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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 uwazany za
bardzo cenny gatunek leczniczy, jest on rosling macierzystg su-
rowcow farmakopealnych wJaponii i Chinach. Ziele i nasiona dla
celow leczniczych (a takze na potrzeby przemystu spozywczego
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I kosmetycznego) pozyskuje sie badZ ze stanu naturalnego, badZ z hodowli polowej
(wyhodowano kilka kultywaréw).

Hodowlg in vitro tej rodliny zajat sie po raz pierwszy Yisheng w 1996 r. (1), ktéry
zregenerowat P. asiatica na drodze organogenezy posredniej. Wyniki swoich badan
opublikowat jedynie po chinisku, stad sg mato dostepne, znane tylko z angielskiego
streszczenia. Od kilku lat hodujg babke azjatyckg in vitro Makowczynska i Andrze-
jewska-Golec (2-7). Autorki w wyniku mikropropagacji uzyskaty okazy P. asiatica
0 niezmienionej morfologii (5,7). Badaly takze organogeneze in vitro i somatyczng
embriogeneze babki azjatyckiej (2,3,6). Wyhodowane kalusy poddawaty analizie hi-
stologicznej i Liltrastrukturalnej (4,6,8). Wiadomo, Ze bardzo charakterystycznym
elementem budowy tkanki kalusowej sg struktury trachealne, i im poswiecona jest
ta praca.

2. Materialy i metody

Materiat do badan stanowity kalusy morfo- i niemorfogenne Plantago asiatica L.
Uzyskano je na eksplantatach (korzenie, liscienie, hipokotyle) pochodzacych z sie-
wek wyhodowanych in vitro stosujgc podtoze Murashige i Skooga (MS) wzbogacone
0,2 mg/dm” kinetyny i | 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, wilgotno$¢ powietrza 80-90%,
oswietlenie 40 pM/m”s) na skosach agarowych.

Uzyskano dwie linie kalusa niemorfogennego: kremowag (MS z dodatkiem
0,5 mg/dm” 2,4-D i 0,2 mg/dm” BAP) i zielong (indukcja na podtozu MS wzbogaco-
nym 0,1 mg/dm” IAA i 2 mg/dm™ BAP; pasaze: MS z 0,5 mg/dm” IAA i 0,2 mg/dm”
BAP). Poprzez wielokrotne pasaze (przesadzanie kalusa powtarzano co 3-4 tygo-
dnie) uzyskano ustabilizowang hodowle tkanki kalusowej obu linii.

Podczas organogenezy posredniej uzyskano kalusy;

a) wyhodowany na podtozu 0,2 mg/dm™ IAA i | mg/dm™ BAP;

b) indukowany na podtozu MS z 2 mg/dm”™ NAA;

¢) indukowany na podtozu MS wzbogaconym 2 mg/dm” IBA.

Kalusy poddawano systematycznym badaniom morfologicznym i histologicznym.
Morfologie kalusa okre$lano gotym okiem oraz za pomocg mikroskopu stereosko-
powego. Powierzchnie wybranych kaluséw réznego pochodzenia (eksplantaty pier-
wotne: liscien, hipokotyl, korzen) zbadano takze za pomocg 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 ciggu 24 godzin i nastepnie 2% czterotlenkiem osmu w buforze fosfo-
ranowym o pH = 7,2 (utrwalacz utleniajacy) 2-4 godz. réwniez w temp. pokojowej,
ale w ciemnosci. Z kolei badany materiat odwadniano stosujgc wzrastajace stezenia
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 ztotem technicznym w na-
pylarce prézniowej typu SC6 Pelco fragmenty kalusa ogladano w SEM (Tesla BS340),
co dokumentowano mikrofotografiami. Badania w SEM przeprowadzita Jagna Karcz
w Zakfadzie Anatomii i Cytologii Roélin Uniwersytetu Slaskiego.

Do badan histologicznych sporzadzano skrawki i preparaty rozgniatane z kalu-
séw w 2-3 tygodniu hodowli kazdego pasazu. Z kazdego kalusa wykonywano ok.
20 preparatow. Umieszczano je w glicerolu z wodg i oglagdano za pomocg mikrosko-
pu Swietlnego MB-30 PZO. Stosowano takze 1% roztwér floroglucynolu w etanolu
z dodatkiem 48% kwasu siarkowego w celu zabarwienia zdrewniatych $cian elemen-
tow trachealnych. Z najlepszych preparatéw wykonywano zdjecia za pomoca mikro-
skopu Mikrophot MXA-Nixon w Pracowni Patomorfologii Szpitala im. Marii Konop-
nickiej w todzi.

Do badan ultrastruktury (kalus kremowy, zielony, kalus a) zastosowano transmi-
syjny mikroskop elektronowy (TEM) - JEM 100 B. Fragmenty kalusa pobrane ze
skosu agarowego, na ktérym byt 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 ciggu 1,5-2 godzin, a nastepnie w 1% czterotlenku osmu w | N bu-
forze kokakodylowym. Potem odwadniano badany materiat w alkoholu etylowym
0 wzrastajgcym stezeniu (50-100%). Skrawki uzyskane za pomocg ultramikrotomu
LKB 1l kontrastowano octanem uranylu i cytrynianem oftowiu. W pomocniczych
poicienkich skrawkach barwionych btekitem metylenowym wyszukiwano, stosujac
mikroskop swietlny, najbardziej interesujace fragmenty kalusdw, z ktorych nastep-
nie wykonywano mikrofotografie w TEM.

