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Tracheogenesis in callus tissue of Plantago asiatica L.

Summary

Xylogenesis was observed in the morphogenic and nonmorphogenic cal
luses. The light microscopy was used for a histological study. The ultrastructure 
of the calluses was analysed using the JEM 100 B transmission electron micro
scope. Tracheary elements were formed in all studied kinds of calluses. They 
had lignified spiral or reticulate thickening of cell walls. In nonmorphogenic cal
luses, tracheary elements were chaotically dispersed. In morphogenic callus, 
the vessel system during caulo- and rhizogenesis from tracheary elements was 
formed. The application of TEM allowed for an observation of the very early 
stages of formation of tracheary elements which were initiated by the degenera
tion of cell protoplast and transformation of cell wall. Tracheogenesis has been 
already studied in callus culture. However, rarely the authors were concerned 
on the phenomenon of the ultrastructure level.
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1. Wprowadzenie

Plantago asiatica L. (P. major var. asiatica), babka azjatycka, 
asiatic plantain, obako - to takson rodziny Plantaginaceae, nie
znany w Europie, natomiast na Dalekim Wschodzie uważany za 
bardzo cenny gatunek leczniczy, jest on rośliną macierzystą su
rowców farmakopealnych w Japonii i Chinach. Ziele i nasiona dla 
celów leczniczych (a także na potrzeby przemysłu spożywczego
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i kosmetycznego) pozyskuje się bądź ze stanu naturalnego, bądź z hodowli polowej 
(wyhodowano kilka kultywarów).

Hodowlą in vitro tej rośliny zajął się po raz pierwszy Yisheng w 1996 r. (1), który 
zregenerował P. asiatica na drodze organogenezy pośredniej. Wyniki swoich badań 
opublikował jedynie po chińsku, stąd są mało dostępne, znane tylko z angielskiego 
streszczenia. Od kilku lat hodują babkę azjatycką in vitro Makowczyńska i Andrze
jewska-Golec (2-7). Autorki w wyniku mikropropagacji uzyskały okazy P. asiatica 
o niezmienionej morfologii (5,7). Badały także organogenezę in vitro i somatyczną 
embriogenezę babki azjatyckiej (2,3,6). Wyhodowane kalusy poddawały analizie hi
stologicznej i Liltrastrukturalnej (4,6,8). Wiadomo, źe bardzo charakterystycznym 
elementem budowy tkanki kalusowej są struktury trachealne, i im poświęcona jest 
ta praca.

2. Materiały i metody

Materiał do badań stanowiły kalusy morfo- i niemorfogenne Plantago asiatica L. 
Uzyskano je na eksplantatach (korzenie, liścienie, hipokotyle) pochodzących z sie
wek wyhodowanych in vitro stosując podłoże Murashige i Skooga (MS) wzbogacone 
0,2 mg/dm^ kinetyny i 1 mg/dm^ GA3. Nasiona sprowadzano z Tokio (Botanical Gar
dens, Faculty of Science, University of Tokyo i Metropolitan Medicinal Plant Gar
den). Hodowle prowadzono w fitotronie (28 ± 2°C, wilgotność powietrza 80-90%, 
oświetlenie 40 pM/m^s) na skosach agarowych.

Uzyskano dwie linie kalusa niemorfogennego: kremową (MS z dodatkiem 
0,5 mg/dm^ 2,4-D i 0,2 mg/dm^ BAP) i zieloną (indukcja na podłożu MS wzbogaco
nym 0,1 mg/dm^ lAA i 2 mg/dm^ BAP; pasaże: MS z 0,5 mg/dm^ lAA i 0,2 mg/dm^ 
BAP). Poprzez wielokrotne pasaże (przesadzanie kalusa powtarzano co 3-4 tygo
dnie) uzyskano ustabilizowaną hodowlę tkanki kalusowej obu linii.

Podczas organogenezy pośredniej uzyskano kalusy;
a) wyhodowany na podłożu 0,2 mg/dm^ lAA i 1 mg/dm^ BAP;
b) indukowany na podłożu MS z 2 mg/dm^ NAA;
c) indukowany na podłożu MS wzbogaconym 2 mg/dm^ IBA.
Kalusy poddawano systematycznym badaniom morfologicznym i histologicznym. 

