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Badania embriologiczne chrzanu
(Armoracia rusticana Gaertn.)

Embryology of Horseradish (Armoracia rusticana Gaertn.)

Synopsis. Chrzan (Armoracia rusticana) rozmnaza si¢ gtéwnie wegetatywnie przez fragmenty
korzeni. Pomimo ze kwitnie, to nasiona uzyskuje si¢ bardzo rzadko. W celu ustalenia barier unie-
mozliwiajacych rozmnazanie generatywne chrzanu, podjgto badania nad biologia kwitnienia i
zaptodnienia. W czasie antezy chrzan tworzyt przewaznie 1-jadrowe mikrospory. Nie obserwowa-
no woreczkéw zalazkowych typowych dla Brassicaceae zbudowanych z siedmiu komoérek (apara-
tu jajowego, komorki centralnej i trzech antypod). Woreczki zalazkowe byty wypetnione licznymi
ziarnami skrobi. Nieliczne 2-jadrowe ziarna pytku mogty kietkowa¢ w tagiewki pytkowe i dopro-
wadza¢ do zaptodnienia. Chrzan wiazal owoce (tuszczynki), ale byly one gtéwnie wypetnione
zdegenerowanymi zalazkami. Ponadto zaobserwowano nieliczne, prawidlowo wyksztatcone za-
rodki, ale stopien kietkowania uzyskanych nasion byt bardzo niski.

Stowa kluczowe — key words: chrzan — horseradish, meski i zenski gametofit — male and female
gametophyte, zarodek — embryo, nasienie — seed

WSTEP

Chrzan (Armoracia rusticana) pochodzi z zachodniej Azji, ale zadomowio-
ny jest w wielu rejonach $wiata. Uprawiany jest od ponad 2000 lat, gléwnie ze
wzgledu na swoje wlasciwosci lecznicze oraz cenne walory smakowe. Charakte-
rystyczny smak i zapach chrzan zawdzigcza obecnosci glikozydu siarkocyjano-
wego, ktdry jest gtdbwnym sktadnikiem olejku gorczycowego. Korzenie chrzanu
zawieraja znaczne ilosci witaminy C (77 mg%), biatka (3,5%), a takze witamin
z grupy B, prowitaming A, oraz mikroelementy. Dzigki jego silnym wiasciwo-
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$ciom bakteriobdjczym, chrzan stosowany jest gldwnie w przetwoérstwie jako
srodek konserwujacy.

Poniewaz chrzan odgrywa wazng rol¢ w zyciu cztowieka, prowadzi si¢ wiele
badan na tej ro$linie. Niemniej jednak znaczna ich wigkszo$¢ skupiona jest
przede wszystkim na analizach biochemicznych, zwiazanych gléwnie z wilasci-
wosciami i dziataniem peroksydaz, ktére wchodza w sktad uktadéw enzyma-
tycznych bioracych udzial w neutralizowaniu reaktywnych form tlenu (Dabrow-
ska, 2000). Nieliczne sa natomiast prace dotyczace biologii kwitnienia i genera-
tywnego rozmnazania tej ros§liny. Chrzan opisywany jest jako gatunek rozmna-
zany gléwnie wegetatywnie, a w naszych warunkach, mimo obfitego kwitnienia,
nie wydaje nasion i rozmnazany jest wylacznie wegetatywnie.

Stokes (1955) podjat proby uzyskania nasion na roslinach rosnacych w Wi-
sconsin (USA). Po przeprowadzeniu 10 tys. krzyzéwek pomigedzy dwoma eko-
typami uzyskat tylko 12 zywotnych nasion. Wysnuto wnioski, ze trudno$ci w
zawigzywaniu nasion u A. rusticana spowodowane byty:

— aborcja zaptodnionych zarodkéw na skutek fizjologicznej niezgodno$ci
miedzy nimi a bielmem,

— zaburzeniami w rozwoju endospermu,

— obumieraniem nasion w wyniku niezgodnosci postzygotyczne;.

