e d  i n t o  
s m a l l e r  a r b i t r a r y  b i n s  o f  3 pg DNA i n c r e m e n t s  
( F i g .  1 B ) .  F o r  t h i s  r e a s o n ,  f i g u r e s  u s e d  in  
t h i s  p a p e r  c o n t a i n  b i n  w i d t h s  p r e s e n t e d  
a c c o r d i n g  t o  p l o i d y  l e v e l s ,  s i n c e  t h i s  m e t h o d  
o f  p r e s e n t a t i o n  d o e s  n o t  m i s r e p r e s e n t  t h e  
d a t a  and  i t  s i m p l i f i e s  v i s u a l i z a t i o n  o f  
r e s u l t s .  No d i  f f e r e n c e  was  s e e n  in  n u c l e a r  
DNA c o n t e n t s  o f  s a m p l e s  t a k e n  f r o m  t h e  o u t e r  
v s .  i n n e r  z o n e s  o f  t h o s e  c a l  l i  s a m p l e d  i n  
t h i s  m a n n e r .  D a t a  p r e s e n t e d  r e p r e s e n t  p o o l e d  
v a l u e s  f r o m  b o t h  z o n e s ,  w h e r e  a p p l i c a b l e .  
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F i g u r e  1. D i s t r i b u t i o n  o f  n u c l e a r  DNA 
c o n t e n t  i n  I o b l o l  l y  p i n e  e m b r y o - d e r i v e d  
c a l l u s  c u l t u r e s  g r o w n  on BLG m e d i u m  f o r  
60 w e e k s ,  w i t h  s u b c u l t u r e s  a t  3 w e e k  
i n t e r v a l s .  A .  N u c l e a r  DNA c o n t e n t  
d i s t r i b u t e d  i n  b i n s  c o r r e s p o n d i n g  t o  
C - $ e v e l s ,  as  e x p l a i n e d  in  t h e  t e x t .  B .  
The same d a t a  as  in  A ,  b u t  d i s t r i b u t e d  
i n  b i n s  a r b i t r a r i l y  c h o s e n  t o  h a v e  

w i d t h s  o f  2 pg DNA. 



The d i s t r i b u t i o n  o f  n u c l e a r  DNA c o n t e n t  
f o r  i n i t i a l  s t e m  e x p l a n t s  ( F i g .  2 A )  s h o w s  a 
p r e d o m i n a n t  2C c o n d i t i o n  ( 6 2 % ) .  T h i r t y  f o u r  
p e r c e n t  o f  c e l l s  w e r e  f o u n d  in  t h e  3C l e v e l  
a n d  o n l y  4% in  t h e  4C c o n d i t i o n .  P l o i d y  
l e v e l s  h i g h e r  t h a n  t h e  4C c o n d i t i o n  w e r e  n o t  

o b s e r v e d  in  t h e  s t e m  e x p l a n t s .  H o w e v e r ,  by  
3 w e e k s  in  c u l t u r e ,  t h e  n u c l e a r  DNA c o n t e n t  
o f  t h e  e m e r g i n g  c a l l u s  s h o w e d  a r e d u c e d  2C 
p o p u l a t i o n  ( 1 2 % )  and  e l e v a t e d  3C a n d  4C 
l e v e l s  ( F i g .  2 B )  . P l o i d y  l e v e l s  as  h i g h  as 
6C and  8C w e r e  a l s o  s e e n  a t  t o w  p e r c e n t a g e s  
i n  t h e s e  c u l t u r e s .  

The  h i g h e r  p l o i d y  l e v e l s  s e e n  d u r i n g  
c a l l u s  i n i t i a t i o n  w e r e  g r a d u a l l y  e l  ~ m i n a t e d  
o v e r  t i m e .  By  s i x  w e e k s  ( e n d  o f  c a l l u s  
i n i t i a t i o n  p e r i o d ) ,  t h e  8C p o p u l a t i o n  was  no 
l o n g e r  o b s e r v e d  a n d  a r e t u r n  t o  t h e  
p r e d o m i n a n t l y  2C c o n d i t i o n  was  s e e n  ( F i g .  
2 C ) .  F r o m  t h i s  t i m e  p o i n t  o n w a r d s  a g r a d u a l  
d e c r e a s e  in  t h e  h i g h e r  p l o i d y  l e v e l s  w a s  
o b s e r v e d  a n d  by  18 w e e k s  ( f i f t h  cu t u r e  
i n t e r v a l )  t h e  c o m p l e t e  e l i m i n a t  t o n  o f  
n u c l e a r  DNA c o n t e n t  h i g h e r  t h a n  4C was  
o b s e r v e d  ( F i g .  2 E ) .  A s e c o n d  t r i a l  a l s o  
s h o w e d  i n c r e a s e d  p l o i d y  l e v e l s  d u r i n g  t h e  
c a l l u s  i n i t i a t i o n  p e r i o d  i n  c o n t r a s t  t o  
n o r m a l  n u c l e a r  DNA c o n t e n t s  in  o l d e r  
c u l t u r e s ,  on LM m e d i u m  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  

