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STRESZCZENIE

Uktad elementow trachealnych i wydluzo-
nych komérek parenchymatycznych wskazuje
na pewne aspekty polarnosci tkanek. W niekto-
rych regionach parenchymy rdzeniowej umiesz-
czonej pomigdzy Zrodiem a ujsciem auksyny
pierwotna polarno$¢ zostaje zachowana w kul-
turach in vitro i przejawia si¢ powstawaniem
diugich naczyn z dobrze wyksztalconymi cecha-
mi osiowymi. Parenchyma rdzeniowa poddana
dzialaniu egzogennej auksyny przeksztalca si¢
w kalus i nie zachowuje osiowego wzoru wzro-
stu. W kalusie nie powstawaly liniowe naczynia
a jedynie naczynia kotowe lub spiralne.

WSTEP

Wyksztalcenie si¢ polarnosci ro$liny jest in-
tegralng sktadowg rozwoju ontogenetycznego
i odzwierciedla polarno$¢ zygoty (Steinmann
i wsp.1999, Hamann 2001). We wczesnych sta-
diach embriogenezy organogeneza i histogene-
za zachodza roéwnocze$nie; w wyniku organo-
genezy zostaja uksztaltowane i odpowiednio
wzgledem siebie rozmieszczone merystem
wierzchotkowy pedu, hipokotyl, liscienie, radi-
kula i merystem wierzchotkowy korzenia, nato-
miast w wyniku histogenezy powstaja prekur-
sory tkanki okrywajacej, migkiszowej i wasku-
larnej, dajace si¢ wyrdzni¢ dzigki szczegdlnym
wzorom wzrostu i orientacji podziatow (Den-
gler 2001).

Polarnos$¢ uwidacznia si¢ na réznych pozio-
mach organizacji ciafa rosliny, zaréwno na po-
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ziomie organow (odmiennos$¢ pedow i korzeni)
jak i ultrastruktury komorek (asymetryczne roz-
mieszczenie organelli komorkowych, asyme-
tryczne rozmieszczenie biatek w btonie komor-
kowej); jej przejawy mozna obserwowac takze
w zjawiskach transportu substancji. Odbiciem
osi polarnos$ci rosliny na poziomie tkankowym
i komérkowym jest osiowy uktad tkanek prze-
wodzacych, orientacja dlugich osi komorek,
zgrubienia wtornej $ciany elementéw tracheal-
nych prostopadie do dlugiej osi komorki (i or-
ganu) oraz umiejscowienie perforacji (Gersani
1 Sachs 1984, Sachs 1981a, Sachs 1991, War-
ren-Wilson i wsp. 1991).

Auksyna, ktdra reguluje wiele proceséw od
embriogenezy do starzenia (Estelle 1992) odpo-
wiada za wyksztalcenie osi polarnosci (Chen
i wsp. 2001, Benjamins i wsp. 2001, Mayer
i wsp. 1993, Berleth Juergens 1993) i jej utrzy-
manie w dalszych etapach rozwoju. Uwaza si¢,
ze za utrzymanie polarno$ci odpowiedzialny
jest polarny transport auksyny, ktérego podio-
zem jest asymetryczne rozmieszczenie bialek
transportujacych auksyne (Estelle 1998, Muller
i wsp. 1998).

Auksyna jest hormonem, ktéry moze stymu-
lowa¢ wiasny transport i czyni¢ go ,bardziej
polarnym” (Rayle i wsp. 1969). Ta autokatali-
tyczna wiasnos$¢ transportu auksyny ma bardzo
powazne konsekwencje dla inicjowania polar-
nosci transportu w tkance poczatkowo nie wy-
kazujacej cech polarnosci. Przypuszcza sig, ze
poczatkowo dyfuzyjny transport auksyny od
Zrodta do ujscia dzigki samowzmocnieniu indu-
kuje polarno$¢ w tkance (Sachs 1981b, ¢, War-
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ren-Wilson i Warren-Wilson 1991, 1993).
W organach ro§linnych auksyna produkowana
w wierzchotku pedu przemieszcza si¢ dyfuzyj-
nie w kierunku ujécia, ktéorym sa wigzki prze-
wodzace; wraz z przetransportowaniem pewnej
porcji auksyny ustala si¢ preferowany kierunek
transportu i pojawia si¢ polarno$¢ transportu
(Sachs 1981a). Ustanowiona polarnos$¢ jest
utrzymywana dzigki dodatniemu sprz¢zeniu
zwrotnemu. Poniewaz polarny transport jest
szybszy i bardziej wydajny niz dyfuzja, to pre-
ferowane jest utrzymanie kierunku transportu
wzdtuz ustalonej osi polarno$ci, nawet wbrew
gradientowi egzogennej auksyny (Sachs
1981c). Polarnos¢ transportu jest stabiej wyra-
zona i mniej trwafa w parenchymie podstawo-
wej, niz w dojrzewajacych elementach tkanek
przewodzacych i prokambium oraz kambium
(Sheldrake 1973).

