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WSTEP

Po bezowocnych probach Hanau'a i innych udalo si¢ w 1916 roku
Yamagiwie 1 Ishikawie wywola¢ nowotwory zloSliwe skoéry
przez wcieranie smoly pogazowej w uszy krolika. Od tego czasu datujg sie

badania z zakresu eksperymentalnej kancerologii. Passy w sze$¢ lat
pozniej stwierdzil, ze eterowy wyciagg sadzy réwniez jest kancerogeniczny.
Te eksperymenty jasno wykazaly, ze smola weglowa posiada wlasciwosci
rakotwoércze.

Nastepnym etapem badan bylo wyizolowanie i zidentyfikowanie po-
szczegblnych skladnikéw smoly pogazowej. Okazalo sig, ze substancje ra-
kotworcze znajduja sie w wysoko wrzacych frakcjach smoly i naleza do
weglowodoréw aromatycznych. Pierwszymi wyizolowanymi czystymi
zwigzkami o wybitnych wlasciwosciach rakotworezych byt 1, 2, 5, 6-dwu-
benzoantracen (D) i 3, 4-benzopiren (B). Réwniez niektére barwniki azo-
we okazaly sie rakotwoércze.

W poréwnaniu z bardzo bogata literaturg zajmujgca sie dzialaniem
kancerogenow na zwierzeta doswiadczalne mato jest prac, bo zaledwie
kilkanascie, poswigconych ich dzialaniu na rosliny. Przypuszcza¢ mozna,
ze organizm roslinny w inny sposéb bedzie na nie reagowal. Poniewaz jed-
nak bardzo wiele podstawowych proceséw biochemicznych ma podobny
charakter tak u roélin jak i zwierzat, dlatego moze wydawaé sie w pew-
nym wzgledzie uzasadniong sugestia, ze mechanizm ich dzialania na tkan-
ke roslinng moze mie¢ pe wn e wspolne ogniwa i reakcje.

Punktem wyjscia do badan wplywu substancji rakotwoérezych na ros-
liny byly prace przeprowadzone przez Komuro-Hideo (1931) nad
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zmianami cytologicznymi i histologicznymi w wierzchotkach korzeni sie-
wek Vicia faba L. i Pisum sativum L. traktowanych zawiesinami smoly
weglowej. Autor opisal szereg zmian cytologicznych w poblizu wierzchol-
ka wzrostu jak wakuolizacje jadra oraz hyperchromatoze blony jadrowej,
aberacje chromozomowe, fragmentacje jadra, komdrki olbrzymie i hyper-
oraz hypochromatyczne, amitotyczny podzial komérek oraz zaczatki ,bro-
dawkowatego* wzrostu korzenia. W wierzchotkach korzeni Vicia faba L.,
ktérych okres ekspozycji na badane substancje byl diuzszy, dominujacy
cechg byly hyperchromazja i pyknotycznosé¢ jader. Opisane w tych korze-
niach struktury, znalezione w peryblemie powyzej wierzcholka wzrostu,
nazwal Komuro-Hideo ,Phytoteertumor”. Wedlug autora® tumor
powstaje przez amitotyczne podzialy komoérek, przez przemieszczenie spe-
cjalnych grup komérek z kalyptrogenu do peryblemu oraz przez histolo-
giczne zmiany w nastepstwie przerwania strefy wlosnikowej ryzodermy.

Podobnymi zagadnieniami zajmowal sie Ortiz Picén (cyt. Levi-
ne 1936). Poddawal on korzenie Allium sativum L. dzialaniu smoly
i stwierdzil obecnosé splazmolizowanych komorek w pleromie i peryble-
mie, komdrki merystematyczne o 2—3 jadrach, zmiany chromozomowe
i w koncu calkowita dezintegracje jadra. Nie obserwowal natomiast zad-
nych komérek olbrzymich jak i atypowej proliferacji sygnalizowanej
przez Komuro-Hideo. Ortiz Pico6n tlumaczy zmiany komor-
kowe réznica ci$nienia osmotycznego powodujacego zjawiska plazmoli-
tyczne, a nie specyficznym wplywem smoly na korzenie.

Zagadnienie to kontynuowal dalej w swych pracach Levine (1936).
Badal on dzialanie smoly weglowej, czerwieni purpurowej (CP) i D na
wzrost i rozwoj korzeni Allium cepa L. Wierzcholki korzeni poddanych
dzialaniu emulsji smoly weglowej wzglednie dzialaniu filmu smoly zgi-
naly sie, ich przyrost dzienny byl zredukowany, a ilos¢ powstajacych ko-
rzeni byla o polowe mniejsza niz u cebul kontrolnych. Zdaniem autora
toksyczne dzialanie smoty polegalo na hamowaniu podzialu komorek, co
jest zgodne z obserwacjami Ortiz Picéna i Mottrama (cyt.
Levine, 1936).

Badano takze dzialanie smoly weglowej i CP na korzenie uszkodzone
przez podiuzne zadrapanie, male uklucie kolo wierzchotka wzrostu lub
przez lagodne zgniecenie. Zachodza tu dwie rézne reakcje. Pierwsza zZwia-
zana ze zranieniem polega na podziale komoérek i hypertrofii. Druga pro-
wadzi do zmian w protoplastach komoérek pod wplywem uzytych do do-
Swiadczen roztworow.

Nieznaczne stymulujgce dzialanie 20-metylocholantrenu (M), Bi D na
odciete korzenie grochu wykazal Owen, Weiss i Prince (1939).
Wieksza stymulacje wykazaly réwnolegle przeprowadzone doswiadczenia
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na Euplanaria dorotocephala. Stwierdzono, ze stymulujg one rozmnazanie
calych organizméw zwierzecych i regeneracje organizméw z segmentow.
Stymulacja wzrostu i regeneracji nie jest jednak specyficzng wlasciwoscig
kancerogenow.

Kilkanaécie lat pozniej badania Levine'a (1951) potwierdzily sty-
mulujacy wplyw B, D, M réwniez na wtorne korzenie tworzone przez izo-
lowane fragmenty spichrzowego korzenia marchwi hodowane in vitro.

Levine (1934, 1936, 1939, 1940) jako pierwszy zajmowal sie wply-
wem substancji rakotwdrczych takich jak smoly weglowej, CP, D, B, M
na cale rosliny i poréwnywal ich dzialanie z substancjami wzrostowymi
oraz Agrobacterium tumefaciens.

Jak wynika z badan, smarowanie substancja kancerogeniczng powo-
dowatlo bujanie tkanek kolo miejsca zranienia i smarowanych powierzch-
ni dajac poczatek zgrubieniu lodygi z malymi, nieregularnymi masami no-
wej tkanki. Jedynie u Kalanchoé Daigremontiana CP wywolywala duze
guzowate proturberancje przypominajgce crown gall, natomiast D, B, M
spowodowaly wystapienie nekroz na powierzchni zadzialania. Pod wply-
wem smarowania substancjami rakotwoérczymi wierzcholtkowej czesei
todygi zachodzilo zginanie lodyg, ro$liny czesto pozostawaly skarlowa-
ciale a z wierzcholka wyrastaly nowe mate pedy przypominajace ,,czarcig
miotle“. Przekroje podluzne smarowanej todygi wykazaly zgrubienie tka-
nek drewna oraz zwigkszenie ilosci komoérek parenchymatyeznych. Sma-
rowanie lub zaszczepienie substancjami kancerogenicznymi roslin z de-
tymi lodygami powodowalo obfity podzial wewnetrznej warstwy komorek
wyscielajacych i prowadzilo do wypelnienia catego $wiatta lodygi nowa
tkanka.

Niezaleznie od Levine’'a Berthelot i Amoureux (1936) ba-
dali reakcje stonecznika na substancje rakotworcze. Biorac pod uwage
caloksztalt zmian po zadzialaniu substancjg rakotwoércza stwierdzono
szezegdlng toksycznosé D jak i to, ze sposob aplikacji réwniez decyduje
o reakcji roslin.

Rarei i Gummel (1939) w badaniach nad wplywem B na wzrost
tumoréw, jako testu dla stwierdzenia jego ogélnego hamujacego wzgled-
nie stymulujgcego dzialania, uzyli kielkujacych ziarniakéw jeczmienia
i pszenicy. Stwierdzili, ze mniejsze stezenia B rozpuszczonego w kwasie
cholestenosulfonowym stymuluja wzrost zielonej masy.

W tym samym czasie podobne badania przeprowadza Kisser i Ha-
vas (cyt. Strugger 1940). Stwierdzili oni, ze frakcje smoly weglo-
wej, smoly z drewna bukowego i czystego B, stosowane na roslinach,
zwiekszaja tempo podzialdéw komoérkowych, bujanie tkanek i powsta-
wanie korzeni przybyszowych, lecz nie obserwowali przy tym nowotwo-
row podobnych do tumoréw.
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Wybitne zmiany powstale pod wptywem weglowodoréw rakotworczych
w tkankach zwierzecych nasunely Goldsteinowi (1937) przypusz-
czenie, Ze moga one takze powodowa¢ pewne zmiany w organizmach jed-
nokomdirkowych. Jako materialu doswiadczalnego uzywal Goldstein
bakterii Escherichia communicr hodowanych na syntetycznej pozywce, do
ktorej dodawano weglowodory w stanie koloidowym. Stwierdzono, ze
D i M zwiekszajg tempo podzialu komo6rek w przyblizeniu o 50%, nato-
miast weglowodor nie posiadajacy wlasciwosci rakotworezych — fenan-
tren — nie mial zadnego wplywu.

Niemal réwnoczesnie Dodge i Dodge (1937) badali wplyw M na
morfologie i wzrost drozdzy. Obserwowano szereg odchylen morfologicz-
nych i cytologicznych w hodowlach na réznych pozywkach z M. Przyrost
suchej masy i fermentacji drozdzy hodowanych na pozywce nasyconej
M wzrost o 1/3.

Stymulujgce dzialanie D na wzrost drozdzy wykazal w swych bada-
niach Cook, Hart i Jolly (1938, 1939). Stwierdzili oni, ze dodanie
do hodowli drozdzy zawiesiny krysztalkow D o odpowiednim stezeniu
(9 X 10* M) powoduje zwiekszenie rozwoju drozdzy w przyblizeniu
o 50%,. Mniejsze jak i wieksze iloSci maja mniejszy wplyw, a iloéé cztero-
krotnie wigksza jest wystarczajaco toksyczna, by zahamowa¢ wzrost.
Wieksze stezenia D stymulowaly oddychanie, podczas gdy nizsze aktywne
jeszcze w stymulacji wzrostu odpowiednio obnizaly oddychanie.

