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JOANNA KOPCINSKA

UDZIAL HORMONOW ROSLINNYCH W ROZNICOWANIU ELEMENTOW
DREWNA W KULTURACH IN VITRO

Metoda badania czynnikéw regulacji morfogenezy roslin przy zastosowaniu
kultur tkankowych, mimo powaznych ograniczeri wynikajacych z izolacji kompleksu
komoérkowego z naturalnego $rodowiska biofizycznego, pozwala jednak na uzyska-
nie wielu cennych informacji dzigki mozliwosci $cistej kontroli sktadu chemicznego
pozywki. Totez jest wykorzystywana chetnie przez wielu badaczy morfogenezy
roslin. Szczegdlnie czgsto stosowanym systemem modelowym do badan nad mecha-
nizmem regulacji roznicowania komorek roslinnych jest proces ksylogenezy. W toku
réznicowania elementow trachealnych daja si¢ bowiem wyrézni¢ wyrazne stadia
rozwojowe: kierunkowy wzrost komorki, odkladanie (wedtug okreslonego wzoru)
wtornej $ciany komorkowej, autoliza protoplastu. Mozliwos$¢ stosunkowo precyzyj-
nego okreslenia kazdej z tych faz, oraz latwos¢ sledzenia przebiegu procesu ogdlnie
dostepnymi metodami (mikroskopia $wietlna, proste barwienia) zadecydowaly
o jego przydatnoéci w badaniu cytodyferencjacji.

Doswiadczenia nad indukcja ksylogenezy w kulturach tkankowych in
vitro  prowadzone na Kallusie Pisum i Convolvulus (Torrey 1968), soji
(Torrey 1968; Fosket, Torrey 1969), topinambura (Minchoa, Halperin
1974), na wycinkach korzeni grochu (Torrey, Fosket 1970; Philips, Totrey
1973), na fragmentach rdzenia salaty (Dalessandro 1973a), oraz obserwacje
regeneracji tkanki waskularnej w zranionych miedzywezlach réznych roslin wska-
zuja, ze koniecznym warunkiem do wywolania obu tych procesow jest obecnosé
w pozywce auksyny i cytokininy. Podanie do pozywki tylko jednego z tych hormo-
néw nie stymuluje w badanych tkankach ksylogenezy. Natomiast indukcj¢ ksylo-
genezy przy udziale wylacznie auksyny kwasu indolilo-3-octowego (IAA) wykazano
u Coleus (Fosket, Roberts 1964; Earle 1968), oraz w kulturach tkankowych
z bulw topinambura (Dalessandro 1973b). W obu przypadkach dodanie do
pozywki cytokininy nie wplywalo na ksylogenezg lub powodowato hamowanie
tego procesu. Wydaje sig, ze badane tkanki tych roélin sa zdolne do produkcji
endogennej cytokininy w ilosci wystarczajacej do zapoczatkowania réznicowania



elementéw trachealnych. Dlaczego jednak podanie cytokininy egzogennej moze
wywola¢ nawet efekt hamowania, nie wiadomo.

Duze zainteresowanie budzi ksylogenne dzialanie syntetycznej auksyny kwasu
2,4-dwuchlorofenoksyoctowego (2,4-D). Witham (1968) a takze Dalessandro
i Roberts (1971) donosza o stymulacji ksylogenezy w tkance kallusowej soji,
tytoniu i w rdzeniu sataty pod wptywem 2,4-D i bez udzialu egzogennych cytokinin.
Witham (1968) sugeruje, ze 2,4-D jest auksyna i jednoczesnie wykazuje wlasnosci
stabej cytokininy, badZ stymuluje tkanke do produkcji wlasnej cytokininy.