Postuluje si¢, zZe polarny transport auksyny
w okre§lonym kierunku przez tkank¢ poczatko-
wo nie transportujacg auksyny polarnie moze
by¢ zapoczatkowany przez dyfuzje (Mitchinson
1980, Sachs 1991, Warren-Wilson i Warren-
Wilson 1993). Markerem osi polarno$ci jest
orientacja diugich osi komorek i przebieg cig-
gow elementdéw trachealnych. Wielu przykia-
dow indukcji polarnosci pod wptywem przepty-
wu auksyny dostarczajg prace Sachsa (na przy-
kiad 1968, 1991) nad przebiegiem wiazek prze-
wodzacych od punktowego zrédta. Wigzki roz-
nicowaly si¢ wzdluz domniemanego kierunku
przeplywu auksyny od Zrdédta (na przyktad pa-
sty lanolinowej zawierajacej auksyng) do uj-
$cia, ktorym byly istniejace wigzki przewodza-
ce lub korzenie.

W uktadach dos§wiadczalnych stosowanych
przez Warren-Wilson i Warren-Wilson oraz
Sachsa indukowano ksylogenezg¢ w tkance mig-
kiszowej, znajdujacej si¢ w organie, a tym sa-
mym poddanej oddziatywaniom migdzykomor-
kowym, badz w tkance eksplantatow pierwot-
nych (rdzen fodygi) z regularnym uktadem ko-
morek, ktoére mogty zachowa¢ pamig¢ o potoze-
niu w ro$linie i oryginalnej polarnosci.

Kalus nie transportuje auksyny polarnie,
lecz w drodze dyfuzji zgodnie z gradientem
koncentracji, co pokazano badajac charaktery-
styke przeptywu radioaktywnej auksyny poda-
nej na kalus w bloczku agarowym (Jeffs i Nor-
thcote 1967). Tkanka kalusa oprocz braku zdol-
nosci do transportowania auksyny w sposob po-
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larny, charakteryzuje si¢ brakiem preferowane-
go kierunku wydiuzania komorek, orientacji
$cian podzialowych, uporzagdkowania mikrotu-
bul oraz mikrofibryli celulozy w $cianach
(Warren-Wilson i Warren-Wilson 1993). Tym
samym moze by¢ dobrym uktadem do badania,
w jakim stopniu mozliwe jest indukowanie po-
larnego transportu auksyny dzigki poczatkowe;j
dyfuzji od zrédta do ujscia.

W pracy postanowiono zbada¢ czy w kalusie
rosnacym pomiedzy zrodiem i ujsciem auksyny
pojawiaja si¢ komorkowe przejawy osiowosci
wyrazone przebiegiem ciggdw elementow tra-
chealnych, rozmieszczeniem perforacji, organi-
zacja podzialéw komérkowych i wzrostu elon-

gacyjnego.
MATERIALY I METODY

Nasiona Zinnia elegans cv. multiflora zaku-
pione w firmie Coleus Poznan, po namoczeniu
przez 10 h w wodzie wodociagowej wysiewano
do donic z ziemig umieszczonych na regale ho-
dowlanym pod o$wietleniem lamp halogeno-
wych OSRAM Fluora 18 W, przy fotoperiodzie
14 h $wiatto/10 h ciemno$¢. Rosliny podlewano
woda wodociggowa. Odcinki migdzywezli be-
dace zrédiem eksplantatéw pierwotnych stery-
lizowano przez 20 min w 3% podchlorynie so-
du. Stosowano zestawy mikro-, makroelemen-
tow 1 witamin wediug Murashige, Skooga
(1962). Stezenie sacharozy w pozywce wynosi-
to 2%. Pozywki zestalano 0,8 lub 1% agarem.

W celu izolacji rdzenia todyg ze sterylnych
odcinkéw trzeciego migdzywezla 10-tygodnio-
wych roslin (o $rednicy okoto 4 mm), odcinano
tkanki korowe i przewodzace. (Poniewaz w to-
dygach istnieja silne napr¢zenia tkankowe, kto-
re powoduja wyginanie wycinka jednostronnie
pozbawionego tkanek zewnetrznych, konieczne
bylo szybkie, naprzemienne odcinanie frag-
mentoéw tkanek korowych i przewodzacych, raz
z jednej, raz z drugiej strony fodyg). Otrzyma-
ne eksplantaty o $rednicy okofo 1 mm umiesz-
czano pomigdzy potéwkami szalek Petriego,
zawierajacymi pozywke zestalong agarem 1%
(Ryc. 1).IAA w stezeniu 1,25 10* M znajdowat
si¢ w pozywce podanej na koniec apikalny lub
bazalny odcinkéw rdzenia. W wariantach kon-
trolnych pozywka nie zawierata auksyny.

