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Wstep

Zdolno$é zrastania sie oddzielnych cze$ci roslin jest wazna
i ogromnie cenng wlasciwoscia, szeroko wykorzystana w praktyce
przy szczepieniu. Studia nad anatomig zrostéw byly prowadzone na
wielka skale. Obecnie zainteresowano sie¢ blizej fizjologiczng strong
tego zjawiska (Ellenhorn 1951). Wiadomym jest, ze prawie
u wszystkich roslin w obrebie gatunku mozna wykonywa¢ skuteczne
szczepienia, a bardzo czesto udaja sie one miedzy osobnikami odleg-
lych grup systematycznych. Metoda hodowli tkanek pozwolila do-
konaé i obserwowaé szczepienia ,na goraco' w probéwkach. Prace
Camusa (1943, 1944, 1945, 1947 a,b,¢), Camusa 1 Gaut-
hereta (1948a,b,¢c) i Roppa (1948) wykazaly, ze zdol-
no$¢ zrastania sie posiadajg nawet niewielkie kawaleczki tkanek,
odzielone od rosliny macierzystej, C a m u s badal zrastanie sie
tkanek u Endywii, oraz u Crambe maritima. Na rosngca in vitro
tkanke zaszczepial on paczek wyciety z rosliny tego samego gatunku.
W rezultacie wytwarzalo sie polaczenie miedzy elementami przewo-
dzacymi obu skladnikow, czyli nastepowat Scisty zrost. G auth e-
ret (1937, 1945) podaje swoje doswiadczenia nad zrastaniem sie
tkanek u topoli, bzu i marchwi. Z przytoczonych fotografii wynika,
ze pelny zrost, z wytworzeniem sie elementéw przewodzacych, nie
nastgpil, a tkanki potgczyly sie tylko warstwg kalusa. C a m u s
i Gautheret (1948 a, b, c) szczepili na tkanki rosngce in
vitro tkanki naroslowe (rakowate) i tkanki zwane przez nich ,tis-
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sus acccutumée a I’hétéroauxine. Zwroécili oni przy tym uwage na
zmiany fizjologiczne, ktore zaszly w podkladce, ale nie sprecyzc-
wali charakteru zrostu. Podobne do$wiadczenie przeprowadzit
R o p p (1948) na tkankach tytoniu.

Z krotkiej pracy F i g d o r a (1891), oraz z wiekszej
Rzimanna (1932) wiadomym bylo, ze poprzecznie lub po-
diluznie przeciete korzenie marchwi zrastaja sig, jezeli umiesci¢ je
w wilgotnym piasku, lub posadzi¢ w glebie. Figdor nie opisuje blizej
tego zjawiska, natomiast Rzimann podaje, ze korzenie zrosty sie
dzieki wytworzeniu sie kalusa i miazgi.

Praca niniejsza zostala wykonana pod kierownictwem prof. dr
F. X. Skupienskiego. Zapomocizachete okazywang mi
w czasie studiow serdecznie dziekuje profesorowi F. X. Supien-
skiemuorazdr Annie Waltek-Czerneckie]j.

Badania wtltasne

Interesowalo mnie, czy mozna otrzymaé catkowity zrost miedzy
matymi wycinkami korzenia marchwi, hodowanymi in vitro. Z prac
przytoczonych powyzej widaé, ze znana byla zdolnosé zrastania sie
tkanek, jednak nie podano dokladnego opisu catego procesu. Dlatego
nie wiadomo bylo czy polega on tylko na wytworzeniu wspdlnej
warstwy kalusa, czy nastepuje Sciste zespolenie sie obu zrastajacych
sie kawalkow tkanek z wytworzeniem }gcznosci miedzy elementami
przewodzacymi. Wprawdzie C a m u s otrzymal pelny zrost
szczepige paczki na tkanke rosnacg in vitro, ale przypuszczal on,
ze wlasnie w paczku wytwarzaja sie substancje, ktére dzialajg for-
mujaco na lezace ponizej tkanki. Dzieki tym substancjom formu-
jacym tworzy sie wedlug niego zrost obu polaczonych czesci.