Meissel (1943) badajgc dzialanie A, B, M w stanie wodnokoloido-
wym na hodowle drozdzy i saprofityczne bakterie stwierdzit gromadzenie
tych substancji przez mikroorganizmy.

Zostaly tu potwierdzone fakty wystgpienia nowych form dziedzicznych
odkrytych przez autora w 1933 roku w przedluzonej hodowli mikroorga-
nizméw na pozywce zawierajacej smole weglowa. Zachodzi tu wyraZzna
zbiezno$¢ z omawianymi wyzej wynikami tego samego autora, a uzyska-
nymi przy eksperymentowaniu z wyodrebnionymi substancjami rako-
tworezymi.

Diugoletnie badania nad rakotwérczym dzialaniem smoly na grzyba
Cladosporium herbarum L. przeprowadzal Skupienski (1952).

Prowadzac badania nad zjawiskami odréznicowania komérek i mito-
tycznym dzialaniem réznych chemikalii Buvat (1942) pierwszy zasto-
sowal weglowodory rakotwércze w hodowli tkanek roslinnych in vitro.
Jako material dos$wiadczalny stuzyly eksplantaty z korzenia marchwi,
skladajace sie z tkanki lykowej i kambialnej, hodowane aseptycznie na
agarowej pozywce Knopa. Eksplantaty umieszczano czeSciowo na kropli
oleju rycynowego, w ktéorym byl rozpuszczony B wzglednie M w steze-
niu 0,05% lub wstrzykiwano wymieniony roztwdr do tkanki. Autor
stwierdzit, ze eksplantaty marchwi poddane kancerogenom wytwarzaly
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ostro odgraniczone obfite wybujatosci kalusa, podczas gdy kontrolne trak-
towane samym tylko olejem rycynowym pokryly sie pseudoplecha i nie-
licznymi matymi naro$lami kambium.

Kilka lat pézniej analogiczne badania na trwalej hodowli tkanek
marchwi przeprowadzil Levine (1950). Kancerogeny: B, D, M oraz CP
rozpuszczano w benzenie i dodawano do pozywki.

W innej pracy M. Levine (1950) przedstawia zmiany cytologiczne
tkanki marchwi hodowanej in vitro wywolane kancerogenami i substan-
cjami wzrostowymi.

Zastosowanie D, B i M w stezeniu 107% do 5 X 10* przez tego samego
autora (1950) na tkankach stonecznika i tytoniu hodowanych in vitro wy-
kazalo, ze zwickszaja one wzrost korzeni i podtrzymujg wzrost masy tkan-
kowej. Badania histologiczne nie wykazaly obecnosci atypowych kom3-
rek stwierdzonych przez Levine’ a w hodowlach tkanek marchwi.

W wyniku dotychczasowych badan stwierdzono, ze substancje rako-
{worcze w odniesieniu do mikroorganizméw modyfikuja intensywnosé
fermentacji i oddychania, wywoluja zmiany morfologiczne, przy czym
dzialaja na nie stymulujgco. W hodowli tkanek roslinnych in vitro stoso-
wane nawet w duzych stezeniach nie wykazaly dzialania toksycznego.
Zastosowane w miejscach szczegélnie intensywnego wzrostu na rosli-
nach, oprocz obserwowanej czesto nieznacznej stymulacji, wywoluja ne-
krozy i przedweczesne usychanie pedéw. Proliferacja wywolana przez te
czynniki jest reakcja ochronng rosliny. Obserwowane przez réznych
autorow zwiekszenie tempa podzialu komérek, stymulacja wzrostu, bu-
janie tkanek, powstawanie korzeni przybyszowych nie jest specyficzne
dla substancji rakotworczych i nie ma w sobie cech tzw. ,zlosliwosci,
a jest tylko przejawem odmiennych od normalnych mozliwosci wzrostu
roslin.

Pierwsze prace z zastosowaniem metody hodowli tkanek in vitro do
badania dzialania substancji rakotwérczych na eksplantaty izolowane
z korzenia marchwi przeprowadzone przez Buvata (1942) ograniczaly
sie do obserwacji morfologicznych. Badania Levine'a (1950, 1951)
przeprowadzone na tkankach traktowaly ten temat gléwnie od strony
cytologicznej i anatomicznej. Nie badano natomiast dzialania substancji
rakotworczych na tkanki hodowane in wvitro pod wzgledem fizjologicz-
nym. .
Celem podjetej pracy jest wiec ogélna charakterystyka fizjologiczna,
szerzej uwzgledniajgca procesy wzrostu eksplantatéw jak i tkanek na
réznych pozywkach z weglowodorami aromatycznymi oraz z o-amino-
azotoluenem, porownanie ich intensywnosci oddychania jak i aktywnosci
kilku enzyméw, gdyz podobne zagadnienia od szeregu lat sa przeprowa-
dzane na tkankach zwierzecych.
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MATERIAE I METODYKA

W badaniach nad dzialaniem substancji rakotwoérczych na cate ro-
$liny uzyto stonecznika (Helianthus annuus L.). Wysiewano go na po-
czatku maja (6.V.1955) w Ogrodzie Botanicznym UP. Po dwodch miesiag-
cach, po osiagnieciu okolo 0,5 m traktowano je substancjami rakotwor-
czymi. Smarowano je 1% pastg lanolinowg z M i A, natomiast rosliny
kontrolne tylko uwodniong lanolina. Metoda polegala na smarowaniu
wierzchotka lodygi po dekapitacji pierwszego i drugiego miedzywezla,
ogonkéw lisciowych réwniez z pierwszego i drugiego wezla na powierz-
chni 1 X 2 c¢m, po uprzednim usunieciu zewnetrznych tkanek wraz z ly-
kiem. Smarowanie powtorzono po trzech tygodniach. Przed ewentualnym
splukaniem past przez deszcze zabezpieczono traktowane miejsca dasz-
kami z cynfolii.

W drugiej serii do$wiadczen przeprowadzono badania na stoneczni-
kach w nieco pozniejszej fazie wzrostu. Stoneczniki w hodowlach wazo-
nowych hodowano w hali wegetacyjnej W.S.R. Sposéb zastosowania,
rodzaj i stezenie past bylo takie samo jak w poprzednim do$wiadczeniu.

Dokladniejsze badania przeprowadzono z zastosowaniem metody ho-
dowli tkanek in vitro, gdyz metoda ta jest szczegdlnie dogodna, poniewaz
pozwala analizowaé wplyw réznych czynnikéw bezposrednio, bez inge-
rencji stosunkéw korelacyjnych, na ktére jest wystawiona tkanka ro-
glinna in situ. Jako material doswiadczalny shuzyly eksplantaty z ko-
rzenia marchwi (Daucus carota L.) i cykorii (Cichorium intybus L.) oraz
bulwy korzeniowe topinambura (Helianthus tuberosus L.). Poniewaz
dotychczasowe badania cytologiczne, anatomiczne i morfologiczne prze-
prowadzono na eksplantatach z korzenia marchwi oraz na tkankach
marchwi hodowanych in wvitro, badania niniejsze przeprowadzono na
tymze materiale celem poréwnania wynikoéw. Dla przesledzenia wplywu
substancji rakotwoérczych na eksplantaty i tkanki wymagajace w prze-
ciwienstwie do tkanek marchwi obecnosci heteroauksyny w pozywce, za-
stosowano eksplantaty i tkanki topinambura oraz eksplantaty cykorii,
charakteryzujace sie duza zdolnoScig regeneracyjng. Material do wy-
szczepien pierwotnych sterylizowano powierzchniowo 40 min. w 2% su-
blimacie, po czym plukano szeSciokrotnie sterylng woda. W Joswiad-
czeniach poczatkowych do analiz anatomicznych wycinano graniasto-
stupy tkanki, o wymiarach w przyblizeniu 0,5 X 0,5 X 1,5 cm, w pozniej-
szych za$ do oznaczania $wiezej i suchej masy zastosowano metode do-
kladniejsza wycinajac eksplantaty korkoborem o $rednicy 0,5 cm i kra-
jano je na papierze milimetrowym na odcinki o dlugosci 1 cm. Izolacja
eksplantatéw prowadzona byla w warunkach aseptycznych.
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Z korzenia marchwi wycinano w niektérych doswiadczeniach tylko
tkanke tykowa, w innych lyko wraz z kambium. Z bulw korzeniowych
topinambura brano jedynie miekisz drzewny. Poniewaz kambium prze-
biega w korzeniu cykorii linia falista, nie uwzgledniano rodzaju wyci-
nanej tkanki, tyka, drewna czy kambium, tak ze poszczegolne eksplantaty
skladaly sie z tkanek przypadkowych.

Pierwotne eksplantaty marchwi wyszczepione w polozeniu odwréco-
nym rozwijaja na morfologicznie dolnym biegunie obfite masy zielonego
kalusa i biatej pseudoplechy. Izolowany kalus po przeszczepieniu daje
poczatek trwalej hodowli tkanek korzenia marchwi.

Eksplantaty topinambura charakteryzujg sie obfitym wzrostem czesci
eksplantatu zanurzonej w pozywce. Powstaje tam wyrazny pas kambium
po odréznicowaniu dojrzalych juz i wyspecjalizowanych komorek, na
zewnatrz ktérego odkladane sg nowe poklady komorek.

Cykoria posiadajaca w ogéle duzg zdolnos¢ regeneracyjng zachowuje
ja rowniez w hodowli in vitro. Juz po kilku dniach po wyszczepieniu eks-
plantaty tworzyly obfite korzenie i paczki, z ktorych rozwijaly sie liscie.

Przeprowadzono takze doswiadczenia na transplantatach trwalej ho-
dowli tkanek marchwi i topinambura in vitro.

Tkanka marchwi zostala wyizolowana w 1939 r. przez Gauthe-
reta. Tkanke topinambura wyizolowano w 1953 r. w Zakladzie Fizjo-
logii Roslin UP.