Ponadto autor zwraca uwagg, Zze wegetatywne rozmnazanie ro$lin przez
dhuzszy czas moze powodowaé stabsze kwitnienie i wytwarzanie bezptodnego
pytku, a tworzace sig¢ nasiona sg stabej jakosci. Linie klonalne roslin chrzanu sg
bardzo podatne na zakazenia przez patogeny, szczegdlnie na infekcje wirusowe.
Liczni hodowcy zwracaja uwage, ze niektére plantacje chrzanu sa prawie w
100% zakazone przez wirusy. Ponadto chrzan ulega chorobom wywotywanym
przez grzyby (np.: Verticillum alboatrum) oraz atakowany jest przez owady,
(np.: bielik krzyzowych, gnatarz rzepakowiec (Ortowski 2000).

Rozmnazanie generatywne, tej rosliny byloby bardzo cenne i wskazane ze
wzgledéw hodowlanych, poniewaz taki sposéb rozmnazania zapewnia duza
zmienno$¢ genetyczng. W wyniku doboru naturalnego nastgpuje wzrost liczby
gendéw korzystnych, a spadek liczby niekorzystnych. Dzigki temu populacja staje
sig lepiej przystosowana do okre§lonych warunkéw srodowiska (Tarkowski 1974).

W celu ustalenia barier uniemozliwiajacych rozmnazanie generatywne,
przeprowadzono badania nad biologig kwitnienia i zaptodnienia chrzanu. Szcze-
gblna uwage zwrdcono na przesledzenie poszczegélnych etapdw rozwoju game-
tofitu meskiego i zenskiego.

MARETIAL I METODA

Rosliny Armoracia rusticana uzyte do badan pochodzily ze stanowisk naturalnych w Ogro-
dzie Botanicznym UMCS w Lublinie. Obserwacje cytologiczne prowadzono na materiale §wiezym
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oraz utrwalonym do obserwacji w mikroskopie $wietlnym i elektronowym transmisyjnym. Prepa-
raty parafinowe barwiono w reakcji PAS oraz zielenig trwata i safraninag wedtug rutynowych pro-
cedur. Do obserwacji w mikroskopie elektronowym transmisyjnym paczki kwiatowe o dtugosci 1-
2 mm utrwalono w mieszaninie 2,5% aldehydu glutarowego i 2,5% paraformaldehydu
w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 6,9 przez 24 godz. w temperaturze pokojowej. Po dwukrot-
nym przeptukaniu buforem fosforanowym material przeniesiono do 2% roztworu czterotlenku
osmu na 24 godz. w ciemnosci. Nastgpnie odwodniono w szeregu alkoholowym i zatopiono
w zywicy LR White, a polimeryzacje bloczkéw przeprowadzono w temp 60°C. Zatopione paczki
kwiatowe krojono na preparaty ultracienkie, barwiono octanem uranylu i odczynnikiem Reynoldsa
i obserwowano w mikroskopie elektronowym transmisyjnym Tesla BS 500.

WYNIKI

Kwiaty Armoracia rusticana sa drobne, mate, biale, zebrane w kwiatostany
typu grono. Okwiat jest zr6znicowany na dziatki kielicha i ptatki korony, a pre-
cikowie sklada si¢ z szeSciu czterosilnych precikéw. Stupek jest gérny, siedza-
cy, zbudowany z dwoéch owocolistkdw.

Poniewaz proces mikrosporogenezy prowadzacy do wytworzenia meskich
komérek rozrodczych zachodzi w pylniku, dlatego doktadnie przesledzono bu-
dowe anatomiczng $ciany pylnika, a nastgpnie kolejne etapy podziatu mejotycz-
nego w tkance sporogennej. Na przekroju poprzecznym przez gtéwke precika
wida¢ komorki $ciany pylnika i tkanki sporogennej. Tkanka ta sktada si¢ z ko-
morek $cisle do siebie przylegajacych, posiadajacych duze jadra. Komoérki spo-
rogenne powigkszaja si¢ i staja si¢ komoérkami macierzystymi mikrospor — mi-
krosporocytami (fot. 1).

