T. DOMINIK

HODOWLA TKANEK ROSLINNYCH
IN VITRO JAKO PODLOZE
DLA CZYSTYCH KULTUR PASOZYTOW
BEZWZGLEDNYCH

Od poczatku badan fitopatologicznych i mikologicznych uczeni napotykali
trudnosci w powigzaniu cyklow rozwojowych pasozytéw obligatorycznych.
Pasozyty fakultatywne w X1X wieku réwniez byly opisywane w sposéb

bardzo niescisly, lecz odkrycia i metody badan Pasteura pchnely bada-
nia tej grupy pasozytéw na wiasciwe tory.

Przez czyste kultury prowadzone w §ci$le okre§lonych warunkach, przy
slosowaniu wszystkich wymagan aseptyki, udalo sie skorygowaé¢ pojecia syste-
matyczne i zbadac¢ fizjologie wielu organizmow, ktoére dzieki polimorfizmowi
opisywane bywaty pod réznymi nazwami.

- Szczeg6lnie bakteriologia rozwinela sie poteznie w rezultacie zastosowania
nowych metod, ktoére pozwolily na poczyniente masy odkryc pozytecznych dla
medycyny i weterynarii. Niemniej zyskala mikrobiologia przemystowa, kiéra
dzieki wprowadzeniu czystych kultur-mogta sie rozwinaé¢ do dzisiejszego stanu.

Zawsze jednak opieraly sie wszelkim usilowaniom ludzkim pasozyty obli-
gatoryczne, nie dajgc sie prowadzi¢ w czystych kulturach. I dzisiaj po wielu
ucigzliwych badaniach i odkryciach nie potrafimy hodowaé wszystkich pa-
sozytow.

Metody pasteurowskie cechuje pewna ograniczono$¢ w zastosowaniu. Mia-
nowicie sq one mozliwe tylko dla prowadzenia kultur saprofitéw i pasozytéw
okolicznosciowych, zwanych poélpasozytami lub pasozytami fakultatywnymi.

Nie mozemy tych metod stosowaé¢ do hodowli rdzy (Uredinaies), macznia-~
kéw rzekomych (Peronosporaceae), mgczniakéw wiasciwych (Erusipizaceae), wi-
ruséow itp.

Pierwszy impuls do hodowli pasozytow obligatorycznych na czystych' kul-
turach tkanek in vitro daje C arr el, hodujgc tkanki zwierzece i pofazajac
je ré6znymi mikrobami, aby zbada¢ reakcje tkanek na pasozyly.

Przez analogig prébowano otrzymaé czyste kultury tkanek ro$linnych ir
mtro

Poczgtkowo badania te mialy na celu po prostu znalememn sposobu na
wyhodowame czystych kultur tkanek ro$linnych.
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Pierwsze proby zaczat Haberlandt w 1898 roku. Prébowal on
hodowaé¢ miekisz palisadowy liSci Lamium i innych ro$lin zielnych, nie uzy-
skujgc pozytywnych rezultatéw.

Za Haberlandtem poszli Bobilioff —Preissler,
Lamprecht i Knudson, réwniez bez powodzenia.

Pierwsze pozytywne rezultaty osiggneli doplero Kotte i Robbins,
ktérzy do kultur brali merystemy korzeniowe.

Wyniki badan tych autoréw pozwolity W hiteowi w 1934 roku na
zalozenie pierwszej nieskonczonej kultury korzeni pomidoréw w warunkach
sztucznych i aseptycznych. Korzenie przeszczepiane z kultury wyjSciowej na
nowe‘pOZywki rozwijaly sig, nie majac nad sobg zielonego ulistnionego pedu.
Materialy organiczne czerpaly z pozywki, syntetyzujgc bialko w komérkach
bezzieleniowych. )

Nie wszyscy jednak badacze poszli drogg utorowang przez wyzej wymie-
nionych autoréw. Wielu staralo sie 1sc zamyS§lag Haberlandta iszu-
kalo sposobéw na otrzymanie doslownych czystych kultur tkanek ro$linnych,
a nie organéw. Wszystkie badania Borgera (1926, Czech a (1926),
Ulehli (1928), Schmuckera (1929, Pfeiffera (1931), Cr a-
ciuna (1931)i Kiistera (1931) spelzty na niczym. Kiister nawet
uznal zadanie za niemozliwe do rozwiazania. ‘

Wszyscy ci autorzy popelniali jeden wspdlny btad, mianowicie do kultur
usitowali wprowadzi¢ tkanki definitywnie wyksztalcone.