Tkanka marchwi ,przyzwyczajona* do heteroauksyny (I’accoutumé
a I'hétéroauxine) wedlug terminologii Gauthereta nie reaguje na
substancje wzrostowe i wymaga do swego nieograniczonego wzrostu je-
dynie soli mineralnych, organicznego Zrodla wegla i agaru dla zestalenia
pozywki. W przeciwienstwie tkanka topinambura wymaga do swego nie-
ograniczonego wzrostu dodatku heteroauksyny do pozywki.

Hodowla tkanek

W poczatkowych doswiadczeniach dla tkanek marchwi i topinambura
stosowano pozywke zasadnicza Knopa (1/2 konc.) z glukoza, potem za-
stgpiono jg pozywka Hellera z sacharozg.

Pozywka Hellera Pozywka Knopa
KCl 750 mg Ca(NO,), 500 mg
NaNO, 600 ,, KNO, 125 ..
MgsSO, TH,0 250 ,, KH,PO, 125
NaH,PO, H,O 125 5 MgSO, TH,O 125 .,
CaCl, 2H,0 %,
Pierwiastki $&ladowe: Pierwiastki sladowe
FeCl, 6H,O 1, wedlug Berthelota:

ZnSO, TH,0 v, Fe, (SO,), 25 mg



436 J. Rogozifiska

Pozywka Hellera Pozywka Knopa
H3B03 1 mg MnSO, 7H,O 1 mg
MnSO, 4H,0 0,1 KJ 0,25
CuSO, 5H,0 0,03 riso, 0,1
AlCI, 0,03 ZnSO, TH,0 0,05
NiCl, 6H,0 0,03 - BeSO, 4H,0 0,05
KJ 0,01 NiCl, 6H,0 0,025
CoCl, 6H,O 0,025
H,O 1000 ml CusSO, 5H,0 0,025
agar 10 g H,BO, 0,025
sacharoza: H,SO, c. wi (d) 1,84 0,0005 ml
(dla tkanek marchwi) 20 " H,O 1000 "
( a5 topinambura) 60 " agar 10 g
kwas a-naftalenooctowy 6x10—7 glukoza:
(dla tkanek topinambura) (dla tkanek marchwi) 15 "
o a5 topinambura) 40
kwas a-naftalenococtowy 5x10-7

(dla tkanek topinambura)

Eksplantaty marchwi i cykorii hodowano na pozywce z dodatkiem
kwasu P-indolooctowego w stezeniu 5X10~% g/l, a topinambura z kwa-
sem a-naftalenooctowym w stezeniu 5X10-7 g/l.

Tkanki hodowano w probéwkach o $rednicy 2,2 cm i di. 11,5 cm, do
ktérych wlewano 12,5 ml pozywki. Pozywki sterylizowano 20 min. pod
nadcisnieniem 0,5 atmosfery. Probowki zamykano zatyczkami z waty, po
czym owijano celofanem. Przeszczepien tkanek dokonywano co 8 ty-
godni. Hodowle prowadzono w specjalnym pokoju hodowlanym.

Dla kazdego do$wiadczenia przeprowadzono 12—48 réwnolegltych ho-
dowli.

Zastosowanie chemicznych substancji rakotworcezych

Poniewaz weglowodory aromatyczne s3 zwigzkami hydrofobowymi,
zastosowanie ich w odpowiedniej formie w pozywce, latwej do pobrania
przez tkanki, natrafialo na trudnosci. Aby lepiej udostepnié¢ je tkankom,
zastosowano je w niniejszej pracy réwniez w stanie koloidowym, nie sto-
sowanym dotad w hodowli tkanek roslinnych.

Zakres stezenia stosowanych substancji rakotwoérczych o-aminoazoto-
luenu (4), 3, 4-benzopirenu (B), 1, 2, 5, 6-dwubenzoantracenu (D) i 20-me-
tylocholantrenu (M) wynosil od 10-—10"* g/l.

W odniesieniu do eksplantatéw marchwi i topinambura stezenie D
rozpuszczonego W benzenie i dodanego do pozywki bezposrednio przed
rozlaniem do probéwek wynosito 2>X10~1, 5X10~% 103 g/l. W czasie ste-
rylizacji benzen ulatnial sie, a D wykrystalizowywal czesciowo na brze-
gach probéwek i zatem rozproszenie jego w pozywce nie bylo zupelnie
réwnomierne. Z tego wzgledu zastosowano pdzniej inng metode.
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W nastepnych seriach doswiadczen stosowano miejscowo M w steze-
niu 5X1075 i 2X10~* rozpuszczony w oleju rycynowym, pipetujac krople
na goérng powierzchnie eksplantatu, wzglednie w uwodnionej lanolinie,
przy czym smarowano goérng wzglednie boczne powierzchnie eksplantatu.
Stosowano réwniez D i M w réznych kombinacjach z kwasem a-naftaleno-
octowym i p-indolooctowym.

Eksplantaty w tych seriach doswiadczen wycinane byly skalpelem
i stuzyly gléwnie do obserwacji morfologicznych i badan anatomicznych.

W innych seriach eksplantaty wycinano korkoborem i wyszczepiano
na pozywke zasadniczg, po czym po 6 dniach przenoszono na pozywke
z substancjami rakotwoérczymi po dwa do kazdej probéwki. A, B, D
i M rozcierano dokladnie w mozdzierzu agatowym, nastepnie dodawano
zestalonej pozywki i ponownie ucierano. Po sterylizacji bezpos$rednio
przed przeszczepieniem pipetowano do kazdej probéwki na powierzchnie
zestalonej pozywki zasadniczej 2 ml pozywki z jednym z kancerogenéw
w stezeniu 5X10~* Ciepla, plynng pozywke przed kazdym pipetowa-
niem mozna bylo dokladnie wymieszaé, tak ze rozproszenie substancji
rakotwoérczych bylo zupelnie réwnomierne. Metoda ta jest réwniez bar-
dzo oszczedna, gdyz substancja rakotworcza znajduje sie tylko w po-
wierzchniowej warstwie pozywki, w ktérej umieszczony jest eksplantat.

W trwalej hodowli tkanek marchwi i topinambura stosowano réwniez
substancje rakotwércze w stezeniu 5X10~*, podobng technika jak wyzej,
z ta roznica, ze wystarczal 1 ml pozywki z substancjg rakotwércza do
umieszczenia transplantatu. Ze wzgledu na to, ze A nie pozostawal w gor-
nej 1 ml warstwie jak B, D i M, lecz dyfundowal do nizszych partii po-
zywki, w nastepnych doswiadczeniach rozpuszczano go w bezwodnym ace-
tonie przedestylowanym znad bezwodnego siarczanu sodu i dodawano do
pozywek bezpos$rednio przed rozlaniem do probéwek przed sterylizacja.

Pézniej zmieniono postepowanie réowniez w stosunku do B, D i M
otrzymujac koloidowe roztwory kancerogenéw metoda Boylanda z t3 réz-
nicg, ze zelatyne, ktéra stanowi ich koloid ochronny, zastapiono agarem,
gdyz na plynnej pozywce zelatynowej po kilku dniach po jej wyschnig-
ciu nastepowalo wytracenie D wokél tkanki. Poza tym tkanki na po-
zywce zelatynowej gorzej rosty niz na poiywce agarowej. Réwniez za-
stosowanie zelatyny wraz z agarem dawalo roztwoér bardziej heterogenny
niz uzycie samego agaru. Stezenie substancji rakotwérczych wynosito od
10-7—10-3 g/l.

Proby zastosowania kofeiny wedlug H. Weil-Malherbe (1946)
jako zwigzku ulatwiajacego rozpuszczanie substancji rakotworczych pie
daly pozytywnych wynikéw z tego wzgledu, ze na pozywce z kofeing
w réznych stezeniach wzrost tkanek marchwi jest wybitnie zahamowany,

Acta Socletatis Botanicorum Poloniae — 6
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poza tym nastepowal rozklad chlorofilu tak, ze tkanki stawaly si¢ bez-
barwne i szkliste.

Badania anatomiczne

Eksplantaty marchwi i topinambura do badan anatomicznych utrwa-
lano w plynie Bouina przy uzyciu pompy prézniowej dla jego réwno-
miernego przenikania, po czym zatapiano w parafinie i krajano mikro-
tomem na 15u skrawki. Barwiono biekitem metylowym.

Oznaczanie $wiezej i suchej masy

Po o$miu tygodniach hodowli eksplantaty wzglednie transplantaty
wyjmowano z probéwek i wazono kazdy oddzielnie na malej wadze
uchylnej z dokladnoscig do 10 mg.

W celu oznaczenia suchej masy-suszono tkanki w suszarce w tempe-
raturze 105°C przez 24 godziny, po czym wazono z dokladnoscig do 1 mg.

Obliczano $rednig arytmetyczng $wiezej i suchej masy oraz Sredni
‘blad $redniej arytmetycznej. '

Pomiar intensywnosci oddychania

Intensywno$é oddychania badano w aparacie Warburga. Tkanki kra-
jano mikrotomem recznym na skrawki grubosci 0,5 mm, nastepnie ptu-
kano 14 godzin w wodzie biezacej, po czym dwukrotnie w wodzie desty-
lowanej, osuszano bibula, szybko wazono i przenoszono do naczyniek
manometrycznych z substratem oddechowym. Plukanie usuwa substancje
organiczne z przecigtych komoérek i eliminuje pewne nieréwnosci w od-
dychaniu czeéciowo zwigzane z krajaniem tkanek. Pojemnos¢ naczyniek
manometrycznych wynosila od 15—20 ml. W kazde naczynko pipeto-
wano 3,5 ml buforu fosforanowego o pH 5,59 zawierajacego 2% glukozy
oraz dawano 1 g tkanki marchwi i przeprowadzano réwnoleglte pomiary
z tkankami kontrolnymi i z tkankami hodowanymi na pozywkach z A,
B, D i M rozpuszczonych przy pomocy acetonu i D w stezeniu 510
w stanie krystalicznym.