Morfologię kalusa określano gołym okiem oraz za pomocą mikroskopu stereosko
powego. Powierzchnię wybranych kalusów różnego pochodzenia (eksplantaty pier
wotne: liścień, hipokotyl, korzeń) zbadano także za pomocą mikroskopu skaningo
wego (SEM). W tym celu fragmenty kalusa utrwalano najpierw 3% aldehydem gluta- 
rowym w 0,2 M buforze fosforanowym o pH = 7,2 (utrwalacz redukcyjny) w temp. 
pokojowej w ciągu 24 godzin i następnie 2% czterotlenkiem osmu w buforze fosfo
ranowym o pH = 7,2 (utrwalacz utleniający) 2-4 godz. również w temp. pokojowej, 
ale w ciemności. Z kolei badany materiał odwadniano stosując wzrastające stężenia 
alkoholu etylowego (70, 80, 90, 96% po 5-15 min oraz 100% 2 x po 15-30 min). Su
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szono w punkcie krytycznym (CPD2 Pelco). Po napyleniu złotem technicznym w na- 
pylarce próżniowej typu SC6 Pelco fragmenty kalusa oglądano w SEM (Tesla BS340), 
co dokumentowano mikrofotografiami. Badania w SEM przeprowadziła Jagna Karcz 
w Zakładzie Anatomii i Cytologii Roślin Uniwersytetu Śląskiego.

Do badań histologicznych sporządzano skrawki i preparaty rozgniatane z kalu
sów w 2-3 tygodniu hodowli każdego pasażu. Z każdego kalusa wykonywano ok. 
20 preparatów. Umieszczano je w glicerolu z wodą i oglądano za pomocą mikrosko
pu świetlnego MB-30 PZO. Stosowano także ]% roztwór floroglucynolu w etanolu 
z dodatkiem 48% kwasu siarkowego w celu zabarwienia zdrewniałych ścian elemen
tów trachealnych. Z najlepszych preparatów wykonywano zdjęcia za pomocą mikro
skopu Mikrophot MXA-Nixon w Pracowni Patomorfologii Szpitala im. Marii Konop
nickiej w Łodzi.

Do badań ultrastruktury (kalus kremowy, zielony, kalus a) zastosowano transmi
syjny mikroskop elektronowy (TEM) - JEM 100 B. Fragmenty kalusa pobrane ze 
skosu agarowego, na którym był hodowany, utrwalano natychmiast w 3,5% roztwo
rze aldehydu glutarowego w 0,13 M buforze kokakodylowym (pH = 7,0-7,5) 
w temp. 0-4°C w ciągu 1,5-2 godzin, a następnie w 1% czterotlenku osmu w 1 N bu
forze kokakodylowym. Potem odwadniano badany materiał w alkoholu etylowym 
o wzrastającym stężeniu (50-100%). Skrawki uzyskane za pomocą ultramikrotomu 
LKB 111 kontrastowano octanem uranylu i cytrynianem ołowiu. W pomocniczych 
półcienkich skrawkach barwionych błękitem metylenowym wyszukiwano, stosując 
mikroskop świetlny, najbardziej interesujące fragmenty kalusów, z których następ
nie wykonywano mikrofotografie w TEM.

3. Wyniki

Kalusy niemorfogenne, a także kalusy morfogenne, przed rozpoczęciem organo- 
genezy charakteryzowały się podobną gruzełkowatą strukturą (fot. 1). Tracheogene
za występowała we wszystkich badanych kalusach, zarówno morfo-, jak i niemorfo- 
gennych. Proces ten rozpoczynał się już na początku kalogenezy. Elementy tracheal- 
ne tworzyły się pojedynczo, chaotycznie. Stopniowo powstawały mniejsze lub więk
sze ich skupienia (fot. 2). W kalusach morfogennych początek waskularyzacji był po
dobny, jak w niemorfogennych, jednak stopniowo powstawały uszeregowane pasma 
komórek odpowiednio zorientowanych, które łączyły się z pasmami wytworzonymi 
w mikropędach lub w zawiązkach korzeni (fot. 3,4). Obserwowane przez nas elemen
ty trachealne charakteryzowały się obecnością zgrubień wyłącznie helikalnych (spi
ralnych) i siatkowatych. O ich lignifikacji świadczy dodatnia reakcja z 1% floroglucy- 
nolem i 48% H2SO4 (fot. 5). Zastosowanie TEM pozwoliło na zapoznanie się z proce
sami transformacji komórki parenchymatycznej w element trachealny (fot. 6-13). Ob
serwowano zgrubienia blaszki środkowej (fot. 6,7), degenerację protoplastu (fot. 
6-8) oraz wytwarzanie charakterystycznych zgrubień ściany komórkowej (fot. 9-13).
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Fot. 1-5. Plantago asiatica L.- kalus. Fot. 1. Linia kremowa kalusa niemorfogennego - SEM, skala 
500 |am (fot. J. Karcz). Fot. 2. Linia zielona kalusa niemorfogennego - skrawek pófdenki, barwiony 
błękitem metylenowym, elementy trachealne (strzałka T), 300 x. Fot. 3-4. Katilogeneza kalusa morfo- 
gennego c, 7 tydzień pasażu 0 - elementy trachealne (strzałka T), fot. 3 - 75 x, fot. 4 - 100 x. 
Fot. 5. Kałus morfogenny b, 7 tydzień pasażu 0 - siatkowate ełementy tracheałne zabarwione 1% etano- 
łowym roztworem fłorogłucynolti i 48% kwasem siarkowym, 600 X.
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Fot. 6-13. Ultrastruktura kalusa (mikrofotografie elektronowe ). D - degeneracja protoplastu; F - 
filamenty; L - ciała lipidowe; M - mitochondrium; P - plazmalemma; S - ziarno skrobi; SC - ściana 
komórkowa; SW - światło elementu trachealnego; T - tonoplast; Z - zgrubienia ściany komórkowej.