Dopiero Gautheret (1934) domyslit sie powodu niepowodzen i do
kultury wzigl tkanki kambialne. Kladl on' kawalki tkanki merystematycznej
na wacie przesgczonej pozywkg Knopa + glukoza lub na pozywce Kno-
pa + glukoza + agar. Udaje mu sie tym sposobem uzyskaé silny rozwdj tka-
nek roflinnych in vitro, lecz rozwdéj trwa tylko przez 18 miesiecy. Potem tkan-
ki mimo przeszczepien zamieraja

Powdd krétkotrwatoéci kultur zz)staje rownocze$nie odkryty przez W hi-
te‘a, Gauthereta i Nobbécourta wilatach 1938/39. Polega on na
braku substancji wzrostowych w pozywce. Na 18 miesigecy rozwoju zas§ wy-
-starcza akurat zapas wniesiony z kawatkiem tkanki kambialnej.

Po dodaniu do pozywek aneuryny (witaminy Bj), cysteiny i kwasu B-indo-
looctowego tkanki rozwijajg 'sie w pozywkach w nieskonczono$é.

Pierwsze swe doéwiadczenia z tkankami merystematycznymi G auth e-
r e t rozszerza na tkanki ,miesiste“ z bulw sionecznika, skorzbnery (Scorzo-
nera sp.), rzodkiewki, marchwi itp.

W tymze czasie W h it e hoduje tkanki rakowate z Ps:udomonas -tu-
mefaciens.

Udanie si¢ kultur tkanek ro§linnych in vitro zalezy w pierwszym rzedzie
od odpowiedniego zestawienia medium odzywczego. Poza tym wazna jest sama
technika przeszczepiania tkanek z ro$liny na pozywke.

- Technika przygotowania_ pozywek i metody przeszczepiania zostaly szc -o-
golowo opracowane przez G a ut h er et a. S3 one stosowane prrez
wszystkich autordow, ktérzy dotychczas zajmuja sie hodowlg tkanek in wvitro.
Poszezegdlni autorzy wprowadzajg do nich jedynic male zmiany lub uzupelnie=
nia, ktérych wymaga rézny material wyjsciowy roslinny.

Postepy Wiedzy Ro!niczej — 15
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Pozywki uzywane do kultur sg zloZzone z rozpuszczonych w wodzie soli
mineralnych, przewaznie wedlug starej recepty K n o p a, glukozy, sub-
stancji wzrostowych i agaru. Poza tym dodaje sie do pozywki $lady mjkro-
elementéw.

Dla przypomnienia podam recepty pozywek. :

Pozywke Knopa stosuje si¢ w hodowli tkanek w rozcienczeniu dwukrot-
nym. Gotowa do uzytku przedstawia sie nastepujgco:

v o Ca(NO4), .4H,O , . . . . . 05¢g #
KNO; . . . . . . .. .. .0125g
MgSO,.TH,O0 . . . . . . . 0l125¢g
KH,PO, . . . . . . . . . 0125g
Hy,O destil. . = . . . . . .1000,0g

Do przyrzgdzania pozywek nie mozna uzywaé zwyklej wody destylowa-
nej, gdyz zawiera $lady miedzi. Tkanki in vitro sa bardzo czule na te ilosci
i pod ich dzialaniem zamieraja. |

Dlatego trzeba wode destylowaé w aparatach sporzadzonych ze szkla
i przetrzymywa¢ jg réwniez w szkle. We Francji do tych celow uzywa sie
szkla firmy Pyrex. /

W wyzej przytoczonej pozywce rozpuszezanie soli musi sie odbywaé w na-
slepujgcej kolejnosci: azotan wapnia, azotan potasu i siarczan magnezu 1ozpu-
szezamy bez przestrzegania jakiejkolwiek ostroznosci, po rozpuszczeniu sie
tych soli dodajemy fosforan jednopotasowy rozmiazdzony i mieszamy silnie
roztwoér, aby unikngé strgcenia sie wapnia i magnezu w postaci fosforanow,
gdyby powstalo miejscowe silniejsze skoncentrowanie roztworu.

