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Hamujacy wplyw o-aminoazotoluenu na wzrost bezliscienio-
wych zarodkow rzodkiewki hodowanych in vitro

The inhibiting effect of o-aminoazotoluene on growth of cotyledonless
radish embryos cultived in witro

J. ROGOZINSKA

WSTEP

Prowadzgc badania nad wplywem réznych substancji rakotworczych
na ro$liny oraz eksplantaty z organéw i transplantaty trwatej hodowli
tkanek hodowanych in vitro, stwierdzilam wybitng zdolno$¢ hamowania
wzrostu przez o-aminoazotoluen (A), nalezacy do barwnikéw azowych.
Wiele weglowodoré6w aromatycznych o wlasciwosciach rakotworczych
posiada zdolno$¢ hamowania wzrostu, chociaz w odniesieniu do roslin
nie udalo sie tego wyraznie stwierdzié. Rowniez substancje nalezgce do
pochodnych aminostilbenu wykazuja wlasnosci rakotworeze i sg sub-
stancjami wysoce antywzrostowymi. W roku 1906 Fischer po raz
pierwszy wywolal nowotwory nablonka na uchu krélika przez wstrzyk-
niecie czerwieni purpurowej (CP). Pézniejsze badania wykazaly, ze dzia-
lanie rakotwércze tego barwnika spowodowane jest obecno$cia w cza-
steczce fragmentu o-amidoazotoluenu.

Sposrod kilkunastu prac nad dzialaniem substancji rakotworczych na
rosliny wiekszo$¢ wykonana byla przez M. L evin €a. Zajmowatl sie on
dzialaniem substancji rakotworczych takich jak smoly weglowej, CP,
1, 2, 5, 6-dwubenzoantracenu (D) na szereg roéznych ro$lin (1934). Za-
wiesinami eterowymi, pentanowymi lub oliwy oliwkowej o stezeniu od
0,1—10%0 smarowal miejsca aktywnego wzrostu, a roslinom z todygami
detymi wstrzykiwal roztwér do s$wiatla lodyg. Badania wykazaly, ze
smarowanie substancjg kancerogeniczng powoduje bujanie tkanek kolo
miejsca zranienia i smarowanych powierzchni, dajac poczatek szgrubie-
niu lodygi z malymi, nieregularnymi masami nowej tkanki, a w lody-
gach detych obfite podzialy wewnetrznej warstwy komérek, wypelniajac
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cale swiatlo lodygi nowsg tkanka. Stwierdzona stymulacja spowodowana
substancjami kancerogenicznymi jest mniejsza niz bujanie tkanki wy-
wolane przez Agrobacterium tumefaciens a tylko nieznacznie wieksza niz
reakcje otrzymane z zastrzykiwaniem amoniaku. Autor wyraza poglad.
ze substancje rakotworcze stosowane na roslinach powoduja podzial ogra-
niczonej ilosci generacji komérek. Kambium i merystem wierzcholkowy
rosliny reagujg na czynniki kancerogeniczne, a tempo podzialu komorek
jest zréwnowazone przez réznicowanie, z tym ze obydwa procesy prze-
biegaja bardzo szybko. W tkankach crown gall natomiast tempo rézni-
cowania jest duzo wolniejsze niz podzialy komorek.

W nastepnej pracy Levine (1936) badat wplyw CP, smoly weglo-
wej i D na wzrost i rozwdj korzeni Allium cepa. Wierzcholki korzeni
poddane ich dziataniu zginaly sie, a przyrost dzienny korzeni byt zredu-
kowany. Rowniez ilo§¢ powstajacych korzeni byla o polowe mniejsza niz
u cebul kontrolnych. Duze zmiany wykazaly rowniez badania cytologiczne
traktowanych korzeni.

Réwniez Levine owi udato sie¢ wywota¢c CP tumory na Kalanchoé
podobne do crown gall (1939). Stosowal on réwnolegle D, metylocholan-
tren (M), i benzopiren (B) w 1—2% pastach lanolinowych i 1% eterowy
roztwor CP. Zdekapitowane lodygi Kalanchoé Daigremontiana trakto-
wane 1% roztworem eterowym CP tworzg po 10—12 dniach obfite ko-
rzenie, ktérych wiekszo$¢é powstawala z wezla, podczas gdy reszta od-
cietego miedzywezla wykazywala nieznaczne zgrubienie wokél miejsca
uklucia i styku z pasta kancerogeniczna. Po okolo 25 dniach na krétkim
odcinku miedzywezla powyzej korzeni formowala sie¢ mala, gladka,
o ksztalcie kulistym masa wielkosci grochu, z ktérej po okolo 50 dniach
wyodrebniaty sie liczne gladkie struktury, z ktorych rozwijaty sie pedy
i liscie, a z nizszej czeSci korzenie. Wyrosla te po 6 miesigcach byly po-
dobne do crown gall z ulistnionymi todygami i duza iloscig starych i mio-
dych korzeni. Badania kontrolne z zastosowaniem samej lanoliny nie
wykazaly zadnej reakcji u Bryophyllum, natomiast u Kalanchoé roz-
winely sie liczne korzonki ponad traktowana powierzchnig.