3. Wyniki

Kalusy niemorfogenne, a takze kalusy morfogenne, przed rozpoczeciem organo-
genezy charakteryzowaly sie podobng gruzetkowatg strukturg (fot. 1). Tracheogene-
za wystepowata we wszystkich badanych kalusach, zaréwno morfo-, jak i niemorfo-
gennych. Proces ten rozpoczynat sie juz na poczatku kalogenezy. Elementy tracheal-
ne tworzyly sie pojedynczo, chaotycznie. Stopniowo powstawaly mniejsze lub wiek-
sze ich skupienia (fot. 2). W kalusach morfogennych poczatek waskularyzacji byt po-
dobny, jak w niemorfogennych, jednak stopniowo powstawaty uszeregowane pasma
komorek odpowiednio zorientowanych, ktore faczyly sie z pasmami wytworzonymi
w mikropedach lub w zawigzkach korzeni (fot. 3,4). Obserwowane przez nas elemen-
ty trachealne charakteryzowaty sie obecnoscig zgrubier wytacznie helikalnych (spi-
ralnych) i siatkowatych. O ich lignifikacji $wiadczy dodatnia reakcja z 1% floroglucy-
nolem i 48% H2S04 (fot. 5). Zastosowanie TEM pozwolito na zapoznanie sie z proce-
sami transformacji komérki parenchymatycznej w element trachealny (fot. 6-13). Ob-
serwowano zgrubienia blaszki $rodkowej (fot. 6,7), degeneracje protoplastu (fot.
6-8) oraz wytwarzanie charakterystycznych zgrubien Sciany komorkowej (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 po6fdenki, barwiony
biekitem metylenowym, elementy trachealne (strzatka T), 300 x. Fot. 3-4. Katilogeneza kalusa morfo-
gennego ¢, 7 tydzien pasazu 0 - elementy trachealne (strzatka T), fot. 3 - 75 x, fot. 4 - 100 x.
Fot. 5. Katus morfogenny b, 7 tydzien pasazu 0 - siatkowate elementy tracheatne zabarwione 1% etano-
towym roztworem florogtucynolti i 48% kwasem siarkowym, 600 X.
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Fot. 6-13. Ultrastruktura kalusa (mikrofotografie elektronowe ). D - degeneracja protoplastu; F -
filamenty; L - ciafa lipidowe; M - mitochondrium; P - plazmalemma; S - ziarno skrobi; SC - $ciana
komorkowa; SW - $wiatto elementu trachealnego; T - tonoplast; Z - zgrubienia $ciany komorkowej.

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

Fot. 8. Daleko posunigta degeneracja protoplastu w komérkach kalusa morfogennego a, 15 000 x.

Fot. 9. Ciafa lipidowe zgromadzone przy $cianie komoérkowej kalusa morfogennego a, 50 000 X.
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Fot. 10-13. Tworzenie charakterystycznych zgrubien w elementach trachealnych: fot. 10 - w linii
zielonej kalusa niemorfogennego, 15 000 X; fot. 11-13 - w kalusie morfogennym a.

Fot. 11. Komérki pozbawione protoplastu i elementy trachealne z charakterystycznymi zgrubienia-
mi wtérnej $ciany komoérkowej, 7500 X.

Fot. 12. Sasiadujace ze sobg elementy trachealne, 7500 x.

Fot. 13. Struktura zgrubien $ciany komérkowej, 15 000 x.
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4. Dyskusja

Tracheogeneza w tkankach kalusowych jest zjawiskiem powszechnym i charak-
terystycznym dla proceséw cytodyferencjacji (9-12). Obserwowana byta we wszyst-
kich badanych przez nas kalusach. W elementach trachealnych tkanki kalusowej
P. asiatica wystepuja wytacznie dwa typy zgrubien Sciany komorkowej: helikalne
i siatkowate. Uwaza sie je za charakterystyczne dla elementéw trachealnych tkanki
kalusowej (10). Fra$ i Nowak (9) wyjatkowo obserwowaty w kalusach pieprzowca
rocznego elementy trachealne o zgrubieniach drabinkowatych i jamkowatych.

Tworzenie kolejnych elementéw trachealnych odbywa sie najprawdopodobniej
poprzez indukcje homeogeniczng - zdeterminowana komorka trachealna wywiera
dziatanie indukujace na lezace obok niej komérki, w wyniku czego moga sie two-
rzy¢ ciggi elementow trachealnych lub ich skupienia. Indukcja homeogeniczng moze
byé zwigzana z uwolnieniem substancji wzrostowych w czasie rozktadu protopla-
stu. Czesto rdznicowanie komodrek w elementy trachealne poprzedzone jest po-
dziatem komodrek, ale przeksztatcenia komorki mogg nastepowac tez bez po-
dziatow.

Badania w TEM pozwolity zaobserwowaé przeksztatcenia $ciany komorkowej,
a takze radykalne zmiany we wnetrzu komérek polegajace na catkowitym zaniku
protoplastu, poprzedzonym stopniowym trawieniem sktadnikow komorki w wod-
niczce. jednak trudno zastosowa¢ TEM do systematycznych analiz ze wzgledu na
koszty, stosunkowo skomplikowang procedure, a takze niedostateczne wyposaze-
nie placéwek naukowych w mikroskopy elektronowe.

5. Wnioski

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

2. Mikroskop transmisyjny elektronowy daje mozliwo$¢ przesledzenia etapow
tracheogenezy, zbadania ultrastruktury formacji waskularnych.
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