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Regeneracja gametofitu i rozmnazanie wegetatywne
Mnium punctatum (Schreb.) Hedw.

Regeneration of the gametophyte and vegetative propagation
in Mnium punctatum (Schreb.) Hedw.

M. MISIURA

Doswiadczenia przeprowadzano na pospolitym gatunku Mnium punc-
tatum, zebranym w lasach bukowych nad Jeziorem Roznowskim. Gatu-
nek ten jest wygodnym materialem doswiadczalnym ze wzgledu na duze
liscie o prostej budowie. Obserwacje nad regeneracja i rozmnazaniem
wegetatywnym prowadzone byly od pazdziernika 1962 r. do pazdzier-
nika 1963 r. '

METODA

W celu zbadania regeneracji tody gi, okaleczono gametofity bada-
nego gatunku w ten sposéb, ze: 1) odcigto szczyty 20 gametofitom, 2) usu-
nieto liscie z lodyg 20 gametofitéw, 3) pocigto poprzecznie todygi 20 ga-
metofitow pomiedzy nasadami lisci na drobne 3 mm fragmenty. Okale-
czone ro$liny umieszczono w szalkach Petriego z zawartoscig wody desty-
lowanej.

Przeprowadzone do$wiadczenia pozwolily wyciaggngé wnioski doty-
czgce regeneracji i rozmnazania wegetatywnego z lodygi gametofitu
Mnium punctatum.

Celem przesledzenia regeneracji z 1i$ci, w styczniu 1963 r. pocieto
liscie wedlug zamieszczonego schematu (ryc. 1), podobnie jak w pracy
Lerstena (1963). Uzyskane w ten sposéb fragmenty z okreslonego
miejsca liScia umieszczono w oddzielnych szalkach Petriego z zawarto-
scig: 1) kwasu giberelinowego: 0,1%, 0,02%, 0,01%, 2) wody destylo-
wanej. Szalki oswietlono od gory zaréwka 200 Watt przez 10 godzin
dziennie. Temperatura pomieszczenia hodowli wahala sie w granicach
18—20°C. Druga taka samg serie hodowli prowadzono w termostacie
w temperaturze 25°C,

Po raz drugi hodowle regenerujacych lisci prowadzono w lutym 1963 r.
Liscie pocieto jak uprzednio, stosujgc mniejsze stezenia kwasu gibere-
linowego, pozywke Molischa i wode destylowana jako kontrole. Frag-
menty lisci umieszczano w szalkach Petriego z zawartoscig: 1) kwasu
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giberelinowego 0,008%,, 0,005%,, 0,001%%, 2) pozywki Molischa i 3) wody
destylowanej. Szalki przez 10 godzin dziennie o$wietlano od goéry dwiema
zaré6wkami 200 Watt. Kontrolowana temperatura wahala sie¢ w grani-
cach 24—27°C.

W pazdzierniku 1963 r. fragmenty liSci Mnium punctatum poddano
krotkotrwalemu dzialaniu kwasu giberelinowego 0,001°% przez okres:
1 godziny, !/2 godziny oraz 3 sekund, a nastepnie przeniesiono na wode
destylowang. Fragmenty kontrolne umieszczono bezposrednio na wodzie
destylowanej. Hodowle o$wietlano przez 10 godzin dziennie dwiema Zza-

Ryc. 1. Schemat liscia
Mnium punctatum
1—¢ — fragmenty liscla
przeznaczone do regeneracji
Scheme of the leaf
(Mniuwm punctatum)
1-—4 — the fragments pre-

,1 mrn. pared for regeneration

rowkami 200 Watt. Temperatura pomieszczenia wahata sie od 23 do 25°C.
Kontrole skrawkow hodowanych we wszystkich do$wiadezeniach prze-
prowadzano poczatkowo po 5 dniach, a nastepnie co 3 dni. Prowadzenie
hodowli w réznych warunkach temperatury, naswietlenia oraz w roz-
nych srodowiskach pozwolito na zbadanie, jaki wplyw wywierajag powyz-
sze czynniki na regeneracje.

