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RAFAL MOL

METODY PRZEJASNIANIA TKANEK STOSOWANE W EMBRIOLOGII
ROSLIN

CLEARING METHODS USED IN THE PLANT EMBRYOLOGY

Juz ponad 50 lat temu anatomowie ro$lin zaczeli stosowa¢ metody przejasniania
podbarwionych safraning lub floroglucyna tkanek [11, 20, 40, 45]. Tymi szybkimi
metodami — opartymi gtéwnie na dziataniu roztworéw wodorotlenku sodu i wo-
dzianu chloralu — badano: system naczyniowy, rozmieszczenie w tkankach idio-
blastow, krysztatéw lub strzgpkow grzybow [17, 28], zawigzki korzeni bocznych
[8, 9, 32], rozwdj paprotnikow [6, 23] oraz rozwdj elementéw przewodzacych
w zarodkach [5, 39, 48].

Rutynowa metoda w embriologii ro$lin jest przygotowanie i barwienie skrawkéw
mikrotomowych. Material embriologiczny mozna preparowa¢ do mikroskopu
$wietlnego kilkoma innymi metodami: zalazki lub pylniki rozgniata si¢ w aceto-
karminie [7, 10, 27], woreczki zalazkowe izoluje si¢ cienkimi igietkami [31], zalazki
maceruje si¢ enzymatycznie, a wymacerowane woreczki zalagzkowe mozna barwi¢
[14, 16, 44] lub przejasniaé [29, 52]. Wymienionymi metodami bada si¢ sporogenezg
i rozwoj gametofitu w oderwaniu od tkanek somatycznych. Z tego wzglgdu metody
te sg niekiedy malo przydatne.

Mozna takze obserwowaé w mikroskopie cate zalazki, ktore staly si¢ przezro-
czyste pod dzialaniem plynu przejasniajacego. Strasburger i Hillhouse [46]
oraz Poddubnaya-Arnoldi [34, 35] stwierdzili zwigkszenie przezroczystosci
zalazkow storczykoéw podczas przyzyciowych obserwacji w roztworach sacharozy.
Podobny efekt przejasnienia opisala Erdelska [15] u zalazkéw Jasione montana,
hodowanych w plynie silikonowym [Silicone fluid MS 200, Midland Silicone Ltd.].

Doktadne przesledzenie rozwoju megaspor i woreczka zalazkowego w obrgbie
nienaruszonej struktury zalazka umozliwiaja metody przejasniania tkanek w ptynach
Herra lub salicylanie metylu [22, 23, 24, 25, 51].

Autor pragnie tutaj, w oparciu o literaturg, przedstawi¢ metody przeja$niania
utrwalonych zalazkéw oraz izolowanych enzymatycznie woreczkéw zalazkowych.
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Metoda Herra

Materiat (stupki, paki lub kwiatostany) utrwala si¢, jak zaleca Herr [22, 23,
24, 25], w plynie FPA;, (409 formalina : kwas propionowy : 509, etanol =
= 5:5:90) przez 24—48 godz., ale np. zalazki Colchicum autumnale utrwalono
90 min. w zmodyfikowanym FPA;, (7:3:90), [19]. Z badan pordwnawczych wynika,
7¢ dobrze utrwala FPA;, (5:5:90) lub ptyn Nawaszina-Randolpha [13, 36].
Formaldehyd zawarty w utrwalaczu reaguje z wieloma ro§linnymi zwigzkami
fenolowymi, tworzac ciemne polimery. Dlatego materiat z duza zawartoScia fenoil
nalezy utrwala¢ w cieptym, lekko zakwaszonym 70 9, etanolu przez 1—5 dni i kilka-
krotnie wymienia¢ utrwalacz [17]. Utrwalony material przechowywany w 709;
etanolu przeja$nia si¢ w ptynie Herra. Sa cztery rodzaje tego plynu: 1) oznaczony
symbolem 4} — sklada si¢ z 859 kwasu mlekowego, wodzianu chloralu, fenolu,
olejku gozdzikowego i ksylenu w proporcji wagowej 2:2:2:2:1 [22], 2) BB-4} —
do 4} dodana 1 cze$¢ wagowa benzoesanu benzylu [25], 3) IKI-4} — do 9 g plynu
4} dodane 100 mg jodu i 500 mg jodku potasu [23], 4) PP-4} — 1 g plynu 4}
z 3 mg nadmanganianu potasu [24]. Najczeéciej stosowano plyn 4}. Herr w poz-
niegjszych pracach preferuje plyn BB-4} [18, 26, 36], jakkolwiek do przejasniania
stupkdw Eustachys petraea i E. glauca ptyn 4} okazal si¢ najlepszy [2]. Ptyn 1KI-4}
pozwala wykryé w komorkach skrobig, a ponadto zwigksza kontrastowo$¢ obrazu
-[23]. Nadmanganian potasu w plynie 44 tez polepsza kontrast, ale PP-4} jest nie-
trwaly [24]. Czas inkubacji zalezy od wymiardw zalazni, ostonek i o$rodka, i zwykle
wynosi 24—28 godz., lecz moze by¢ nawet znacznie przedtuzony lub skrécony;
np. zalazki Tradescantia virginiana, Tetratheca pilosa i Colchicum autumnale prze-
jaéniano tylko 30 min. [6, 19]. _