W celu otrzymania kalusa pozbawionego
elementow trachealnych na apikalny koniec od-
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Ryec. 1. Sposéb umieszczenia izolowanego rdzenia todygi migdzy dwiema poiéwkami szalek Petriego zawiera-

jacymi pozywke zestalong agarem

Fig. 1. The technique of culture of pith parenchyma between two halves of Petri dishes containing culture medium

cinka epikotylu podawano bloczek agarowy,
zawierajacy 10* M auksyny, ktory po tygodniu
usuwano (Ryc. 2). Kalus pierwotny powstaty
po kolejnych trzech tygodniach na apikalnym
konicu eksplantatu pasazowano na nowa po-
zywke. Pasazowane fragmenty mialy ksztait
potkuli o $rednicy okolo 4 mm i wysokosci
okoto 2 mm. W celu indukcji r6znicowania ele-
mentow trachealnych w kalusie na szczycie ko-

puly kalusa pierwotnego umieszczono kulki
anionitu DOWEX X 100, nasaczonego auksy-
na, ktére wymieniano co 24 h. Zawarto$¢ au-
ksyny w kulce anionitu o §rednicy 250 um wy-
nosita 30 pg.

Materiat utrwalono 2,5% aldehydem glutaro-
wym w 0,7 M buforze fosforanowym o pH 6.8.
Odrgczne przekroje przeswietlono 80% kwasem
mlekowym. Poélcienkie skrawki przez materiat
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Ryec. 2. Zestawienie zabiegdw stuzacych do otrzymania kalusa pozbawionego elementoéw trachealnych na koncu
apikalnym wycinka todygi oraz indukcji réznicowania elementéw trachealnych w tkance kalusowej

pasazowanej na nowg pozywke

Fig. 2. The technique of obtaining primary callus deprived of the tracheary elements and induction of xyloge-

nesis in the callus passaged to the new medium
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zatopiony w eponie wykonano przy uzyciu
ultramikrotomu, zabarwiono metoda PAS i do-
barwiano bigkitem toluidyny i zamknigto
w euparalu. Obserwacje mikroskopowe prowa-
dzano przy uzyciu mikroskopu OLYMPUS
AX70 PROVIS. Elementy trachealne obserwo-
wano w mikroskopie skaningowym.

WYNIKI

Pod wptywem egzogennej auksyny tkanka
izolowanego rdzenia fodyg stawata si¢ dosy¢
luzna — komorki rozklejaly si¢ i jednoczesnie
pojawiala si¢ duza aktywnos§¢ mitotyczna, przy
czym S$ciany podzialowe zaktadaly si¢ we
wszystkich kierunkach (Ryc. 3a, b; Ryc. 4).
Prowadzito to do powstania kalusa o guzetko-
watej strukturze.

Intensywno$¢ podziatow komoérkowych za-
chodzacych w komdrkach rdzenia byta rézna
u réznych eksplantatdw. Zaobserwowano, ze
w obszarach, w ktorych podzialy byly mniej
liczne (a do takich nalezaty rdzen todyg, na kto-
ry nie podano auksyny i niektére obszary rdze-
nia todyg, na ktory podano auksyne) $ciany po-
dzialowe zaktadaty si¢ prostopadle lub réwno-
legle do dtugiej osi fodygi. W takich obszarach
przypominajacych ukladem komorek strukture
rdzenia mogta zaj$¢ regeneracja liniowych na-
czyn.

Intensywnie dzielace si¢ komorki daty nato-
miast poczatek guzetkom kalusa. W wyniku po-
dziatéw komorek rdzenia powstaty kilku — kil-
kudziesigciokomérkowe kompleksy. Sciany
podziatowe, ktore zaktadaly si¢ w réznych
orientacjach wzglgdem pierwotnej osi todygi,
byly jednak prostopadie lub réwnolegte do po-
wierzchni guzetkéw. Poniewaz wzrost komo-
rek poszczegdlnych guzetkow kalusa nie za-
chodzit wzdluz wybranej osi, powstawaly
struktury w przyblizeniu kuliste.

W poszczegolnych ,jednostkach” kalusa,
(w poszczegdlnych guzetkach), nie mozna byto
wyrozni¢ preferowanego kierunku wzrostu, po-
mimo ze tak powstaly kalus znajdowal si¢
w ukladzie przeplywowym, to znaczy zrodio
auksyny wciaz znajdowalo si¢ na jednym kon-
cu tkanki, a ujscie (czyli agar bez auksyny, do
ktorego mogta ona dyfundowad) na drugim.
Komérki w obrgbie guzetkéw roznity sig
ksztattem: komorki na powierzchni guzetkow
byly izodiametryczne, natomiast pod po-
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wierzchnia wystgpowaly wydluzone komorki
migkiszowe, a jeszcze glgbiej wydluzone ele-
menty trachealne. W samym centrum guzetka
wystgpowaly izodiametryczne komorki migki-
szowe (Fig. 3c).