Rownolegle do powyzszych obserwacji, procesy regeneracji i rozmna-
zania wegetatywnego $ledzone byly na roslinach umieszczonych w zam-
knietych krystalizatorach na humusie. Darnie tej hodowli, zwanej dale]
hodowla naturalng, zraszane byly wodg wodociggows.

WYNIKI

Gametofit Mnium punctatum wykazuje znaczng zywotnos¢, ktoéra
przejawia sie duzg zdolnoscig do regeneracji. W warunkach hodowli na-
turalnej obserwowano powstawanie protonemy z miejsc lodygi polozo-
nych w pachwinach lisci oraz nowych pedéw odrastajacych bezposrednio
z tych czesci todygi. Zjawisko rozmnazania Mnium punctatum w hodowli
naturalnej traktuje jako naturalny proces rozmnazania wegetatywnego,
za regeneracje za§ przyjmuje rozwdj z fragmentéw rosliny. U Mnium
punctatum bowiem, podobnie jak i u innych mchéw, trudno jest prze-
$ledzi¢ granice miedzy procesem rozmnazania wegetatywnego a rege-
neracja.
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Tabela 1

Regeneracja z fragmentow lisci na roznych substratach

Regeneration of laeves fragments on different media
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W lodydze gametofitu Mnium punctatum znajduja sie okreslone strefy
tworcze, ktére odznaczaja sie szczegdlnie duzymi zdolno$ciami regenera-
cyjnymi. Sg to grupy wielokatnych komoérek, roéznigeych sie ksztaltem
i wielko$cig od otaczajacych komoérek skoérki todygi i odznaczajacych sie
zdolno$ciami embrionalnymi. Znajduja sie one w pachwinach lisci na ca-
lej dlugosci lodygi. Podzialy tych komoérek, ktéore w konsekwencji daja
poczatek licznym protonemom oraz pedom potomnym, mozna przyspie-
szy¢ przez okaleczenie rosliny. Juz po trzech dniach od momentu okale-
czenia obserwuje sie powstawanie duzej iloSci protonem z komoérek brzez-
nych strefy tworczej. Szybkos¢ powstawania protonem, jak tez i inten-
sywno$¢ wzrostu, zalezna jest od jakosci okaleczenia rosliny. Przy wigk-
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szym okaleczeniu nastepuje szybszy ich wzrost niz przy maltym. Najszyb-
szy wzrost protonem nastepowal w przypadku poprzecznego pociecia ca-
lej rosliny na drobne fragmenty. Po Scieciu szczytow peddéw najszybszy
wzrost protonem obserwowano przy miejscu okaleczenia, tj. w goérnej
czesci pedu, stabszy zas§ w kierunku ku chwytnikom. Przy zerwaniu liSci
nastepowal réwnomierny wzrost protonem ze strefy tworczej na calej
dlugosci lodygi.

Wystepujaca na lodydze Mnium punctatum strefa twoércza daje nie
tylko protonemy, lecz w wyniku podzialdbw komoérek powstajg bezpo-
$rednio gametofory potomne. Chociaz pocwstawanie protonem jest wezes-
niejsze i sygnalizujg one zachodzaca tu regeneracje, to mlody gemetofor
powstajgcy bezposrednio ze strefy tworczej (Tablica I, ryc. 4, 5) ksztal-
tuje sie 0 wiele wezesniej anizeli z protonemy. Jego wzrost, jak w przy-
padku splatkéw, jest najszybszy przy najwiekszym okaleczeniu rosliny.

W warunkach hodowli naturalnej Mnium punctatum nie obserwuje
sie nigdy powstawania protonem z lisci zdrowych, nie wokaleczonych.
Tworzg sie one z lisci gnijacych, odpadajacych od rosliny. Ten sposdb
regeneracji w warunkach naturalnych niewatpliwie odgrywa duzg role,
obumierajgce czesci lisci stanowia poczatek do wytworzenia protonem.
Eksperymentalnie mozna je uzyskaé rozcinajac lisScie na drobne frag-
menty. W hodowli prowadzonej w styczniu 1963 r. najwieksza ilo$¢ frag-
mentéw lisci regenerowala na wodzie destylowanej z okolicy przyzeber-
kowej lisci. Regeneracja nastapila po 21 dniach. Tylko nieliczne regene-
rowaly w zastosowanych stezeniach kwasu giberelinowego, dajac zdefor-
mowane, wolno wzrastajgce splatki (ryc. 4, 5 na Tablicy II). Wynika
z tego, ze powyzsze stezenia kwasu giberelinowego (0,1%0, 0,02%, 0,01%o)
wywieraja wyraznie hamujacy wplyw na regeneracje Mnium punctatum.
Seria hodowli prowadzona w termostacie w ciemnos$ci w ogole nie rege-
nerowala. Z wystawionych na s$wiatlo, po 6-tygodniowym zamknieciu
w termostacie, regenerowaly tylko te, ktére byly umieszczone na wodzie
destylowanej.