Jako dodatek mikroelementéw zostat wyprébowany roztwér wediug re-
cecpty Berthelota, askoryg gowany przez Morela, ktéry usunal ze
skiadu wapn, a dodat JOd Oto recepta zmodyfikowanego roztworu:-

Fey(SO4), . 9H,O . . . . . . . 500 g
MnSO, .7H,O . . . . . . . . 20 ,
KJ : . o« om B o B B 5w g 65 ,
NiCl,.6H,O0 . . . . . . . . 005,
CoCl, .6H,O . . . . . ... . 005,
5TiO, .SO; .5H,0 . . . . s . 02 ,

. ZnSO,.TH,O . . . . . . . . 01 ,
CuSO,.5H,O . . . . . . .. 005,
BeSO,.4H,O0 . . . . . . .. 01 ,
HyBOs . . . % . . . . . .. 005,
H,SO, 4 66°Bé . . . . . . . 1 ml
H20 destil. T % % o b e 1000,0 Enl

- Na kazde 100 ml roztworu pozywki daje sie¢ 1 krople wyzej npisanego roz-
tworu. :
Do tak sporZadzonej pozywki mineralnej dodaje sie glukoze w 3 —- 5 -
procentach. -
Hormony wzrostowe dodaje sie w postaci roztworéw. Stezenie tych zwigz-
kow powinno w przyblizeniu byé nastepujace:
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uwodniony chlorek cysteiny . . . 10—5
aneuryna O 1
s6l wapniowa kwasu pantotenowego
inozytol ‘

biotyna

(trzy ostatnie zwigzki nie dla wszystkich tkanek sg potrzebne. Uzywa si¢ je
w stezeniach 10—8 — 10—9).

Poza powyzszymi hormonami dodaje sie do pozywek heteroauksyny: kwas
f-indolooctowy lub kwas a-naftalenococtowy. M o r e 1 w swych badaniach
przeklada kwas oa-naftalencoctowy, gdyz jest trwalszy na dzialanie $wiatla.
Heteroauksyny doprowadza sie w pozywce do stezen 10—8 — 10—86.

Aby pozywke zestali¢, dodaje sie 1,2 — 1,0 agaru.

Teraz jeszeze {rzeba sie zapoznac¢ z kolejnoscig zestawiania pozywki: do
roztworu Knopa dodajemy roztwor mikroelementow, potem glukoze, nastepnie
substancje wzrostowe i na koncu agar (dobrze wymoczony i wyplukany
v wodzie destylowanej w wyzej opisany sposob). Tak zmieszana calo$¢ zago-
towujemy. Roztwor otrzymany filtrujemy i rozdzielamy w probéwki o 16 cm
ditugo$ci 1 3 cm szerokosci. Zatykamy watg i sterylizujemy w autoklawie
w 1109C przez 20 minut. .

Gdy roztwor nie jest alkaliczny, to pozywka znosi takie sterylizowanie
bez szkody. Nie nalezy jednak przekraczaé 110°C, gdyz rozlozy sie witami-
na Bi. Inne substancje wzrostowe dodawane do pozywki sg termostabilne.

Probowki z pozywka, zatkane korkiem z waty do$¢ twardym, owija sie
cynfolia w ten sposéb, azeby jak najmniej wody moglo z wnetrza wyparowaé.
Na rozwdj tkanek bowiem niekorzystnie dziata silniejsza koncentiracja zwigz-
kéw zawartych w pozywece.

Gdy juz mamy przygotowane pozywki, mozemy przystapié¢ do ,,szczepie-
nia“ kultur. .

Przeniesienie aseptyczne tkanek z organizméw roslinnych do kultury jest
najtrudniejszg cze$cig zadania. Metod generalnych nie ma. Trzeba dostosowy-
waé sie kazdorazowo do nowego materiatu.

” M or el wypracowal nastepujgce metody przeszczepien:

1. Przeszczepianie tkanek z deli k\a tnych todyg
zielnych Lodygi oczyszczone z lisci, tusek, wgsoéw itp. sg ciete na 30 cm
kawalki. Odcinki te zanurza sie na moment w 96° alkoholu. Kapiel ta usuwa
powloke woskowg z powierzchni lodygi oraz pozwala na tatwe zwilzenie tody-
gi pdzniejszymi dezynficiensami oraz zapobiega powstawaniu na powierzchni
todygi pecherzykéw powietrza, gdy zanurzamy jg do plynéw. Po kilku sekun-
dach kapieli w alkoholu, todygi sg bezpo$rednio przenoszone do roztworu pod-
chlorynu wapniowego (70 g podchlorynu na litr wody). W tym roziworze pozo-
stajg przez pét godziny. Potem wyciaga sie je i wyciera sterylizowang bibulg
oraz plucze dwukrotnie w wodzie sterylizowanej. Po tych zabiegach lodyzki
wyjete z wody jeszcze raz plucze sie¢ w alkoholu i umieszcza miedzy dwiema
bibulami wysterylizowanymi. Pracujac pod bibulg, zdziera sie skalpelem deli-
katnie epiderme i jeszcze raz plucze w alkonholu 96°, nastepnie w wodzie de-
stylowanej i sterylizowanej oraz tnie na kawaleczki do 2 em dlugosci.