Epiderma jest zewngtrzna warstwa Sciany pylnika, pod nia znajduje si¢ en-
dotecjum, warstwy przejsciowe a nastgpnie tapetum. U chrzanu wystepuje tape-
tum sekrecyjne, ktére zachowuje budowe komérkowa az do wyksztatcenia zia-
ren pylku. Komérki tej warstwy sa jedno- lub dwujadrowe i posiadaja gesta
cytoplazme.

Mikrosporocyty wchodza na droge mejotyczng, na poczatku ktdrej izoluja
si¢ od siebie $cianami kalozowymi (fot. 2, 3). Wszystkie etapy mejozy przebie-
gaja w pylniku synchronicznie, a cytokineza jest réwnoczesna. Podzialy mejo-
tyczne komoérki macierzystej pytku prowadza do powstania tetrady haploidal-
nych mikrospor, otoczonych wspdlng $ciana kalozowa. Zewngtrzna $ciana jest
grubsza niz $ciany rozdzielajace mikrospory wewnatrz tetrady (fot. 4). Stopnio-
wo hydrolizuja grube, kalozowe $ciany tetrady mikrospor przy jednoczesnym
tworzeniu nowej $ciany komoérkowej — sporodermy. Ostatecznie kalozowa $cia-
na rozpuszcza si¢ catkowicie, a mikrospory roztaczaja si¢ (fot. 5). Na prepara-
tach ogladanych w mikroskopie elektronowym transmisyjnym w sporodermie
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mozna wyrézni¢ dwie warstwy — wewngtrzng intyn¢ i zewnetrzng egzyne. Po-
wierzchnia egzyny zwykle ma strukturg skomplikowang i urzezbiona w sposéb
charakterystyczny dla danego gatunku (fot. 6). W czasie powstawania i formo-
wania pytku zachodza zmiany w $cianie mikrosporangium. Komérki warstwy
posredniej ulggaja stopniowemu zgniataniu, az w koncu catkowicie zanikaja.
W wigkszos$ci pylnikéw Sciany komoérek tapetum ulegaja hydrolizie, a ich za-
wartos$¢ zostaje wykorzystana przez rozwijajace si¢ ziarna pytku (fot. 7). Jednak
w niektérych pylnikach obserwuje si¢ duze iloci nie wykorzystanego tapetum.
W loculus takich pylnikéw znajduje si¢ duzo martwych ziaren pytku. Na prepa-
ratach barwionych safraning i zielenia trwata martwe ziarna pytku barwia si¢ na
czarno (fot. 8). W niektérych ziarnach pytku obserwuje si¢ objawy degeneracji,
wngetrze wypetnia duza wakuola, czgsto pozbawiona tonoplastu, jadro potozone
jest peryferycznie, a w cytoplazmie jest mato organelli (fot. 9). W pylnikach
pobranych z kwiatéw w pelni kwitnienia znajduja si¢ jednojadrowe mikrospory.
Tylko w nielicznych mikrosporach dochodzi do mitotycznego podziatu jadra,
w wyniku ktérego tworza si¢ dwujadrowe ziarna pytku, stanowia one jedynie
10%. Nastgpnym etapem badan bylo przesledzenie proceséw poprzedzajacych
powstanie zenskich komoérek rozrodczych. Charakterystyczne jest znaczne
op6znienie rozwoju gametofitow zenskich w stosunku do meskich. Zjawisko to
znane jest jako przedpratnos¢ (protandria) i jest jednym z mechanizméw zabez-
pieczajacych przed samozapyleniem. Podczas gdy w zalazni na tozysku rozwija-
ja si¢ dopiero primordia zalazkéw, wokoét stupka widoczne sa pylniki wypetnio-
ne dojrzalym pytkiem (fot. 10). W miar¢ ontogenetycznego rozwoju zalazka
powstaja ostonki i os$rodek, w ktédrym rdéznicuje si¢ komoérka archesporialna.
Z niej na skutek kolejnych podziatéw mejotycznych rozwija si¢ woreczek zalaz-
kowy. W przypadku A. rusticana bardzo czgsto obserwuje si¢ wystgpowanie
mnogich woreczkéw zalazkowych. Przebadano 200 zalazkéw chrzanu i w Zad-
nym z nich nie zaobserwowano aparatu jajowego, co prawdopodobnie byto
spowodowane duzym nagromadzeniem materiatéw zapasowych. Obecno$¢ licz-
nych, nierozpuszczalnych polisacharydéw barwiacych si¢ w reakcji PAS na
czerwono, uniemozliwiato identyfikacje prawidlowo wyksztalconych worecz-
kéw zalazkowych z aparatem jajowym i komorka centralng (fot. 11).

