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Plastids in callus tissue culture of Plantago asiatica L.
Summary

For the last few years, in the Department of Biology and Pharmaceutical
Botany - Plantago asiatica L. - a medicinal plant, popular in the Far East, has
been cultured in vitro. Two lines of the nonmorphogenic callus were obtained:
cream- and green-coloured. They were induced from the roots taken from
4-week-old seedlings. The cream-coloured callus was cultured on Murashige
and Skoog medium enriched with 0.5 mg/dm” 2,4- D and 0.2 mg/dm” BAP. The
green callus was initiated on the same medium supplemented with 0.1 mg/dm”
IAA and 2 mg/dm” BAP and next it was cultured on MS with 0.5 mg/dm” IAA and
0.2 mg/dm” BAP. The fragments of the callus were studied using the light micro-
scope and the transmission electron microscope. For cream-coloured callus,
proplastids and amyloplasts were observed. In green callus, in addition to the
plastids found in cream-coloured callus, also chloroplasts were observed.
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1. Wprowadzenie

Kalus Plantago asiatica L. w hodowli in vitro uzyskat po raz
pierwszy Yisheng w roku 1996 (1) regenerujgc te dalekowschod-
nig rosline na drodze organogenezy posredniej. Autor ten Jed-
nak nie analizowat tkanki kalusowej, ani w mikroskopie Swietl-
nym, ani elektronowym. Wyniki badan histologicznych kalusa
babki azjatyckiej opublikowaly w roku 2000 Makowczyriska
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i Andrzejewska-Golec (2). Andrzejewska-Golec i wsp. przedstawita wlasne wyniki ba-
dan kalusa P. osiatica na Sympozjum Mikroskopii Elektronowej w Poznaniu w ro<u
2002 (3) oraz na Il Krajowym Kongresie Biotechnologii w todzi (4).

Obecna praca poswiecona jest szczeg6towym badaniom plastydéw w tkance ka-
lusowej P. asiatica.

2. Materia! i metody

Materiat: - kalus niemorfogenny P. asiatica: linia kremowa, linia zielona; - ka-
lus morfogenny P. asiatica wyhodowany na podtozu MS wzbogaconym 0,2 mg/dm”
IAA i 1 mg/dm” BAP.

Linie kremowg indukowano i pasazowano na podtozu MS z dodatkiem
0,5 mg/dm” 2,4-D i 0,2 mg/dm” BAP, natomiast linie zielong najpierw indukowano
na podtozu MS wzbogaconym 0,1 mg/dm” IAA i 2 mg/dm” BAP, a potem hodowano
na tym samym podiozu z dodatkiem 0,5 mg/dm” |AA i 0,2 mg/dm” BAP. Do inicjaciji
obu linii kalusa uzyto jako eksplantatéw korzeni pochodzacych z siewek wyhodo-
wanych in vitro z nasion dostarczonych przez ogréd botaniczny w Tokio. Kalus two-
rzyt sie w swietle (fitotron, 40 pM/m”s).

Badaniom histologicznym poddawano kalusy z kolejnych pasazy, wykonujac po
20 preparatow z kazdego kalusa (skrawki oraz preparaty rozgniatane w glicerolu
z woda).

Badania plastydow przeprowadzono w mikroskopie $Swietinym MB-30 PZO
i w transmisyjnym mikroskopie elektronowym (TEM) - JEM 100 B.

Przygotowanie materialu do badan w TEM przeprowadzono wedtug nastepu-
jacych etapéw:

1) utrwalanie: 3,5% roztwor aldehydu glutarowego w 0,13 M buforze kokakody-
lowym (pH = 7,0-7,5), czas utrwalania 1,5-2 godzin;

2) utrwalanie dodatkowe: 1% czterotlenek osmu w buforze kokakodylowym:;

3) odwadnianie w etanolu o wzrastajagcym stezeniu (50-100%);

4) zatapianie w zywicy;

5) wykonanie ultracienkich skrawkéw za pomocg ultramikrotomu LKB 111;

6) kontrastowanie skrawkéw octanem uranylu i cytrynianem otowiu;

7) mikrofotografia elektronowa.

3. Wyniki

Obie linie kalusa charakteryzowaly sie strukturg gruzetkowatg (fot. 1, 2).