W kulturach zaobserwowano, ze rozwija sie tylko strona korzeniowa od-
cinkéw, a poniewaz bezposredni kontakt z pozywka przeszkadza w rozwoju,
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w1ec odc1nki umieszcza sie na pozywce lub w pozywce tak, aby strona korze-
niowa odcinkéw znalazia sie u gory.

Przy stosowaniu tej metody Morel uzyskiwat do 90% kultur czystych.

2. Przeszczepianie kambium z ro§lin drzy
wiastych Do pracowni przywozi si¢ Swiezo uciete w terenie odcinki
1 metrowe pni lub grubszych gatezi. Cale od¢inki nim zostang wniesione do
pokoju przeszczepien sg doktadnie myte alkoholem. Po wniesieniu do komory
przeszczepien $cina sie specjalnym nozem o dwu uchwytach, zwanym pospo-
licie strugiem, brazowa korowine az do zywej kory. Znéw zmywa sie alko-
holem i zdejmuje lyko az do miazgi (kambium), ktéra zawsze przylega do
mlodego drewna. Miazge nacina sig sterylnym skalpelem w kwadraty o boku
1 — 2 cm i zdziera je skalpelem lub Wysteryhzowana pinceta. Kwadraty zdar-
ie lokuje sig natychmiast na pozywece.

Stosujgc t¢ metode Morel. uzysk1wa1 do 60% czystych kultur.

3. Przeszczepianie drobnych korzonk_éw. Jest
trudniejsze, gdyz powierzchnia korzeni jest znacznie silniej pokryta mikro-
organizmami, a poza tym bardzo czesto grzyby lub bakterie znajdujg sie we-
wnatrz tkanek korowych.

Korzenie brane do przeszczepien tkanek naJp1erw delikatnie oskrobuje
sie z powierzchownych tkanek, potem zanurza si¢ na okoto 10 minut do roz-
tworu podchlorynu wapniowego (70 g na litr wody). Po! wyjeciu z tej kapieli
oskrobuje sie tkanki zabite przez podchloryn razem z grzybami i bakteriami.
Znéw zanurza sie korzenie do podchlorynu wapniowego na 10 minut i plucze
si¢ nastepnie w wodzie sterylizowanej. Wreszcie tnie sie korzenie na 1--2 cm
diugie odcinki i przenosi na pozywke w podobny sposob, jak to bylo opisane
przy przeszczepianiu lodygi. ‘ ‘

Przy tych zabiegach Morel uzyskuje zaledwie do 50°% czystych kultur.

4. Przeszczepianie tkanek z raka powodow a-
nego pr zez Pseudomonas tumefaciens. Poniewaz bakterie powodujgce
raka sg rozlokowane blisko powierzchni, wiec latwo sie ich pozbyé. Trzeba

uzywaé jednak do przeszczepien milode wyrosla, ktére jeszcze nie popekatly, .

aby unikng¢ wewnetrznych zanieczyszczen rézinymi mikroorganizmami. Naj-
lepszy czas zbioru rakowatych wyros$li jest okolo 2 miesigce po mokulac,}i
roSliny szczepem Ps. tumefaciens. Dezynfekcja wyrosli odbywa sie identycznie,
jak to bylo opisane dla materialu korzeniowego.

Dla uzupelnienia meted trzeba tu przytoczvé jeszceze sposdb pozyskiwania
kultur czystych korzeni réiznych roflin, czego Morel w swych pracach nie

stosowat, a spos6b ten moze przydaé sie przy badamach choréb korzeni lub przy
badamach mikotrofizmu. ‘

= 5. Do celu mozemy dOJéé dwiema drogami. Albo wysiewamy nasiona -

zdezynfekowane przez zanurzenie w roztworze podchlorynu wapniowego, sta-
bym roztworze sublimatu (1 — 5 promille) lub w 1% roztworze formaldehydu
i wypltukane w kilku wodach sterylizowanych na agar lub bibule w wystery-

lizowanych szalkach Petr1ego a po wykieltkowaniu odcinamy, stosujgc prze-
~ pisy aseptyki, konce korzonkéw, juz pozbawionych mlkroorga_nlzmow, i prze-
nosimy je na pozywke; albo bierzemy korzenie od ro$lin normalnie rosnacych

w glebie i sterylizujemy je wyZej opisanymi metodaml Latwiejszy Jest spo-

s6b sterylnego wy81ewu nasion. %

\
\
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Po uzyskaniu rozwoju tkanek in vitro w kulturach czystych wyiscio-
wych, powinno sie przystapi¢ do przeszczepiania czystych kultur na nowe po-
zywki.