Nie ulega watpliwosci, ze wzrost komoérki obserwowany w pierwszej fazie
réznicowania si¢ elementow trachealnych jest pod bezposrednia kontrola auksyny,
natomiast proces lignifikacji wtérnej $ciany komoérkowej prawdopodobnie zalezy
od stosunku ste¢zenia auksyny do cytokininy w pozywce. Wetmore i Rier (1963)
stwierdzili, ze ksylogenne dziatanie tych hormondw jest modyfikowane przez sacha-
roz¢. Ogélny schemat doswiadczenia byl nastgpujacy: na powierzchni wycinkéw
tkanki kallusowej Syringa vulgaris L. umieszczali kostk¢ agarowg zawierajaca IAA
i sacharoze w roznych stezeniach. Pierwszym dajacym zaobserwowaé si¢ efektem
bylo powstawanie w tkance kallusowej grup komérek ulozonych w regularny
pierécient i charakteryzujacych si¢ intensywnymi podzialami mitotycznymi. W tych
wlaénie grupach komorek nastgpowalo réznicowanie tkanki waskularnej, a sposéb
réznicowania zalezal od stosunku stgzen IAA i sacharozy. Przy stalej koncentracji
TIAA i stezeniu sacharozy réwnym 19, tworzylo si¢ bardzo niewiele elementow
trachealnych; 1—2% stezenie sacharozy sprzyjalo intensywnej ksylogenezie. Ele-
menty zaréwno ksylemu jak i floemu, cz¢sto oddzielone od siebie warstwa komérek
przypominajacych kambium, obserwowano przy st¢zeniu sacharozy 2,5—3,57%.
Podniesienie koncentracji sacharozy do 49 i powyzej stymulowalo réznicowanie
floemu, elementy ksylemu pojawialy si¢ rzadko lub nie wystgpowaly w ogdle.
Zachowanie stalego stezenia sacharozy przy jednoczesnym wzroscie st¢Zenia auksyny
dawato mozliwo$¢ regulacji srednicy pierscienia utworzonego przez grupy réznicuja-
cych si¢ komorek.

Préby wyjasnienia modyfikujacego dzialania sacharozy nie moga ograniczaé si¢
tylko do traktowania tej substancji jako Zrédla energii potrzebnej do przebiegu
procesu réznicowania, lub Zrédia weglowodanéw niezbednych dla budowy wtérnej
‘$ciany komoérkowej; wydaje sig, ze gradientowe pole stgzenia sacharozy moze zmie-
niaé dzialanie auksyny (Wetmore, DeMaggio, Rier 1964). i

Jak wiadomo auksyna jest jedynym hormonem roslinnym, ktéry transportowany
jest polarnie. W pedach aktywny transport zachodzi zawsze od korica fizjologicznie
gbrnego (apikalnego) do korca fizjologicznie dolnego (bazalnego). Jest to tzw. trans-
port bazypetalny. Pewne dane przemawiaja za tym, ze ksylogenne dzialanie auksyny
jest $cisle zwigzane z jej polarnym transportem. Wskazuja na to wyniki doswiadczen
nad regeneracja tkanki waskularnej zranionych, izolowanych miedzyweZli roslin.
Na miedzywezla Hibiscus esculentus L., Pisum sativum L. i Arachis hypogea L. poda-
wano na koniec bazalny lub apikalny auksyny IAA i 2,4-D (Thompson 1970).
Reakcje ksylogenna wywolywala jedynie auksyna podana na koniec apikalny.
Podobne rezultaty uzyskano dla tytoniu (Sheldrake, Northcote 1968), dla Coleus
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i pomidora (Thopmson, Jacobs 1966; Thompson 1968). Problem wplywu
auksyny na proces roznicowania komérek w aspekcie polarnego transportu hormonu
nie jest dostatecznie zbadany, chociaz ostatnio pojawily si¢ nowe koncepcje w tym
zakresie. Zajaczkowski i Wodzicki (1978) zaproponowali teoretyczny model
hormonalnej regulacji morfogenezy roslin w oparciu o oscylacyjno-falowy charakter
transportu auksyny. Model ten pozwala na wyjasnienie, w jaki sposob zjawiska
oscylacyjno-falowe pozostajace w zwigzku z polarnym transportem auksyny
moga byé odpowiedzialne za regulacj¢ réznicowania komoérek roélinnych. Brak jest
jednak poréwnawczych danych na temat cytodyferencjacji w wycinkach z rdzenia
zbudowanego z jednorodnej tkanki parenchymatycznej w zaleznosci od dlugosci
wycinka i wieku izolowanej tkanki. Forest i McCully (1971) wskazuja na wyste-
powanie polarnego transportu auksyny w rdzeniu tytoniu, wedlug Sheldrake’a
(1973) bazypetalny transport auksyny odbywa si¢ poprzez kambium i najmiodsze
pochodne, natomiast udzial parenchymatycznege rdzenia w przemieszczaniu hor-
monu jest nieznaczny i maleje wraz z wiekiem tkanki. W kulturach kallusowych,
ktére pod wzgledem stopnia zréznicowania przypominaja rdzen pedu, Wetmore
i Rier (1963) nie stwierdzaja polarnosci w zadnym kierunku i sugeruja, ze prze-
mieszczanie auksyny odbywa si¢ tylko na zasadzie dyfuzji.

