W sprawie t. zw. ,enclaves protéiques*
Vandendries'a.

Napisata

IRENA LACHERTOWA.
(Tablica II).

Vandendries umiescit w ,La Cellule“ z roku 1909 prace pod
tytulem ,,Contributions a I'histoire du développement des Cruciféres®;
jeden z rozdzialéow poswigcony jest kwestji rozwoju warstwy wy-
Scielajgce] woreczek zalgzkowy. Warstwa ta réinicuje sig u gatun-
kéw, badanych przez autora, w okresie, kiedy woreczek zalgzkowy
zawiera osiem jgder. Wyjatek stanowi Draba verna, u ktérej komérki
wyscielajgce przez dluzszy czas nie roéinig sie od pozostalych ko-
moérek osrodka; zréznicowanie ich odbywa sie dopiero w okresie
tworzenia sig liscieni. W komérkach warstwy wyscielajacej woreczek
zalazkowy wyréznil autor specjalne utwory, polozone w poblizu jadra.
Uwazal je za ciala pochodzenia protoplazmatycznego i na podstawie
zabarwienia, otrzymanego przez dzialanie odczynnika Millon’a za-
liczyt do cial bialkowatych (,enclaves protéiques®). Vandendries
nie opracowal dokladnie rozwoju tych cial; ograniczyl sie tylko do
stwierdzenia, Ze zjawiajg sie po zaplodnieniu i pod wplywem rozra-
stajgcego sie woreczka zalgzkowego zostaja zniszczone razem z szybko
degenerujaca warstwg tapetows. Ksztalt utworéw jest wedlug autora
bardzo zmienny: wystgpuja one w postaci nieregularnych, kulistych
skupien, badz tez tworzg podluine ciala, otaczajgce jadro. Budowe
wewnetrzng majg wloknistg lub siatkowatag. W komoérkach lezacych
blizej okienka wystepuja znacznie mnie] wyraznie niz w poblizu czesci
sznureczkowe;.

Celem mojej pracy bylo zbadanie cial rzeczonych pod wzgledem
ich morfologji i rozwoju. Z gatunkéw opisanych przez Vanden-
dries’a wybralam nastepujace: Cardamine pratensis, Sisymbrium
Thalianum i Draba verna. Z tych trzech roslin zatrzymalam sie prze-
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dewszystkiem na Cardamine pratensis, poniewaz komérki warstwy
wyscielajace] woreczek zalgzkowy réznicujg sie u tego przedstawiciela
wczesnie, a utwory opisane przez Vandendries’a wystepujg naj-
wyrazniej.