W pracy swojej opariem sie na metodzie hodowli tkanek po-
danej szeroko przez Gauthereta (1942) i White’a
(1943). Zasadniczo dotychczas metoda ta stosowana byla glownie do
prac fizjologicznych i okazala sie tam przydatng (Tauson, Pro-
kofiev, Pontoviez 1944). Do hodowli bralem niewielkie
kawalki korzenia marchwi zawierajace cze$é lykowsa i drzewna oraz
miazge. Ukladalem je jeden na drugim tak, aby odpowiadajgce stre-
fy stykaly sie ze soba. Powierzchnia, ktéra w korzeniu znajdowala
sie blizej wierzchotka wzrostu, w hodowli zwrécona byla ku gorze.
Do niej dotykal gorny fragment korzenia powierzchnia. ktora w or-
ganie zworcona byla ku liSciom. Material utrwalalem w plynach
Bouina i Navaszina, po zatopieniu w parafinie, krajalem na mikro-
tomie. Z materialu nieutrwalonego sporzadzalem skrawki reczne.
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Prepartay mikrotomowe o grubosci 12—15 mikronéw barwilem me-
todami anatomicznymi i cytologicznymi. Uzywalem hematoksyline
i brunat Bismarcka, hematoksyline i zielen $wietlista, karmin, czer-
wien Kongo i chryzoidyne. Przeprowadzalem reakcje floroglucyna
i kwasem solnym, chlorcynkjodem, sudanem IIT i amoniakalng gen-
cjang. Rysunki wykonalem aparatem rysunkowym Zeissa.

Poczatek rozwoju tkanek daje sie zauwazy¢ juz po kilku dniach.
Na powierzchni pojawia sie lekki bialawy nalot, zlozony z duzych
komérek charakterystycznych dla pierwszych stadiow gojenia sie
ran. Komérki takie nazywa K iuster (1925) wloskami przyran-
nymi. Wloski przyranne powstawaly zaréwno na gornej wolnej po-
wierzchni, jak i na powierzchniach stykajacych sie ze sobg w miejscu
polaczenia obu fragmentow tkanek. Komérki te rozwijaty sie w luzng
tkanke zwang przez Gauthereta (1937 1938) pseudothalle-
nibyplecha.

Obserwujgc skrawki z pierwszej fazy rozwoju tej tkanki spo-
strzeglem interesujace zjawisko. Duze komérki, wypelmione wakuo-
lami i zawierajace niewielka iloé¢ przysciennej cytoplazmy, ulega-

Rys. 1. Warstwa gumowatej substancji laczy obie zrastajace sie tkanki. Sze-

reg nowowyrostych komorek przyrannych, z ktoérych jedna ulegla gumozie

(a). — Couche de substance gommeuse unissant les deux tissus qui sont en

train de se souder. On voit un certain nombre de cellules cicatricielles dont une
se transforme en gommes (a).
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Rys. 2. Pierwsza faza degeneracji

komérki przyrannej. Nastepuje gu-

mowacenie blony. — Premiére phase

de dégénérescence de la cellule ci-

catricielle. La membrane se trans-
forme en gomme.

ja podzialowi. W rezultacie, w obrebie duzej komorki tworzy sie
kilka mniejszych, odgraniczonych cienkimi blonami. Zarysy starych
komérek sa przy tym doskonale widoczne, poniewaz posiadajg one
znacznie grubsze blony. Zjawisko takie obserwowal rowniez Buvat
(1944).

Poczatkowe stadia zrastania sie obserwowalem na kawalecz-
kach marchwi, z ktérych jeden (dolny) posiadal pryzmatyczne wycig-
cie w czeSci lykowej. W wycieciu tym umieszczalem drugi kawa-
ek, w ksztalcie pryzmatu, zawierajacy drewno, tyko i miazge. Czese
komérek znajdujacych sie w plaszczyznie przeciecia zostata przy tym
zabiegu uszkodzona. Zamienily sie one w gesta gumowatg mase,
ktérej warstwa skleila oba fragmenty. W miejscach, gdzie miedzy
tkankami byly wieksze odleglosci substancja ta tworzyla nitkowate
pasma laczgce. W miejscach tych obserwowalem réwniez wzrost
komoérek, na zranionej powierzchni tworzyly sie wloski przyranne.
Czesé ich ulegta gumozie w wyniku ktérej powstaly nowe porcje skle-
jajacej substancji. (Rys. 1). )

