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ALICJA SZWEYKOWSKA

Z ZAGADNIEN MORFOGENEZY U ROSLIN
NOWSZE WYNIKI BADAN METODA HODOWLI IN VITRO

Morfogeneza jest terenem, na ktérym spotykaja si¢ morfologia, genetyka i fi-
zjologia ro$lin. Ogromny rozwdj fizjologii ro$lin w ostanich dziesigcioleciach, w tym
wybitne osiagnigcia fizjologii wzrestu 1 rozwoju, nauka o substancjach wzrostowych
itp., byly jednym z czynnikéw, ktéry pobudzit na nowo zainteresowanie dla wyda-
waloby si¢ juz zapomnianych badan w dziedzinie morfologii do$wiadczalnej.

Dodatkowym i bardzo istotnym czynnikiem stymulujagcym bylo opracowanie
nowych metod badain, z ktérych na jednym z pierwszych miejsc nalezy postawié
metode hodowli in vitro. Roliny stanowia szczegdlnie dogodny obiekt do badan
za pomoca tej metody. Technika hodowli w poréwnaniu np. z tkankami zwierze-
cymi jest stosunkowo prosta, udaje si¢ hodowla w warunkach izolacji zaréwno
zarodkow, jak i wszystkich organdéw oraz niezréznicowanych tkanek. .

Ogdlnie znana jest wielka zdolno$¢ regeneracyjna roélin. Metoda hodowli in
vitro potrafita doprowadzi¢ t¢ zdolno$¢ do niezwykle wysokiego stopnia. Ballowi
(1946) udalo si¢ u Tropaeolum majus i u Lupinus albus zregenerowaé cale ro$liny
z kawalkow wierzchotka wzrostu pedu objetosci 0,06 mm?® (szeSciany o boku okoto
0,4 mm) umieszczonych na odpowiedniej pozywce. Wierzcholki wzrostu paproci,
ktére zakorzeniaja si¢ jeszcze latwiej, regenerujg cale roéliny z kawatkéw o wymia-
rach 0,25 mm, a nawet z kawatkoéw grubosci jednej komorki. Stozek wzrostu w ho-
dowli in vitro wykazal wigc ogromne zdolno$ci regeneracyjne i organizacyjne.

Inaczej ma si¢ sprawa, gdy regenerujacy fragment wzigty jest z jakiejkolwiek
innej czgdei roéliny poza wierzchotkiem wzrostu. Fragment wyszczepiony w ste-
rylnych warunkach na odpowiednia pozywke ro$nie, wzrost jest jednak nie sko-
ordynowany i w jego wyniku otrzymujemy tzw. kallus, niezorganizowang morfo-
logicznie i histologicznie, bezksztaltng mase¢ tkanki. W dalszych przeszczepieniach
w hodowli in vitro tkanka kallusowa najczesciej zachowuje swdj niezorganizowany
charakter i sklada si¢ z bezksztaltnej masy parenchymatycznej, jednorodnej (typ
rzadszy) lub z nieregularnie porozrzucanymi w niej elementami drewna i lyka,
mniej lub wigcej wyksztalconymi. Tego rodzaju kulture Gautheret nazywa «ko-
lonia tkankowa», autorzy amerykanscy «tkanka kallusowa». .

Doswiadczenia Camusa (1949) z eksplantatami korzenia endywii (Cichorium
endivia), a ostatnio bardzo interesujace do$wiadczenia Wetmore’a i Sorokina
(1955) z kulturg tkankowa lilaka pozwolily na zrozumienie organizujacej roli
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wierzchotka wzrostu pedu i na wyja$nienie mechanizmu histogenetycznego wplywu
stozka wzrostu na niz:j lezace tkanki. Camus zaszczepial paczek endywii na
eksplaniat (fragment) korzenia tej ro$liny i stwierdzil, ze tkanki lyka w strefie
zaszczepienia paczka ulegaja odréznicowaniu w miejscu zrastania si¢ zrazu z pod-
kiadka, a nastepnie réznicuje si¢ w eksplantacie pasmo lyko-drzewne, laczace sig
ostatecznie z pierwotna wiazka lyko-drzewna (rys. 1). Taki sam paczek zaszcze-
piony w miejscu, gdzie w eksplantacie przebiega kambium, powoduje wzmozona
dzialalno$¢ tego ostatniego oraz znacznie intensywniejsze anizeli w kontroli, rézni-
cowanie si¢ elementéw przewodzacych.