Materjal do badan zostal poczatkowo utrwalony w utrwalaczach
Bendy, Carnoy i Flemminga. Poniewaz utrwalacz Bendy dat
obrazy najbardziej zgodne z obrazami widzianemi przez Vanden-
dries’a, przeto postugiwalam si¢ nim przy ustalaniu kolejnych
stadjéw rozwojowych cial badanych, oraz przy obserwowaniu ich
struktury. Na Cardamine pratensis i Sisybrium Thalianum, utrwalo-
nych metodg Bendy, zastosowany zostal szereg reakcji mikrochemicz-
nych w celu stwierdzenia, w jakiej mierze slusznem jest zaliczenie
przez Vandendries’a cial, wystepujgcych w warstwie wysciela-
jacej u Cruciferae do utworéw o charakterze bialkowatym. Wszakze
ani odczynnik Millon’a, ani reakcja ksantoproteinowa, ani Ra-
spail’a, jak rowniez siarczan miedzi z lugiem potasowym, eozyna
i J+ K] nie daly charakterystycznych dla bialka reakcyj barwnych.
Jednoczesnie materjal z Fleminga i Bendy wykazywal wyczer-
nienia i wyzélcenia badanych utworéw, spowodowane przez dzia-
lanie kwasu osmowego i chromowego. Obserwacje te doprowadzily
do wniosku, ze zaliczenie cial bedacych w mowie do substancyj bial-
kowatych jest niesluszne i ze naleig one albo do tluszezéw albo do
garbnikéw. Rozstrzygniecie tej sprawy daly mi badania przyzyciowe
oraz utrwalenie materjalu w Regaud i Ciaccio, jako w utrwala-
czach nie zawierajacych kwasu osmowego. Sudan wszakze ani na
$wiezym materjale, ani na utrwalonym nie wykazal obecnosci tlu-
szczow. Natomiast dzialanie FeCl;, blekitu metylowego, dwuchro-
mianu potasu, kwasu osmowego oraz zieleni jodowej po formalinie
daly bardzo charakterystyczne zabarwienia dla substancyj garbniko-
wych. Materjal z Regaud i Ciaccio wykazywal réwniez czer-
wono-brunatne osady w komérkach warstwy wyscielajace] woreczek
zalazkowy. Te rezultaty doprowadzily do przekonania, ze utwory
opisane przez Vandendries’a nie skladajg si¢ z substancyj bial-
kowatych, lecz stanowia zloza garbnikowe na terenie wakuol, o czem
przekonalo mnie poréwnanie skrawkéw z wybarwionemi przyzyciowo
wakuolami (blekit krezylowy, czerwien neutralna) i tych, ktére byly
badane na obecnosé zwiazkéw garbnikowych. Niektérzy autorowie
(Bokorny, Baccarini) znalezli w wakuolach garbnikowych u Le-
guminosae biatko w stanie rozpuszczonym. Pfeffer i Solereder
zajeli wobec tego spostrzezenia stanowisko krytyczne, wychodzac
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z zalozenia, ze garbniki stracajg substancje bialkowe. Dekkeri Hein-
richer posluguja sie nawet substanciami garbnikowemi dla ilo-
S§ciowego oznaczania bialka. Przypuszczam, ze gdyby w bada-
nych przeze mnie wakuolach bialko wystepowalo w postaci stracen,
wtedy zostaloby ujawnione stosowanemi metodami, jako to: odczyn-
nikiem Millon’a, reakcia Raspail’a, reakcje ksantoproteinows itd.

Kolejne stadja rozwojowe warstwy wyscielajacej woreczek zalgz-
kowy Cruciferae oraz utworéw w niej zawartych byly badane na
materjale utrwalonym metodg Bendy i barwione hematoksylina.
U Cardamine pratensis warstwa rzeczona réznicuje sie wtedy, gdy
woreczek zalgzkowy zawiera osiem jader. Sklada sie ona wéweczas
z komérek bogatych w plazme (Tabl. II, fig. 1) i znacznie wiekszych
od pozostalych komoérek osrodka; jadra ich sa duze o wyraznym
jaderku, w zarodzi znajduje sie skrobia i utwory o charakterze pla-
stydalnym, wybarwione zielenig $wietlista. Kazdy z tych elementéw
zawiera jedno lub dwa male cialka, wyczernione kwasem osmowym
(tluszcze?) Miejscami warstwa wyscielajaca sktada si¢ z paru pokla-
déw komérek. W okresie tym garbnikéw jeszcze niema; zjawiajg sie
one nieco poézniej] w malych wakuolach z silnie lamiaca swiatlo ziar-
nistoscig i czerniejgca pod wplywem hematoksyliny (Tabl. I, fig. 2).
Wakuole te majg wyglad malych jasnych pecherzykéw, ziarnistosé
za$ stanowi bezwatpienia stracenie substancii, rozpuszczonej w ich
plynnej tresci. W nastepnem stadjum wakuole powiekszaja sie, a na
brzegach ich wystepujg drobne, coraz gestsze czarne stracenia (Tabl. I,
fig. 3). Plazma wykazuje w tym okresie liczne ziarnistosci i pateczki
o charakterze chondriomu. Jednoczesnie z rozwojem woreczka zalgzi-
kowego rosng wakuole garbnikowe; lezg one przewaznie po obu
stronach jadra na dluiszej osi komérek, ktore zczasem stajg sie bar-
dziej wydluzone w kierunku promienistym. Stracenia w wakuolach
sg coraz wigksze i liczniejsze, hematoksylina wybarwia je na czarna
(Tabl. 11, fig. 4 i 5). W tym mnie] wiccej okresie zachodza znaczne
zmiany w wygladzie komoérek warstwy wyscielajgce]: ziarnistosci
plazmy zanikaja, jgdro za$ zatraca wyrazistos¢ konturu. Cherakter
wakuol garbnikowych ulega réwniez zmianie; nie widaé juz w nich
czerniejgcych pod wplywem hematoksyliny zawiesin, natomiast sa
one cale jakby zalane jednolitg substancia, wybarwiong przez ten
sam barwnik na ciemnobrunatno (fig. 8 i 9). Chwilami w wakuo-
lach wida¢ jakby dwie réine substancje: jedna, wybarwiona hemato-
ksyling na jasnobrunatno, wypelnia calg wakuole, druga wystepuje
w postaci zawieszonych w niej ciemnobronzowych klaczkow (Tabl. I,
fig. 6 i 7). Niekiedy znéw w wakuoli dominuja substancje ciemno-
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brunatne, za$ substancje jasniejsze znajdujg sie w nich w postaci
regularnych kropel, otoczonych ciemnym konturem (Tabl. I, fig. 10).
Degeneracja warstwy wyscielajacej szybko sie posuwa; komérki jej
ulegajg znieksztalceniu pod wplywem rosngcego woreczka zalazko-
wego; wakuole garbnikowe zajmujg prawie calg komorke, badz ota-
czajac jgdro, badi tez spychajgc je ku blonie komérkowej. Zawartosé
wakuol jest uboisza, ze znaczng przewaga substancyj z6ltych (p. nizej).
Wreszcie warstwa wyscielajgca sklada sie z duzych splaszczonych
komérek, w ktorych granica wakuol schodzi sig prawie z granica
komérki. Jadra w wielu komérkach nie widaé, tam gdzie je mozna
dostrzec posiada kontur bardzo niewyrazny i nieregularny, oraz duze
jaderko rowniez o nieregularnym ksztalcie. W komodrkach gdzie-
niegdzie pozostaly resztki plazmy oraz w wakuoli niewielkie ilosci
substancy] garbnikowych. Wsréd nich przewazaja substancie zolte,
pozatem wida¢ brunatne plamy i drobniutkie czarne ziarnistosci.
Kontury komorek sa znieksztalcone, blony miejscami poprzerywane,
komoérki zostaly zgniecione przez rozrastajacy sie woreczek zalai-
kowy (Tabl. II, fig. 11). Vandendries w swej pracy podkresla
rowniez tg szybko nastepujgcg degeneracje warstwy wyscielajgee;.
Nalezy jednak zaznaczyé, Ze nie wszystkie komorki wyscielajace tego
samego woreczka zalgikowego daja jednakowe obrazy: zaréwno co
do zawartosci wakuol, jak i stosunku jej wielkosci do wielkosci ko-
morek zachodzg znaczne réznice 1 wahania.

