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O hodowli in vitro wycinkéw z todygi racznika (Ricinus communis 1..)
i wilczomlecza tyrlicza (Euphorbia lathyris L.)
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tute of Biology, Silesian University, Katowice, Jagiellonska 28, Poland (Received:
June 15, 1970).

In vitro culture of segment from shoots of Ricinus communis L.
and Euphorbia lathyris L.
Abstract:

The influence of certain factors on the growth and differentiation of the material
investigated was analysed. Histo- and organogenesis are discussed together
with the anatomy of the coalescence of the segments.

WSTEP

Bogata literatura z zakresu kultur in vitro omawia procesy rozwoju
tkanek i organéw oraz uwzglednia mechanizm ich zrastania sie ze soba.
Wyniki badan przeprowadzonych przez Camusa (1943—47), Cam u-
sa i Gauthereta, Roppe (1948) cytowal w krajowej literaturze
miedzy innymi Rodkiewicz (1952), ktory sledzit procesy zachodzace
przy zrastaniu sie tkanek marchwi. Podczas analizowania czynnikéw od-
powiedzialych za indukowanie procesow histogenezy w zrastajacych sie
tkankach lilaka Wetmore i Sorokin (1955) zwrécili uwage na
mozliwosci zastapienia substancji wytwarzanych przez rosliny w stozkach
wzrostu pedu przez czynniki chemiczne. Stwierdzono, ze dzialanie auksyn
mozna regulowa¢ wprowadzajac w odpowiednim stosunku adenine-A,
kinetyne-K oraz niektore cukry (Wetmore i Sorokin 1955; Ho-
well i Skoog 1955; Skoog i inni 1967, Rogozinska 1968;
Torrej 1958).

Jednak okazalo sie, ze niektére czynniki chemiczne sa malo specyficz-
ne w dzialaniu, a hodowane tkanki reaguja inaczej niz tkanki i kalusy
testowe marchwi, tytoniu itd. (Olszewska iinni 1957).
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Na procesy wzrostu i rozwoju kalusa i wycinkéow regulujacy wplyw
wywieraja rowniez czynniki zewnetrzne (Stabedzka-Szweykow-
ska 1952; Gajewski 1954, Renert 1965).

W dostepnym piSmiennictwie nie znaleziono danych o hodowli in vitro
tkanek racznika. W roku 1957 Montant przedstawil wyniki hodowli
tkanek korzenia Euphorbia characiens na pozywce Knopa z dodatkiem
IAA w stezeniu 1 mg/l pozywki, oraz tiaminy, mezoinozytu, kwasu niko-
tynowego i biotyny. Do pozywki dodano penicyliny. Bylo to konieczne ze
wzgledu na obecnosé endobakterii w tkankach wilczomlecza.

Punktem wyjsciowym niniejszych badan byly wyniki uzyskane pod-
czas szczepienia wegetatywnego miedzy racznikem i wilczomleczem
(Wojciechowska w druku).

Celem podjetej pracy bylo sprawdzenie zdolnosci regeneracyjnych
uszkodzonych tkanek i poréwnanie wycinkéw hodowli in vitro z wyni-
kami uzyskanymi uprzednio in vivo.

CZESC DOSWIADCZALNA

Material i metody pracy

Material do badan stanowily lodygi Ricinus communis L. i Euphorbis
lathyris L. W celach poréwnawczych uzyto rowniez lodygi E. marginata
Pursh i E. platyphyllos L. Rosliny hodowano w wazonach. Nasiona otrzy-
mano z Ogrodow Botanicznych w Bremie, w Halle, z Ogrodu Instytutu
Roslin Leczniczych w Poznaniu i Ogrodu Farmakognozji A. M. w fLodzi.

Wycinki do hodowli in vitro pobierano z roslin rgcznika tuz przed
kwitnieniem. Przed zabiegiem, lodygi i ogonki lisciowe sterylizowano
zewnetrznie. Narzedzia i stol odkazano etanolem, a nastepnie naswietlano
przez 30 minut lampg kwarcows. Lodygi skrawano zyletka. Z lodyg wil-
czomlecza odcinano cze$ci szezytowe, okolo 4 em dlugie i gesto ulistnione,
usuwano stozek wzrostu pedu wraz z przylegajaca strefa o dlugosci row-
nej okolo 0,8 mm i delikatnie oddzielono liscie. Siewki racznika uzyto
w stadium 4—7 lisci. Wykorzystano odcinki o dlugosci 1,5—2 cm. Ogonki
liSciowe rozcinano wzdluz na 4 czesci i poprzecznie co 0,5 cm.

Fragmenty lodyg dzielono na krazki o wysokosci 3—5 mm. Nastepnie
czesé przecinano wzdluz $rednicy na polowy lub éwiartki. Epidermy nie
usuwano. Na plytkach Petriego ukladano po 2, 3, 4, lub 6 eksplantatow,
a do probowek ze sko$nie zestalong pozywka po 2. W kazdej serii wyszcze-
piano okolo 60 eksplantatow.