A n o t h e r  s e t  o f  c u l t u r e s  was  e x a m i n e d  
w h i c h  was  a l s o  d e r i v e d  f r o m  s t e m ,  b u t  
s u b c u l t u r e d  a t  3 w e e k  i n t e r v a l s  on t h r e e  
d i f f e r e n t  m e d i a  f o r  4 8 - 7 6  w e e k s .  S i m i l a r  
DNA d i s t r i b u t i o n s  w e r e  s e e n  a m o n g  t h e s e  
c u l t u r e s ,  w i t h  DNA l e v e l s  p r e d o m i n a n t l y  a t  
2C a n d  n o t  e x c e e d i n g  4C.  L o n g  t e r m  ( 6 0  
w e e k s )  e m b r y o - d e r i v e d  c a l l u s  a l s o  s h o w e d  a 
s i m i l a r  DNA d i s t r i b u t i o n  ( F i g .  1 A ) .  
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D I S C U S S I O N  

F e u l g e n  c y t o p h o t o m e t r i c  m e a s u r e m e n t  o f  
n u c l e a r  DNA c o n t e n t  i s  a q u i c k  and  e a s y  
m e t h o d  t o  e s t i m a t e  c e l l  p l o i d y  l e v e l s  
c o m p a r e d  w i t h  c o n v e n t i o n a l  t e c h n i q u e s  

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

S i n c e  t h e  F e u l g e n  t e c h n i q u e  m e a s u r e s  
n u c l e a r  DNA c o n t e n t  and  n o t  c h r o m o s o m e  
n u m b e r s ,  3C and  4C l e v e l s  do n o t  d i r e c t l y  
i n d i c a t e  t r i p l o i d  a n d  t e t r a p l o i d  c e l l s ,  
r e s p e c t i v e l y .  R o o t  mer  i s t e m  c e l l s  o f  P i n u s  
b a n k s i a n a  s e e d l i n g s  s p e n d  63% o f  e a c h  
i n t e r p h a s e  c y c l e  in  GI , 31% in  S ,  and  6% in  

G2 ( c a l c u l a t e d  f r o m  M i k s c h e  1 9 6 7 ) ,  w i t h  
c o r r e s p o n d i n g  2C ,  i n t e r m e d i a t e ,  a n d  4C DNA 
l e v e l s ,  r e s p e c t i v e l y .  A s s u m i n g  s i m i l a r  
c h a r a c t e r i s t i c s  f o r  m i t o t i c a l l y  a c t i v e  
I o b l o l  l y  p i n e  t i s s u e s ,  we i n t e r p r e t  t h e  
d i s t r i b u t i o n  o f  2C ,  3C,  and  4C l e v e l s  w h i c h  
a r e  o b s e r v e d  in  s t e m  s e c t i o n s  ( F i g .  2 A )  a n d  
in  l o n g - t e r m  c a l l u s  c u l t u r e s  ( e . g .  F i g .  2 E )  

as r e p r e s e n t i n g  a r e p l i c a t i n g  d i p l o i d  c e l l  
p o p u l a t i o n ,  s i n c e  t h e  a v e r a g e  d u r a t i o n s  o f  
G1 ,  S a n d  G2 w o u l d  f a l l  i n  t h e  same r e l a t i v e  
o r d e r .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  c e l l s  w i t h  DNA 
l e v e l s  g r e a t e r  t h a n  4C a r e  u n l i k e l y  t o  be 
d i v i d i n g  d i p l o i d  c e l l s .  