W kalusie kremowym wystepowaly tylko dwa rodzaje plastydéw: proplastydy
(fot. 3, 4) i amyloplasty (fot. 5). Proplastydy wyrézniaty sie sposrod innych plastydow
bardzo zmiennym ksztaltem (owalne, ameboidalne, kubkowate i inne), stabo rozwi-
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Fot. 1,2. Plantago asiatica L. - morfologia niemorfogennego kalusa, indukowanego na izolowanym
korzeniu, skala Icm: fot. 1 - linia kremowa, fot. 2. - linia zielona.

nietymi wewnetrznymi strukturami btonowymi oraz obecnoscig jedynie drobnych
ziaren skrobi. Niektére zawieraty pecherzyki w srodku i przypominaty mitochon-
dria, ale ré6znity sie od nich wyraznie wiekszg gestoscig elektronowg. Amyloplasty
miaty szczatkowe tylakoidy i bylty wypetnione rézng liczbg zwykle bardzo duzych
ziaren skrobi. W kalusach: zielonym i morfogennym oprocz proplastydéw i amylo-
plastéw (fot. 7-12), zbudowanych analogicznie jak w kalusie kremowym, wystepo-
waly takze chloroptasty (fot. 13,14). Zawieraly one dobrze wyksztatcone podwojne
btony tylakoidatne z granami lub bez gran. W stromie chloroplastéw wystepowaty
ziarna skrobi i ciala lipidowe. Rozwdj plastydéw nie byt synchroniczny - niekiedy
w tych samych komdérkach mozna byto zauwazy¢ rézne fazy ich ontogenezy (fot. 6).
Obserwowano takze amyloplasty dzielace sie (fot. 12).

Fot. 3-14. Mikrofotografie elektronowe (TEM): AM - amyloplast; CH - chloroplast: CL - ciafa lipi-
dowe; D - degeneracja protoplastu; G - granum; j - jadro komoérkowe; JD - jaderko; M - mito-
chondrium; O - otoczka chloroplastu; P - pecherzyk; PL - plastoglobule (osmofilne krople); PR -
proplastyd; S - skrobia; SC - $ciana komérkowa; ST - stroma chloroplastu; T - btony tylakoidaine
(tylakoidy): W - wakuola. >n
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Fot. 3-5. Plastydy w kalusie kremowym: fot. 3, 4 -proplastydy, 10 000 X, 15 000 x; fot. 5 - amylo-
plasty, 7500 X.

Fot. 6. Proplastydy i amyloplasty w kalusie wyhodowanym na MS wzbogaconym 0,2 mg/dm” 1AA
i 1 mg/dm3 BAP, 7500 X.
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Fot. 7-14. Plastydy w kalusie zielonym; fot. 7 - proplastydy, 25 000 X; fot. 8 - fragment fot. 6,
50 000 X; fot. 9 - plastydy w silnie zwakuolizowanych komérkach, 10 000 X; fot. 10 - amyloplast,
37 500 X.
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Fot. 11 - amyloplasty, 25 000 X;fot. 12 - amyloplast dzielgcy sie, 25 000 X;fot. 13 - chloropla-
sty, 37 000 X; fot. 14 - chloroplast, 75 000 X.
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4. Dyskusja

Obecnos¢ proplastydéw, amyloplastow i chloroplastow w tkance kalusowej opi-
sywano wczesniej (5-10). Autorki po raz pierwszy badaly te plastydy w komorkach
kalusa babki azjatyckiej. Blackwell i wsp. (8) opisali wystepowanie etioplastéw
w biatych kalusach topoli osiki hodowanych w ciemnosci. Takich form plastydéw nie
stwierdziliSmy w zadnym z badanych przez nas kalusow - byly one hodowane na
Swietle. Nie obserwowaliSmy w plastydach agregatow fytoferrytyny ani ciat prola-
melarnych charakterystycznych dla etioplastoéw (8). Amyloplasty w komérkach kalu-
sa Plantago asiatica dzielity sie w sposéb analogiczny jak to opisat Mingo-Castel
i wsp. w bulwach ziemniaka (11) i Pacini ze wsp. w Lolium perenne L. (12). W bada-
nych przez nas chloroplastach wystepowaty niekiedy plastoglobule - ciata lipido-
we (krople osmofilne). Wedtug Sjolunda i Weiera (6) sg to lipidowe rezerwy zani-
kajgce w czasie rozwoju chloroplastu. Wedtug Simpsona i Lee (13) wystepujg one
w stromie wiekszosci plastydéw: proplastydach, leuko-, chloro- i chromoplastach.
Niezbednym czynnikiem warunkujacym tworzenie chloroplastéw, jak wynika z lite-
ratury, sa oprécz Swiatta, cytokininy (5). Kalus zielony indukowaliSmy wzbogacajac
podtoze MS 2 mg/dm” BAP, ale stezenie 0,2 mg/dm” tej cytokininy wystarczyto do
dtugotrwatej hodowli tkankowej zielonej linii kalusa P. asiatica.

5. Whnioski

1. w kalusie Plantago asiatica wyhodowanym na Swietle wystepuja, jak w kalu-
sach innych roslin, proplastydy i amyloplasty o budowie typowe;j.

2. Chloroplasty w kalusie zielonym nie odbiegaja strukturg od chloroplastow
opisanych w kalusach innych roslin.
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