Poszczegolne stadja wakuol garbnikowych w warstwie wyscie-
lajace] woreczek zalazkowy Cardamine pratensis sa zupelnie zgodne
z temi, ktore opisal Pierre Dangeard w pracy o systemie wod-
niczkowym u nagonasiennych. W zawartosci wakuol wyréznia autor
dwie odrebne substancje: metachromatyne, wystepujaca wedtug niego
we wszystkich wakuolach bez wzgledu na ich zawartosé, oraz po-
chodne fenolowe czyli wlasciwe garbniki. W mlodszych stadjach
w wakuolach przewaza metachromatyna, czem wlasnie Dangeard
tlumaczy wybarwianie sig¢ ich hematoksyling na czarno. W pézniej-
szym rozwoju zaczynajg dominowaé wlasciwe garbniki i zawartos¢
wakuoli zmienia stopniowo barwe na zlocistoioélta, wywolang dzia-
taniem kwasu chromowego: hematoksylina jej nie zabarwia. U Car-
damine pratensis zmiany, zachodzace w wybarwianiu si¢ tresci wakuol
garbnikowych odbywaly sie zupelnie zgodnie z obserwacjami D an-
geard’a. Co do blon wakuol garbnikowych, wyréinionych przez
p. Herszlik 6 wna u Phaseolus, to na badanych objektach stwier-
dzi¢ ich nie moglam.
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U Sisymbrium Thalianum przebieg rozwoju warstwy wyscielajgcej
i wakuol u niej zawartych przedstawia si¢ nieco odmiennie, niz
u Cardamine pratensis. Zr6inicowanie sie komorek wyscielajgcych
nastepuje coprawda mniej wiecej w tym samym okresie, to jest wtedy,
kiedy woreczek zalgzkowy zawiera osiem jader, ale jest znacznie
mniej wyrazne. Na preparatach barwionych safraning z zielenig Swie-
tlista w komérkach rzeczonego pokladu widaé woéwezas duzo ziarn
skrobi (Tabl. II, fig. 12). Nieco pézniej zjawiaja si¢ male wakuole
z lezagcemi w nich drobnemi ziarenkami (Tabl. I, fig. 13). Nastepne
stadja réznig sig zasadniczo u obu tych roslin. U Sisymbrium Tha-
lianum poza pierwszem stadjum zawarto$¢ wakuol jest przez caly
czas trwania zlocistozélta. Na zadnym z preparatéow nie widaé bylo
ani drobnych czarnych stracen, ani tez ciemnobrunatno barwiacych
sie substancyj. Zabarwienie zlocistozélte wystepuje zaréwno na pre-
paratach barwionych jako tez i niebarwionyzh, nalezy wiec je przy-
pisaé dzialaniu kwasu chromowego utrwalacza. U Sisymbrium Tha-
lianum koncentracia garbnikéw w wakuoli jest duzo slabsza, niz
u Cardamine pratensis. Kolejne stadja rozwojowe wakuol garbniko-
wych widaé na rysunkach 14-ym az do 18-go wlacznie (Tabl. II).
Nawet w poézniejszych stadjach, kiedy wakuola wypelnia prawie calg
komoérke, garbniki nie wystepujg w niej w tak znacznych ilosciach,
jak u poprzednio opisanej rosliny. Zniszczenie warstwy wyscielajace]
nastepuje tu roéwniez w okresie tworzenia sig liscieni zarodka. Ko-
mérki sa wtedy zgniecione, blony miejscami porozrywane. Jadra de-
generujg w podobny sposéb jak u Cardamine pratensis, a cala ko-
moérke wypelnia wakuola, w ktérej widaé zlocistozélte substancie
garbnikowe i ciemniejsze, silnie lamigce $wiatlo cialka (Tabl. II, fig.
19 i 20).