Kolejnym etapem prowadzonych obserwacji bylo sprawdzenie stopnia zapy-
lenia znamion stupkéw. Po przebadaniu 30 stupkéw stwierdzono, ze w pelni
kwitnienia na znamionach A. rusticana gromadzi si¢ wyjatkowo malo pytku.
Zdeponowany pylek osadza si¢ nieréwnomiernie, tworzac skupiska. Nastgpnie
sprawdzono in vivo kietkowanie ziaren pytku na znamionach i stwierdzono, ze
w momencie antezy w szyjce stupka widoczne sa pojedyncze tagiewki pytkowe,
ktére docieraja do zalazni po okolo 20 godzinach od zapylenia, kiedy okwiat jest
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juz zwigdnigty. Nie zaobserwowano zadnego zalazka, przez ktérego mikropyle
wrasta tagiewka pytkowa. Nie mniej jednak, pod koniec okresu kwitnienia ob-
serwowano tworzace si¢ sporadycznie owoce w formie tuszczynek (fot. 12),
wewnatrz ktérych rozwijaja si¢ nasiona a w nich zarodki (fot. 13) posiadajace
dobrze wyksztalcone li§cienie, hipokotyl i korzen (fot. 14). Tylko niektére tusz-
czynki sa dobrze wyksztatcone i nie obkurczone. Wigkszos¢ wyksztatlconych
owocOw chrzanu z czasem zasycha a wewnatrz znajduja si¢ zdegenerowane
zalazki (fot. 15).

Aby sprawdzi¢ zdolno$¢ kietkowania nasion, wiosng nastgpnego roku wylto-
zono zebrane nasiona w wilgotnych komorach. Ze wszystkich zebranych nasion
(150) skietkowato jedynie 3%.

DYSKUSJA

Armoracia rusticana wyjatkowo rzadko zawiazuje nasiona i dlatego okre-
$lana jest czesto jako roslina meskosterylna (Kaul 1988). Badania anatomiczne
pylnikéw wykazaly, Zze §ciana pylnika chrzanu jest typowa dla innych przedsta-
wicieli Brassicaceae, a wszystkie warstwy sa prawidtowo wyksztatcone. Nie ma
zadnych utrudnien w otwieraniu pylnika i uwalnianiu pytku w czasie kwitnienia.
Rosliny chrzanu kwitna obficie, w groniastym kwiatostanie sg liczne, prawidlo-
wo wyksztalcone, drobne kwiatki. Obserwacje mikroskopowe nie wykazaty
zadnych zaburzen w przebiegu mejozy w procesie mikrosporogenezy.

Analiza zmian zachodzacych w tapetum A. rusticana wykazuje, ze w niektd-
rych pylnikach komérki tapetum bardzo dtugo nie ulegaja rozpadowi. Gdy w
workach pylkowych znajduja si¢ juz dojrzale mikrospory, wewnatrz loculus
znajduja si¢ nie zdegenerowane komorki tapetum, z widocznymi $cianami. Ba-
dania prowadzone na dojrzewajacych pylnikach wskazuja na dziatanie rézno-
rodnego systemu proteolitycznego, odpowiedzialnego za naturalna degradacje
tapetum. Uwaza sig, ze zardwno opdznienie, jak i przyspieszenie rozpadu tape-
tum w stosunku do normy rozwojowej danego gatunku moze powodowaé meska
sterylno$¢ (Wang i wsp., 2001). U niektérych meskosterylnych form Brassica
campestris dochodzi do wcze$niejszej dezintegracji tapetum, co moze by¢ bez-
posrednia przyczyna zaburzen w przebiegu mejozy w tkance sporogennej (Owen
i Makaroff, 1995, Zuberi i wsp. 1988). Przedwczesna degeneracja tapetum pro-
wadzita do niedozywienia rozwijajacych si¢ mikrospor, a w koncu do aborcji
pytku u wielu gatunkéw, np.: Aloe vera (Keijzer i Cresti 1987), Capsicum an-
num (Nowak i Betlach 1970), Phaseolus vulgaris (Suzuki i wsp. 2001).