Interesujace obserwacje dotyczace wptywu réznych auksyn i cytokinin na sposéb
ulozenia elementéw trachealnych, poczynili Dalessandro i Roberts (1971).
W wycinkach rdzenia salaty hodowanych na pozywce agarowej otrzymywali rézny
wzér ksylogenezy w zaleznosci od stosowanych hormonéw. IAA--cytokininy
powodowaly powstanie w brzeznej cz¢éci wycinka zamknigtego pierscienia, zbudo-
wanego z szeregébw cewek zorientowanych pionowo do podloza. W dolnej czgéci
wycinka kontaktujacej si¢ bezposrednio z pozywka, obserwowali istotne rdéznice
w sposobie ksylogenezy miedzy kombinacjami IAA i ré6znymi cytokininami. IAA+-
zeatyna stymulowaly powstawanie anastomotycznych polaczen migdzy pionowymi
szeregami; IAA-}kinetyna indukowaly wytworzenie izolowanych grup cewek
rozmieszczonych przypadkowo; benzyladenina wraz z IAA dawaly podobny efekt,
ale formowala si¢ mniejsza ilo$¢ cewek. Zastosowanie kwasu naftaleno-1-octowego
(NAA) w polgczeniu z cytokininami powodowalo powstawanie rozgalezionych,
promieniécie zorientowanych szeregow cewek. Z czego wynika rézny wzoér ulozenia
elementéw trachealnych przy podaniu IAA i NAA i w jaki sposob cytokininy
modyfikuja dzialanie auksyny to pytania, na kiére nie potrafimy daé jeszcze od-
powiedzi.

Badania nad rola i udziatem cytokinin w procesie roznicowania komorek roslin-
nych w kulturach in vitro sa trudne ze wzgledu na to, Ze wigkszo$¢ tkanek i organow
rodlin wyzszych zawiera znaczny poziom tych substancji. Wiele danych wskazuje
na to, ze rola cytokinin w procesie ksylogenezy polega na stymulacji podzialow
komérkowych. Cytokininy indukuja podzialy mitotyczne komorek i dopiero po-
chodne wstepuja na droge roéznicowania (Fosket, Torrey 1969; Torrey, Fosket
1970; Philips, Torrey 1973). Czy pojedyncza izolowana komérka moze podlegaé
réznicowaniu? Torrey (1975) podaje, ze udalo si¢ tego dokona¢ dla kallusa Centa-
urea, podkresla jednak, ze sa to przypadki sporadyczne. Wydaje si¢ by¢ logicznym



fakt réznicowania komodrek w pewnym zespole, ponadkomérkowym systemie,
wtedy bowiem dopiero specjalizacja nabiera biologicznego sensu.