S t e m  e x p l a n t s  a r e  f r e e  f r o m  p o l y p l o i d  
c e l l s ,  as d i s c u s s e d  a b o v e  ( F i g .  2 A ) .  By  
t h r e e  w e e k s  in  c u l t u r e ,  a c o n s i d e r a b l e  
r e d u c t i o n  in  t h e  2C p o p u l a t i o n  and  an 
i n c r e a s e  in  3C and  4C l e v e l s  has  o c c u r r e d ,  
a l o n g  w i t h  new 6C and  8C p o p u l a t i o n s  ( F i g .  

i IBB1 A, S+,,.e~ IBB1 B. 3uee~:s 

e e 
X 2C 3C 4C 6C 8C 2C 3C 4C 6C 8C 

50 5B 50 

B B B 
X 2C 3C 4C SC 8C 2C 3C 4C SC 8C 2C 3C 4C GC 8C 

F i g u r e  2_ D i s t r i b u t i o n  o f  n u c l e a r  DNA c o n t e n t  i n  I o b l o l  ] y  p i n e  s t e m - d e r i v e d  c u l t u r e s  a t  
d i f f e r e n t  a g e s  f r o m  c u l t u r e  i n i t i a t i o n  on BLG m e d i u m .  A :  S t e m  d i s c s  a t  t h e  t i m e  o f  
e x p l a n t a t  i o n  ( d a y  0 o f  c u l t u r e  i n i t i a t i o n ) ,  B :  c a l l u s  c e l l s  3 w e e k s  a f t e r  i n i t i a t i o n ,  C:  6 
w e e k s  a f t e r  i n i t i a t i o n ,  D:  12 w e e k s  and  E :  18 w e e k s  a f t e r  i n i t i a t i o n  w h e n  s u b c u l  t u r e d  t o  
f r e s h  m e d i u m  a t  3 w e e k  i n t e r v a l s  b e g i n n i n g  a t  w e e k  6 .  
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2 8 ) .  The r e l a t i v e  r a t i o s  s u g g e s t  t h a t  a 
t e t r a p l o i d  p o p u l a t i o n  o f  c e l l s  was  c r e a t e d  

w h i c h  p r o d u c e d  t h e  6C and 8C m e a s u r e m e n t s  by 
DNA r e p l i c a t i o n  in  t h e i r  c e l l  c y c l e .  Upon 
s u c c e s s i v e  s u b c u l t u r i n g ,  a r e t u r n  t o  t h e  
d i p l o i d  n u c l e a r  DNA d i s t r i b u t i o n  o c c u r r e d ,  
a s  i n d i c a t e d  by a g r a d u a l  r e d u c t i o n  in  t h e  
h i g h e r  p l o i d y  l e v e l s  ( F i g s  2C,  2 D ) .  By 18 
w e e k s ,  t h e  d i p l o i d  n u c l e a r  DNA d i s t r i b u t i o n  
was  a g a i n  a c h i e v e d  w i t h  a c o m p l e t e  
e l i m i n a t i o n  o f  DNA c o n t e n t  h i g h e r  t h a n  4C, 
i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  h i g h e r  p l o i d y  l e v e l s  

o b s e r v e d  d u r i n g  and  s h o r t l y  a f t e r  c a l l u s  
i n i t  a t i o n  w e r e  t o t a l l y  e l i m i n a t e d  ( F i g .  

2 E ) .  
No n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  p o l y p l o i d  P i n u s  

s p e c i e s  h a v e  b e e n  d o c u m e n t e d ,  and o n l y  t h r e e  
p o l y p l o i d  s p e c i e s  a r e  known t o  o c c u r  among 
t h e  g y m n o s p e r m s  as a w h o l e  ( W r i g h t  1 9 7 6 ) .  

U n d e r  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  
c o l c h i c i n e - i n d u c e d  p o l y p l o i d  mer  i s t e m a t  ~c 
c e l l s  o f  s l a s h  p i n e  ( P i n u s  e l  I i o t t  i i ) 
r a d i c l e s  e i t h e r  d i e  o r  r e v e r t  b a c k  t o  
d i p l o i d  c o n d i t i o n  ( M e r g e n  1 9 5 9 ) ,  s u g g e s t i n g  
a m e c h a n i s m  o f  s e l e c t i o n  a g a i n s t  p o l y p l o i d  
c e l l s .  We o b s e r v e  a s i m i l a r  r e d u c t  t o n  in  
p o l y p l o  d c e l l  p o p u l a t i o n s  in  v i t r o  w i t h  
I o b l o l  y p i n e  c a l l u s  as i t  i s  i n i t i a t e d  f r o m  