W dalszych swych badaniach Levine (1940) poréwnywal efekty
dzialania substancji kancerogenicznych oraz substancji wzrostowych

i Agrobacterium tumefaciens. Badal on zmiany morfologiczne i histolo-
giczne wywolane u 21 gatunkéw roélin przez D, M, B, CP, kwas indolo-
octowy, chlorowodorek kwasu nikotynowego, sacharoze, tiaming, eks-
trahowane auksyny kwiatéw ,,broccoli®, lisci owsa i hodowli Agrobacte-
rium tugne}aciens, Pseudomonas thizogenes i Pseudobacterium fasciens.
Substancje kancerogeniczne stosowal w stezeniu 1—3°0 na podtozu uwod-
nionej lanoliny, z wyjatkiem CP, ktorg rozpuszczal w eterze.
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Zastosowanie 1% roztworu CP w eterze na szczytowym miedzy-
wezlu po dekapitacji u Kalanchoé Daigremontiana wywolalo guzowate
proturberancje przypominajace crown gall. Inne kancerogeny, jak D, B
i M, spowodowaly wystapienie nekroz na powierzchni zadziatania. U Ka-
lanchoé Daigremontiana rozwinely sie korzenie w miedzywezlach ponizej
powierzchni smarowania, natomiast nie tworzyly sie one u Bryophyllum
calycinum,

Dziatanie substancji rakotwoérczych: B, M, i A na organizmy jedno-
komérkowe, a mianowicie drozdze, badal M. N. Meissel (1943). We
wszystkich przypadkach stwierdzil gromadzenie tych substancji przez
mikroorganizmy, ktére wraz ze wzrostem kolonii bylo coraz to intensyw-
niejsze, szczegélnie duze u form zarodnikujacych i substancje te byly
przekazywane nastepnym pokoleniom. Stwierdzono, ze intensywnosé
fermentacji w hodowlach z M wzrasta o 40%, podczas gdy konsumpcja
tlenu zredukowana jest o 26%. Zmiany komérkowe spowodowane A sa
wieksze niz wywolane innymi substancjami rakotwérczymi. Subtelny me-
chanizm tych zmian komérkowych wydaje sie zmienny dla réznych sub-
stancji kancerogenicznych.

W trwalej hodowli tkanek marchwi in vitro L e vin e (1950) zastosowat
B, D, i M w stezeniu 10° do 1,9 X 10, rozpuszczone w benzenie a CP
rozpuszczong w wodzie w stezeniu 5 X 10° lub tez w benzenie w ste-
zeniu 10%. CP nie wykazala dzialania stymulujacego na wzrost tych ho-
dowli ani nie zwiekszala czy zmniejszala dzialania innych kancerogendw.

Dzialanie substancji rakotwérczych na bezliScieniowe zarodki wyizo-
Jowane z nasienia i hodowane in vitro, jak wynika z literatury (J. Rappa-
port 1954), nie bylo dotad badane. Technika hodowli zarodkéw roslin-
nych jest jedna z wazniejszych metod botaniki dos$wiadczalnej. Znalazia
ona miedzy innymi zastosowanie w pracy Friesa (1951), ktory stwier-
dzil, ze wiekszo$¢ z 22 badanych przez niego aminokwaséw uzytych
w wiekszych stezeniach hamuje wzrost i rozwéj bezliscieniowych zarod-
koéw grochu. Réwniez Rappaport, Satina i Blakeslee (1950)
podaja, ze kwas rybonukleinowy jak i ekstrakty tumoréw zalgzkowych
bielunia maja hamujacy wplyw na wzrost zarodkéw. Curtis (1947)
w badaniach nad wplywem barbituratéw na wzrost zarodkéw storczy-
kow stwierdzil, ze wiele zarodkéw na pozywkach zawierajacych pochod-
ne kwasu barbiturowego tworzylo niezréznicowane masy komoérek za-
miast normalnie rozwijajgcych sie siewek.