W pierwszej serii hodowano wycinki pobrane z lodygi jednego ga-
tunku. Celem stwierdzenia, czy w hodowli in vitro dojdzie do zro$niecia
sie tkanek wycinkéw pobranych z jednej lodygi wykonano doswiadczenia
w tym zakresie. Kontynuujac badania nad histologiczng reakcja przy-
ranng w miejscu polaczenia sie tkanek zraza i podkladki przeprowadzono
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hodowle wycinkow racznika, na ktore nalozono wycinki z lodygi wilczo-
mlecza (rys. 1). Poniewaz w czasie badan in vivo zauwazono, ze wyniki
doswiadczenia zaleza od stadium rozwojowego ro$liny, hodowano row-
niez wycinki z czesci podliscieniowej mlodych siewek racznika.
Uwzgledniono wplyw $wiatla, temperatury, pory roku oraz niektorych
skladnikow pozywki (sole mineralne w réznym stezeniu, substancje
wzrostowe, witaminy i wyciag z drozdzy). Stosowano pie¢ pozywek:

A — pozywka mineralna White'a z dodatkiem ekstraktu drozdzowego
wg Ruge (1965),

B — czterokrotnie stgzona pozywka mineralna White’a z dodatkiem
ekstraktu drozdzowego wg Ru g e (1955),

C — pozywka (B) zamiast wyciagu z drozdzy uzupelniona mikroele-

mentami, witaminami i substancjami wzrostowymi (adenina-
-40 mg i kwas indolilooctowy-IAA 2,0 mg na litr pozywki),

D — sklad jak w pozywce C z dodatkiem 1 mg kinetyny-K,

E — sklad jak w pozywce D (adenina w ilo$ci 20 mg).

Pozywki uzyskano z Katedry Fizjologii Roslin U.L.

Temperature po pierwszych doswiadczeniach regulowano w granicach
28—30°C w latach 1962 i 1963, oraz 32—34°C w latach 1963—1965. Kul-
tury obserwowano w ciggu 2 miesiecy.

W okresie od maja do wrze$nia uzyskiwano z reguly kultury sterylne,
w pozostalych miesigcach procent zainfekowanych eksplantatow wynosit
mniej niz 30.

Przy wyborze materialow do badan anatomicznych kierowano sie
makroskopowo widocznymi zmianami w strukturze i rozmiarach eksplan-
tatow. Materialy konserwowano w mieszaninie alkoholu, gliceryny i wody
(1:1:1). Skrawki o grubosci 15—20 n przygotowano przy pomocy mikro-
tomu zamrazajacego, a cze$¢ przy pomocy zyletki. Wykonano preparaty
trwale. Niektore przechowywano bezposrednio w odczynnikach na tlusz-
cze, drzewnik, celuloze, pektyny. Odczynniki przygotowano wg powszech-
nie znanych przepisow (Langeron 1949, Filutowicz, Kuzdo-
wicz 1951). Ilustracje wykonano przy pomocy aparatu rysunkowego.

OMOWIENIE WYNIKOW DOSWIADCZEN

Na pozywce mineralnej White’a wzrost wycinkéw byt nikly i lacznie
z cienkg warstewkg kalusa nie przekraczal 200 pierwotnej objetosci.

U wilczomleczy rozwijaly sie nieliczne wloski przyranne.

Na eksplantatach z lodygi racznika dochodzilo w tych warunkach do
rozrastania sie niektorych komorek kory pierwotnej i powiekszania sie
lub rozrywania komorek skorki. Zgodnie ze znang mala aktywnosciag me-
rystematyczna skorki, sporadycznie wystapily w niej podzialy.

Po znacznym powigkszeniu si¢ rozmiaréw odréznicowanych komorek
miekiszu kory pierwotnej lub kolenchymy, zakladaly sie Sciany dzielgce
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komoérke macierzysta w kilku plaszczyznach. Prowadzilo to do nieréowno-
miernego rozrastania sie wycinkow i tworzenia pseudopaczkow (rys. 2).
Rowniez i na wycinkach pobranych z ogonkow lisciowych racznika wysta-
pily podobne procesy, ale podzialy byly mniej liczne, a pseudopgczki male.

Podczas dzielenia lodyg na segmenty, uszkadzano czes¢ komorek, ktore
ulegly nekrozie. Ich plazmatyczna tres¢ zestalala sie, laczyla w drobne
i grubsze ziarnistosci, a Sciany stopniowo si¢ rozpuszczaly.

Na pozywce B bujniej rozwijaly sie wycinki racznika. Najpierw po-
jawil sie niepozorny bialawy i szybko zolciejacy puszysty kalus. Po kilku
dniach wycinki racznika rozrastaly sie nieregularnie, a kalus tworzyl
szkliste platy i brodawki (fot. 1). U wilczomleczy tkanka kalusowa roz-
wijala sie znacznie slabiej niz u racznika w postaci réwnomiernie rozwi-
nietego, bialo zielonego pierscienia. Na obwodzie byl on zawsze puszysty
i matowy (fot. 2). Stad od pierwszych dni hodowli makroskopowo moz-
na bylo zauwazy¢ roznice w uksztaltowaniu tkanek na wolnej powierzchni
wycinkow.