Co sie tyczy rozwoju t. zw. ,enclaves protéiques Vanden-
dries’a u Draba verna, to nie obserwowalam wszystkich stadjow.
Moge tylko stwierdzié, ze réznicowanie warstwy wyscielajgce] naste-
puje tu dopiero w okresie tworzenia si¢ liscieni zarodka. Vanden-
dries podaje rysunki komérek warstwy wyscielajacej zupelnie zgodne
z obrazami widzianemi przez niego u Cardamine pratensis. Czas
trwania warstwy wyscielajgcej jest tutaj bardzo krotki.

Istnieje caly szereg teoryj o roli, ktorg odgrywa warstwa wy-
Scielajgca woreczek zalgzkowy u okrytonasiennych. Jedni autorzy
widza w niej warstwe odzywecza, inni tylko ochronng. Do tych ostat-
nich nalezy réwniez Vandendries. Stwierdzenie wystgpowania
wakuol garbnikowych w warstwie tapetowej u Cruciferae nie przy-
czynia sie do wyjasnienia tej sprawy, poniewaz garbniki sg substan-
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cjami malo zbadanemi. W szeregu prac, z ktérych wiekszosé przy-
pada na koniec dziewigtnastego wieku, spotyka sie zdania najzu-
pelniej rozbiezne. Klerker (1888) i Dangeard (1923) uwazajg
garbniki za wydzieliny, Arnhold za substancje stojgce w zwiazku
z procesem oddychania, Stahl za $rodek ochronny przeciwko
zwierzgtom, Kraus przeciwko gniciu. Wedlug Warminga wply-
wajg one na zmniejszenie parowania, ‘Albo uznal je za substancje
odzywcze, M6 ller zas za formy przejSciowe weglowodandw. Z tego
krotkiego wyszczegolnienia widaé, ze niema prawie wazniejszej funkeji
zyciowe] rosliny, z ktéraby garbniki nie byly laczone. Poglad Vanden-
dries’a na rol¢ warstwy wyscielajgce] woreczek zalgzkowy u Cruci-
ferae pozostaje w zgodzie z hipoteza Dangeard’a, ktérego zda-
niem wakuole garbnikowe zwigkszaja turgor i tem samem usztyw-
niaja komorke lub warstwe, w ktére] wystepujag.