Wetmore i Sorokin przeprowadzili podobne do$wiadczenia, uzywajac jednak,
zamiast fragmentdéw organdw, ustabilizowanej kultury tkankowej lilaka, systema-
tycznie przeszczepiancj, na pozywce zawierajacej mleko kokosowe, ktore dziala

Rys. 1. Histogenetyczne dzialanie paczka endywii za-
szczepionego na fragmencie korzenia. WyrdZnicowanie
sie pasma lyko-drzewnego w strefie floemu eksplantatu.
G — zraz, S — podkladka, B — paczek, FC — utwory
sitowo-naczyniowe, L — lyko, ZG — kambium, PV —
migkisz drzewny, VN — miejsce polaczenia si¢ tkanek
przewodzacych, Wg Camusa 1949

silnie stymulujgco na wzrost tkanki, natomiast przeciwdziala jej réznicowaniu sig
histologicznemu. W ten sposéb Wetmore i Sorokin dysponowali bardzo jedno-
rodna kultura tkanki parenchymatycznej produkujaca rzadko nieliczne elementy
drewna. Zaszczepiony na tej tkance paczek rozwijal si¢ szybko w ulistniony ped.
Przekroje podiuzne wykonane po kilku tygodniach przez rozwijajacy si¢ paczek
i tkanke stuzaca mu za podkladke wykazaly duze zmiany anatomiczne, polega-
jace na wyrdznicowaniu sie zarébwno w podstawie paczka, jak i w jednorodnej
ustabilizowanej tkance licznych elementéw drewna. Wyr6znicowane gniazda ksy-
lemu miaty ksztalt wydtuzony w kierunku prostopadlym do powierzchni pozywki
(rys. 2). Wetmore i Sorokin wykonali dalsze do$wiadczenia w celu okreSlenia
zawartego w paczku czynnika histogenetycznego. Okazato sig, Ze jezeli w nacigciu
tkanki zamiast paczka umiescié roztwér wodny agaru zawierajgcy auksyng (kwas
B-indolilooctowy) i cukier (sacharoza lub glukoza), otrzymamy ten sam efekt indu-
kowania tkanki przewodzacej w kulturze tkankowej, a takze ukladanie si¢ elementéw
tej tkanki w spos6b podobny jak w lodydze. Przy malej koncentracji auksyny, na
poprzecznym przekroju przez kultur¢ (za przekr6j poprzeczny uwazamy tu prze-
kréj w ptaszczyznie réwnoleglej do powierzchni pozywki, a prostopadlej do kie-
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runku dzialania auksyny i cukru) otrzymujemy pasma przewodzace ulozone w po-
staci malego pierScienia. Przy koncentracji wyzszej pierSciei staje si¢ wigkszy,
a pasma sa ulozone w wigkszych odstegpach od siebie. W pewnych przypadkach pasma
przewodzace zostaja polaczone pierscieniem kambium wiazkowego i miedzywigz-
kowego. Co wigcej, w kazdym pa$mie przewodzacym wystepuje drewno w czeéei
do$rodkowej i tyko w czgéci od$rodkowej. Otrzymujemy obraz podobny do prze-
kroju poprzecznego przez todyge lilaka: pierScien wiazek tyko-drzewnych otacza-
jacy co$ w rodzaju parenchymatycznego rdzenia, na zewnatrz pierScienia wigzek
rowniez tkanka parenchymatyczna stanowigca co§ w rodzaju kory pierwotnej.