W strone pozywki kalus narastal zawsze intensywniej jako prawie bez-
barwna lub kremowa tkanka obficiej u rgcznika niz u 3 badanych gatun-
kow wilczomleczy.

Optimum rozwoju eksplantatow najczesciej przypadalo na 3 i 4 ty-
dzien hodowli. Pézniej tkanki brunatnialy i przeniesione na nowe podloze
nie przejawialy tendencji do dalszego rozwoju. Podobnie zachowywatl sie
kalus sciety z gornej powierzchni eksplantatow.

Na pozywce C zawierajacej IAA w ilosci 2 mg/l i A w ilosci 40 mg/l
znacznie powiekszala sie objetos¢ wycinkow i obficiej niz na pozywce B
narastal kalus. Z reguly 3 lub 4 wycinki rosty szczegolnie aktywnie. Tak

Fot. 1. Pierwsze stadium rozwoju kalusa na dopowietrzonej stronie wycinka lodygi
racznika
First stage of callus development on the aerial side of the Ricinus shoot
segment

Fot.

o

Pierwsze stadium rozwoju kalusa na dopowietrznej stronie wycinka z lodygi
wilczomlecza tyrlicza
First stage of callus development in the aerial side of the Euphorbia shoot
segment
Fot. 3. LiS¢ rozwijajacy si¢ na wycinku z lodygi racznika
A developing leaf from Ricinus shoot segment
Fot. 4. Korzen wyrastajacy z wycinka wilczomlecza tyrlicza
A developing root from Euphorbia shoot segment

Fot.

(3]

Warstwa kalusa miedzy wycinkami racznika i wilczomlecza
A callus layer between the Euphorbia and Ricinus segments

Fot. 6. Strefa zrostu miedzy tkankami racznika i wilczomlecza
A growth zone between the tissues from Ricinus and Euphorbia
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u rgcznika, jak wilczomlecza tyrlicza rozwinely sie korzenie. Optimum
rozwoju eksplantatow przypadalo na 18—24 dzien. Pierwsze punkty ne-
krotyczne wystapily w piatym tygodniu hodowli. Temperatura wynosila
28°C i w powtoérzeniu do$wiadczenia 30°C.

Celem nastepnych doswiadczen byly proby sprawdzenia wplywu kine-
tyny (K) wobec IAA i A zawartych w pozywce w stezeniu jak wyzej.
Kinetyne dodano w ilosci 1 mg/l. Temperatura byla regulowana w grani-
cach 28—30°C i 32—34°C. Dni byly stoneczne. Na pozywce (D) po czte-
rech tygodniach hodowli uzyskano silny rozwdéj wycinkéw racznika,
ktore wygladaly jak nieforemne brylki. Wezesniej niz na innych pozyw-
kach wyrdznicowaly sie paczki i rozwijaly liscie. Blaszki liSci osiagnely
okolo 2,5 em Srednicy (fot. 3). U racznika poézniej i rzadziej niz
u wilczomlecza tyrlicza powstawaly korzenie. Rosty one wolno i nie prze-
kraczaly 1,5 cm dl. W tych warunkach u Euphorbia lathyris nie docho-
dzilo do wytwarzania paczkow, silnie natomiast rozwijaly sie korzenie.
Z reguly jednej z nich wyrastal szybciej (fot. 4) i przy 3,5 cm posiadat
juz kilka korzeni bocznych. Diugosé niektorych dochodzita do 16 cm.

Rys. 1. Zrastajace si¢ ze soba wycinki racznika i wilczomlecza
Concrescence of segments from Ricinus and Euphorbia

Rys. 2. Pseudopaczki u racznika
Buds from Ricinus
Rys. 3. Wycinek z lodygi racznika

a — wzrost elongacyjny komoérek perycyklu; b — warstwa merystematyczna; ¢ —
wiokna pochodzenia perycyklicznego

Segment from Ricinus shoot
a — elongative growth of pericycle cells; b — meristematic layer; ¢ — the fibers
orginating from pericycle

Rys. 4. Schemat wycinka z lodygi racznika

a — warstwa merystematyczna; b — warstwa merystematyczna w odroéznicowanym
drewnie (¢); d — rdzen; e — nowy osrodek merystematyczny w zewnetrznej czesci
kalusa

A scheme of a segment from Ricinus shoot
a — meristematic layer; b — meristematic layer from dedifferentiated wood (c¢);
d — pith; e — new meristematic centre in external part of the callus

Rys. 5. Warstwa merystematyczna (a). Preparat w czerwieni rutenowej. Komorki
zabarwione zakropkowano
Meristematic layer (a). Ruthenium red preparation. The stained cells are
shaded

Rys. 6. Wycinek lodygi racznika (a) z przyros$nietym wycinkiem wilczomlecza tyrli-
cza (b), ¢ — rozwijajacy sie paczek boczny
(Zaznaczono lokalizacje cewek i krysztalow szczawianu wapnia (x))
A segment of Ricinus shoot (a) with concrescensed Euphorbia segment (b),
¢ — developing lateral bud
(The localization of tracheids and of calcium oxalate cristals is marked (x))

Rys.