Praca niniejsza jest préba zastosowania metody hodowli zarodkow
ro$linnych do badan nad dzialaniem A na wzrost bezliscieniowych za-
rodkéw hodowanych in vitro. Stwierdzono, ze hamuje on wzrost eks-
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plantatow z korzenia cykorii, marchwi i bulw korzeniowych topinambura
oraz transplantatéw trwalej hodowli tkanek marchwi. Eksplantaty nie
sg idealnym materialem stuzgcym do poréwnan wzrostowych. Dlatego
zastosowano A do transplantatéw trwalej hodowli tkanek marchwi, gdzie
wykazal proporcjonalne do stezenia zahamowanie wzrostu poczawszy juz
od najmniejszego stezenia 107,

Celem tej pracy jest zbadanie, czy i jak beda ujawnialy sie anty-
wzrostowe wlasciwosei A zastosowane w hodowli bezliscieniowych zarod-
kow rzodkiewki hodowanej in vitro.

MATERIAEL I METODYKA

Jako materialu doswiadczalnego uzyto dojrzatych nasion rzodkiewki.
Wyselekcjonowane nasiona przeznaczone do wyszczepien sterylizowano
powierzchniowo etanolem, a nastepnie sublimatem, po czym kilkakrotnie
plukano sterylng woda. Pozostawiano je w wodzie na plytkach Petriego
przez 18 h w celu specznienia, dla atwiejszej izolacji zarodka z nasie-
nia. Wyizolowane zarodki umieszczano na powierzchni stalej pozywki po
2 w probdwece. Stosowano pozywke Hellera z pierwiastkami $ladowymi,

Tabela 1

Hamujgcy wplyw A na wzrost korzeni i epikotyli bezliscieniowych zarodkow
rzodkiewki hodowanej in vitro (w mm)

- —h -5 -— —35
Kontrole 10 [ 10" L0 10 " 10

70,8 | 534 | 651 @ 527 |60.0 1 49,7
k = korzenie

e = epikotyle
ostatnio szeroko uzywana w hodowli tkanek roslinnych in vitro, z tego
wzgledu, ze zamierzano poréwna¢ wyniki doswiadczalne z danymi uzy-
skanymi z eksplantatami i transplantatami tkanek roslinnych hodowa-
nych réwniez na pozywce Hellera z A. Stezenie sacharozy wynosilo 3%;
agaru 1%. Pozywke z A przygotowywano opierajgc sie na metodzie Boy-
landa przygotowywania koloidowych roztworéw 1:2:5:6-dwubenzoantra-
cenu, poniewaz A rozpuszcza sie w wodzie tylko w malych ilosciach.
A rozpuszczano w bezwodnym acetonie przedestylowanym znad bezwod-
nego siarczanu sodu, dodawano do cieplych pozywek, po czym aceton od-
parowywano na tazni wodnej. Zelatyne stosowana w metodzie Boylanda,
stanowiaca koloid ochronny dwubenzoantracenu, zastgpiono agarem. Sto-
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sowane stezenie A wynositlo od 107—10%. Zarodki hodowano w inkuba-
cyjnym okresie 7 dni. Hodowle prowadzono w probéwkach o wymiarach
@ 18 mm X 120 mm z 7,5 ml pozywki, w termostacie o temperaturze
27°C w warunkach bez§wietlnych.
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Rye. 1. Wzrost epikotyli i korzeni zarodkow (w mm)
rosngcych w obecnosci réznych stezen A
Growth of epicotyls and roots of embryos (in mm) in
presence of different concentrations of A.

Na kazdej z 6 serii pozywek (kontrolna, 10=7, 105, 10—, 10—, 10— A)
hodowano 50 zarodkoéw i powtorzono doswiadczenie 3-krotnie.

Tabela 2
Procent zahamowania wzrostu zarodkow rzodkiewki na pozywce z A

g O 5 i ) iy

Kontrole 10 10 10 10 ; 10

0% 5,16 % L 11,689

2754% | 175007 82,53 ¢,

Po siedmiu dniach hodowli siewki wyjmowano z probowek i mie-
rzono dlugos¢ epikotylu i korzenia, po czym umieszczano w szkietkach
wagowych i razem wazono. Suchg mase oznaczano po wysuszeniu w su-
szarce w temperaturze 100°C i ostudzeniu w eksykatorze.
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Obliczano $rednig arytmetyczng kazdej z szeSciu serii, po czym $rednia
arytmetyczng z trzech powtérzen. Wyniki podano w tabeli i na wykresie.