Tkanki topinambura odwazano po 250 mg i przeprowadzono réwniez
réwnolegte pomiary z tkankami kontrolnymi i hodowanymi na pozywce
z D w stezeniu 510~

Odczytéw stanu manometru dokonywano co 10 min. przez okres 1 go-
dziny. Wyniki przeliczano na 1 g $wiezej i suchej masy. Po zakonczeniu
do$wiadczenia tkanki wyjmowano z naczyniek manometrycznych, plu-
kano w wodzie destylowanej, osuszano bibulg, po czym suszono przez
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24 godz. w temperaturze 80°C. Przy obliczeniach przyjmowano, ze 1 g
tkanki odpowiada objetosci 1 ml.

Aktywnose fosfataz

1 g tkanki marchwi rozcierano z piaskiem kwarcowym i 3 ml buforu
octanowego o pH 5,6. Nastepnie przenoszono do probowki wiréwkowej,
przy czym mozdzierz i tluczek splukano 4 ml buforu i odwirowywano
5 min. przy 3000 obrotéw. Po zlaniu plynu znad osadu do 25 ml kolbek
miarowych dodawano 5 ml 4% fosfoglicerynianiu potasu jako substratu,
) po czym dopelniano buforem do miarki. Po 24 godzinach inkubacji w tem-
peraturze 35°C brano do analizy 0,5 ml zaczynu, co odpowiada 20 mg
tkanki i z réznicy ta i t, obliczano przyrost fosforu nieorganicznego me-
todg Fiske i Subbarowa. Zasada tej metody polega na reakcji kwasu mo-
libdenowego w kwasnym $rodowisku z kwasem ortofosforowym, w wy-
niku ktérej powstaje kwas fosforomolibdenowy. W obecnosci czynnika
redukujacego ejkonogenu (kwas 1-¢-amino-2-naftolo-4-sulfonowy) kwas
fosforomolibdenowy daje zredukowany zwigzek o barwie niebieskiej.
Intensywno$é niebieskiej barwy, ktéra jest proporcjonalna do zawartosci
kwasu fosforowego w roztworze, mierzono fotoelektrycznym koloryme-
trem Langego.

Badano réwnolegle tkanki hodowane na pozywce kontrolnej i na po-
zywce z D w stezeniu 5X10~". Kazdy pomiar powtérzono pieciokrotnie.

Aktywnos¢ katalaz

Aktywnos¢ katalaz oznaczano mierzge ilo$¢ roztozonej wody utle-
nionej. Wydzielajacy sie przy tym tlen oznaczano gazometrycznie. Wy-
piera on z biurety wode, ktorej poziom stopniowo sie obniza. Pomiary
ilosci wydzielajacego sie tlenu wykonywano periodycznie w ciggu calego
doswiadczenia, co pozwalalo $ledzi¢ kinetyke procesu. Do oznaczen brano
po 2 g tkanki, ucierano z piaskiem kwarcowym i 0,1 g CaCO,, uzupel-
niano woda do 50 ml, po czym inkubowano 4 godziny w temperaturze
pokojowej. Do naczynia reakcyjnego pipetowano 5 lub 10 ml zaczynu,
co odpowiada 0,2 lub 0,4 g tkanki, a w drugie ramie 1—2 ml wody utle-
nionej, w zaleznosci od jej miana, ktére oznaczano przed kazda analizg
miareczkujac ja 0,1 n KMnO,. Naczynie wraz z mieszaning zaczynu
i wody utlenionej réwnomiernie wstrzgsano przez caly czas trwania do-
Swiadczenia.

Aktywnos¢ katalaz wyrazano w mililitrach tlenu na okreSlong jed-
nostke ciezaru (2 g) badanej tkanki.
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WYNIKI DOSWIADCZALNE

1. Dzialanie substancji rakotwoérczych na cate rosliny

Po sze$ciu miesigcach wzrostu stonecznikéw stwierdzono jedynie zgru-
bienia w miejscu zranienia i zadzialania pasty, bedace sumg efektu me-
chanicznego i uzytej pasty oraz zgrubienie lodyg u podstawy wezlow.
Wierzchotki lodygi po dekapitacji i smarowaniu pastami z A i M czgsto
ciemnialy i usychaty.

Y

Ryc. 1. Helianthus annuus L. 1 — kontrola; 2—4 — efekt
dziatania 1% A i M w pascie lanolinowej: 2 — A; 3 — M;
4 — M
Helianthus annuus L. 1 — control; 2—4 — effect of 1%
A, M in lanolin: 2 — A; 3 — M; 4 — M

W drugiej serii do$wiadczen stwierdzono zmiany podobne, chociaz nie-
zbyt wyrazne, gdyz rosliny w hodowli wazonowej nie osiagnety tak buj-
nego wzrostu. Poza tym obserwowano zmiany teratologiczne w koszycz-
kach jednego stonecznika.
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2. Dzialanie substancji rakotworczych na eksplantaty i transplantaty
trwatej hodowli tkanek in witro

a) Obserwacje anatomiczne

Zastosowanie D o stezeniu 2X10~* w stanie krystalicznym w pozywce
do eksplantatow marchwi i topinambura nie dalo wyraZniejszych réznic
w poréwnaniu z eksplantatami kontrolnymi. Réwniez smarowanie bocz-
nych lub gérnych powierzchni eksplantatéw uwodniong lanoling z M w ste-
zeniu 2X10~* i 5X10~% pipetowanie kropli oleju rycynowego na goérng
powierzchnie eksplantatu réwniez z M w tym samym stezeniu, co po-
wyzsze, nie wykazalo wyraznych réznic w poréwnaniu z eksplantatami
kontrolnymi traktowanymi tylko lanoling czy olejem rycynowym. Zasto-
sowanie M o stezeniu 5X 10" w kombinacji z kwasem a-naftalenococtowym
w lanolinie nie zwickszalo efektu heteroauksyny.

b) Sucha i $wieza masa eksplantatéw

Préoby zastosowania kofeiny, tworzacej zespolone zwigzki z substan-
cjami rakotwoérczymi latwo rozpuszezalne w wodzie, jako zwigzku ula-
twiajacego rozpuszczanie substancji rakotwoérczych (H. Weil-Mal-
herbe 1946) nie znalazly tu zastosowania z powodu jej toksycznego
dzialania przy uzyciu stezen koniecznych do ich rozpuszczenia.

Tabelal — Table 1 .
Swieza i sucha masa tkanek marchwi w mg na pozywce z réznymi koncentracjami
kofeiny
Fresh and dry weight of carrot tissue growing on media containing different con-
centrations of caffeine

Rézne koncentracje kofeiny — Different concentrations of caffeine

| o0 | o585 | 13 | 22 | 4 | 63 | 83

| | '
bwiebn masa | 148 ‘ 0,31 0,16 | 016 i 0,16 | 0,15 0,11
fresh weight ‘+_ 0.07 |== 006 |4 0,04 | 002 |+ 0,02 |- 001 | 001
sucha masa | 0069 | 0019 | 0,010 | 0,009 | 0,009 | 0,008 | 0,007
dry weight | 0,007 | = 0,003 | 0,002 | - 0,001 | 0,001 |+ 0,000 | 0,000

Z tego wzgledu zastosowano substancje rakotwércze w stanie krysta-
licznym, jak najbardziej rozdrobnione, przez dokladne roztarcie ich
w mozdzierzu agatowym.

Eksplantaty cykorii, marchwi i topinambura wycinane korkoborem
o ®»0,5cmidl 1 cm hodowano w roznych okresach (7.XI1—12.VIIL.) na
pozywkach zawierajacych na swej powierzchni 3 mm warstwe z A w ste-
zeniu 4X10~° B, D i M w stezeniu 5X10~*. Okazalo sie, ze w niektérych
przypadkach wzrost eksplantatéw byl nieznacznie stymulowany lub ha-
mowany badz tez identyczny z kontrolg. Wydaje sie, ze powstale od-
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Ryc. 4. Wplyw A w stezeniu od 10—"—10—* na eksplantaty cykorii: 1 — kontrola:
2 —10-7;3 — 10-% 4 — 105 5 — 10—%; 6 — 103

The influence of A in concentrations of 10—"—10—* on explants of succory: 1 —
control; 2 — 10—7; 3 — 10—%, 4 — 105, 5 — 10—% 6 — 10—*

marchwi (I) i topinam-

Ryc 3. Wplyw A w stezeniu od 10—7"—10-3 na eksplan
% — 10-4; 6 — 103

bura II: 1 — kontrola; 2 — 10—7; 3 — 10—%; 4 — 1
The influence of A in concentrations of 10—7—10—* on explants of carrot (I) and
: 1 — control; 2 — 10—7; 3 — 10—%; 4 — 10—5; 5 — 10-¢;

Jerusalem artichoke (I
6 — 103
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Tabela 2 — Table 2

Sucha i Swieza masa w mg eksplantatéw cykorii, _r;;archwi i topinambura po réz-

nych okresach czasu na poiywce z A, B, D i M w stanie krystalicznym w stezeniu

5410—1 (0 = waga wyjsSciowa, — = kontrola)

Dry and fresh weight in mg of the explants of succory, carrot and Jerusalem

artichoke after different periods of culture growing on media containing crystalline
A, B, D and M in concentration of 5X10—4 (0 = initial weight, — = controls)
Swieza i sucha masa eksplantatéw w mg po uwzglednieniu okres6w hodowli

Fresh and dry weight of explants after different periods of culture)

f

|
1

l

i — A B D M

—— — r 1!
Cichorium i
intybus L. |
18.XILS4— | 034 0,61 0.49 0.47 041 | 0.62
15,11,55 1 | |
$wieza masa! ! |
fresh weight | |
7.1V.55 — 0,26 | 0,57 061 | 0,52 053 | 0,50
2.VL.55 + 0,01 ~+ 0,03 + 003 | -+ 0,03 + 0,03 ; + 0,04
sucha masa | __ | 0.062 0,059 | 0,051 0,056 | 0,054
dry weight | == 0,003 -+ 0,002 + 0,002 + 0,002 <+ 0,003
16.VL55 — | |
12.VIIL55 0,14 | 0.51 0.58 By S 0,61
$wieza masal &+ 0,03 + 0.05 + 0,05 | + 0,01
fresh wei ght' |
sucha masa 0,026 ; 0,070 0,073 A | e 0,074
dry weight |+ 0,001 -+ 0,005 =+ 0,004 | -+ 0,004
Daucus |
carota L. i
18.XIL— 019 | 0.25 0,22 0,23 | 0,23 0,21
151155 —— | <+ 0,01 ~+ 0,01 + 0,01 -+ 0,01 + 0,01
Swieza masa
fresh weight
5IV. —
2.VL55 0,18 0,28 0,28 0,31 027 | 0,28
$wieza masa| == 0,00 + 0,01 + 0,01 + 0,01 + 001 | 4+ 001
fresh weight ’r
a3 L SeeiSes e e
sucha masa [ 0,040 0,038 0,042 0,038 | 0,038
dry weight -+ 0,001 ~+ 0,001 —+ 0,001 + 0,001 ~+ 0,001

e i — — Ty e e, || P ———— ! s e T e
Helianthus ! i
tuberosus L. | |
18.X11.54 — 0,18 0,29 047 | 0,35 0,31 | 0,30
15.11.55 —— + 0,03 + 0,07 | -+ 0,02 -+ 0,03 -+ 0,03
swieza masa
fresh weight
6.IV.55 — i
2.V1.55 0,20 0,36 0,36 0,40 0,36 | 0,59
§wieza masa|—+ 0,00 + 0,04 + 0,02 + 0,02 -+ 0,02 + 0,07
fresh weight .
sucha masa 0,071 0,069 0,075 0,068 0,096
dry weight | — — | =+ 0,005 + 0,003 + 0,002 <+ 0,003 + 0,008
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chylenia czesciowo mogly by¢ spowodowane niezbyt licznym materialem
(12—48 eksplantatéw) i niemozliwoscia uzyskania zupelnie identycznych
eksplantatow mimo jednorodnego materialu wyjsciowego (tab. 2).