W hodowli prowadzonej w lutym 1963 r. przy temperaturze 24°—27°C
na mniejszych stezeniach kwasu giberelinowego, na pozywce Molischa

Objasnienia do Tablicy I — Explanations of the Plate I

Regeneracja gametofitu ze strefy twoérczej i protonemy

1 — strefa twoércza hezposrednio po zdjeciu liscia; 2,3 — regenerujaca strefa twércza; 4,5 — ped
potomny powstajacy ze strefy twoérczel; 6,7 — powstawanle gametofitu z protonemy; a — strefa
twoércza; b — protonema; ¢ — blizna po lisciu; d — todyga; e — chwytniki

Gametophyte regeneration from meristematic zone and protonema

1 — meristematic reglon just after the removal of the leaf; 2, 3 — regenerating meristematic
zone; 4, 5 — adventitious shoot from meristematic region; 6, 7 — gametophyte formation from
protonemsa; ¢ — merlstematic zone; b — protonema; ¢ — leaf's scar; d — shoot; e — rhizoids



Tablica I —Plate I




Tablica II — Plate II
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i w wodzie destylowanej regeneracja najszybciej zaszla w pozywce Mo-
lischa i wodzie destylowanej — po 11 dniach. W zastosowanych steze-
niach kwasu giberelinowego regeneracja przebiegala nastepujgco: 0,001%
i 0,005% po 17 dniach, 0,008° po 20 dniach, a splatki tej hodowli byly
zdeformowane, o wyraZznie powolniejszym wzroscie.

W hodowli prowadzonej w pazdzierniku 1963 r. najwczesniej ulegly
regeneracji fragmenty liSci moczonych przez okres !/2 godziny i 1 godzine
w kwasie giberelinowym 0,001%0 — po 8 dniach. W skrawkach namacza-
nych przez 3 sek. w kwasie giberelinowym i kontrolnych regeneracja
zaszla po 11 dniach. Jak z tego wynika, kwas giberelinowy 0,001% sty-
muluje wzrost protonem tylko w przypadku poddawania jego dzialaniu
fragmentow lisci przez okres '/2 i 1 godziny. Dzialanie kwasu giberelino-
wego przez 3 sek. nie wywiera zadnego wplywu na regeneracje lisci.

Poza opisanymi powyzej sposobami regeneracji przez powstawanie
protonem i pedéw potomnych ze stref tworczych todygi, w hodowli natu-
ralnej na humusie u Mnium punctatum zaobserwowano ponadto wystepo-
wanie rozmnoézek (ryc. 2). Wyrastajag one z lodygi w pachwinach
lisei. Trudne do zauwazenia, sg one widoczne dopiero po zerwaniu lisci

Ryec. 2. 1—3 — rozmnézki; 4 — oderwa-
na rozmnoézika; 5 — protonema wytwo-

rzona z rozmnozki 1
I—3 — gemmae; 4 — separated gem- 2
ma; 5 — protonema from a gemma 04 mm

z todygi. Sg to poczgtkowo jedno-, nastepnie dwu- i trzykomoérkowe or-
gany, osadzone na krotkich, brunatnych 2—3-komoérkowych trzonecz-
kach. W stadium trzykomoérkowym odpadaja od trzoneczkow i oddzielaja
sie od rosliny. Komérki rozmnézek sg wydluzone, z owalng komorkg
szezytowa. Dlugos$é rozmnozek zalezy od ich wieku i zwigzanej z nim