Rys. 2. Histogenetyczne dzialanie paczka lilaka za-

szczepionego na kulturze tkankowej tej rofliny. Wy-

roznicowanie si¢ pod wplywem paczka pasm ksylemu

w jednorodnej przedtem, parenchymatycznej tkance.
Wg Wetmore’a i Sorokina 1955

Z doswiadczei Wetmore’a i Sorokina wynikalo ponadto, ze indukcja flo-
emu wymagala silniejszego stezenia cukru anizeli indukcja ksylemu. Z punktu wi-
dzenia biosyntezy elementéw strukturalnych wynik ten byt dcé§¢ nieoczekiwany,
gdyz wydawaloby sig, Ze wlasnie elementy ksylemu, odznaczajace si¢ posiadaniem
silnie wyksztalconych wtoérnych blon celulozowo-ligninowych powinny wymagaé
do swego wyr6znicowania si¢ wigkszej iloéci materialu budulcowego, jakim sa
cukry. Od strony biochemicznej, sprawa roli cukru i auksyn nie jost jeszcze jasna
i stanowi prawdopodobnie do$¢ skomplikowany problem (Wetmore 1959).

Opisane wyzej doswiadczenia dotyczyly wprowadzenia do niezrdznicowanej
tkanki organizacji histologicznej pod wptywem paczka lub tez czynnikéw, ktére sa
odpowiedzialne za histogenetyczng aktywno$¢ paczka. Oddzielnym problemem jest
mozliwo$¢ organogenezy w kulturach tkankowych. Zdolno§é réznicowania orga-
néw —korzeni i paczkéw, jest niejednakowa w kulturach tkankowych réznych ga-
tunkéw i odmian roélin. Kultury tkankowe pewnych roélin sa zupeinie pozbawione
tej zdolncsci, u innych réznicowanie, zwlaszcza paczkéw, jest rzeczg bardzo rzadka,
u niektérych dcé¢ latwo spontanicznie réznicujg si¢ koizenie i paczki.



274

Do$wiadczenia na kulturach tkankowych potwierdzily znane juz przedtem wia-
§ciwosci auksyn indukowania rizogenezy oraz wlasciwo$ci hamowania rozwoju
paczkéw. Przy okazji doswiadczeri nad stymulacja i hamowaniem réznicowania sig
paczkéw w kulturach tkanki tytoniu, Skoog i Miller odkryli nowa grupg czyn-
nikéw wzrostowych — kininy (wéréd nich najaktywniejsza — kinetyng) oraz wy-
kazali ich wybitny udziat w r6znicowaniu si¢ paczkéw pedowych w kulturach tkan-
kowych. Badania Skooga i jego wspotpracownikéw (1951-—56) nad fragmentami
pedéw i kallusowa tkanka tytoniu w hodowli in vitro wykazaly, Zze kinetyna jest
niezbednym czynnikiem aktywnej syntezy kwasu dezoksyrybonukleinowego i po-
dzialéw komoOrkowych, a typ wzrostu tkanek i réZnicowania si¢ w nich organdéw
zalezy od subtelnej iloSciowej réwnowagi pomigdzy kwasem [-indolilooctowym
a kinetyna. W tej interesujacej grze pomigdzy auksynami a kininami auksyna sty-
muluje tworzenie si¢ w kulturach korzeni, a hamuje powstawanie paczkoéw, kine-
tyna za§, w stosowanym zakresie stgzen, dziala hamujaco na rizogeneze¢ i silnie
stymulujaco na réznicowanie si¢ paczkéw (rys. 3). Nie jest to przy tym dzialanie
antagonistyczne, lecz raczej wspéldzialanie obu substancji w determinowaniu okre-
§lonego typu wzrostu. Na fot. 3 pokazany jest wplyw wzrastajacych stgzen kinetyny
na kultury tkankowe tytoniu rosnace na zmodyfikowanej pozywce White’a, za-
wierajacej stala ilos¢ kwasu B-indolilooctowego, wynoszaca 2 mg/l. W kontrolach
nastepuje pewien wzrost tkanki, polegajacy gtéwnie na powigkszeniu si¢ objetosci
komérek, oraz wytworzenie si¢ pewnej liczby korzonkéw. Kinetyna w stgzeniu
0,02 mg/. powoduje gléwnie zwigkszony wzrost niezréZnicowanej tkanki kallu-
sowej, za§ wplyw stezenia 0,5 i 1,0 mg/l polega gltéwnie na formowaniu si¢ i roz-
woju paczkéw oraz przytlumieniu procesu korzeniotwoérczego. Jeszcze wyzsze ste-
Zenia kinetyny maja tendencj¢ do hamowania wzrostu, lecz nie sa toksyczne, prze-
ciwnie — kultury hodowane na wysokich st¢zeniach kinetyny pozostaja zywe o cale
miesiace dluzej niz kontrolne.