Odrebne zagadnienie stanowi ksylogeneza a poliploidalnosé komoérek. Torrey,
Fosket (1970); Philips, Torrey (1973); Libbenga, Torrey (1973) sugeruja
dla Pisum sativum L. nastgpujaca sekwencj¢ zdarzen: cytokininy powoduja endo-
reduplikacje, komoérki poliploidalne podlegaja podzialom mitotycznym i w fazie G,
cyklu komérkowego nastgpuje proces réznicowania. Tak wige, wedlug tych auto-
row, komorki poliploidalne sa bardziej predysponowane do réznicowania niz
komorki diploidalne. Odmienne wyniki uzyskali Wright i Northcote (1973)
dla Acer pseudoplatanus L. Jedynie komorki diploidalne podlegaly dyferencjaciji,
w hodowlach komoérek tetraploidalnych nie obserwowali tego zjawiska.

Gibereliny stanowia grup¢ hormonoéw bardzo stabo zbadang pod katem ich
udziatlu w ksylogenezie in vitro. Z dotychczas uzyskanych wynikow mozna sadzié,
7e nie sa zdolne do zaindukowania procesu roznicowania przy braku w pozywce
auksyny i cytokininy. W $wietle koncepcji o $cistym zwiazku, w jakim pozostaja
w stosunku do siebie uktad mikrotubul w cytoplazmie i ukiad mikrofibrylli celulozo-
wych sciany komorkowej, wydaje si¢ by¢ prawdopodobne, Ze gibereliny zmieniajac
orientacj¢ mikrotubul maja wplyw na sposob odkladania wtdérnej sciany komorko-
wej (Shibaoka 1974 wg Robertsa). Posredni efekt giberelin na ksylogenezg
obejmuje indukcje aktywnosci hydrolaz, co moze powodowaé tworzenie monome-
row cukrowych niezbednych do syntezy sciany komoérkowej. Ta dziedzina dziatania
giberelin wymaga dalszych intensywnych badan (Kaufman, Ghosheh, LaCroix,
Soni, Ikuma 1973; Broughton, McComb 1971; Varner 1964, 1967).

Niewiele rowniez wiemy o roli, jaka odgrywa, w regulacji réznicowania komorek
roélinnych naturalny inhibitor roslin kwas abscyzynowy (ABA). Minchoa i Hal-
perin (1974) obserwowali zahamowanie réznicowania elementéw trachealnych
w tkance z bulw topinambura po dodaniu do pozywki ABA. By¢ moze jest to zwig-
zane z blokowaniem przez ABA metabolizmu kwaséw nukleinowych co sugeruje
Bex (1972).

Opracowany przez Zajaczkowskiego i Wodzickiego (1978) teoretyczny
model hormonalnej regulacji morfogenezy roslin daje mozliwos¢ prowadzenia
szeregu dalszych do$wiadczen, ktére moga stanowi¢ przyczynek do wyjasnienia
procesu roznicowania komorek roslinnych. Jedli zjawiska oscylacyjno-falowe
towarzyszace polarnemu transportowi auksyny stanowia Zrédlo informacji roz-
poznawanej przez komorke i w ten sposob moga byé zwigzane z réznicowaniem
komoérek, to role innych regulatoréw ksylogenezy nalezy rozpatrywa¢ w aspekcie
ich modyfikujacego dzialania na transport auksyny. By¢ moze, obserwowany przez
Dalessandro i Robertsa (1971), rézny ukiad elementéw trachealnych w zalez-
nosci od rodzaju stosowanej cytokininy da si¢ wyjasni¢ odmiennym dzialaniem
kazdej z nich na przemieszczanie IAA, a roznice we wzorze ksylogenezy przy poda-
niu w pozywce IAA i NAA, innymi parametrami fali tych hormonéw. Mozna si¢
spodziewaé, ze zastosowanie jakichkolwiek czynnikow zaklocajacych w okreslony
sposob przebieg fali auksyny (przeszkody mechaniczne, pole magnetyczne) stworzy
mozliwo$¢ Scistej kontroli wzoru ksylogenezy.
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