Zastosowanie A rozpuszczonego w bezwodnym acetonie w stezeniu od
10-—10—* réwniez na eksplantatach cykorii, marchwi i topinambura
w nizszych stezeniach wykazalo mniejsze lub wieksze odchylenia od eks-
plantatéw kontrolnych, jednak poczawszy od stezenia 10— we wszystkich
przypadkach stwierdzono zahamowanie wzrostu (tab. 3).

a

B Helianthus tuberosus
E==3 Cicharium ntybus 1
W Cichorium ntybus 2

—

AR EEE S

= ST T

o
!
3

autus carnla
BB Helianthus tuberosuy
Cichorium intybus 1
R Cichorium intybus 2

= (TSI

[=]
!
S

Ryc. 6. Wplyw A w steZeniu od 10—7—10—% na eksplantaty marchwi, cy-

korii i topinambura (o = waga wyj$ciowa) a) $wieza masa; b) sucha masa

The influence of A in concentrations of 10—7—10—3 on explants of carrot,

Jerusalem artichoke and succory (o = initial weight) a) fresh weight:
b) dry weight
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Tabela 3 — Table 3

Wplyw A w stezeniu od 10—7—10—3 na suchg i $wiezg mase w mg eksplantatow
marchwi, eykorii i topinambura (0 = waga wyjsciowa, — = kontrola)

The influence of A in concentrations of 10—7—10—3 on dry and fresh weight of the
explants of carrot, Jerusalem artichoke and succory (0 = initial weight, — = controls)
Swieza i sucha masa eksplantatéw w mg po uwzglednieniu okreséw hodowli
Fresh and dry weight of the explants after different periods of culture

0o - 1077 1075 107 107 | 1070

| |

| ]
Daucus carota L., 'I
6.XI11.56—28.1.57 0,20 | 0,61 0,56 0,70 0,70 0,43 ! 0,50
$wieza masa + 0,00 |=£ 002 |+ 0,03 |+ 003 |=£003 |+ 001 |1 0,02
fresh weight | | !
sl RS TR, Se—— S I E R—
sucha masa 0,021 0,072 0,067 0,074 0,077 0,050 0,060
dry weight =+ 0,000 | =+ 0,002 |- 0,003 |+ 0,003 |-+ 0,003 | + 0,002 | = 0,003
Helianthus
tuberosus L. 0,19 0,57 0,57 0,55 0,40 0,45 0,40

T.XI1.56—28.1.57

i -+ 0,00 |+ 0,04 |+ 0,03 '+ 004 |+ 003 |+ 004 |+ 002
Swieza masa

fresh weight

sucha masa 0,035 0,095 0,096 0,096 0,070 0,079 0,068
dry weight | == 0,001 [+ 0,005 |+ 0,004 |+ 0,006 == 0,004 | + 0,007 | + 0,004
Cichorium

intybus L.

0,26 0,78 0,67 0,72 0,70 0,55 0,55

§-XIL36—28L57 |4 001 |4 005 |4 006 | 006 |+ 009 |+ 005 |+ 006

Swieza masa
fresh weight

sucha masa 0,054 0,083

0,074 0,082 | 0,078 0,065 0,064

dry weight =+ 0,002 | == 0,004 | == 0,006 |- 0,005 | 0,008 | + 0,004 | + 0,005
Cichorium
intybus L.
15.XI11.56— 0,16 0,51 0,59 0,59 0,54 0,37 0,31
7.11.57 + 0,00 |+ 0,03 |4 0,04 | 0,03 |- 0,04 |+ 002 |+ 0,02

Swieza masa
fresh weight

sucha masa 0,047 | 0,068 0,070 0,071 0,074 0,054 0,046
dry weight =+ 0,002 |+ 0,004 |+ 0,003 |+ 0,002 |+ 0,004 | + 0,001 | + 0,002

¢) Swieza i sucha masa transplantatéw.

Wzrost tkanek marchwi hodowanych na pozywce z A w stezeniu
4X107°1i B, D oraz M w stezeniu 5X10* we wszystkich wypadkach zo-
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stal zahamowany; nieznacznie przez D i B silniej przez M. Wybitnie na-
tomiast przez A, mimo ze jego stezenie bylo ponad 10 X mniejsze.

Tabela 4 — Table 4

Wplyw A o stezeniu 4X10-5 i B, D, M o stezeniu 5-10—% w stanie krystalicznym
na suchg i $wiezg mase tkanki marchwi hodowanej in vitro (Srednie z dwéch po-
wtorzen, — = kontrola)

The influence of A in concentration of 4X<10—5 and crystalline D, B, M in concen-
tration 5X10—* upon fresh and dry weight of the carrot tissue growing in wvitro

(average of 2 replicates, — = controls)
| — A i B i D ! M
, [ ]
$wieza masa 1,45 0,36 ' 1,23 : 1,35 1,04
fresh weight | -+ 0,17 =+ 0,04 | =+ 0,13 ! -+ 0,11 -+ 0,08
| —t = L
sucha masa 0,055 0,019 ! 0054 | 0054 | 0,047
dry weight + 0003 | =4 0002 | - 0004 | = 0003 | -+ 0,002

Dla stwierdzenia, czy A najsilniej hamuje wzrost dlatego, ze jest le-
piej przyswajalny z powodu mniejszych czasteczek, czy tez posiada sil-
niejsze wlasciwosci toksyczne, zastosowano roztwory koloidowe przygo-
towane na podstawie metody Boylanda. Stezenie A wynosilo 2X1077%,
B 2,5X107%"1 5X10~" D i M 5X10'. Okazalo sie, ze wybitnie hamujace
wlasciwosci A zostaly potwierdzone. Natomiast tkanki marchwi hodo-
wane na pozywce z B i D w stezeniu 2,5X10~* wykazaly réwniez pewne
zahamowanie, wieksze natomiast tkanki hodowane na pozywce z M.

Tabela5 — Table 5

Swieza i sucha masa (w mg) tkanki marchwi hodowanej in vitro w okresie od 23.VII

do 17.1X.1956 na pozywkach z A, B, D, M w stanie koloidowym (— = kontrola)
Fresh and dry weight in mg of carrot tissue growing in vitro on media containing
colloidal solutions of A, B, D, M (— = controls)
A B D M

21075 [2,55¢1074] 5°¢107* (2,510 4(2,55¢104

|
|

$wieza masa | 146 | 044 1,33 1,44 | 1,29 1,11

fresh weight &+ 0,15 | 0,08 | 008 | 0,17 | 007 | 0,08
. e | S S __: —_—
sucha masa 0055 | 0019 0053 | 0063 | 0058 | 0,049

dry weight =+ 0,005 | = 0,003 | == 0,002 | == 0,005 | £ 0.003 |+ 0,003
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Wybitnie hamujace dzialanie A proporcjonalne do jego stezenia zo-
stalo jeszcze raz potwierdzone przy uzyciu calego zakresu stezen od
10-"—10—3, Natomiast B, D i M nie wykazal tak wyraZnego i propor-
cjonalnego zahamowania wzrostu, a jedynie nieznaczne odchylenia od
kontroli.

Tabela 6 — Table 6

Swieza i sucha masa (w mg) tkanki marchwi hodowanej in vitro na poiywkach

z roznymi koncentracjami A, B, D i M w slanie koloidowym (— = kontrola)
Fresh and dry weight in mg of carrot tissue growing in vitro on media containing
different concentrations of A, B, D and M in colloidal solutions (— = controls)
S I U T NS TR R | 1070

swieZa-l sucha JéwieZa sucha | Swieia | sucha | Swieza i sucha | dwieia sucha Ismexa ! sucha

masa masa masa | masa n_lasn masa masa masa masa | masa | masa ! masa

fresh | dry fresh | dry fresh dry fresh | dry fresh | dry | fresh | dry
weight|weight|weight|weight| weight | weight | weight | weight | weight | weight | | weight I weight