-3

Linia graniczna miedzy zrastajacymi si¢ tkankami racznika i wilczomlecza
The border line between the coalescence of Ricinus and Euphorbia tissues
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Zmniejszenie stezenia A z 40 do 20 mg/l (pozywka E) zahamowalo roz-
woj kalusa, szczegoélnie na slabiej rosngcych wycinkach wilczomleczy,
a indukowalo ryzogeneze na wycinkach racznika. Liczne zwiazki korzon-
kow byly ustawione w jednym okolku na stronie dopowietrznej.

Na pozywce C, D i E w pierwszym rzedzie odroznicowaniu i silnemu
rozrostowi podlegaly komorki kory pierwotnej oraz nieco pozniej pery-
cyklu i rdzenia. Wzrostem elongacyjnym byly objete $ciany promieniowe
komorek. Stopniowe rozciagania sie komorek wzdluz promieni powodo-
walo wielokrotne zwiekszenie objetosci eksplantatow. Jednoczesnie na po-
wierzchniach obydwu wycinkéw — dopowietrznej i dopozywkowej — roz-

Ryc. 117
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wijala sie warstewka kalusa. Czes¢ silnie wydluzonych komérek zmieniala
kierunek wzrostu i odchylala sie ku powierzchni dolnej lub gornej eksp-
lantatow. Szczytowe czes$ci tych komorek rozdymaly sie bulawkowato
mieszczac w sobie duzg wodniczke i jedng lub dwie grupy plastydow.
Blisko czesci szczytowej lezalo rowniez duze jadro. Na ryc. 3 wskazano
kilka komorek perycyklu w poczatkowym stadium wydluzania (rys. 3a).
Przylegaja one do warstwy merystematycznej (rys. 3b). Podlegajace od-
réznicowaniu wiokna perycykliczne mozna zlokalizowaé¢ biorge pod uwa-
ge szerokos¢ Sciany komorkowej (rys. 3c).

Kalus produkowany przez korone rdzeniowg skladal sie z komorek
©0 wyraznie mniejszych wymiarach, ktére zawieraly drobne plastydy. Na
wycinkach z lodygi racznika hodowanych przez 5 tygodni na pozywce D
nastepowalo formowanie sie wtornych ognisk merystematycznych. Zgod-
nie ze spostrzezeniami Rodkiewicza (1952) oraz Wetmore i So-
rokina (1955) pierwszy szereg komorek inicjalnych zakladal sie u pod-
stawy kalusa i tworzyl luk. Luk ten przebiegal mniej wiecej rownolegle
do linii perycyklu, zaginal sie u brzegow wycinka, mijal miazge i potko-
liscie przecinal rdzen. Nastepne gniazda merystematyczne powstawaly
w obwodowych czeSciach kalusa. Mialo to miejsce wtedy, kiedy na wy-
cinku racznika hodowano wycinek wilczomlecza. Warstwy komoérek ini-
cjalnych przedstawiono na schematyzowanym rysunku 4 oraz w duzym
powiekszeniu na rys. 3 i 5. Rownoczesnie dochodzilo do zakladania wtor-
nych drobnych gniazd merystemow w drewnie. Poczatkowo miazga nie
brala jeszcze udzialu w procesach regeneracyjnych w takim stopniu, aby
to mozna stwierdzié¢ histologicznie. W pozniejszym okresie, w wyniku
dzilania miazgi zostaly odlozone szeregi drobnych, niezréznicowanych ko-
morek w strone lyka. Przyrost w strone drewna od razu réznicowal sie
w cewki, naczynia i migkisz przewodzacy.

Na wycinkach racznika hodowanych na pozywce D szybko rozwijaly
sie paczki otulone lisémi (rys. 6). De ich podstawy dochodzily sznury wia-
zek przewodzacych oraz rozrzucone w miekiszu zgrupowania cewek. Blo-
ny cewek mialy z reguly siateczkowate zgrubienia. W sasiedztwie inten-
sywnie dzielacych sie i rosnacych komorek, tuz pod wyksztalcenym pacz-
kiem bocznym oraz blisko cze$ci naczyniowej wiazek znajduja sie liczne
druzy szczewianu wapnia. Podobna lokalizacje stwierdzono w tkankach
racznika po szczepieniu wegetatywnym, gdzie ,bariery szczawianowe”
stanowily granice migdzy tkankami starymi a przechodzgcymi od stadium
podzialow do réznicowania sie (Wojciechowska w druku). Nie sg
to jedyne obserwacje z tego zakresu, a masowe wystepowanie krysztalow
szczawianu wapnia bylo juz w literaturze dyskutowane.