W elementach trachealnych powstatych
w kalusie pierwotnym i wtornym wystepuja
otwarte perforacje (Fig. 3d). Wielko$¢ perfora-
cji cztondw naczyn kalusa jest zr6znicowana.
W kalusie istnieje réwniez zroznicowanie typu
perforacji: wystepuja zarowno perforacje proste
jak i perforacje zlozone, podczas gdy w pedzie
wystepuja wylacznie perforacje proste.

Ciagi elementow trachealnych w izolowanym
rdzeniu fodyg i kalusie pierwotnym

Wyrdznicowane w eksplantatach ciagi ele-
mentow trachealnych mialy roézny przebieg
przestrzenny, tak wigc wyrozniono kilka ty-
pow, ktore byly wykorzystywane w dalszej
charakterystyce materiatu (Ryc. 5).

Liniowe ciagi zbudowane z komorek z do-
brze wyrazong osiowoscia (Typ 1), powstawaly
w wielu eksplantatach po podaniu auksyny
na koniec apikalny (90% eksplantatéw),
a w znacznie mniejszej liczbie eksplantatow,
u ktorych auksyne podano na koniec bazalny
(35%). Uktady liniowe o dlugosci od 200 um
do 800 wm, ztozone z kilku — kilkunastu izodia-
metrycznych komorek ze stabo zaznaczona po-
larnoscia (Typ 2), biegnace wzdiuz osi eksplan-
tatu powstawaly w koncu, na ktéry podawano
auksyne. Roznicowanie elementow tracheal-
nych poprzedzone bylo w tym wypadku kilko-
ma, przewaznie poprzecznymi, podziatami ko-
morek rdzenia. W wyniku tych podzialow po-
wstaly prawie izodiametryczne komorki, ktore
nastgpnie podjelty réznicowanie. Wzor zgrubief
wtdrnej $ciany nie pozwalal na wyznaczenie osi
polarnosci tych komorek.

W przypadku podania IAA na koniec bazal-
ny pojawialy si¢ uktady wieloksztaltne (Typ 4),
dla ktorych niemozliwe bylo okre$lenie
uporzadkowania w ciagi (diugie osie i zgrubie-
nia $ciany wtdrnej utozone byty w réznych ori-
entacjach).

Uktady elementéw trachealnych u podstawy
korzeni (Typ 5) tworzyty lejkowate rozszerze-
nia; mozna powiedzie¢, ze elementy trachealne
»kierowaly” si¢ do korzenia, jednak poza tym
lokalnym uporzadkowaniem elementow trache-
alnych nie zaobserwowano wptywu korzeni na
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Rye. 3. A i B — polcienkie przekroje podtuzne przez tkanke izolowanego rdzenia todygi w hodowli in vitro.
A. z auksyng B. bez auksyny; pasek skali — 50 um. C. Polcienki przekrdj przez guzetek kalusa; pasek skali —
50 um. D. Czlon naczynia powstatego w kalusie. W mikroskopie skaningowym; pasek skali — 4 um

Fig. 3. A-B Semi-thin longitudinal sections of stem pith parenchyma cultured in vitro A. with auxin, B. without
auxin; scale bar — 50 um. C. semithin section of callus nodule; scale bar — 50 um. D. Vessel member formed in
callus under scanning electron microscope; scale bar 4 um
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Ryc. 4. Kierunki podzialéw komorek rdzenia wzgledem pierwotnej osi fodygi
Fig. 4. Orientation of cell divisions in pith parenchyma in respect to the original axis of the stem

organizacje ciggéw elementow trachealnych
w eksplantacie.

We wszystkich wariantach do$wiadczenia
pojawiaty si¢ eksplantaty, w ktérych mozna by-
fo znalez¢ ukiady kotowe, spiralne, kuliste
i rézne typy zawirowan i petli (Typ 3). Mozna
bylo zauwazy¢ tendencje do czestszego ich wy-
stepowania przy koncu bazalnym. W silnie ka-
lusowaciejacej warstwie peryferycznej eks-
plantatu wystepowaly wylacznie ciagi o prze-
biegu kotowym i spiralnym. Wykonano rekon-
strukcje ciggéw elementow trachealnych na
podstawie serii przekrojow. Okazalo sig, ze
w niektérych guzetkach o ksztaicie w przybli-
zeniu kulistym wystgpowaly uklady kotowe,
otaczajace migkiszowy ,rdzen” (Ryc. 6). Jak
wspomniano wyzej, nawet w nieznacznie ,,wy-
dtuzonych” guzetkach przebieg naczyn nie byt
prostoliniowy. Uwazne ogladanie takich cia-
gow elementéw trachealnych z réznych stron
pozwolito stwierdzi¢, ze oprécz zamknigtych
pierécieni pojawialy si¢ uktady przypominajace
spirale o zmieniajacym si¢ skoku. W guzetkach
kalusa posiadajacych ptatowate uwypuklenia
ciagi elementow trachealnych ,,wirujace” w ob-
rebie poszczegodlnych platow rozgatezialy sie
ilaczyly z ciggami innych ptatow.