Mogltem prze$ledzié z duza dokladno$cia gumoze nowowytwo-
rzonych komoérek. W pierwszej fazie zniszczeniu ulegaja blony ko-
morkowe (Rys. 2), a nastepnie rozpada sie zawarto$¢ komorki, zmie-
niajac sie w drobnoziarnista substancje. Czesto w tej masie mozna
bylo z Yatwoscia wyrédzni¢ zarysy dawnych komoérek. Zageszczona
substancja gumowata znajdowala sie tam, gdzie byly uprzednio blony
komoérkowe i przy$cienna cytoplazma, natomiast braklo jej w miej-
scach dawnych wakuol. (Rys. 3). Taki rozpad blon i komérek odbywa
sie wedtug B 1o ch a (1941) pod wplywem enzyméw nekrobiotycz-
nych komorek. '

W dalszej fazie nastepuje zespolenie si¢ ze sobg obu fragmentow
korzenia. Stykajace sie powierzchnie wytwarzaja bowiem warstwe
kalusa. Ilosé¢ kalusa powstatego na dolnej ,liSciowej* stronie goérnego
fragmentu jest znacznie mniejsza od iloéci kalusa powstalego na
gornej ,korzeniowej* stronie fragmentu dolnego. Potwierdza to
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Rys. 3. W masie gumowatej sub-
stancji wyrozniaja sie zarysy daw-
nych komorek. — On distingue dans
la masse gommeuse les traces des
anciennes cellules.

obserwacje Gauthereta (1944), ktéry opisuje biegunowy
wzrost tkanek korzenia marchwi. Biegunowos$¢é ta polega na znacznie
silniejszym rozwoju tkanki na powierzchni morfologicznie blizszej
wierzchotka wzrostu, niz na powierzchni, ktéra w organie byla bar-
dziej od niego odlegta. Warstwa kalusa, ktéra laczy oba kawateczki
korzenia jest zupelnie jednolita. Nie mozna zauwazy¢ tam granicy
odzielajgcej tkanki powstale z gérnego, lub dolnego fragmentu, ale
tylko w tym wypadku, gdy zetknely sie one dostatecznie szybko. Je-
zeli kalusy zrosly sie ze soba po dluzszym kontakcie z otaczajaca
atmosferg to granica miedzy nimi wystepuje zupelnie wyraznie. Zew-
netrzne komérki kazdego z tych kaluséw sg bowiem lekko skorko-
waciate. Blony tych komorek ulegajg pdzniej odréznicowaniu i linia
graniczna zanika.

Zupelnie wyraznie mozna rozpoznaé¢ na preparatach barwionych
jak i niebarwionych strefe odgraniczajgcg stare tkanki od nowopow-
stalych. Strefa ta uwydatnia sie w postaci szeregu komoérek o gru-
bych skorkowacialych i lekko zdrewnialych btonach. Dajg one procz
reakeji na korek staba reakcje z floroglucyna i kwasem solnym. Gra-
nica ta zanika w rejonie, gdzie dziala kambium. Niewielkie przerwy
w tej linii obserwuje sie i w innych miejscach, mianowicie tam gdzie
zostala ona przerwana przez rosnace i dzielgce sie komorki kalusa
(Rys. 4).

Kalus tworzy sie dzieki podzialom komérek przyrannych, ale
w gléownej mierze dzieki dzialalno$ei kambium. Kalus laczacy ,,zraz*
z ,,podkladka”“ zbudowany jest poczatkowo z niezréznicowanych
komérek o wymiarach wahajgcych sie od 200 do 15 mikronéow $red-
nicy (Rys. 4). W olbrzymich komérkach znajduja sie ogromne jadra
zawierajace czasami po kilkanasScie jaderek (Rys. 5). Srednice tych
jader wynosza od 24 do 16 mikronéw, podczas gdy inne komoérki
kalusa posiadaja jadra o Srednicy od 12 do 6 mikronéw. Buvat
(1944) opisuje takie jadra w mlodych kulturach tkanek, moje za$
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Rys. 4. Warstwa niezréznicowanego kalusa laczy oba fragmenty zrastajacych