Prace niniejsza wykonalam w Zakladzie Botanicznym Uniwer-
sytetu Warszawskiego. Czuj¢ sie w obowiazku zlozyé wyrazy gle-
bokiej wdziecznosci p. prof. Wéycickiemu za pomoc i wska-
zowki w toku mych badan. Sktadam rowniez gorace podziekowanie
p. Dr. Luksenburgowej za okazywanie mi Zyczliwosci i za
wszystkie ulatwienia, ktorych od Niej doznalam.

Objasnienie tablicy I

Rys. z obj. im. '/js i ok. 7 (Zeiss'a), powigkszenie 750-krotne.
Fig. 1. Cardamine pratensis. Komérki warstwy wyscielajacej woreczek zalai-
kowy z okresu oémiojadrowego woreczka zalazkowego: j — jadro, pl/ — utwory

plastydalne, s — skrobia. Przekré] poprzeczny.

Fig. 2. C. pr. Komérki warstwy wyscielajace] woreczek zalgzkowy, nieco po-
Zniej. Zjawienie si¢ wakuol garbnikowych (w).

Fig. 3—11. C. pr. Kolejne stadja rozwojowe komdérek warstwy wyscielajacej
woreczek zalagzkowy oraz wakuol w nich zawartych.

Fig. 12. Sisymbrium Thalianum. Komdrki warstwy wyscielajacej woreczek za-
lazkowy z okresu o$miojadrowego woreczka zalazkowego: j— jadro, s — skrobia.

Fig. 13. 5. Th. Komérki warstwy wyscielajacej woreczek zalazkowy w okresie
zjawienia si¢ wakuol garbnikowych (w).

Fig. 14—20. S. Th. Kolejne stadja rozwojowe komdrek warstwy wyscielajace]
oraz wakuol w nich zawartych.
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Résumé.

Dans ,La Cellule“ de I'année 1909 pariit le travail de Van-
dendries: ,Contributions a I'histoire du développement des Cruci-
féres“. Un des chapitres de cet ouvrage est consacré au développe-
ment de la couche épithéliale du sac embryonnaire des Cruciféres.
Selon l'auteur, les cellules de cette couche contiennent des corps spé-
ciaux, entourant le noyau et se colorant sous l'action du réactif de
Millon en rouge brique intense. Il les appelle des ,enclaves protéi-
ques” et ne leur préte aucune signification spéciale, n’attribuant a I'épi-
thélium des Cruciféres que le caractére d’une couche mécanique.

Les méthodes de coloration vitales ainsi que celles qu'on applique
sur les objets fixés m’'ont donné les résultats-suivants.

1. Les éléments appelés par Vandendries ,enclaves pro-
téiques“ sont des vacuoles tanniféres. Elles ont donné des colorations
caractéristiques sous 'action des réactifs suivants: FeCl,, le bleu de
méthyle, le bichromate de potassium, 'acide osmique et le vert d’iode-

2. Chez Cardamine pratensis ces vacuoles apparaissent au mo-
ment ou le sac embryonnaire contient huit noyaux. Leur développe-
ment est tout a fait conforme a celui des vacuoles tanniféres décrites
par Dangeard chez les Gymnospermes. Dans les phases plus jeunes
elles contiennent de la métachromatine, qui se colore en noir par
laction de la hématoxyline. Plus tard commencent 4 dominer les
vraies substances phénoliques, auxquelles 1'acide chromique du fixatif
préte une teinte jaune d’or.
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3. Les vacuoles tanniféres de la couche épithéliale chez Sisym-
brium Thalianum montrent un contenu beaucoup moins riche que les
précédentes et ne renferment jamais de la métachromatine. Elles
restent pendant toute leur durée jauneés et ne se colorent pas par
I'action de la hématoxyline.

4. Les vacuoles tanniféres de I'épithelium du sac embryonnaire
chez les Cruciféres ne possédent pas de membranes spéciales et aucun
réactif n’y a signalé des substances protéiques.

5. Conformément aux observations de Vandendries I'épithé-
lium du sac embryonnaire des Cruciféres est un tissu d'une dégéné-
ration précoce. Ses cellules s’applatissent sous la pression du sac
embryonnaire, ses membranes se déchirent, les noyaux dégénérent
et les vacuoles tanniféres occupent finalement toute la cavité de la
cellule. Mais leur contenu devient aussi de moins au moins dense.
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