Ksztalt grupy elementéw trachealnych wy-
raznie zwigzany byt z ksztattem guzetka i tak,
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w guzetkach 6semkowato przewezonych ele-
menty trachealne przebiegaly po 6semkowato
zakrzywionym torze, natomiast w bardziej kuli-
stych byty one ciasno zwinigtymi spiralami. Ta-
kie ptaskie spirale na grubych preparatach od-
recznych sprawialy wrazenie kulistych.

W wariantach, w ktérych nie podawano au-
ksyny, w niektorych guzetkach kalusa wyksztat-
conego na koricach eksplantatu powstawaty spi-
ralne ukiady elementéw trachealnych, przy
czym ksylogeneza byla znacznie mniej inten-
sywna niz w wariantach z egzogenna auksyna.

Ciaggi elementow trachealnych w kalusie
wtornym

We wtomej tkance kalusowej, ktora wzra-
stala na powierzchni kalusa pierwotnego pod-
czas trwania do§wiadczenia, elementy tracheal-
ne powstawaly bardzo licznie w wariantach
z auksyng i sporadycznie w wariantach bez au-
ksyny.

Naczynia, ktére powstaty w tkance kaluso-
wej, narastajacej po pasazowaniu kalusa pier-
wotnego na nowa pozywke nie miaty przebiegu
prostoliniowego, lecz byty spiralami. Przebieg
tych ciagéw byt taki jak ksztalt guzetkéw kalu-
sa, w ktorych powstawaty.

W niektorych fragmentach tkanki kalusowe;j
zachodzita ryzogeneza. Elementy trachealne
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Ryc. 5. Wyréznione typy uktadow elementow trachealnych powstatych w tkance izolowanego rdzenia i powsta-
jacym kalusie pod wplywem auksyny podanej na jeden koniec eksplantatu

Typ 1. liniowe ciagi, o dtugosci przekraczajacej 1000 um, utworzone z komorek z wyraznie zaznaczong diuga
osig lezaca zgodnie z kierunkiem przebiegu ciagu. Typ 2. krotkie, liniowe ciagi ztozone z komorek izodiame-
trycznych. Typ 3. ciagi spiralne. Typ 4. krotkie, rozgalezione ciggi zlozone z komérek o réznym ksztalcie
i orientacji. Typ 5. ciagi charakterystyczne dla miejsc inicjacji korzeni przybyszowych

Fig. 5. Different types of arrangement of tracheary elements formed in isolated pith parenchyma and in arising
callus under the influence of auxin supplied to the one end of explant

Type 1. linear strands of a length exceeding 1000 pm, consisted of cells with long axis parallel to the direction
of strands. Type 2. short, linear strands consisted of isodiametrical cells. Type 3. spiral strands. Type 4. short,
branched strands consisted of cells of different shapes and orientation. Type 5. strands characteristic for the pla-
ce of origin of of the initiation of adventitious roots

w korzeniu mialy orientacj¢ zgodna z osia ko- DYSKUSJA

rzenia, natomiast u podstawy korzeni wystgpo-

waly charakterystyczne lejkowate rozszerzenia 1. Wzrost tkanki umieszczonej pomiedzy
wiazek; elementy trachealne zorientowane  Zrédiem i ujSciem ausyny

w roznych kierunkach ,kierowaty” si¢ do ko- Powszechnie przyjety jest poglad, ze w po-
rzenia. Nie zaobserwowano ciaggdw Iaczacych  wstawaniu i utrzymywaniu osi polarnosci rosli-
korzen ze zrodlem auksyny, czyli kulkg anioni-  ny kluczowa rolg petni polarny transport auksy-
tu umieszczong na szczycie kopuly kalusa pier-  ny (Estelle 1998; Hamann 2001; Fischer i wsp.
wotnego. 1997; Hadfi i wsp. 1998). W organach ro$lin-
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Ryec. 6. Rekonstrukcje budowy guzetka kalusa z ciggami elementow trachealnych (kolor niebieski) otaczajacy-
mi migkiszowy rdzen (kolor biaty). Kolorem z6ttym zaznaczono $wiatlo elementéw trachealnych