Utrwalone stupki przektadano do ptynu Herra zwykle z 70 % etanolu. Czasem
jednak zalazki z grubszymi ostonkami i o$rodkami, a takze nasiona trzeba kilka
minut do kilku dni preinkubowaé¢ w 859 kwasie mlekowym [6, 41], lub par¢ minut
w 10% NaOH — po tym jednak materiat plucze si¢ w wodzie i odwadnia w etanolu
[26, 41]. Przed przejasnieniem dojrzalych ziaren pylku trzeba enzymatycznie wy-
trawi¢ materialy zapasowe [36], a z mlodych nasion czasem mozna usung¢ igietka
zewngtrzna ostonke [36, 41].

Zalazki izoluje si¢ w plynie przejasniajacym pod binokularem, przenosi pipeta
na szkietko Raja (szkietko przedmiotowe z przyklejonymi balsamem kanadyjskim
w odleglo$ci 1 cm dwoma szkietkami nakrywkowymi) i przykrywa szkietkiem
nakrywkowym. Preparaty nadaja si¢ do ogladania nawet przez kilka tygodni, jesli
przechowywane sa w szalkach Petriego, w lodéwce. Co kilkanascie dni trzeba
wymieniaé plyn przejasniajacy, poniewaz rozpuszcza si¢ w nim balsam kanadyjski
ze szkielka Raja. W mikroskopie z kontrastem fazowym wida¢ do$¢ dobrze szcze-
g6ty woreczka zalazkowego natomiast gorzej komorki osrodka. Lepsze obrazy
daje mikroskop interferencyjny.

Metoda Herra czesciej badano rozwdj zalazka, megasporogenez¢ i mega-
gametogeneze, a tzadziej embriogenezg, rozwoj bielma, mikrosporogenezg i rozwoj
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pytku u przedstawicieli Angiospermae (Tabela 1). Ponadto obserwowano ta metoda
megagametofit Pinus palustris w stadium wolnojadrowym [23].

Przejasnienie w salicylanie metylu

Postepuje si¢ podobnie jak w metodzie Herra. Obiekty utrwalone przez 2—
24 godz. w FAA;, (409 formalina : kwas octowy lodowaty : 707, etanol =
— 5:5:90), odwadnia si¢ w serii etanolu (70 %, 809 i trzykrotnie 1009,) i prze-
jaénia w mieszaninach salicylanu metylu i absolutnego alkoholu etylowego (1:1
i 3:1) oraz dwukrotnie w salicylanic metylu; po 1—2 godz. w kazdym plynie.
Przejaéniony material mozna przechowywa¢ w salicylanie metylu nawet przez
rok [51]. .

Przeja$nione zalazki preparuje si¢ analogicznie jak w metodzie Herra, podobne
sa rowniez obrazy w mikroskopie. Jezeli uzywamy zwyklego mikroskopu Swietlnego,
nalezy zalaznie podbarwi¢ fuksyna zasadowa [33] lub hemateing alunowg [47],
a nastgpnie przejasnia¢ w salicylanie metylu.

Metoda salicylanowa badano apomiksj¢ u Cenchrus ciliaris, megasporogenez¢
i megagametogenez¢ oraz rozw¢j zarodka i bielma u kilku gatunkéw (Tabela 1).

Przejasnianie woreczkéw zalazkowych w laktofenolu

Zalaznie utrwala si¢ w FPA lub FAA przez 2—24 godz. (zaleznie od wielkoéci)
i przechowuje w 70 %, etanolu. Z niego przeprowadza si¢ zalaznie przez 509 i 309,
alkohol do wody destylowanej i plucze si¢ kilka godzin. Wypreparowane pod
binokularem zalgzki inkubuje sic w 28—30°C przez 3—6 godz. w wodnych roz-
tworach 1,5—39% Pectinase, 1,539, Cellulase [52] lub 29, Driselase [29]. Otrzy-
mana zawiesing komorek przepuszceza si¢ przez sito o oczkach 0,45 ¢ m i wiruje si¢
(5 min. przy 50—150 g). Osad plucze si¢ dwukrotnie w laktofenolu (woda destylo-
wana : gliceryna : 859, kwas mlekowy : fenol = 1:2:1:1 cz. wagowych). Wyplu-
kane komorki przejasnia si¢ 2 godz. i oglada w laktofenolu [52]. MozZna tez po
maceracji przenie$¢ zalazki do kropli laktofenolu z gliceryna i delikatnie rozgnie$¢
szkietkiem nakrywkowym [29]. Dla obserwacji w zwyklym mikroskopie §wietlnym
korzystne jest wczeSniejsze podbarwienie zalazkow. Metoda ta badano woreczki
zalazkowe 11 gatunkow roSlin okrytozalazkowych (Tabela 1) i wczesny rozwoj
zarodka Pinus yunnanensis [30].