Roéwniez fosforany (rys. 4) i aminokwasy (hydrolizat kazeiny, tyrozyna —
rys. 5) moga mie¢ istotny wplyw na typ wzrostu i réznicowanie si¢ organdéw
w kulturze tkanki kallusowej.

Na podstawie tych do$wiadczeri Skoog i Miller (1957) wypowiadaja si¢ prze-
ciwko teorii specyficznych organotwoérczych substancji. Regulowanie wzrostu i réz-
nicowanie si¢ jest ich zdaniem raczej powodowane przez ilociowe wspotdziatanie
bardzo wielu niespecyficznych czynnikéw wzrostowych anizeli przez dzialanie spe-
cyficzne tych czynnikéw. W $wiecie ro§linnym panuje jednorodno$¢ co do wymagan
czynnikéw wzrostowych i ten sam w zasadzie mechanizm reguluje wszystkie typy
wzrostu. Trzeba zaznaczyé, ze poglady Skooga nie sa powszechnie podzielane
(Bouilenne, Morel, Gautheret 1957). Gautheret podkresla fakt,ze istnicje
wiele tkanek, w ktérych zadna kombinacja znanych czynnikoéw wzrostowych nie
udato si¢ dotad wywolaé procesu réznicowania si¢ korzeni czy paczkoéw, tak jak to
miato miejsce w tkance tytoniu Skooga. W kazdym razie, badania Skooga sta-
nowig skuteczne zaatakowanie wezlowego problemu organogenezy, z pomoca
i dzigki hodowli in vitro.
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Rys. 3. Wplyw kinetyny na wzrost i organogenez¢ w kulturze tkankowej tytoniu, na pozywee z kwasem
B-indolilooctowym. Wg Skooga i Millera 1957

Rys. 4, Tworzenie si¢ paczkéw w kulturze tkankowej tytoniu na poizywce: 4 — z kinetyng 0,2 mgfl,
B — z ., inetypa 0,2 mg/l i kwasem (3-indolilooctowym 2 mg/l, C — z kinetyna 0,2 mg/l, kwasem [3-indo-
lilooctowym 2 mgfl i z dodatkiem KH,PO, 400 mg/l. Wg Skooga i Millera 1957
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Wréémy raz jeszcze do niezwyklych zdolnosci rolin do wegetatywnego roz-
mnazania. Badania z zastosowaniem hodowli in vitro wykazaly, ze regeneracja
calej rosliny moze nastapi¢ zarébwno 2z mikroskopijnie malych fragmentéw wierz-
chotka wzrostu, jak i z niezréznicowanej kultury tkankowej. Nasuwa si¢ w zwiazku
z tym zagadnienie, jak daleko pod wzglgdem zdolnosci do pelnej regeneracji ida
potencje pojedynczej wegetatywnej komorki.