A-B - Uktad kotowy

C-D - Uktad spiralny

Fig. 6. Reconstruction of structure of callus nodule with tracheary strands (blue color), surrounding parenchy-
matous pith (white color). Lumina of tracheary elements are coloured with yellow

A-B Circular arrangement of tracheary elements

C-D Spiral arrangement of tracheary elements

nych odpowiednimi zabiegami mozna lokalnie ~ polarnosci. W znacznej jednak czgsci kalusa
zmieni¢ 0§ polarno$ci poprzez podanie auksyny ~ powstalego w wyniku podzialéw eksplantatu
(Sachs1991). Pojawia si¢ jednak pytanie: w ja-  pierwotnego nie powstaja ciagi liniowe, lecz
kim stopniu utrzymanie polarnoséci lub indukcja  kolowe i spiralne, a ukfad komdrek jest bardzo
polarno$ci w poczatkowo niepolarnej tkance  silnie zmieniony w stosunku do uktadu wyj-
zalezy wylacznie od polarnego transportu au-  Sciowego. Dlaczego zatem, pomimo potencjal-
ksyny, a w jakim stopniu od innych czynnikdbw  nych mozliwo$ci utrzymania polarnego trans-
pochodzacych ze $rodowiska zewnetrznego — portu auksyny (uktad Zrodio i ujscie na prze-
i wewngtrznego organizmu lub jego czgéci. ciwlegtych koncach tkanki), w znacznej czgséci
W doswiadczeniach prezentowanych w ni-  eksplantatu dochodzi do catkowitego znie-
niejszej pracy utrzymanie polarnoéci w tkance  ksztalcenia oryginalnego wzoru komorek?
eksplantatu pierwotnego umieszczonego po- W tym sztucznym uktadzie doswiadczalnym
migdzy zrodlem auksyny, a jej ujsciem przeja-  tkanka rdzenia jest pozbawiona relacji migdzy-
wia si¢ wytwarzaniem liniowych ciagéw ele-  komdrkowych, jakie wystgpowaly w organie.
mentéow trachealnych wzdluz pierwotnej osi  Jedng ze zmian, jakiej tkanka rdzenia doznala
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po izolacji z fodygi jest uwolnienie jej od wpty-
wu tkanek zewnetrznych. Zgodnie z obserwa-
cja Lintilhaca (1984) orientacja $cian podziato-
wych zalezy od rozktadu napr¢zen mechanicz-
nych, mianowicie $ciany podziatowe wykazuja
tendencj¢ do uktadania si¢ prostopadle do jed-
nego z naprezen gléwnych (minimalnego lub
maksymalnego). Innymi stowy $ciana podzia-
fowa zaktada si¢ w plaszczyZnie wolnej od na-
prezen Scinajacych. Trajektorie naprezen gtow-
nych sa prostopadle oraz réownolegte do po-
wierzchni, wigc rozktad naprezen mechanicz-
nych w tkance zalezny jest bezposrednio od
ksztaltu danej struktury (Lintilhac i Vesecky
1980). W izolowanych na skutek rozklejenia
komorkach rdzenia orientacja $cian podziato-
wych byla przypadkowa wzglgdem pierwotnej
osi organu, ale zalezna od ksztaltu poszczegodl-
nych struktur — na poczatku komérek rdzenia,
a pozniej guzetkow kalusa. Ksztalt guzetkow
kalusa zwykle odbiegal mniej lub bardziej od
ksztattu kulistego: byty one nieznacznie wydtu-
zone, mozna w nich bylo wyro6zni¢ ptaty lub lo-
kalne uwypuklenia. Zmiana ksztaltu po-
wierzchni organu wywolywata zmiang rozkta-
du napre¢zen giownych, co z kolei pociagato za
soba odpowiednig orientacj¢ podziatow. Tak
wiec organizacja podzialéw komorkowych jest
czg$ciowo samoorganizujacym si¢ procesem.

Poniewaz guzetki kalusa sa ze soba luzno
potaczone, to kazdy z guzetkéw mozna trakto-
wac jak niezalezne centrum morfogenetyczne.
Auksyna niewatpliwie tworzy system informa-
cji pozycyjnej, jednak miesci si¢ on w grani-
cach okreslonych ksztaltem ciata roéliny (orga-
nu). W przypadku kalusa pole morfogenetycz-
ne ogranicza si¢ przypuszczalnie do poszcze-
g6lnych guzetkow.