WYNIKI DOSWIADCZALNE

Wzrost bezliScieniowych zarodkéw rzodkiewki hodowanej in vitro
na pozywce Hellera z dodatkiem A zostal zahamowany. Zahamowanie
wzrostu jest proporcjonalne do ilosci A w pozywce i ujawnia sie juz przy
najmniejszym stosowanym stezeniu, tj. 107, zar6wno w stosunku do epi-
kotyli, jak i korzeni. )

Dane doswiadczalne reprezentuje tabelka 1 podajgca sSrednie aryt-
metyczne trzech powtérzen.
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Ryc. 2. Swieza i sucha masa epikotyli i korzeni
zarodkow (w mg) rosngcych w obecnosci réinych
stezen A
Fresh and dry mass of epicotyls and roots of
embryos (in mg) in presence of different concen-
trations of A.

Poczagwszy od stezenia A 10°, korzenie na skutek jego osmozy przy-
bieraly zabarwienie kremowe, przy stezeniu 10° posiadaly zabarwienie
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jasnobrunatne, przy stezeniu 107 i 10 korzenie byly brazowe, epikotyl
za§ wyraznie pomaranczowy.

Przyrost $wiezej i suchej masy zarodkéw na pozywce z A w stezeniu
107 jest niemal identyczny z kontrolg. To stezenie nie dziala wiec jeszeze
hamujgco na ich przyrost. Poczgwszy jednak od stezenia 10° ujawnia sie
nieznaczne zahamowanie przyrostu swiezej masy epikotylu i suchej masy
korzenia, przy czym przyrost $wiezej masy korzenia i suchej masy epi-

Tabela 3
Hamujgcy wplyw A na przyrost swiezej i suchej masy korzeni i epikotyli
bezliscieniowych zarodkdéw rzodkiewki hodowanej in vitro

kontrola 0 10 ° 107" 10 ° 0
Ik e k e k e k. e k e k c
| |
swieza ' f
masa mg 20,3 61,6 | 19,7 62,5 20,2 56,0 12,0 40,1 5,6 124 4,6} 9.7
sucha
masa mg 1,1 2,4 1,1 2,5 09 24 0.7 20 06 1505 1.3

kotylu pozostaje jeszcze identyczny z kontrola. Kolejne stezenia zwigk-
szajace sie o 10 X juz obnizaja przyrost swiezej jak i suchej masy. Omo-
wione dane do$wiadczalne przedstawione sa w tabeli 3 i na ryc. 2.

Tabela 4
Procent zahamowania przyrostu $wiezej i suche) masy zarodkow rzodkiewki na
pozywee z A

‘kontrola 19 10 0’ 10’ 10"
swieza
masa oY% 0,549 6,94, 36,43% 77.93% | 82,494,
| | |
sucha
masa 0% | 4+ 3,414 5,424, 21,374, 40,469, 48,7249

DYSKUSJA

Dla poroéwnania przedstawionych w pracy wynikéw doswiadczalnych
brak zupelnie prac innych autorow.

CP stosowana przez L evine’a na roslinach powodowala nieznaczne
bujanie tkanek wokél miejsca zranienia i smarowanych powierzchni.
W badaniach nad wzrostem i rozwojem korzeni cebuli CP powodowala
zahamowanie wzrostu korzeni, jednak nie wiadomo, w jakim stopniu
spowodowane ono bylo uzytymi rozpuszczalnikami. Zastosowana réwniez
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przez Levinea CP na Kalanchoé powodowala powstawanie tumorow
podobnych do crown gall, czego nie stwierdzono w badaniach kontrolnych
z uzyciem samej lanoliny, gdzie rozwinely sie tylko liczne korzenie ponad
traktowana powierzchnia.

W badaniach nad wplywem CP na tkanki marchwi hodowane in vitro
ten sam autor nie stwierdzil zwiekszenia lub zmniejszenia dzialania CP
na inne kancerogeny ani bezposredniego wplywu na wzrost tkanek.