sie tkanek. L — skorkowaciata i zgrubiata btona komérkowa odgraniczajaca

stare tkanki od kalusa. P — przerwa w tej blonie. —Couche indifférenciée du

callus unit les deuxr fragments qui sont en train de se souder. L — membrane

cellulaire suberifiée et épaissie, sépare les anciens tissus du callus; P — rupture
dans cette membrane.

spostrzezenia dotycza i starszych kultur — trzymiesiecznych (bez
przeszczepiania). Buvat przypisuje powstawanie wielojaderkowych
jader zlewaniu sie. Rzeczywiscie obrazy, ktére ogladalem moga
$wiadezy¢ o stusznos$ci tego thumaczenia.

Gdy warstwa kalusa polaczy oba kawatki marchwi. widoczny
jest catkowity zanik substancji gumowatej obficie uprzednio wy-
tworzonej. Tylko jej resztki pozostaja w szczelinach tkanek, bowiem

Rys. 5. Jadro z olbrzymiej komorki

kalusa zawierajace 13 jaderek. —

Noyau d'une grande cellule du cal-
lus, contenant 13 nucléoles.

kalus pomimo intensywnego wzrostu nie zawsze wypelnia cala prze-
strzen miedzy zrastajacymi sie powierzchniami.

W kalusie podzialy komoérek nastepuja bezladnie w réznych
kierunkach. W rezultacie powstaje nieregularna charakterystyczna
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tkanka. Jednak w strefie gdzie konczy sie miazga starych tkanek,
czesé komorek dzieli sie kierunkowo. Podzialy te zachodzg w ten
sposob, ze w kalusie powstaje kambium, ktére jest przedluzeniem
kambium tkanek starych. Przedluzenie takie wytwarza si¢ zaroéwno
od strony dolnego jak i od strony gornego fragmentu (Rys. 6). Miazga
powstajaca w kalusie pojedynczego kawalka korzenia, hodowanego
na pozywece, ulega dosrodkowemu zagieciu, t.zn. ze w naro$li ufor-
mowanej na zranionej powierzchni znajduje sie miazga, ktora roz-
poczyna sie od miazgi tkanek starych, a nastepnie wychyla sie w kie-
runku czeSci drzewnej starych tkanek. Przy ulozeniu jeden na drugim
dwoch kawaleczkow korzenia, kierunek tworzenia si¢ miazgi moze
ulega¢ zmianie. W wypadku przeze mnie opisywanym miazga zagi-
nala sie na niewielkiej przestrzeni w kierunku przeciwnym niz nor-
malnie, dazac do polaczenia sie z miazga drugiego komponenta. Kie-
runek tworzenia sie kambium w kalusie laczacym wyznacza wza-
jemny uktad tkanek obu fragmentow.

Rys. 6. Kierunkowe roznicowanie sie miazgi w kalusie laczacym oba frag-

menty. Miazga dolnego fragmentu M, i miazga goérnego fragmentu M, wchodza

do kalusa. L. — granica kalusa i tkanek starych. — Apparition de Passise géné-

ratrice dans le callus unissant le deux fragments. L’assise génératrice du frag-

ment inférieur M, et Dassise génératrice du fragment supérieur M, entrent
dans le callus. L— limite entre le callus et anciens tissus.
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Rys. 7. Pasmo miazgi M przechodzi przez kalus aczac miazgi obu fragmentow.

W rejonie tym linia L odgraniczajaca stare tkanki od nowych zanikla. D —

pierwsze wyréznicowane elementy drewna. —Assise génératrice (M) passant par

le callus réunit les assises génératrices de deux fragments. Dans ce parage la

ligne L, séparant les vieux tissus des tissus mouveaux, est disparue. D —
premiérs éléments du bois.