2. Polarnos¢ transportu auksyny i réznico-
wanie naczyn

Jedna ze szczeg6lnych cech indukcji tkanki
waskularnej przez auksyng jest to, ze podanie
Zrodta auksyny wywoluje pojawienie si¢ linio-
wego ciagu, przediuzajacego si¢ w kierunku ba-
zalnym od miejsca podania (Sachs 1981a). Jest
to intrygujaca wlasciwos¢, poniewaz roznico-
wanie zachodzi wzdiuz nitki czy wiazki komo-
rek (wzdluz ,kanalu”, sasiadujgcego z paren-
chymatyczng tkanka). Kanalizacja prowadzi do
pojawianie si¢ kanatow, a nie catych ,,patow”
lub przestrzeni objetych roznicowaniem. Praca

113

Mattsona i wsp. (1999) z zastosowaniem inhibi-
toréw polarnego transportu auksyny stanowi
doskonate eksperymentalne potwierdzenie roli,
jaka pelni polarny transport auksyny w ciaglo-
$ci wiazek przewodzacych oraz ograniczeniu
réznicowania ciagow do waskich pasm, czyli
wlasnie w kanalizacji. Na gruncie hipotezy ka-
nalizacji mozna wyja$ni¢ powstanie liniowych
naczyn, zbudowanych z komorek o dobrze wy-
réznionej osi.

a) Zrédlo polarnosci komérek rdzenia

Pojawia si¢ w zwiagzku z tym pytanie, czy
polarno$¢ ta zostata indukowana przez auksy-
n¢ podang na jeden koniec i przemieszczajaca
si¢ poczatkowo dyfuzyjnie przez tkanke rdze-
nia w dot gradientu koncentracji (od zZrédia
auksyny — koralik anionitu, do jej ujscia —
agar nie zawierajacy auksyny), czy tez jest
pierwotng wtasciwosécig komorek rdzenia, od-
powiadajaca polarnosci wystgpujacej w tody-
dze in situ.

Gdyby polarny transport auksyny byt wyni-
kiem indukcji pod wptywem poczatkowo dyfu-
zyjnego przemieszczania si¢ auksyny przez
tkanke parenchymy, to nalezatoby oczekiwac¢
porownywalnych czgstosci eksplantatow z re-
generacyjnymi ciaggami elementow tracheal-
nych, bez wzgledu na to czy auksyng podano na
koniec bazalny, czy apikalny. Tymczasem czg-
sto$¢ eksplantatow, w ktorych powstaly dlugie,
liniowe ciagi zbudowane z komorek o dobrze
wyrazonej 0siowosci, penetrujace caly wycinek
rdzenia byla wyzsza po podaniu auksyny na ko-
niec apikalny w poréwnaniu z czgstoscig po-
wstawania takich ciaggéw po podaniu auksyny
na koniec bazalny, co wskazuje, ze powstanie
tego typu ciagdw jest raczej przejawem istnie-
nia pamigci o oryginalnej polarnosci. Pojawie-
nie si¢ obserwowanej réznicy mozna wyjasni¢
w oparciu o zdolno$¢ do polarnego transportu
auksyny przez tkanke¢ rdzenia todygi i zacho-
wanie tej zdolnosci po izolacji. Istnienie trudne;j
do odwrdcenia silnej polarnosci, ktorej podto-
zem jest transport auksyny jest do$¢ zaskakuja-
ce. Co prawda, badania nad zdolnoS$cig rdzenia
todyg cynii do polarnego transportu auksyny
nie byly prowadzone, jednak wyniki badan nad
innymi obiektami wskazuja, ze rdzen albo nie
transportuje auksyny polarnie, albo polarnos¢
jest staba (Warren-Wilson i wsp. 1991; Shel-
drake 1973).
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b) lokalna polarnos$¢ w kalusie

Wyniki badan nad istnieniem polarnosci
transportu auksyny w tkance kalusowej §wiad-
€z3 o tym, ze przemieszczanie si¢ auksyny w tej
tkance ma charakter dyfyzji (Jeffs i Northcote
1967), a tkanka kalusowa jest jednorodna pod
wzgledem kierunku transportu auksyny. Wyni-
ki do$wiadczen Wetmora i Riera (1963) nad
réznicowaniem elementéw trachealnych w ka-
lusie, na ktdrego szczycie umieszczano bloczek
agarowy z auksyng takze $wiadcza o braku in-
dukcji dlugodystansowej polarnosci w kalusie.

Opisane w pracy wystgpowanie naczyn
w kalusie dostarcza posrednich dowodow, ze
w tej tkance istniata lokalna polarno$¢ kotowa,
a przebieg naczyn odzwierciedla drogi polarne-
go transportu auksyny, jaki dokonywal sig¢
w komoérkach podczas roéznicowania (Sachs
i Cohen 1982, Kurczynska 1989, Kurczynska
i Hejnowicz 1991).