A+ 1,47 | 0,074 1,39 | 0,069 1,16 | 0,064 | 0,64 ! 0,037 | 0,39 |0 021 | 0,24 0,015
- 0,08 | 0,004 | 0,09 | 0,004 | 0,10 | 0,004 | 0,07 0003 0,05 0,003 | 0,08 | 0,002
B + | 1,45 | 0,070 1,38 | 0,068 1,25 | 006’4 i 1,41 iU,OﬁB l 1,37 | 0,068
- .: 0,08 i 0,004 0,10 | 0,004 | 0,13 I 0, 004 | 0,12 l 0 005 | 0 08 0,004
D+ 1,41 ID 069 1,30 IO,OB'? 1,23 .0’067 1,23 | 0 068 | 1,41 | 0,070
o 0,09 ID 004 | 0,09 :0,004 0,11 0,005 | 0,09 0004 | 0, 10 0.005
M + 1,32 IO,UGS 1,41 | 0,072 1,38 10,067 1,15 .0’065 | 1,25 |0,065
- 0,10 0,004 | 0,10 | 0,004 | 0,12 ‘0,003 0,12 ;0,004 0,12 50‘005

d) Intensywno$¢ oddychania

Tkanka marchwi jak i topinambura hodowana na pozywce z D o ste-
zeniu 5>X10~* przez okres 1 roku w co 8-tygodniowych przeszczepieniach
nie wykazala odchylen (w granicach bledu do$wiadczenia) w intensyw-
nosci oddychania w poréwnaniu z tkankami kontrolnymi. Podobnie tkanki
marchwi hodowane na pozywce z A w stezeniu 10~7 wykazaly niemal
identyczng intensywno$é oddychania z tkankami kontrolnymi. Natomiast
hodowane na pozywce z wiekszym stezeniem A (10~?) zamieraly i tylko
cze$¢ z nich okolo 10% rozwijala sie wykazujac obnizenie oddychania,
co wydaje sie by¢ spowodowane czeSciowo tym, ze czes¢é tkanki tkwigca
w pozywce zamierala i stuzyla jako filtr dla rosngcych wyzej komorek,
ktore oddychaly prawdopodobnie normalnie, a stwierdzone obnizenie od-
dychania bylo spowodowane w pewnym stopniu obecnoscia tkanki mar-
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twej, ktéra nie oddychala. Tkanki marchwi przeszczepione na pozywke
zB, DiM o stezeniu 1077—10— wykazaly réwniez pewne rodznice
w intensywnosci oddychania. Jednak z powodu do$¢ szczuplego materialu
pomiary te przeprowadzono tylko dwukrotnie i z tego wzgledu przyj-
mowane byé muszg z bardzo duza ostrozno$cig i wymagajg powtdrzenia.

Tabela 7 — Table 7
Intensywnosé oddychania tkanek marchwi i topinambura hodowanych na pozywce
kontrolnej i z A, B, D, M

Respiratory intensity of carrot tissue and Jerusalem artichoke tissue growing on
control (—) medium and meaia with A, B, D, M

Tlen pobrany na godzing

11,

| Oxygen absorbed per hour r/1 8
Tkanka — Tissue ) - 1 .
suchej masy

|
| $wiezej masy
|
| of dry mass

of fresh mass '1

Daucus carota L. 63,7 2270
D. carota L. + 5 X 10 * D kryst. 63,4 2230
Helianthus tuberosus L. | 119,5 1150
H. tuberosus L. -} 5 % 10 D kryst. | 113,5 1140
Daucus carota L. 1' 60,0 2329
D. carota L. + A 107 koloid. 60,9 2350
D. carota L. + B 3 57.5 2255
D. carota L. + D , s 61,6 | 2198
D. carota L. + M ,, 5 58,1 2100
D. carota L. + A 107° 464 1326
D. carota L. + B » 60,4 | 2409
D. carota L. + D , i 57,9 ] 1845
D. carota L. + M ,, - 55,8 | 1800

e) Fosfatazy

Aktywno$é fosfataz w tkankach kontrolnych i hodowanych na po-
zywee z D w stezeniu 510 * jest niemal identyczna (tab. 8).

f) Aktywno$é katalaz

Tkanki hodowane na pozywkach z A, B, D, M w stanie krystalicznym
o stezeniu 5 X 10~* wykazaly pewne odchylenia w aktywnosci katalaz
w poréwnaniu z tkankami kontrolnymi. Jak wynika z wykresu, D bar-
dzo silnie podwyzsza jej aktywnosc, stabiej B i M, natomiast A hamuje.
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Ryc. 9. Intensywnos$é¢ oddychania
tkanek marchwi hodowanych na po-
zywce zasadniczej (—) i na pozywce
z D w stanie krystalicznym w ste-
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Respiratory intensity of carrot tissue

growing on basal medium (—) and

medium with crystalline D in con-

centration 5 ~ 10— in ul 0O,/per 1 g

of dry mass (average od 32 repli-
cates)
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Ryc. 11 Intensywnosé oddychania
tkanek marchwi hodowanych na po-
zywce zasadniczej (—) i na poZywce
z A, B, D, M w stezeniu 10—3 w sta-
nie koloidowym w pnl 0,/ nal g su-
chej masy ($rednie z 2 powtorzen)

Respiratory intensity of carrot tissue

growing on basal medium (—) and

medium with A, B, D, M in colloidal

state in concentration 10—3 in ul

0,/per 1 g of dry mass (average of
2 replicates)
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Tabela 8 — Table 8

Aktywnosé fosfataz w tkankach kontrolnych i hodowanych na pozywce z D o ste-
zeniu 5> 10—
Phosphatase activity in carrot tissue cultivated on basal medium and on medium
with crystalline D in concentration 5X10—4
Fosfataza (20 mg Swiezej tkanki)
Phosphatase activity (20 mg of fresh tissue)

pg fosforu nieorganicznego

Tkanka marchwi ng of inorganic phosphorus
Carrot tissue )
ts to, ! hydroliza
|
I
- 5.1 82.4 i 77.3
4+ 5% 10~ * D kryst. 2.5 80.2 I 771

Te same kancerogeny zastosowane w stezeniu mniejszym (2,5X10%)
lecz w stanie koloidowym, obnizaja aktywnos¢ katalaz z wyjatkiem A,
ktory w tym przypadku nie wykazuje dzialania ani stymulujgcego, ani
hamujacego (tab. 9, ryc. 12 i 13).

Tabela 9 — Table 9

Aktywnosé katalaz w tkankach hodowanych na pozywce kontrolnej i z dodatkiem
A, B, D, M
Catalase activity in carrot tissue growing on control culture medium and medium
with colloidal A, B, D, M

Katalaza (2 g swiezej tkanki)
Catalase activity (2 g of fresh tissue)

ml 0, po 5 min.
ml 0, after 5 min.

Tkanka marchwi-— Carrot tissue

15.V1 — 11.VIIL56 | 21,4
5 < 107* kryst. | 18,5
23,1
28,6
23,2

SR X
| Bow |

— 24.VII—15.X1.56 13,2
+ A 25 > 10 * koloid. 134
+ B 5 11,4
+ D 12,7
+ M g 7,8
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Ryc. 12, Aktywnosé katalaz w tkenkach hodowanych na pozywce za-
sadniczej (—), i z dodatkiem A, B, D, M w stanie krystalicznym w ste-
zeniu 5X10-4 (VI.1956).

Catalase activity in carrot tissue growing on basal medium (—) and
with crystalline A, B, D, M in concentration $>10-% (VI.1956).
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Ryec. 13. Aktywnoé¢ katalaz w tkankach hodowanych

na pozywce zasadniczej (—), i z dodatkiem A, B, D, M

w stanie koloidowym w stezeniu 2,5 > 10— (IX.1956)

Catalase activity in carrot tissue growing on basal

medium (—) and with colloidal A, B, D, M in concen-
tration 2,5 > 10— (IX.1956)
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Wydaje sie, ze stan skupienia czastek mogt wywrze¢ wplyw na reago-
wanie tkanek. Mimo ze bezwzgledne stezenie w pierwszym przypadku
bylo wieksze, jednak dzialaly one w mniejszych dawkach, natomiast przez
zastosowanie w stanie koloidowym zwigkszyla sie¢ wzgledna ilos¢ cza-
stek. Przedstawione roznice czeSciowo mogly wynikaé z zastosowanej me-
tody oznaczania intensywnosci katalazy, ktéra nie jest zbyt dokladna.

DYSKUSJA

Dane doswiadczalne otrzymane w tej pracy przemawiajg przeciwko
pogladowi, ze chemiczne czynniki rakotworcze sa jakimi$ swoistymi
bodzcami wzrostowymi, natomiast przemawiajg za tym, ze sa zwigzkami
uszkadzajacymi komoérke, ze sa substancjami, ktére nawet w wigkszych
dawkach hamuja wzrost i podzial komérki. Jednak reakcja rosliny na dzia-
lanie kancerogenéw jest do$é ograniczona i w poréwnaniu z innymi hyper-
plazjami roélin i zwierzat reprezentuje najmniejszy i najprostszy typ wy-
rodli, ktére nigdy nie osiggajg stanu zlosliwego. Reakcja ta wydaje sig
byé raczej funkcja wlasciwosci rosliny niz stosowanego czynnika. Szcze-
golng toksycznoéé D na siewkach slonecznikéw stwierdzili G. Amou-
reux i A. Berthelot (1936). Réwniez badania Levine a wyka-
zaly zahamowanie wzrostu korzeni cebuli pod wplywem smoly weglowej,
czerwieni purpurowej i D. Natomiast P. Stanley, M. D. Reimann
i F. S. Hammet (1934) stwierdzili stymulacje proliferacji u Obelia
geniculata pod wplywem D, a S. E. Owen, H. Weiss i Prince
stymulacje korzeni grochu oraz rozmnazania i regeneracji organizmow
7z segmentéw u Euplanaria dorotocephala pod wptywem B, D, M. Stymu-
lacje wzrostu korzeni pod wptywem B, D, M stwierdzit réwniez M. L e-
vine (1951) we wtérnych korzeniach tworzonych przez izolowane fra-
gmenty spichrzowego korzenia marchwi hodowane in vitro.

Badania anatomiczne eksplantatéw marchwi i topinambura, trakto-
wanych D i M w stanie krystalicznym lub rozpuszczone w oleju rycyno-
wym czy lanolinie, aplikowane na gérnych czy bocznych powierzchniach,
nie wykazaly w naszych badaniach specyficznych réznic w poréwnaniu
z eksplantatami kontrolnymi.