Dominujacym stadium obserwowanym w pekajacych pylnikach sa mikro-
spory, w 90% jednojadrowe. Tylko 10% stanowia mikrospory posiadajace dwa
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jadra komorkowe, podczas gdy typowe dla Brassicaceae jest wystgpowanie
dwu- i trdjjadrowych ziaren pylku (Zhang i wsp., 2002). Nie zaobserwowano
mikrospor o cytoplazmie zr6znicowanej na komérke generatywna i wegetatyw-
na, co powoduje, ze w dojrzatych pylnikach brak prawidlowo wyksztatconego
gametofitu meskiego. W badaniach Stocksa bylo okoto 60% funkcjonalnego
pytku. Za gléwna przyczyne zamierania pylku autor uwazal zaburzenia
w przebiegu mejozy. Natomiast analiza stopnia wigzania nasion w liniach klo-
nalnych ze stanu Wisconsin w USA wykazata, ze zaptodnienie miato miejsce
u 1/3 badanych zalazkéw.

Z obserwacji prowadzonych w mikroskopie $wietlnym, bedacych przedmio-
tem badan niniejszej pracy, wynika, ze u A. rusticana rozwdj woreczka zalaz-
kowego przebiega odmiennie niz u pozostatych przedstawicieli Brassicaceae.
Nie zaobserwowano prawidlowo wyksztalconego aparatu jajowego, a caly wo-
reczek wypetniony byt licznymi ziarnami skrobi. Skrobia byta gtéwnie zgroma-
dzona na biegunie mikropylarnym woreczka zalazkowego oraz wokét jadra ko-
morki centralnej. Niektére woreczki byly catkowicie wypetnione skrobia, nato-
miast znacznie mniej skrobi gromadzito si¢ w ostonkach i komérkach osrodka.
Ponadto, na wielu preparatach zaobserwowano wystgpowanie kilku woreczkéw
zalazkowych, ale tylko w jednym z nich byla gromadzona skrobia. Obecnos¢
skrobi w Zzenskim gametoficie nie byta do tej pory opisywana u przedstawicieli
Brassicaeae i nie wiadomo, jaka rol¢ moze ona spetniac.

Nieliczne tagiewki rosnace w szyjce stupka A. rusticana wskazuja na bardzo
malg ilo$¢ funkcjonalnych ziaren pytku, zdolnego do przeniesienia komoérek
plemnikowych do woreczka zalazkowego. Z ro$lin rosnacych w naturalnych
stanowiskach zebrano 150 nasion. Nastgpnego roku wysiano te nasiona w ko-
morach wilgotno$ciowych do skietkowania. Skietkowalo jedynie 3% nasion,
pozostate byty obkurczone i martwe.

W literaturze naukowej brak badan embriologicznych A. rusticana. Prezen-
towane wyniki pozawalaja wysnu¢ pewne wnioski na temat mozliwosci genera-
tywnego rozmnazania chrzanu.

WNIOSKI

Zjawiska ktére moga znacznie utrudniaé, a nawet uniemozliwia¢ generatyw-
ne rozmnazanie Armoracia rusticana:

1. W czasie antezy brak dojrzatego, funkcjonalnego gametofitu megskiego,
najczesciej wystepuja 1-jadrowe mikrospory natomiast w zalazkach znajduja si¢
mnogie woreczki zalagzkowe, wypetnione licznymi ziarnami skrobi.
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2. Bardzo stabe jest opylenie znamion, a jedynie nieliczne ziarna pytku kiet-
kuja w tagiewki pytkowe.