Analiza stosunkéw w badanym obecnie materiale zdaje sie wskazywac,
ze pojawienie sie tych krysztalow jest skorelowane z przemianami w che-
mizmie $cian komoérkowych, a Scislej z ich inkrustacjg substancjami wy-
krywanymi przy pomocy floroglucyny i 48° H,SO;.
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Reakcje histochemiczne przeprowadzone w celu poznania skladu $cian
komorkowych wykazaly bardzo interesujace zjawisko. W wyniku reakciji
na drzewnik (floroglucyna z 48% kwasem siarkowym), uzyskano jasne,
czerwonomalinowe zabarwienie komorek merystematycznych. Podobnie
byly zabarwione miode naczynia metaksylemu. Elementy protoksylemu,
czes¢ komorek kalusa i niektore komorki wycinkéw, np. odréznicowujace
sie komorki zwarcicy albo komorki uszkodzone w czasie skrawania, byly
czerwonobrunatne. Takie zabarwienie jest zwigzane z obecno$cia domie-
szek (tluszcze, pektyny, substancje gumowate). Jak zauwazono na star-
szych eksplantatach drzewnik wystepuje tez w komorkach kalusa przy-
legajacych do warstwy merystematycznej, oraz wszedzie tam, gdzie
komorki wchodza w stadium podzialow i réznicowania w elementy prze-
wodzgce (cewki i naczynia). Obecnos¢ drzewnika u podstawy luzno struk-
turalnego kalusa jest uzasadniona. Z badan Rodkiewicza (1952)
wynika, ze drzewnik wystepowal na wycinkach z korzenia marchwi w ko-
morkach grubosciennych zlokalizowanych na granicy miedzy starymi
i nowowytworzonymi tkankami. W rejonie dzialalnosci kambium warstwa
komoérek grubosciennych znikala. Nie wiadomo jednak, jakie byly wyniki
reakeji na drzewnik w komoérkach inicjalnych.

Lokalizacja zwigzkow pektynowych wykazala, ze w najwiekszych
ilosciach mozna je wykryé¢ w Scianach niektérych komérek kalusa. Sta-
nowia bowiem glowny skladnik $Sciany w okresie wzrostu elongacyjnego.
Natomiast warstwa komorek inicjalnych prawie nie zawiera zwigzkow
pektynowych.

Ze wzgledu na nietypowe wybarwienie tresci komoérek inicjalnych oraz
minimalng grubosé Scian komoérkowych, warstwa merystematyczna zostaje
jeszeze bardziej wyeksponowana z otaczajacego ja tla. Np. w czerwieni
rutenowej sciany komorek wycinkow i kalusa sg zabarwione intensywnie
cyklamenowo, podczas gdy $ciany komoérek dzielacych sie sa stabo rézowe.
Odlozone bezposrednio po cytoklinezie w ogole nie zostaja zabarwione,
a tres¢ komorkowa jest zoita (rys. da). Stad nalezy przypuszczaé, ze w bar-
dzo mlodych Scianach brak substancji pektynowych, ktéore pojawiaja sie
po zakonczeniu pewnej fazy podzialu albo wyzej wymieniony odezynnik
reaguje tylko z niektérymi substancjami pektynowymi.

W odczynnikach na tluszcze zawsze intensywniej wybarwiaja sie tkan-
ki wilczomlecza tyrlicza niz tkanki racznika. U rgcznika, jasny, rézowo-
czerwony kolor w roztworze Sudanu III i IV majg $ciany wszystkich ko-
morek merystematycznych, tak polozonych w glebi wycinkow, jak i na
obwodzie kalusa. Wyraznie slabiej reaguja Sciany komoérek miazgi.

Regeneracja histologiczna na wycinkach wilczomleczy w hodowli in
vitro miala przebieg bardzo podobny jak we wspomnianych badaniach
in vivo. Z reguly na uszkodzonej powierzchni rozwijaly sie w kilku war-
stwach komorki tkanki o charakterze przejsciowym miedzy korkiem przy-
rannym a tkanka posrednia. Komorki byly drobne, ustawione w promie-
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niste szeregi, raczej gruboscienne i bardzo intensywnie reagowaly z od-
czynikami na tluszeze. W Scianach wystapily nieznaczne domieszki drzew-
nika. Najsilniej barwila si¢ warstwa podstawowa, graniczgca z tkankami
wycinka. Roéwnoczesnie z rozwojem tkanki powierzchniowej rozrastaly
sie komorki zlokalizowane w glebi eksplantatow. Reakcja zostawal objety
wycinek o szerokosci wyznaczonej przez tkanke rozrastajaca sie na uszko-
dzonej powierzchni. Z perycyklu wyrastaly w tym miejscu zawiazki ko-
rzeni zbudowane z drobnych komorek wypelnionych plazmg. Tworzyly
one ciemne smugi przecinajace kore pierwotna. U ich podstawy rozrastalo
sie tyko, miazga i drewno. Miazga tworzyla linie¢ falista, a clementy drew-
na czesto zmienialy kierunek wzrostu. Powstawaly cewki poprzeczne.
Komorki rdzenia nieco sie rozrastaly. Roznicowaly sie w tkanke posrednia
miedzy kalusem a korkiem przyrannym (jezeli byly uszkodzone) albo
przerdznicowaly sie w krotkie cewki. W przypadku masowego przerdzni-
cowywania komorek powstawal stup elementow przewodzacych prawie
calkowicie wypelniajacy rdzen.