W dalszym stadium lgczg sie miazgi obu fragmentéw za pomoca
miazgi wyréznicowanej w kalusie (Rys. 7). Zbudowana jest ona z pa-
ru warstw charakterystycznych cienkosciennych komérek. Nastepnie
czesé komorek utworzonych przez miazge ulega zdrewnieniu. Drew-
nieja réwniez niektére komorki kalusa, przy czym elementy zligni-
fikowane pojawiaja sie jeszcze przed polaczeniem sie miazg. Ele-
menty zdrewnialte tworza nieregularne pasma migdzy drewnem jed-
nego komponenta a drewnem drugiego. Komérki zdrewniale sg roznej
wielko$ci i réznych ksztaltéw: podluzne, owalne, prostokatne, oraz
mniej lub wiecej nieregularne (Ryc. 10). Wigkszo$¢ z nich posiada
siateczkowate zgrubienia, ale w elementach wydtuzonych wystepuja
zgrubienia spiralne i piericieniowe. Sasiadujace ze soba zdrewniate
komérki sg polaczone prostymi perforacjami.

W rezultacie réznicowania sie i wzrostu, nastepuje polaczenie
elementéw przewodzacych obu fragmentéw w strefie najblizsze]
miazdze. Jak wynika z powyzszego, kawaleczki korzenia marchwi
hodowane in vitro posiadajg taka samg zdolno$¢ Scistego zrastania sie,
jaka spotyka sie powszechnie w $wiecie roslinnym.
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Rys. 8. Kawalki tkanek z silnie rozwinietym kalusem (K). £. — lyko starych

tkanek. D — drewno starych tkanek. M — miazga DN — drewno kalusa L —

skorkowaciata strefa odgraniczajaca kalus fragmentu dolnego od gérnego.

Morceaux de tissus avec le callus bien développé (K); £ — liber de vieux

tissus; D — bois de vieux tissus; M — assise génératrice; DN — bois du callus;

L — zone subérifiée, séparant le callus du fragment inférieur et du fragment
supérieur.

Précz takiego ,,normalnego* potgczenia elementéw przewodza-
cych obu fragmentow, obserwowatem polaczenie innego rodzaju. Po
ulozeniu kawalké6w korzenia jeden na drugim kalus rozwijal sie glow-
nie na miekiszu drzewnym w strefie blizej rdzenia. Nobécourt
(1938) spostrzegl, ze wlasnos¢ tworzenia obfitego kalusa przez tkanki
blizsze rdzenia posiadaja mlode korzenie marchwi. W rezuitacie nowa
tkanka polaczyla oba kawalki w strefie miekiszu drzewnego, nato-
miast w strefie gdzie znajdowaly sie zakonczenia miazg starych tka-
nek polgczenie nie nastgpilo. (Rys. 8). Intensywny wzrost kalusa
odbywat sie na géornym i na dolnym kawatku tkanek. W jednym
i w drugim wyréznicowaly sie miazga i elementy przewodzgce. Miaz-
ga ta rozpoczynala sie na przedluzeniu miazgi tkanek starych i biegla
w kalusie rownolegle do powierzchni poziomej i pionowej czeSci
drzewnej tkanek starych. Koniec kambium zaginat sie dosrodkowo,
dotykajgc czeSci drzewnej (Rys. 8). W strefie, gdzie konczyla sig
miazga gornego kalusa, wytworzy! sie pomost elementéw przewo-
dzacych i miazgi, ktéry polaczyl oba fragmenty tkanek (Rys. 9).

Na zakonczeniu miazgi gérnego kalusa powstalo do$¢ duze zgru-
powanie elementéw zdrewnialych. Stad odeszly w dé! silnie wy-
dtuzone elementy przewodzace i miazga (Ryc. 10). Laczg sie one pod
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katem prostym z elementami przewodzacymi i miazga dolnego
kalusa.

Mozna przypuszczaé, ze miazga dziala lutaj réznicujaco na
tkanki lezace ponizej jej zakonczenia. Z obserwacji wynika, ze tkanki
maja zdolnos¢ do Scistego zrastania sie, przy czZym nastepuje pola-
czenie ich przez elementy przewodzace i miazge. Réznicowanie sie
tkanek jest kierunkowe, a kierunek ten wigze sie wyraznie z poto-
zeniem miazgi. Ogolniej mozna powiedzie¢, ze wzajemne odzialywa-
nie na siebie tkanek, szczegoOlnie merystematycznych prowadzi do
wytworzenia sie polaczen.