Szczeg6lne znaczenie dla tej kwestii maja prace prowadzone w latach ostatnich
(1958—60) przez Stewarda. Steward hodowal fragmenty lyka korzeni marchwi
na plynnej pozywce zawierajacej 109, mleka kokosowego. Kultury nie byly stale
zanurzone w pozywce, lecz umieszczone na wolno obracajacym si¢ kole (hodowle
obrotowe), co pozwalalo kulturom periodycznie zanurzaé i wynurzac si¢ z pozywki.
Eksplantaty wytworzyly normalny kallus, précz tego plynna pozywka ulegla zmet-
nieniu, Mikroskopowe badanie pozywki pozwolito stwierdzi¢ obecno$¢ w niej zy-
wych komérek marchwi, pojedynczych i w matych grupach. Bylo oczywiste, ze
komorki te pochodza z rosnacego eksplantatu, z tzw. pseudoplech — sznuréw ko-
morek lub pojedynczych komoérek wyrastajacych czgsto z powierzchni eksplanta-
tow. Dalsze obserwacje komérkowych kultur daly bardzo interesujace rezultaty.
Pojedyncze komérki dzielity sig¢, i to w najrézniejszy sposéb. Jedne dzielily sig
wielokrotnie na jednakowe komorki potomne, dajac w wyniku kolonie izodia-
metrycznych komérek. Inne powigkszaly wielokrotnie swa objeto$é, do rozmiar6w
300—400y., przy czym byly to przewaznie komoérki wielojadrowe, w ktérych pdzniej
czgsto nastgpowaly podzialy cytokinetyczne, tak Ze ostatecznie otrzymywano grupe
malych komérek zamknigta w duzej wyjéciowej blonie komérkowej (rys. 6). Inne
komérki dzielity sig, dajac wielokomérkowe nitki z poprzecznymi btonami ko-
moérkowymi, jeszcze inne paczkowaly jak komoérki drozdzy.

Jakikolwiek byl sposéb rozmnazania si¢ komoérek, doprowadzal on w koricu
do powstania wielokomérkowych agregatéw o nieregularnym ksztalcie. Dalszy
rozwéj agregatéw nastepowal wedhug jednolitego schematu. W nieregularnej, tréj-
wymiarowej masie komérek réznicowala si¢ wkrétce centralna grupa w sposéb
charakterystyczny dla rozwijajacych si¢ elementéw przewodzacych (ksylemu i trud-
niejszego do zidentyfikowania floemu). Na zewnatrz gniazda ksylemu pojawiala
si¢ grupa komoérek dzielacych si¢ regularnie, przewaznie w plaszczyZnie stycznej
do gniazda komérek drewna, tworzac co§ w rodzaju warstwy kambialnej. Rézni-
cowanie si¢ tej centralnej grupy komorek nastgpowalo wylacznie po osiagnigciu
przez komoérkowy agregat pewnych minimalnych rozmiaréw, co §wiadczytoby o tym,
ze impuls do r6znicowania si¢ byl uzalezniony od zaistnienia pewnego wewnetrznego
$rodowiska dla centralnie umieszczonych komérek.

Na tym nie koricza si¢ jednak mozliwosci rozwojowe agregatéw pochodzacych
z pojedynczej komoérki. Jeszcze na plynnej pozywce mozliwe jest powstanie w nich
zawiazkOw korzeni, jednakze dopiero przeniesienie kultur w tym stadium do zwy-
kiych stacjonarnych probéwek ze stala pozywka agarowa daje im mozliwoé¢ dal-
szego roéznicowania si¢. Nastepuje rozwéj zawiazkéw korzeni i powstanie nowych.
Wkroétce po korzeniach zaczyna si¢ réznicowaé o§ pedu w kierunku przeciwnym
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Rys. 5. Wplyw aminokwaséw na wzrost i organogeneze w kulturach tkankowych tytoniu na poZywce
z kwasem [-inolilooctowym 2 mg/l, kinetyna 0,2 mg/l i z dodatkiem: K — zadnym, KPh — fenyloala-
niny, KTy — tyrozyny, KTr — tryptofanu. Wg Skooga i Millera 1957

Rys. 6. Rozw6j wolnych komérek marchwi zawieszonych w plynnej pozywce. Przejécie od wolnych izo-
diametrycznych komérek do tréjwymiarowych agregatow komérkowych (a—d) oraz od wielojadrowych
komoérek olbrzymich do agregatéw komorkowych (e—j). Wg Stewarda, Mapesa i Smitha 1958
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do osi korzenia. Zawigzek pedu posiada dzigki elementom przewodzacym bez-
posérednie potaczenie z centralnym gniazdem wyréznicowanych komorek przewo-
dzacych, a poprzez nie — z korzeniem. Na osi pedu w regularny sposéb réznicuja
si¢ zawiazki liéci. Powstaly w ten sposdb «zarodek» rodlinny kontynuuje swoj
wzrost i rozwdj i przeksztalca si¢ w roéling marchwi z wszystkimi jej charaktery-
stycznymi cechami (rys. 7—10).