Wyniki badan nad charakterem transportu
auksyny w wigkszym fragmencie tkanki kalu-
sowej, na podstawie ktorych stwierdzono brak
polarnosci transportu (Jeffs i Northcote 1967)
nie moga by¢ interpretowane jako brak polar-
nosci w ogdle. Nie uwzgledniaja one lokalnych
warunkow i trwalej polarno$ci kotowej, ktdéra
nie jest zjawiskiem wyjatkowym w tkankach
roslinnych (Hejnowicz i Kurczynska 1987;
Lev-Yadun i Aloni 1990).

3. Umiejscowienie ksylemu w kalusie

W nienaruszonych roslinach pasma prokam-
bium i wiazki przewodzace pojawiaja si¢ zgod-
nie z charakterystycznym dla gatunku wzorem
w okres§lonych miejscach. Hipoteza kanalizacji
Sachsa wyjasnia rolg, jaka pelni polarny trans-
port auksyny w tworzeniu ciaggdéw elementdw
przewodzacych w postaci podtuznych pasm
oraz w zapobieganiu indukcji roéznicowania
w parenchymie, nie ttumaczy jednak lokalizacji
prokambium. Warren-Wilson i Warren-Wilson
(1984), nie ujmujac nic ze znaczenia kanaliza-
cji transportu auksyny w powstawaniu linio-
wych ciggdw komorek przewodzacych wzdtuz
szlakoéw jej transportu zaproponowali, ze
W umiejscowieniu prokambium dziata jaki$
mechanizm rozpoznawania wsp6trzgdnych po-
larnych komorek. Na podstawie do$wiadczen
z zakrywaniem powierzchni zranienia stworzy-
li oni "teori¢ wolnej powierzchni’ (*free surface
theory’) (Warren-Wilson i Warren-Wilson
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1961, Warren-Wilson i Warren-Wilson 1984),
wedtug ktorej prokambium czy kambium two-
rzy si¢ rownolegle do kazdej (sztucznej i natu-
ralnej) wolnej powierzchni, w pewnej odlegto-
$ci od niej; floem odkiadany jest na strong
zwrécong do powierzchni, a ksylem na strong
przeciwng. W materiale do§wiadczalnym opra-
cowanym w niniejszej pracy naczynia nie do-
chodzity do powierzchni guzetkow, lecz rozni-
cowaly si¢ w ich wngtrzu, przy czym nie obser-
wowano ukfadu promienistego, lecz koncen-
tryczny, co wlasnie moze by¢ skutkiem zaloze-
nia si¢ prokambium réwnolegle do powierzch-
ni guzetka.

Warren-Wilson i Warren Wilson (1984) sta-
wiaja zalozenie, ze oddzialywanie wolnej po-
wierzchni na tkanki lezace glebiej odbywa si¢
poprzez powstajacy w tkance gradient jakiego$
nieokreslonego blizej czynnika rozchodzacego
si¢ od odkrytej powierzchni do wnetrza; kam-
bium moze powsta¢ tylko w jednym potozeniu,
okreslonym st¢zeniem (poziomem) tego czyn-
nika, natomiast produkowanie ksylemu i flo-
emu przez kambium jest zalezne od rozpozna-
nia kierunku tego gradientu (Warren-Wilson
i Warren-Wilson 1984). Zaproponowana przez
Warren-Wilsonow teoria gradientu indukcyjne-
£o ma pewne mankamenty:

—nie okres$lono jaki czynnik uczestniczy
w przekazywaniu informacji pozycyjnej,

—nie mozna wyjasni¢ w jaki sposéb gradient
substancji mialby okresla¢ kierunki podzia-
tow w tkance,

— co stanowi zrodio morfogenu, a co jego uj-
$cie. Wspomniane problemy wymagaja dal-
szych badan, ktore ujawnig mechanizm regu-
lujacy pozycjg prokambium. By¢ moze bada-
nia te b¢da wymagaty odmiennego podejscia
badawczego: informacja pozycyjna nie musi
mie¢ charakteru chemicznego — lecz fizycz-
ny, zwigzany z oddziatywaniami mechanicz-
nymi.

SUMMARY

The arrangement of tracheary elements and
elongated parenchymateous cells reflects some
aspects of tissue polarity. In some regions of
pith parenchyma placed between source and
sink of auxin original polarity lasts in culture,
and it is expressed in formation of long vessels
composed of cells with well expressed axial
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features. However, large mass of callus arising
from pith parenchyma in the system of the
exogenous auxin gradient does not exhibit any
axial pattern of growth: division walls are posi-
tioned in any orientation to the organ axis and
elongational growth is not axial, which leads to
the formation of globular nodules of callus. In
the tracheary elements differentiated in callus
perforation plates are opened, thus they are ves-
sel members. In callus there was no formation
of linear vessels, only circular or spiral vessels
were formed. The route of vessels formed
inside nodules of callus depends on the shape of
nodule.
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