R. Buvat (1942) stosujac B i M w oleju rycynowym stwierdzil na
eksplantatach marchwi skladajacych sie z tkanki lykowej i kambialnej,
hodowanych in vitro, obfitszy wzrost kalusa niz na eksplantatach kon-
trolnych. W naszych badaniach wyraZnych i powtarzalnych réznic nie
stwierdzono. Jak wynika z badah M. Levine€’ a (1950), wptyw B, D i M
(106—1,9X10~% na tkanki marchwi hodowane in vitro nie okazal sie
toksyczny, natomiast D i M (5X10~%) dziatat stymulujaco na wzrost ro-
$§lin wyréznicowanych z brodawkowatej lub szklistej masy tkankowej i na

Acta Socletatis Botanicorum Polonlae — 7
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wzrost korzeni. D wykazywal w tych hodowlach wigksze dzialanie niz
inne uzywane kancerogeny. D, B i M zwiekszal rowniez wzrost korzeni
wyréznicowanych z tkanki tytoniu i stonecznika i podtrzymywal wzrost
masy tkankowej. Badania histologiczne i cytologiczne tkanek marchwi
hodowanych na pozywkach z kancerogenami wykazaly odchylenia od
tkanek normalnych i pewne podobienstwo do crown gall. Réwniez w tkan-
kach marchwi stwierdzono obecno$¢ komorek* olbrzymich, powstalych
pod wpltywem substancji rakotworczych, nie-obserwowanych w tkankach
stonecznika i tytoniu.

W naszych badaniach w hodowli tkanek roslinnych in vitro stezenia
weglowodoréw aromatycznych, podobne do stosowanych przez M. Le-
vine a (1076—1,9X10~"), réwniez nie wykazaly dzialania toksycznego
(roczne hodowle tkanek marchwi i topinambura ma pozywce z D o ste-
zeniu 5X10~%). Zastosowanie wiekszych stezen B, D i M (10~"—107)
takze nie wykazalo wyraznych efektéw stymulujacych czy hamujacych
wzrost. Dzialanie A nalezacego do barwnikéw azowych rézni si¢ wybitnie
od trzech powyzszych weglowodoréw aromatycznych. Jego wlasciwosci
sa réwniez inne. Rozpuszcza sie w nieduzych ilosciach w wodzie i jest
zwiazkiem chemicznym bardzo aktywnym. Dyfunduje on dos¢ szybko
w pozywce agarowej, rowniez osmoza jego do tkanek jest wyrazna.
Uszkadzal on do tego stopnia komdrki, ze poczawszy od stezenia 1077
hamowal wzrost i podzial tkanek marchwi hodowanych in vitro propor-
cjonalnie do jego stezenia w pozywce.

Jak wynika z dostepnej literatury, M. Levine badal tylko dzia-
tanie czerwieni purpurowej, w sklad ktérej wchodzi fragment orto-amido-
azotoluenu, i to w matym stezeniu 10—° i 5X107°, i nie stwierdzil zwiek-
szenia lub zmniejszenia dzialania czerwieni purpurowej na inne kancero-
geny ani bezpo$redniego wplywu na wzrost tkanek marchwi. Jak wy-
nika z przedstawionych danych, wybitnie hamujace dzialanie A obja-
wialo sie zaréwno w stosunku do tkanek hodowanych in vitro, jak i eks-
plantatéw, chociaz tu dopiero przy stezeniu wickszym poczawszy od 10
Reagowanie tkanki na A i B, D, M jest zasadniczo rozne, nie wiadomo
tylko, czy z powodu mniejszych drobin A i jego duzej aktywnosci che-
micznej, czy z powodu wiekszej toksycznosci. Tkanka marchwi hodo-
wana na pozywce z B, D i M o zakresie stezen od 1077—10 " nie wyka-
zuje réznic morfologicznych w poréwnaniu z tkankg kontrolng. Réwniez
nie wykazuje roznic zewnetrznych tkanka marchwi i topinambura w rocz-
nym okresie hodowli na pozywce z D o stezeniu 5X10~*

Przeprowadzone analizy biochemiczne, dla ktérych konfrontacji brak
danych w literaturze, wykazaly réwniez duzg odpornos$¢ tkanek roslin-
nych w reagowaniu na kancerogeny.

Z powodu réznic w intensywnoseci wzrostu mozna byto sugerowac
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pewne zmiany réwniez w mechanizmie oddychania. Z badan E.S.Cook a,
M.J.HartaiR.A. Joly ego (1938) nad wplywem D na wzrost i od-
dychanie drozdzy wynika, Ze stymulacja oddychania jest tylko do pew-
nego stopnia proporcjonalna do stymulacji wzrostu. Wraz ze zwigkszo-
nym stezeniem D wzrastala szybko$¢ wzrostu, jednak intensywnos¢ od-
dychania zostaje wczeéniej zahamowana. M. N. Meissel (1944) stwier-
dzil, ze intensywnos¢ fermentacji w hodowlach drozdzy z M wzrasta
o 40%, podczas gdy zuzycie tlenu zredukowane jest o 26%. Jak wynika
z doswiadczen przeprowadzonych w niniejszej pracy, tkanki marchwi
i topinambura w jednorocznym okresie hodowli na D o stezeniu 5X10—*
nie wykazaly réznic w intensywnosci oddychania w poréwnaniu z tkan-
kami kontrolnymi. Podobnie zachowywaly sie wzgledem A o stezeniu
10-7, mimo ze przy tym stezeniu obserwowano juz nieznaczne zahamo-
wanie wzrostu. Stezenie A 10~ bedace toksyczne dla okolo 90°%0 tkanek
marchwi, ktére zamieraly, hamuje réwniez o 57% proces oddychania
w tkankach, ktére przezywaly. Spowodowane jest to prawdopodobnie cze-
Sciowo obecnoscig pewnej ilosci tkanek martwych. Inne kancerogeny jak
B, D i M o stezeniu 10~7—10—® powoduja takze pewne odchylenia w od-
dychaniu tkanek marchwi, lecz dane te wymagaja jeszcze potwierdzenia,
gdyz przeprowadzone byly na zbyt szczuplym materiale.

Aktywnos$é¢ fosfataz w tkankach marchwi hodowanych mna pozywece
z D o stezeniu 5X10~" w stanie krystalicznym jest identyczna jak w tkan-
kach kontrolnych.

Natcmiast aktywnosé katalazy roézni sie w tkankach kontrolnych i ho-
dowanych na A, B, D i M, chociaz pewne zastrzezenia mozna mie¢ do
stosowanej metody. Wyjasnienie tego trzeba pozostawi¢ dalszym bada-
niom, gdyz trudno interpretowa¢ je na podstawie uzyskanych w pracy
wynikow.

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki pozwalaja wiec jedynie na sfor-
mulowanie zupelnie ogdélnych wnioskéw i wymagaja dalszych doktadnych
fizjologiczno-biochemicznych badan.

Przedstawione fakty przemawiaja za tym, ze chemiczne czynniki
rakotworcze uszkadzaja komdrke roslinng podobnie jak 1 zwierzeca,
a w wiekszych stezeniach hamuja ich wzrost i podzial.

,Modyfikowanie“ komdrek prawidlowych pod wplywem kanceroge-
néw, powodujgce przeksztalcenie w swoisty sposéb ich metabolizmu i prze-
miane w nowotworowe, tak wyrazne u zwierzat, u roslin wydaje sie nie
wystepowadé.

WYNIKI

1. Zastosowanie o-aminoazotoluenu (A) i 20-metylocholantrenu (M)
na stonecznikach powodowalo nieznaczne bujanie tkanek w miejscu zra-
nienia i zadzialania pasty oraz zgrubienie lodyg u podstawy wezlow.
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Wierzcholki lodyg po dekapitacji i smarowaniu pastami z A i M czesto
ciemnialy i usychaly. '

2. Badania anatomiczne eksplantatéw marchwi i topinambura hodo-
wanych na pozywce z 1:2:5: 6-dwubenzoantracenem (D) lub smarowa-
nych pastami lanolinowymi czy olejem rycynowym z M nie wykazaly wy-
razniejszych réznic w poréwnaniu z eksplantatami kontrolnymi. Zasto-
sowanie M w kombinacji z kwasem o-naftalenooctowym nie zwigkszalo
dzialania heteroauksyny.

3. Przyrost $wiezej i suchej masy eksplantatéw cykorii, marchwi i to-
pinambura na pozywkach z A o stezeniu od 4X10% i 3 : 4-benzopirenu (B),
D, M 5X10~* w stanie krystalicznym nie wykazuje wyraznych i powta-
rzalnych réznic, a wynikle odchylenia czeSciowo tlumaczone mogg byé
uzytym materialem. Natomiast zastosowanie A wykazalo wyraine zaha-
mowanie ich wzrostu. W tkankach marchwi i cykorii poczawszy od ste-
zenia 10~*, a w tkankach topinambura od 10~%, w stosunku do ich suchej
masy. :

4, Zastosowanie A, B, D i M w stezeniu od 1077—10—° wykazalo wy-
razne i proporcjonalne zahamowanie wzrostu tkanek marchwi pod wply-
wem A i to poczawszy od najmniejszego stezenia. Inne kancerogeny B,
D, M nie wywolaly wiekszych i wyraznych zmian w intensywnosci wzro-
stu tkanek marchwi.

5. Tkanka marchwi i topinambura hodowana na pozywce z A, B, Di M
w stezeniu 10~ nie wykazuje wyraznych réznic w intensywnosci oddy-
chania. Stwierdzone obnizenie oddychania na pozywce z A 10~3 wydaje
sie by¢ wynikiem pewnej iloéci tkanek martwych.

6. Aktywnoéé fosfataz w tkankach kontrolnych i hodowanych na
pozywce z D w stezeniu 5X10~* jest taka sama.

7. Stwierdzone réznice w aktywnosci katalaz wymagaja dalszych
badan przy uzyciu dokladniejszej metody.

Organizm rodlinny w inny sposéb reaguje na substancje kanceroge-
niczne niz organizm zwierzecy, co polega prawdopodobnie na mniej zwar-
tej strukturze rosliny i slabszym powmzamu fizjologicznym rmedzy orga-
nami i tkankami.

Pragne wyrazi¢é podziekowanie prof. drowi Jerzemu Czosnowskiemu,
kierownikowi Katedry Fizjologii RoSlin UAM w Poznaniu, za cenne rady i wska-
z6wki udzielane mi w czasie wykonywania pracy, oraz doc. Alfonsowi Kui-
dowiczowi z IHARu w Bydgoszczy, za dostarczenie materialu roslinnego po-
trzebnego do przeprowadzenia do$wiadczen.

Zaklad Fizjologii Roélin UAM
w Poznaniu

(Wplyneto dn. 7.2.1958)
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SUMMARY

Introduction

Since the discovery and preparation of carcinogenic substances it
became possible for scientific workers to produce tumors in animals and
to study the mechanism of their action. In comparison with the abundant
literature pertaining to the action of these substances on laboratory
animals there are very few papers dealing with their influence on plants.