Jezeli wycinek z todygi wilczomlecza tyrlicza polozono nie na podlozu
agarowym, a na wycinku z lodygi racznika, wtedy miedzy roznogatunko-
wymi tkankami wytwarzaly sie komorki zrostowego kalusa (rys. 7
i fot. 6). Na linii granicznej znajdowala sie¢ bardzo waska warstewka ziar-
nistej substancji zabarwionej zielono-bialo, oraz resztki Scian komorko-
wych. Na rys. 7 i fot. 6 granice miedzy obcogatunkowymi wycinkami
wskazano przy pomocy strzalek.

Komoérki tkanki posredniej wytworzonej przez racznik sa wigksze
i prawie puste optycznie. Sciany sa cienkie i slabo sie barwia w roztworze
Sudanu III. Komoérki o najwigkszych rozmiarach stykaja sie¢ bezposrednio
z komoérkami wycinka wilczomlecza. Te ostatnie z reguly sa drobne i wy-
pelnione ziarnami skrobi, kroplami ltuszczu i ziarnista cytoplazma. Wszy-
stkie komorki wycinka wilczomlecza, lacznie z naczyniami intensywnie sie
barwig w roztworze Sudanu I lub IV. Ich charakterystyczna ceche stanowi
bardzo mala tendencja do podzialow i znaczna latwos¢ od odroznicowania
sie i bezposredniego laczenia sie z obco gatunkowymi tkankami. Na rys. 7
mozna zobaczyé¢ zaledwie kilka komorek kalusa wytworzonych przez tkan-
ki wilezomlecza. Sa one zlokalizowane przy strzalkach.

Na linii granicznej miedzy roéznogatunkowymi tkankami brak komo-
rek korka przyrannego, a wiec tkanki zrosly sie ze soba.

Jako kryterium pelnego zrostu miedzy dwoma wycinkami przyjmuje
sie nie tylko polaczenie przez kalus, ale rowniez wytworzenie polgczenia
miedzy tkankami przewodzgcymi obydwu wycinkéow. Stanowisko takie
winno by¢ przedyskutowane poniewaz roznicowanie si¢ komorek jest
kolejnym etapem reakcji regeneracyjnej i zalezy od bardzo wielu czyn-
nikow. Glowna role w indukowaniu tkanki przewodzacej odgrywaja sub-
stancje wzrostowe, skladniki mineralne oraz cukrowce. Wazny jest kie-
runek wnikania substancji i jej stezenie. Na réznicowanie tkanki naczy-
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niowej wywieraja pewien wplyw nieznane substancje produkowane przez
paczek albo obecno$¢ tkanki przewodzacej w jednym z eksplantatow
(rys. 1).

Przy rozpatrywaniu mozliwosci i sposobow zrastania sie wycinkow
uderzal brak wymagan w stosunku do skladnikéow pozywki. Na pozywkach
B—E wycinki racznika i wilczomlecza zrastaly sie ze soba po 12 do 16
dniach. Kalus rozwijal sie intensywnie i predzej niz na wycinkach hodo-
wanych osobno. Procesy rozwoju i zrastania sie przebiegaly wolniej
w przypadku laczenia dwoch wycinkow z todygi racznika. Na zadnej po-
zywce nie stwierdzono zrostu miedzy wycinkami z lodygi wilczomlecza.

DYSKUSJA

Na podstawie przeprowadzonych badan nalezy przypuszczaé, ze znacz-
ne zdolnosci regeneracyjne racznika ujawniaja sie dopiero w pozniejszych
stadiach rozwoju rosliny. Wycinki pobrane z ro$lin, ktére rozwinely
pierwsze miedzywezla rosly stabo i wytworzyly cienkg warstewke kalusa.
Rosliny szczepione wegetatywnie rowniez zrastaly sie dopiero po osiag-
nigciu fazy kwitnienia. Podobne rezultaty w badaniach in vivo uzyskat
Kuzdowicz (1954) i Michniewicz (1956) szczepiac roéliny z ro-
dziny Solanaceae.

Analizujac wplyw niektorych czynnikow zewnetrznych na rozwéj wy-
cinkow zauwazono zaleznos¢ od cyklu rocznego. Aktywny rozwéj byt
zwigzany z miesigcami cieplymi i slonecznymi (koniec kwietnia do konca
sierpnia). Pozniej procesy wzrostowe i morfogenetyczne ulegaly zahamo-
waniu. Po wyraznym, pierwszym etapie rozplemu, na wycinkach poja-
wialy sie punkty nekrotyczne. Tkanki brunatnialy i przeniesione na nowe
podloze zamieraly.