Streszczenie wynikow
1. Stwierdzono zdolnoéé¢ do pelnego zrostu fragmeniéw tkanek
korzenia marchwi hodowanych na sztucznych pozywkach.
Fragmenty zawierajace miazge, drewno i lyko zrastaly sie,
wytwarzajac polaczenia miazgi i elementow przewodza-

cych.
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Rys. 9. Utworzone polaczenie P gornego fragmentu 7 dolnym. Zrost nastapit,

zamiast na linii a—b, w miejscu nienormalnym. M, — miazga; D — drewno

tkanki starej; L. — lyko tkanki starej; K — kalus; M — miazga kalusa. —

Jonction P produite entre les fragments supérieur et inférieur. La soudure

s’est opérée dans un endroit anormal au liew sur la ligne a—b. M, — assise

génératrice; D — bois du vieux tissus; £ — liber du vieux tissus; M — assise
genératrice du callus.
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2. Stwierdzono szereg faz zrostu: a) Zlepianie sie tkanek sub-
stancjami gumowatymi. b) Tworzenie sie lgczgcej warstwy
kalusa. ¢) Roznicowanie si¢ w kalusie odcinka miazgi la-
czacej miazgi starych tkanek. d) Tworzenie sie polaczenia
miedzy elementami przewodzacymi.

3. W poczatku pierwszej fazy wytwarzaja sie substancje gu-
mowate. Powstaja one nie tylko z komoérek uszkodzonych,
jak sie to zwykle opisuje, ale i z komérek nowopowstalych
na zranionej powierzchni.

4. W procesach zwigzanych z podzialami i réznicowaniem sie
komérek dat sie zauwazy¢ znaczny wplyw miazgi.

Rys. 10. Zgrupowanie elemeniéw zdrewnialych w strefie koncowej miazgi

gornego kalusa. Silnie wydiuzone elementy przewodzace DN odchodza w dot,

aby polaczyé sie z elementami przewodzacymi dolnego kalusa. — Grouppement

des élemenis lignifiés dans la zone terminale de l'assise génératrice du callus

supérieur. Les éléments conducteurs fortement allongés (DN, partent vers le
bas pour s’unir avec ceux du callus inférieur.
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RESUME

Pour cultiver les tissus provenant de la racine de carotte j'utili-
s3ais comme substratum la gélose a la solution de Knopp, coupée
a4 moitié d’eau et additionnée de 2% de saccharose et d’extrait de
levure. Les fragments de tissus a cultiver mesuraient environ 1 cm?
et contenaient chacun un cambium, une partie de liber et une partie
de bois. Les cultures montées dans des tubes a essai furent gardées
4 la temperature de 22°C. Deux fragments de racine associés ne
tardent pas a se souder. Dans ce procés de soudure on peut distinguer
plusieurs phases. Dans la premiére les deux fragments de la racine
s'accolent l'un contre l'autre a l'aide d'une substance gommeuse.
Cette substance se forme a la suite d'une décomposition de cellules
blessées et d’'une partie de cellules qui se développent a la surface
de la tranche. La phase suivante est marquée par la rupture de la
couche gommeuse par le tissu cicartriciel (callus), constitué de cellules
parenchymateuses, qui soude les deux fragments en question. Dans
cette couche homogeéne des tissus cicartriciels aparait le tissu cambial,
celui-ci se forme comme prolongement des assises génératrices de
deux fragments soudés; il se forme ainsi une assise génératrice com-
mune. Dans la phase suivante on constate la mise au contact des
vaisseaux de deux fragments soudés, par les vaisseaux nouvellement
formés dans le tissu cicartriciel, a partir du tissu cambial et en partie
de cellules parenchymateuses du callus.

Au cours de toutes mes observations j'ai pu constater une
action directrice des assises génératrices de deux fragments soudés
sur l'ordre de la différentation des cellules de 1'assise cicartricielle.
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