Komuro-Hideo (1931—1932) was the pioneer of investigations
on the influence of carcinogenic substances on plants. He described
a variety of cytological and histological changes which he called ,,Phyto-
teertumor” caused by suspensions of tar in the root tip of Vicia faba
seedlings.

Ortiz Picén (1932) who investigated similar problems explained
the cellular changes caused by exposure to tar by a difference in osmotic
pressure which caused plasmolytic phenomena and not by specific in-
fluence of the tar on roots. A continuation of this line of investigation
are the papers of M. Levine (1934—1951). This author stated morpho-
logical and cytological changes in roots and found that the toxicity of
tar is due to an inhibition of cell divisions. The same results were obtained
by Ortiz Picdén and J. C. Mottram. The slightly stimulating
action of 3:4-Benzpyrene (B), 1:2:5:6-Dibenzanthracene (D) and 20-
Methylcholanthrene (M) on excised pea roots was stated by S. E. Owen,
H. A. Weiss and L. H. Prince. The results of a later work of
M. Levine 1951) on the influence of carcinogenic and growth sub-
stances on the tissue of carrot root grown in vitro are in accordance with
the stimulating action of carcinogenic substances on roots. It appeared
that D, B and M stimulate the growth of root but do not cause the growth
of calluses which form easily on the nutrients containing the carcinogens
used in the experiment.

The whole cycle of Levine's papers on the influence of carcinogenic
and growth substances and of Agrobacterium tumefaciens made on a va-
riety of plants showed that smearing with carcinogenic substances causes
an overgrowth of tissue in the meighbourhood of the wound and of the
smeared surface, and that it also causes a thickening of the stem.

The carcinogenic substances applied to plants cause an overgrowth of
a limited number of cell generations and the rates of their divisions is
balanced by the differentiation of the daughter cells, provided both
processes go on rapidly. Berthelot and Amoureux (1937) in
their investigations of the reaction of sunflower to different substances,
among them to carcinogens, stated a great toxicity of D. The other car-
cinogen, namely B — as it results from the experiments of Rarei and
Gummel (1939) — used in smaller concentrations stimulated the growth
of the green parts of barley and wheat. The increasing rate of cellular
divisions, the rapid growth and emergence of additional roots on tomato,
tobacco and syringa plants as a result of the action of a fraction of tar
and of pure B have been confirmed by Kisser and Havas (1940).

Goldstein (1937) in his investigations on unicellular organisms
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used Escherichia communior and stated that D and M increase the
rate of cell divisions by about 50%. Almost at the same time Dodge
and Dodge (1937) investigated the influence of M on the morphology
and growth of yeast and showed that morphological changes, stimulation
of growth and fermentation were due to M. The work of Coo k, Hart
and Joly (1938) on the influence of D on the growth and respiration
of yeast showed a close relation to the concentration used. Greater con-
centrations stimulated respiration while weaker ones though yet active
in stimulating growth, decreased respiration respectively. Meiss el
(1944) in his paper on the action of A, B and M on yeast cultures showed
an accumulation of the substances in the cell protoplasm, especially in
lipids and hypertrophy of the mitochondria. It appeared that in cultures
with M the level of fermentation increases by about 40% while the con-
sumption of oxygen is reduced by 26%. Changes in the structure of chon-
driom and decreased oxygen absorption indicated rather a pathological
reaction than a common fermentative transformation. Cellular changes
due to B and especially to A are greater than those due to M. Skupien-
ski (1934—1952) carried on the investigations on the carcinogenic action
of tar on the fungus Cladosporium herbarum L.

R. Buvat (1942) was the first to apply carcinogenic hydrocarbons
to the culture of plant tissues in vitro. It appeared that the explants
of carrot exposed to carcinogens produced sharply outlined abundant out-
growths of callus while the control, treated with the solvent only, was
covered with pseudothallium and a few small cambial outgrowths. Ana-
logical investigations on a culture of carrot tissue were made by M. L e-
vine (1950). D and M stimulated to a certain degree the growth of
plantlets which differentiated out of a bulbulous and hialine mass of
tissue. Strains growing on great concentrations of carcinogens, trans-
ferred on them again, were characterized by dissociation of their tissue.
D showed a stronger action than other carcinogens used. All these changes
are not malicious.

The aim of the present paper is to furnish a general physiological
characteristic of tissues growing in vitro on various media with
carcinogenic substances.

Material and methods

Studies on the action of carcinogenic substances were carried on
sunflowers smeared with 1% M or A lanoline paste, the control plants
with lanoline only. The technique of their application consisted in smearing
the decapitated tip of the stem, the first and the second internode, the
leaf petiole on a surface of 1X2 cm of which the outer tissues together
with the phloem were previously removed.

Studies on the influence of carcinogenic substances were made on
explants of carrot root and succory and on tuber roots of Jerusalem
artichoke grown in vitro. For anatomical analyses regular pieces of
tissue were cut having approximate dimensions of 0,5X0,5X1,5 cm. For
determining the fresh and dry weight the method used was more precise:
the explants were excised with a cork borer of 0,5 cm in diameter and then
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they were cut into 1 cm long pieces. Experiments also were made on
continuous cultures of tissues of carrot and Jerusalem artichoke. The
carrot tissue was isolated in 1939 by Professor R.J. Gautheret while the
tissue of Jerusalem artichoke was isolated by the author in 1953.

The first experiments were made on Knop’s half concentrated mineral
medium with an addition of glucose. It was replaced afterwards by
Heller’'s medium with sucrose. Each experiment comprised 12—48 parallel
cultures. .

The concentrations of the cancerogenic substances A, B, D and M
ranged from 10~7 to 10~%. Because the carcinogenic substances are in-
soluble in water, in the first experiments they were dissolved in benzene
which evaporated from the medium during sterilization and the carcino-
gens became crystallized. Their distribution in the medium was not
uniform and for this reason the author used carcinogens finely ground
in an agate mortar together with the medium, then she pipetted 1 ml
of the medium containing one of the carcinogens on a solid basal medium.
In later experiments carcinogenic substances were applied in a colloidal
state according to the method of E. Boyland with the only difference
that gelatine was replaced by agar-agar. As regards the transplanted
tissue the author applied also carcinogens dissolved in castor oil pipetted
dropwise on the upper surface of the explant, or in hydrated lanoline
and smeared on the upper or side surface.

The fresh and dry weight of the explants or transplanted tissues was
determined after 8 weeks.

For anatomical studies the explants of carrot and Jerusalem artichoke
were fixed in Bouin’s fluid mounted in paraffin and cut with a microtome
into 15w slices. The preparations were stained with methyl blue.

The determinations of respiration were made in the Warburg apparatus.
The tissues were cut with a microtome into 0,5 mm thick slices then
rinsed for 14 hours in tap water, afterwards twice in distilled water,
dried, quickly weighed and transferred to the manometric vessels con-
taining a phosphate buffer pH 5,59 with 2% glucose. The measurements
were made at the same time for control tissues and for those from the
carcinogenic medium. The results were calculated per 1 g of fresh and
dry weight. s

The activity of phosphatase of the carrot tissue grown on the control
medium and on the medium containing D in a concentration of 5X10~*
was determined on the basis of the amount of inorganic phosphate released
from potassium glycerol phosphate used as a substrate. The increase in
inorganic phosphate was determined by the method of Fiske and Subbarow
with the aid of the Lange photoelectric colorimeter.

The activity of catalase was determined on the basis of hydrogen
peroxide decomposition while the produced oxygen was determined gaso-
metrically.

Experimental results
The application of A and M to sunflower caused a slight overgrowth

of the tissue at the place of the wound where the paste was applied and
a thickening of the stem at the base of the nodes. The tips of the stems
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after decapitation and smearing with paste containing A and M, respec-
tively, often darkened and dried.

The anatomical studies of the carrot and Jerusalem artichoke explants
grown on medium containing crystalline D in concentration 2X10~* and
5X10~*, the smearing of the lateral and upper surfaces of the explant
with hydrated lanoline containing M in concentration 2><10~* and 5X1074,
the pipetting of a drop of castor oil with M in the same concentration on
the explant’s surface, did not differ essentially from the control explants
treated only with lanoline or oil. The application of M in a concentration
of 5X10~* in combination with naphthalene acetic acid did not increase
the action of the heteroauxin.

The increase in fresh and dry weight of the explants of succory, carrot
and Jerusalem artichoke on mediums containing A in concentration
4X105, B, D and M in concentration 5X10~* in the crystalline state does
not show any distinct or repeatable differences and the noticed deviations
may be explained to a certain degree by the material used.

In concentrations from 10~7 to 10— and dissolved in anhydrous acetone
A inhibits distinctly the growth of the explants of succory, carrot and Je-
rusalem artichoke: beginning in carrot explants from concentration 10—*
in relation to fresh and dry weight, in Jerusalem artichoke from con-
centration 10~° in relation to fresh weight and from 10—5 in relation to
dry weight. In the explants of succory a slight reduction of the increase
of fresh and dry weight begins with concentration 10-7.

The application of A, B, D and M in concentrations from 10~7 to 10-3
showed a distinct and proportional inhibition of the growth of carrot
tissue due to the influence of A and beginning from the weakest con-
centration. The other carcinogens B, D, M produced no great and distinct
changes in the intensity of growth of carrot tissue. .

The tissue of carrot and Jerusalem artichoke grown on a medium
containing D in crystalline state in concentration 5>X10~* during a period
of one year and transplanted every 8 weeks did not show any difference
in the intensity of respiration as compared with control tissue.

107 concentration of A, B, D and M in colloidal state causes no distinct
changes in respiration of carrot tissue.

A in a concentration of 10~ causes a 25%0 decrease of the intensity of
respiration in respect to fresh weight and 57% in relation to dry weight.
The same concentration of B produces no changes; D and M lower the
level of respiration. These data need confirmation.

The activity of phosphatase in the control tissues and in those grown
on medium containing D in a concentration of 5X10~*, remains unchanged.

The differences noticed in catalase activity require further studies
made by a more precise method.

The splant organism reacts in a different way to cancerogens than the
animal organism. This fact probably depends on the looser structure of
the plant and the weaker physiological correlation of organs and tissues.
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