Czas aktywnego rozwoju wycinkow nie przekraczal pieciu tygodni.
W miesigcach od stycznia do kwietnia, przyrost kalusa byl nieznaczny,
a na wycinkach pojawialy sie mikroorganizmy czesciej niz w innej porze
roku. O istnieniu zwigzku miedzy rozwojem wycinkow lub kaluséw a cyk-
lem rocznym istniejg liczne dane w piSmiennictwie.

Wyniki hodowli w znacznym stopniu zalezaly tez od nastonecznienia
i tem.peratury, w ktorej wykonywano doswiadczenia, i nie zawsze byly
one porownywalne pod wzgledem przyrostu masy kalusa. Najlepsze wy-
niki uzyskano przy 30—33° C. Podniesienie temperatury do 34° C nie
wplynelo jednak w sposéb widoczny na rozwoj wycinkow. Stad wydaje
sie, ze 34° C nie stanowi jeszcze gornej granicy rozwoju dla tych tkanek,
poniewaz na obwodzie kalusa nie dochodzilo do odkladania skorkowacia-
lych i drobnych komoérek, ktorych pojawienie przyjmuje sie jako objaw
starzenia sie hodowli.

Bardzo réznie ksztaltuja sie tez wymagania odnosnie do rodzaju i na-
tezenia $wiatla.
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Dla rozwoju tkanek z lodygi racznika i wilczomleczy potrzebne jest
Swiatlo dosy¢ silne i rozproszone. W tygodniach pochmurnych rozwdj ho-
dowli byl wyraznie zahamowany.

Rozpatrujac wplyw podloza stwierdzono, ze 4-krotnie stezona pozyw-
ka mineralna White’a, zawierajgca wyciag z drozdzy, okazala sie malo
przydatna do hodowli wycinkow racznika i wilczomleczy w produkeji ka-
lusa. Natomiast proces zrastania sie tkanek przebiegal na niej stosunkowo
predko. Najpredzej zrastaly sie ze sobg wycinki pobrane z lodygi Euphor-
bia i Ricinus, co wskazuje na wyrazng wzajemna tolerancje immunolo-
giczng. Odpowiedzialny za stymulowanie reakcji zrostowych moze sie
okaza¢ dwuester forbolu. Jest to zwigzek o dzialaniu kokarcinogennym
wykryty u E. lathyris przez He c ke r a (1968).

Na pozywkach White’a uzupeinianych substancjami wzrostowymi uzy-
skano makroskopowo widoczne minimum czterokrotne powiekszanie obje-
tosci wycinkow i znaczny przyrost kalusa. Kalus narastal na obydwu
stronach wycinkow, przy czym przyrost w strone pozywki byl wiekszy
i morfologicznie mniej zroznicowany. Gajewski (1954) tlumaczy to
biegunowoscig i polarnym transportem substancji wzrostowych.

Na stosowanych pozywkach nie uzyskano jednak kalusa zdolnego od
trwalego i nieograniczonego wzrostu. Przyczyny takiego stanu rzeczy mo-
gly byé zwigzane z przeszczepieniem na nowe podioze zbyt malych wy-
cinkow, pobranych tylko ze strony dopowietrznej. Byé moze kalus Scina-
no w nieodpowiednim okresie i za bardzo powierzchownie. Negatywne
wyniki przy transplantacji kalusa moga takze wynika¢ z dziedzicznych
wlasciwosci badanych tkanek. Natomiast wydaje sie, ze efekty organoge-
netyczne byly w glownej mierze regulowane stezeniem IAA, K i A, W
obecnosci IAA(2 mg/1]) i A(40 mg/1l pozywki), na wycinkach racznika
i wilczomleczy rozwijaly sie korzenie. Wprowadzeniem kinetyny w ilo-
$ci 1 mg/11 pozywki wywolano tylko u racznika zahamowanie ryzogenezy
i indukowanie rozwoju paczkéw i pseudopaczkow.

Zmniejszenie ilosci adeniny do 20 mg/11 pozywki spowodowalo zaha-
mowanie rozwoju paczkow, a stymulacje ryzogenezy u rgcznika. Wycinki
wilczomlecza nie reagowaly na zmiane stezenia tej zasady purynowej.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze tylko tkanki racznika reaguja podobnie
jak tkanki tytoniu (Skoog 1950, 1955 cyt. za Olszewska i innymi
(1957) i Rogozinska (1961), dajac dodatkowy atut tym, ktérzy uwa-
zaja, ze rozwoj lisci i korzeni wynika z synergicznego dzialania adeniny,
kinetyny i kwasu indolooctowego dodanych do pozywki w okreslonym
stosunku.

Z histologicznego punktu widzenia mozna uwaza¢, ze IAA dodany do
mineralnej pozywki White’a w pierwszym rzedzie stymulowal wzrost
elongacyjny migkiszu u racznika. Jednak tkanka migkiszowa z lodygi
wilczomlecza nie wykazala takiej reakcji w wyzej omoéwionych warun-
kach. Nalezy tez przypuszcza¢, ze rozwo0j warstwy merystematycznej
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w kalusie byl indukowany tak obecnoscig IAA, jak i K, poniewaz tak ro-
la auksyn, jak i kinetyny polega na stymulowaniu podzialow komorko-
wych (Skoog i Miller 1957 oraz Olszewska i inni 1957).