Tabela 5

Procent zahamowania wzrostu przez A eksplantatow, transplantatow
i bezliScieniowych zarodkow

1 3
10 ! 10

Swieza m. sucha m. ' Swieza m. sucha m.

eksplantaty: cykorii 29,857 21,694 29,729, | 22,909
marchwi 30,174, 30,56% 18,379 | 16,67,
topinambura 21,227 16,854, 30,61% ' 28,434

transplantaty: marchwi 73,409 71,63% 83,709 79,73

zarodki: rzodkiewki 77,934 40,46, 82,49¢, 48,724

M. N. Meissel zastosowal A w badaniach nad organizmami jedno-
komoérkowymi i obok stwierdzenia gromadzenia A przez komérki drozdzy,
hypertrofii chondriozoméw, zwigkszenia intensywnosci fermentacji, zre-
dukowanej konsumpcji tlenu, nie stwierdzil zahamowania wzrostu ko-
lonii przez A.

Przedstawione dane doswiadczalne potwierdzajg antywzrostowe wla-
Sciwosci A stwierdzone przez autorke na eksplantatach cykorii, marchwi
i topinambura i transplantatach trwalej hodowli tkanek marchwi. Zaha-
mowanie wzrostu w eksplantatach zaczyna sie od roznych stezen A.
W przypadku eksplantatéw korzenia cykorii wyszczepionych na pozywke
zasadnicza, a po 6 dniach pasazowanych na pozywke z A, zahamowanie
wzrostu w odniesieniu do swiezej masy objawialo sie poczawszy od naj-
mniejszego stosowanego stezenia, tj. 107. W eksplantatach bezpoérednio
wyszczepionych na pozywke z A zahamowanie wzrostu zaczynalo sie po-
czawszy od 10, W eksplantatach marchwi réwniez od stezenia 10, a eks-
plantatach topinambura 10°. W odniesieniu do suchej masy eksplanta-
téow wyrazne zahamowanie wzrostu stwierdzono przy tych samych ste-
zeniach . jedynie u eksplantatéw topinambura przy stezeniu 10 X mniej-
szym, tj. 1075,

Jak juz wspominano, eksplantaty nie sa najlepszym materialem, o ile
chodzi o poréwnania wzrostowe; mimo ze przeprowadzone byly na ma-
teriale stosunkowo licznym, wyniki sg do&¢ rozbiezne.
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A zastosowany natomiast w hodowli transplantatow trwatej hodowli
tkanek marchwi, mimo ze badania przeprowadzone byly na szczuplym
materiale (po 12 eksplantatéw), poczawszy od najmniejszego stosowanego
stezenia 107, powodowal proporcjonalne zahamowanie wzrostu do wzra-
stajgcego stezenia A.

Procent zahamowania wzrostu przez A stosowany w wyzszych ste-
zeniach w odniesieniu do §wiezej i suchej masy eksplantatéw, transplan-
tatéw i bezliscieniowych zarodkéw rzodkiewki hodowanej in vitro przed-
stawia tabela 5 (J. Rogozinska 1957).

Hamujace wlasciwosci A potwierdzaja antywzrostowe wilasciwosci
substancji rakotwérczych réwniez w stosunku do roSlin. Jednak zdol-
noé¢ hamowania wzrostu posiada rowniez wiele innych substancji nie
posiadajacych wlasciwosci rakotworezych, nie jest wiec to cecha specy-
ficzna.

WYNIKI

1. Wzrost bezliscieniowych zarodkéw rzodkiewki hodowanej in vitro
zostal zahamowany poczawszy od najmniejszego stosowanego stezenia,
tj. 1077, a zahamowanie to jest proporcjonalne do ilosci o-aminoazoto-
luenu (A) w pozywece.

2. Zahamowanie wzrostu objawialo sie zaréwno w stosunku do ko-
rzenia, jak i epikotylu.

3. Przyrost $§wiezej i suchej masy zarodkow wykazal nieznaczne za-
hamowanie poczawszy od stezenia 10°.

4, Stezenie 10 nieznacznie hamuje przyrost Swiezej masy epikotylu
i suchej masy korzenia.

5. Stezenie 10 i wyzsze wyraznie hamujg przyrost swiezej i suchej
masy korzenia i epikotylu.

Zaklad Fizjologii Roslin U. A. M.
w Poznaniu (Wplyneto dn. 2.8.1957)

SUMMARY

During the course of research into the influence of carcinogenic sub-
stances on plants, isolated plant parts and tissue culture, a marked ability
of aminoazotoluene (A4) to inhibit growth was ascertained, as distinct from
aromatic hydrocarbons. Many carcinogenic hydrocarbons possess anti-
growth properties, though it was not possible to confirm this distinctly
on plants.

The purpose of this paper is to investigate the effect of the antigrowth
properties of A in relation to plant embryos cultivated in vitro. It follows
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