" R

Rys. 7—9. Rozw6j mlodych roélinek marchwi pochodzacych od pojedynczych agregatow komoérkowych.
Wg Stewarda 1958

Rys. 10. Mloda ro$lina marchwi powstala w wy-

niku rozwoju pojedynczej wolnej komorki wege-

tatywnej, rosnaca na agarowej pozywce z do-

datkiem mleka kokosowego. Wg Mitry, Mapesa
i Stewarda 1960

Wazne wnioski wynikaja z do$wiadczen Stewarda. Okazuje si¢, ze wolna
parenchymatyczna komérka obdarzona jest totipotencja rozwojowa. Pewne fazy
rozwoju takiej komérki przypominaja rozwdj zaptodnionej komorki jajowej, np.
nitkowaty ukiad komérek w pierwszym stadium rozwoju zarodka okrytozalazko-
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wych, wielojadrowe stadium w pierwszym okresie rozwoju zarodka nagonasien-
nych, pod niektérymi wzgledami przypominaja tez pewne stadia rozwoju zarodkow
paproci, widlakéw, skrzypéw lub mlodych paczkéw réznicujacych si¢ w kallusie
tytoniu (Sterling 1950). Cieckawym momentem jest réwniez niezbedno$¢ mleka
kokosowego lub innego odpowiedniego plynnego bielma w sSrodowisku rozwija-
jacych si¢ komoérek. Stanowi to dalsze podobienstwo do zarodkéw rozwijajacych
sie w naturalnych warunkach w macierzystym organizmie.

W konsekwencji wydaje si¢, ze biochemiczne problemy zwiazane z wytworze-
niem roélinnego organizmu sa te same, niezaleznie od tego, czy rozwdj nastgpuje
z zaplodnionego jaja, czy z wolnej wegetatywnej komorki, czy tez z embrional-
nego paczka. Pierwsze fazy rozwojowe zarodkow nie wydaja si¢ by¢ $cisle okreslone.
Dopiero po osiagnigciu przez zarodek — niezaleznie od jego pochodzenia — sta-
dium trojwymiarowego agregatu komorek, dalszy rozwéj nast¢puje w sposob okre-
§lony $cislej. W rozwoju tym daja si¢ wyrdzni¢ pewne wezlowe punkty, fazy, jak
np. bezksztaltny agregat komoérek. wyrdznicowanie si¢ w jego centrum tkanki
przewodzacej, wytworzenie korzonka, wytworzenie pedu i zawiazkow lisci. Jakie
czynniki biofizyczne i biochemiczne okreslaja przechodzenie z jednej fazy do dru-
giej — pozostaje na razie kwestia otwarta.

Powyzszy krétki przeglad daje obraz osiagni¢¢ w dziedzinie poznania mecha-
nizmdéw morfogenetyczriych u roélin, jakie byly mozliwe do uzyskania dzigki meto-
dzie hodowli in vitro. Podstawowa cecha metody sa szerokie mozliwosci $cistego
kontrolowania warunkéw nie tylko zewnetrznych, ale i wewnetrznych roz-
woju ro$liny, nie tylko roSliny jako catosci, ale i jej organéw, fragmentéw organdw,
tkanek, a nawet komoérek. Te mozliwosci polegaja na aseptycznoécei kultury, co
pozwala stosowaé dowolnie szeroki wachlarz substancji nieorganicznych i orga-
nicznych, odzywczych i stymulujacych. Przy hodowli organéw, tkanek i komérek
jesteSmy w stanie wyeliminowaé¢ czynniki korelacji i pozna¢ nastgpnie ich charakter
przez zastgpowanie ich znanymi czynnikami fizykalnymi i chemicznymi. Mozliwosci
metody dalekie sa jeszcze od wyczerpania i mozemy spodziewac si¢ z jej pomoca
dalszych sukceséw w dziedzinie poznania proceséw morfogenetycznych w rosli-
nach.
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