Ogodlnie panuje poglad, ze bardzo mlode sciany komorkowe sa zbudo-
wane z protopektyn i hemicelulozy, poézniej takze zawieraja celuloze.

Wykonane obecnie reakcje histochemiczne wykazaly, ze w poczatko-
wych stadiach rozwoju $ciany komoérkowej, mozna w niej wykry¢ obec-
nos¢ substancji, ktore silnie reaguja z floroglucyna i 48% H,SO, oraz
z Sudanem III lub IV. W tych odczynnikach barwig sie wszystkie komor-
ki merystematyczne. W okresie wzrostu elongacyjnego Sciany zawieraja
nieznaczne ilosci substancji tluszezowych, sa pozbawione zwigzkow rea-
gujacych z floroglucyna i 48 H,SO,, a ich glownym skladnikiem sa
zwiazki pektynowe. Sciany starszych komorek kalusa posiadaja juz zlo-
zony sklad chemiczny, stad wyniki reakcji barwnych sa mniej czyste.
Szczawian wapnia w postaci krystalicznej najprawdopodobniej zostaje
odlozony w czasie roznicowania komérek w elementy przewodzace, a wiec
podczas odkladania ligniny. Tak mozna tlumaczy¢ obecnos¢ tych kryszta-
low w komorkach otaczajacych zgrupowania cewek i naczyn.

STRESZCZENIE

Przeprowadzono badania in vitro nad wzrostem, organogeneza i anatomia zrostu
wycinkoéw pobranych z lodygi racznika i wilczomlecza tyrlicza.

Badano aktywnos$¢ dzialania kwasu indolooctowego (IAA), kinetyny (K) i ade-
niny (A) dodanych do czterokrotnie stezonej pozywki mincralnej White'a. Zauwa-
zono, ze dzialanie TAA i K mozna korelowat zmieniajac stezenie A.

Stwierdzono, ze przyrost masy kalusa zalezy w wigkszym stopniu niz organo-
geneza od takich czynnikéw, jak: temperatura, nastonecznienie i pora roku. Ani
sklad pozywki, ani wspomniane wyzej czynniki zewnetrzne nie wywieraja wiek-
szego wplywu na proces zrastania si¢ roznogatunkowych wycinkow. Cbydwa ga-
tunki charakteryzuje znaczna tolerancja mmunologiczna na soki usirojowe part-
nera do$wiadczenia. Wydaje sig, ze obecnos¢ tkanek wilczomleczy wplywa stymulu-
jaco na procesy zrostowe i rozwoj kalusa u rgcznika.

Nie zauwazono wyraznych réznic histologicznych w przypadku hodowli roslin
in vitro i in vivo.

Jednak wyrazny efekt elongacyjny komoérek migkiszu kory pierwotnej, perycyklu
i rdzenia u racznika nalezaloby prawdopodobnie przypisa¢ dzialaniu IAA. Nato-
miast efekty organogenetyczne (rozwijanie sie korzeni i paczkow) prawdopodobnie
byly regulowane przez IAA, K i A.

Czes¢ doswiadczalng pracy wykonano w Zakladzie Botaniki Farmaceutycznej
AM w Lodzi.

Panu Doc. dr hab. F. Celinskiemu autorzy dzigkuja za przejrzenie maszy-
nopisu.

(Wplyneto dn. 15. VI. 1970 r.)
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SUMMARY

Investigations were performed in vitro on the growth, organogenesis and anato-
my of concrescence of segments taken from shoots of Ricinus communis L. and
Euphorbia lathyris L.

The effect of indolylacetic acid (IAA), kinetin (K), and adenine (A) added to
a fourfould concentration of White’s mineral medium was tested. It was found
that the action of IAA and K may be correlated by changing the concentration of
A. It was demonstrated that the increment in callus mass depends more than does
organogenesis on such factors as temperature, insolation and season. Neither the
compostion of the medium, nor the above named external factors exert a major in-
fluence on the concrescence of heterogenous segments, Both the species studied are
characterised by a high immunological tolerance to the sap of the partner in the
experiment. Tt would seem that the presence of the Euphorbia tissue has a stimula-
ting influence on the process of coalescence and the development of callus in
Ricinus.

No distinct histological differences were noted in the case of culture of the
plants in vitro and in vivo. However, the marked effect of parenchyma cells elon-
gation in the primary cortex, the pericycle and pith in Ricinus should may probably
be attributed to the action of IAA. The organogenetic effect (development of roots
and buds) were probably controlled by IAA, K and A.

The experimental part of the study was performed in the Department of Phar-
maceutical Botany, School of Medicine, Lodz.

The authors are indebted to dr hab. F. Celinski for critical reading of the
manuscript.
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