Fot. 6-7. Zmiany ściany komórkowej i degeneracja protoplastu: fot. 6 - w kalusie morfogennym a, 
10 000 X; fot. 7 - w linii zielonej kalusa, 7500 X.

Fot. 8. Daleko posunięta degeneracja protoplastu w komórkach kalusa morfogennego a, 15 000 x. 
Fot. 9. Ciała lipidowe zgromadzone przy ścianie komórkowej kalusa morfogennego a, 50 000 X.
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Fot. 10-13. Tworzenie charakterystycznych zgrubień w elementach trachealnych: fot. 10 - w linii 
zielonej kalusa niemorfogennego, 15 000 X; fot. 11-13 - w kalusie morfogennym a.

Fot. 11. Komórki pozbawione protoplastu i elementy trachealne z charakterystycznymi zgrubienia
mi wtórnej ściany komórkowej, 7500 x.

Fot. 12. Sąsiadujące ze sobą elementy trachealne, 7500 x.
Fot. 13. Struktura zgrubień ściany komórkowej, 15 000 x.
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4. Dyskusja

Tracheogeneza w tkankach kalusowych jest zjawiskiem powszechnym i charak
terystycznym dla procesów cytodyferencjacji (9-12). Obserwowana była we wszyst
kich badanych przez nas kalusach. W elementach trachealnych tkanki kalusowej 
P. asiatica występują wyłącznie dwa typy zgrubień ściany komórkowej: helikalne 
i siatkowate. Uważa się je za charakterystyczne dla elementów trachealnych tkanki 
kalusowej (10). Fraś i Nowak (9) wyjątkowo obserwowały w kalusach pieprzowca 
rocznego elementy trachealne o zgrubieniach drabinkowatych i jamkowatych.

Tworzenie kolejnych elementów trachealnych odbywa się najprawdopodobniej 
poprzez indukcję homeogeniczną - zdeterminowana komórka trachealna wywiera 
działanie indukujące na leżące obok niej komórki, w wyniku czego mogą się two
rzyć ciągi elementów trachealnych lub ich skupienia. Indukcja homeogeniczną może 
być związana z uwolnieniem substancji wzrostowych w czasie rozkładu protopla
stu. Często różnicowanie komórek w elementy trachealne poprzedzone jest po
działem komórek, ale przekształcenia komórki mogą następować też bez po
działów.

Badania w TEM pozwoliły zaobserwować przekształcenia ściany komórkowej, 
a także radykalne zmiany we wnętrzu komórek polegające na całkowitym zaniku 
protoplastu, poprzedzonym stopniowym trawieniem składników komórki w wod- 
niczce. jednak trudno zastosować TEM do systematycznych analiz ze względu na 
koszty, stosunkowo skomplikowaną procedurę, a także niedostateczne wyposaże
nie placówek naukowych w mikroskopy elektronowe.

5. Wnioski

1. Tracheogeneza w tkance kalusowej Plantago asiatica przebiega podobnie jak 
u innych roślin.

2. Mikroskop transmisyjny elektronowy daje możliwość prześledzenia etapów 
tracheogenezy, zbadania ultrastruktury formacji waskularnych.
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