Przydatno$¢ metod przejasniania

Metoda przejasniania zalazkow w plynie Herra lub w salicylanie metylu jest
bardzo szybka i nieskomplikowana. Cala procedura trwa od kilku do 50 godz.,
czyli duzo krocej niz w metodzie parafinowej. Metody te umozliwiaja obserwacjg
zalazka z roznych stron, poniewaz delikatnie przesuwajac szkieltko nakrywkowe
zmieniamy orientacj¢ zalazka [22, 51]. Z przejasnianych zalazkow mozna zrobié
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TABELA 1

Zestawienie gatunkoéw Angiospermae, dla ktorych stosowano metody przejasniania tkanek
w analizie embriologicznej

Badane struktury
Substancja Gatunek gl - Literatura
przejasniajaca 8 26 o o
§ e ¢ f E EZ
R 5% &8 5 & 4%
1 2 3 4 3 6 7 8 9
Plyn Herra Capsicum annuum + + [1], [13]
Cassia abbreviata + + [22]
C. occidentalis + + [26]
Colchicum autumnale + + [19]
Cornus alternifolia - 4 [41], [42]
C. amomum - + [41], [42]
C. asperifolia + + [41], [42]
C. florida + + [41], [42]
C. stricta +- + [41], [42]
Eustachys petraea + + [2]
E. glauca + + [2]
Glottidium vesicarium -+ + + + + + [36]
Glycine max + - [18]
Ludwigia wruguayensis + - [22]
Phaseolus aureus + + [18]
Planera aquatica + + [26]
Platytheca galioides + + 3] |
Smelovskia calycina + + [21] [
Solidago canadensis + + [43] !
S. graminifolia S + [43]
Tetratheca ciliata + + [3]
T. halmaturina <+ + [3]
T. pilosa + + [3], [6]
Tradescantia virginiana - + + + (31, [6]
Tremandra stelligera + + 3]
Trifolium repens + + [38]
Salicylan Cenchrus ciliaris + + [12], [51]
metylu Helianthus annuus SR + + + [49]
Lilium longiflorum + + [47]
Medicago sativa + + [4], [33]
Nicotiana tabacum + + [49]
Oryza sativa + + + + [49]
Laktofenol Antirrhinum majus + [52]
Atropa belladonna + [29]
1 Belamcanda chinensis + [29]
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|
1 2 3 4 5 6 7 8 E 9

|
Brassica campestris + [52]
Nicotiana tabacum + [52]
Paulownia sp. + [50]
Platycodon grandiflorus + [29]
Sesamum indicum + [50]
Vanilla fragrans + [29]
Vicia faba ] + [52]

preparaty rozgniatane [22, 38] lub polcienkie skrawki [51]. Opracowano metody
sporzadzania trwalych preparatow przejasnionych zalazkow [3, 6, 26], najlepiej
w zywicy Spurra [26]. Podczas obserwacji konieczne jest znaczne skupienie uwagi
dla wlasciwego wybierania ,,skrawkow optycznych”. Czgsto przejasnione zalazki
trudno sfotografowa¢ w mikroskopie kontrastowo-fazowym (lepszy moze by¢
mikroskop interferencyjny) i z tego wzgledu w wielu pracach dokumentacj¢ stanowia
rysunki [2, 13, 18, 36, 43].

Metoda przejasniania w laktofenolu izolowanych woreczkéw zalazkowych
[29, 52] jest poréwnywalna z opracowanymi wcze$niej metodami enzymatycznej
lub chemicznej maceracji zalazkow [7, 10, 14, 16], a barwienie komorek zastgpiono
tu przejasnianiem.

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze metody przejasniania zalazkéw moga byé
cennym uzupelnieniem metody parafinowej szczegélnie wowcezas, gdy trzeba
analizowa¢ duza liczbe zalazkoéw. Znaczna popularnoscia cieszy si¢ metoda Herra,
ale przejasnianie w salicylanie metylu jest rownie nieskomplikowane, daje podobne
efekty i dlatego jest rowniez godne polecenia.
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