Objasnienia do Tablicy II — Explanations of the Plate II

Regeneracja protonemy z fragmentu liscia:
1—3 — na wodzle destylowanej; 3—4 — na kwasie giberelinowym
Regeneration of protonema from leaf’s fragment:
1—3 — in water; 4, 5 — with gibberellic acid
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budowy. Mlode jednokomérkowe posiadajg diugosé 113 n, dwukomor-
kowe 120 u, trzykomérkowe 130 w i szerokcsé 17—18 w. Trzonki ich sg
o polowe wezsze od komoérek rozmnozki, o dlugosci 35 u. Komérki roz-
mnoézek sg poczatkowo bezchlorofilowe, z zawartoscig drobnych ziarnis-
tosci, przed oderwaniem sie powstaja w nich liczne chloroplasty. Po
oderwaniu sie zachodzi w nich intensywny podzial komérek, dajac po-
czatkowo krotkokomoérkowe protonemy. Rozmndzki Mnium punctatum,
jak rowniez kazdego innego gatunku Mnium, nie sg dotychczas znane
i notowane w literaturze.

WNIOSKI

1. Szybko$t regeneracji zalezy od stepnia okaleczenia rosliny, przy
wiekszym okaleczeniu jest ona szybsza.

2. Podwyzszona temperatura do 24°—27°C wplywa na szybszy prze-
bieg regeneracji.

3. Regeneracja zachodzi tylko na Swietle.

4. Regeneracja lodygi ze strefy twoérczej prowadzi do wytworzenia:
a) protonemy, b) bezposrednich gametoforéw potomnych.

5. Regeneracja lisci prowadzi we wszystkich przypadkach do wytwo-
rzenia protonemy. Najszybszej regeneracji ulegajg przyzeberkowe od-
cinki liscia (2 i 4).

6. W nie sprzyjajacych warunkach edaficznych w hodowli naturalnej
nastepuje intensywne rozmnazanie przez: a) protonemy, b) pedy potomne,
.¢) rozmnézki.

7. Kwas giberelinowy hamuje prcces regeneracji liSci w przypadku
-dlugotrwalego dzialania, przyspiesza zas po Y2~ i 1-godzinnym dziataniu.

Dziekuje serdecznie Pani Doc. I. Rejment-Grochowskiej za
cenne wskazowki, jakich mi nie szczedzila w czasie wykonywania i pisa-
nia niniejszej pracy.

Zaktad Systematyki i Geografii Roslin Wplyneto: dn. 11.11.1963
Uniwersytetu Warszawskiego
i Zaklad Biologii Akad. Med. w Warszawie

SUMMARY

The regeneration of the leaves and shoots and the vegetative propagation of
Mnium punctatum were studied. The apices of 20 gametophytes were cut, then
from 20 gametophytes the leaves were removed and in 20 gametophytes the shoots
were transversely cut into 3 mm fragments. The damaged plants were grown
in distilled water.

The leaves of Mnium punctatum were cut according to the indicated scheme.
‘The fragments were grown in Petri dishes a) with gibberellic acid (0,1%, 0,02%,
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0,01%, 0,008%0, 0,005%0 and 0,001%, b) in Molisch medium, c¢) in distilled water
and d) in distilled water with short period of 1 hr., 0,5 hr. and 3 secs treatment with
0,001/gibberellic acid. The temperature was 18—25°C. 10-hours photoperiod with
200 Watt bulbs illumination was applied. The fragments were inspected each fifth
day and later each third day.

The regeneration is more intensive when the plant is more damaged. The
meristematic zone of the shoots is especially able to regenerate. The iduced cell
divisions lead to the formation either of protonemata or of the adventitious shoots.

The regeneration of leaves lead to the formation of protonemata. The prolonged
action of 0.1%, 0.02%, 0.01%, 0.008%, 0.005° and 0.001% gibberellic acid inhibit
the regeneration of leaves. 0.001% gibberellic acid applied for 1 hr, 0,5 hr or 3 sec.
stimulates the formation of protonema from the leaves. The most active regeneration
was obtained from the area along the leaf’s rib.

In culture on humus the formation of gemmae was observed. The mature
gemmae consist of three cylindrical cells on three-celled, brown stalks. When
separated from the plant they elongate into protonemata.
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