s t e m  t s s u e s .  The p r o c e s s  by w h i c h  h i g h e r  
p l o i d y  l e v e l s  o r i g i n a t e  and t h e n  a r e  l o s t  in  
t h e  cu t u r e s  i s  w o r t h y  o f  s t u d y ,  and  may be 
s i m i l a  t o  t h e  n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  m e c h a n i s m  
in  w h o l  p l a n t s  w h i c h  s e l e c t s  a g a i n s t  
p o l y p l o  dy in  t h e  g e n u s .  R e v e r s i b l e  DNA 
amp l  i f  c a t i o n  can  a c c o u n t  f o r  some c h a n g e s  
in  DNA c o n t e n t  o f  p l a n t  c e l l s ,  as s u g g e s t e d  
f o r  f a s t  d i v i d i n g  r o o t  a p i c a l  c e l l s  in  
A z o l  l a  f i I i c u l o i d ~ s  ( K u r  t h  and Gi f f o r d  1 9 8 5 )  
and f o r  g e r m i n a t i n g  s o y b e a n  s e e d s  ( D h i  I I o n  
and  M i k s c h e  1 9 8 3 ) .  H o w e v e r ,  s i n c e  t h e s e  
p i n e  c u l t u r e s  can  d o u b l e  t h e  n u c l e a r  DNA 
c o n t e n t  in  some c e l l s  a t  t h e  t i m e  o f  c a l l u s  
i n i t i a t i o n ,  a m p l i f i c a t i o n  o f  s p e c i f i c  

p o r t i o n s  o f  t h e  g e n o m e  i s  u n l i k e l y .  
The d i p l o i d  n u c l e a r  DNA d i s t r i b u t i o n  

a c h i e v e d  by 18 w e e k s  in  c u l t u r e  i s  
m a i n t a i n e d  e v e n  in  t h e  o l d e s t  c a l l u s  
c u l t u r e s  m e a s u r e d  ( 1 . 3  y e a r s ) ,  r e g a r d l e s s  o f  
m e d i a  c o m p o s i t i o n  o r  e x p l a n t  s o u r c e .  
G y m n o s p e r m  c e l l  c u l t u r e s  as a w h o l e  seem t o  
h a v e  s t a b l e  p l o i d y  l e v e l s ,  e . g .  P i c e a  a b i e s  
( H a k m a n  e t  a l  . 1 9 8 4 ) ,  P .  q l a u c a  ( d e  T o r o k  
and  W h i t e  1 9 6 0 ) ,  P i n u s  q e r a r d i a n a  ( K o n a r  and 
N a g m a n i  1 9 7 2 ) ,  ~ .  l a m b e r t i a n a  £ P a r t e n a n  
1 9 6 3 ) ,  P .  c e m b r a  ( S a l m i a  1 9 7 5 ) ,  ~ .  
r o x b u r g h i  i ( M e h r a  and  A n a n d  1 9 8 3 ) ,  and  
C r y p t o m e r i a  i a p o n i c a  ( M e h r a  and  A n a n d  
1 9 7 9 ) ] ,  t h o u g h  some e x c e p t i o n s  h a v e  b e e n  
r e p o r t e d .  One e x c e p t i o n  i s  a s t u d y  o f  
I o b l o l l y  p i n e  c a l l u s ,  w h e r e  i n c r e a s e d  p l o i d y  
l e v e l s  s e e n  a t  c a l l u s  i n i t i a t i o n  c o n t i n u e d  
f o r  a t  l e a s t  s i x  m o n t h s  in  c u l t u r e  ( R e n f r o e  
and  B e r l y n  1 9 8 5 ) .  T h e s e  w o r k e r s  u s e d  g r o w t h  
r e g u l a t o r  l e v e l s  c a .  5 t i m e s  h i g h e r  t h a n  we 
u s e d  in  t h i s  s t u d y ,  s u g g e s t i n g  an i m p o r t a n t  
r o l e  f o r  g r o w t h  r e g u l a t o r s  in  c o n t r o l l i n g  
g e n e t i c  s t a b i l i t y  in  t h e s e  c u l t u r e s .  
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