3. Wigkszo$¢ zawiazanych owocOw jest wypelniona zdegenerowanymi za-
lazkami. W nielicznych rozwijaja si¢ prawidlowo wyksztalcone zarodki, ktére
czgsto ulegaja aborcji na skutek niezgodno$ci postzygotyczne;j.

4. Uzyskane nasiona chrzanu kietkuja bardzo stabo.
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SUMMARY

Horseradish (Armoracia rusticana) is propagated by root cuttings. And although it flowers,
seeds are rarely formed. In order to determine barriers that make sexual reproduction impossible
studies on the flowering and fertilization were under taken. During anthesis stage horseradish
produced one-nucellus microspores. The mature embryo sac, typical of Brassicaceae, built of
seven cells (egg apparatus, central cell and three-celled antipodes) was not observed. Embryo sacs
were filled with a lot of starch grains. Very few double-cell pollen grains were able to germinate
into pollen tube and achieve fertilization. Horseradish formed fruits but they were generally filled
with degenerated ovules. Moreover, some properly formed embryos were noticed but the level of
seedling was extremely low (3%).
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Fot. 1. Przekrdj poprzeczny $ciany pylnika A. rusticana, w loculus komérki macierzyste
mikrospor. x 1100
Cross section of A. rusticana anther wall, with microspore mother cells in the loculus. x1100

Fot. 2-4. Mikrosporogeneza w KMM, preparaty barwione acetokarminem. x 2500
(fot. 2. I metafaza, fot. 3. II telofaza, fot. 4. tetrada mikrospor). x 2500
Microsporogenesis in microspore mother cells, stained by acetocarmine
(Fot. 2. I metaphase, Fot. 3. II telophase, Fot. 4. tetrad stage). x 2500

Fot. 5. Mikrospory uwolnione po hydrolizie kalozowych $cian.
Mikroskop $wietlny Nomarskiego. x 1300
Microspores released after dissolution of the callosic walls.
Light microscope of Nomarsky x 1300

Fot. 6. Ultrastrukturalna budowa $ciany mikrospory z widoczna warstwa egzyny
i intyny (strzatki) TEM x 15000
Electron micrographs of microspore wall with two layers: exine and intine (arrows). x 15000

Fot. 7. Przekréj podtuzny pylnika A. rusticana w stadium antezy; wewnatrz pylnika zywe
i martwe mikrospory oraz resztki niewykorzystanego tapetum (strzatka).
Preparat pétcienki barwiony bigkitem toluidyny x 350
Longitudinal cross section through an anther of A. rusticana at anthesis stage;
there are alive and dead microspores and some unused tapetum inside the anther (arrow).
Semi-thin section stained by toluidine blue. x 350

Fot. 8. Fragment pylnika A. rusticana w stadium antezy. Preparat barwiony safraning
i zielenia trwata. x 400
A fragment of A. rusticana anther of at anthesis stage. Cross section stained by safranin
and fast green. x 400

Fot. 9. Degenerujaca mikrospora A. rusticana. TEM x 5200
A. rusticana microspore in the stage of degeneration. x 5200

Fot. 10. Przekr6j podtuzny 4 mm paczka kwiatowego; preparat parafinowy barwiony
w reakcji PAS. x 150
Longitudinal section of 4 mm flower bud; parafine section stained by PAS reaction. x 150

Fot. 11. Woreczek zalazkowy A. rusticana wypetniony licznymi ziarnami skrobi; reakcja PAS. x 750
Embryo sac of A. rusticana filled with a number of starch grains inside; PAS reaction. x 150

Fot. 12. Koniec okresu kwitnienia A. rusticana:
widoczne prawidtowo wyksztatcone owoce (tuszczynki)
The end of flowering period of A. rusticana, correctly developed fruits (finch)

Fot. 13. Prawidlowo wyksztalcone zalazki wypreparowane z kilku owocéw
Properly developed ovules received from a few fruits

Fot. 14. Dojrzaty zarodek A. rusticana
Mature embryo of A. rusticana

Fot. 15. Obumarte zalazki A. rusticana
Aborted ovules of A. rusticana