Gdy na proliferacjach kaluséw pojawiajg sie takie organy, jak liicie, lo-
dyzki lub kofzenie, to-do przeszczepien nie nalezy ich uzywaé.

Przeszczepianie odbywa sig¢ w ten sposéb, ze cdeinamy kawatek tkanki (nie

mniejszy niz 5 mm $rednicy), z miejsca najintensywniej proliferujacego i prze-
nosimy aseptycznie na nowg pozywke.
- Poczgtkowo tkanki in vitro rozwijajg sie bardzo nieregularnie, opornie
i powoli, dopiero po pewnej iloSci pasazy (przeszczepien) na nowe pozywki
»Przystosowujg“ sie¢ do nowego trybu zycia i moga juz bez zaburzen zyé
w probowkach w nieskonczone pokolenia.

Powyzej opisane zabiegi prowadzg do uzyskania kultur, ktdre mogg byé
uzyte do hcdowli grzybéw pasozytniczych lub wiruséw jako pozywka.

Warto przy sposobno$ci przytoczy¢ opis techniki badan anatomicznych
stosowanych przez Morela.

_Do utrwalenia tkanek uzywa on ,,picroformol®“ wedlug recepty Bouina:

nasyconego roztworu wodnego, kwasu pikrynowego 30 ml
formaliny 406 . ; ; , ; . . . 10,
lodowatego kwasu octowego . . . . .2,

W tym utrwalaczu tkanki pozostajg 2 doby. Po tym czasie przeniesione
sg do alkoholu 900 bez poprzedniego plukania. Trzeba jedynie zmienié¢ kilka
razy alkohol—~ : .

Dalsza technika sporzgdzania preparatow jest do$¢ dowolna. Mozna sto-
sowaé metode parafinowsg lub kroi¢ skrawki recznie brzytwa. Metoda para-
finowa jest korzystna, gdy tkanki s3 jednolite, natomiast, -gdy wyksztatcone
53 elementy drewna, wtedy jest korzystniej robié skrawki recznie, gdyz brzy-
twa mikrotomowa wyrywa je, niszczgc wilasciwy obraz.

Po zapoznaniu z technikag kultur, stéw kilka nalezy si\e ciekawszym zja-
wiskom z fizjologii tkanek in wvitro,

Oprécz przystosowania sie tkanek do nowego sposobu zycia, co juz jest
ciekawym objawem fizjologicznym, najbardziej interesujaco przedstawia sie
reakcja ich na rézne stezenia heteroauksyn.

Gdy w pozywce znajduje sie kwas indolo- lub naftalenooctowy w ste-
zeniu 10—8, to tkanki wcale nie reagujg na jego obecnoS$e¢.

w ste:’zeniach troche wiekszych rozwodj kalyséw jest przyspieszony. Opti-
‘mum rozwojowe zachodzi przy stezeniu 10—7.

.Stezenie. heteroauksyn réwne 10—® zaczyna juz powodowaé objawy za-
trucia tkanek w postaci poczgtkéw dezorganizacji. Jest to wiec maksymae
stqezenie heteroauksyn.

Stezenie hetehoauksyn rowne 10—% powoduje zupelng dezorganizacje tka-
hek, ktére zamieniajg sie na skupienia luzno lezacych przejrzystych komorek.
Dzialanie to jest silniejsze przy s’gosowaniu kwasu ﬁ—indolooctowego, niz gdy
- sie stosuje kwas a-naftalenooctowy.

Bez heteroauksyn normalne tkanki roslinne nie moga sie rozwijaé in vitro.
Pod tym wzgledem inaczej zachowuja sie tkanki przeszczepione z wyrosli rako-
watych, powodowanych przez Pseudomonas tumejaciens. Tkanki te mogg sieg
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rozwija¢ w pozywkach nie zawierajgcych heteroauksyn, nie wykazujac zahamo-
wania we wzroscie. -

Reaguja dopiero na stezenie 10—7, wykazujac objawy degeneracyjne.

-Z powyzszego wyhnika, ze tkanki wyrosh rakowatych fizjologicznie sg réz-
ne od tkanek normalnych ro$liny, na ktérej powstaly.

Gdy tkanki normalne przez pewien czas sg hodowane w pozywkach z he-
teroauksynami, to réwniez tracg na nie wrazliwo$é i moga sie bque rozwijacé
na pozywkach bez heteroauksyn.

B Mozna by przypuscié, ze tryb zycia in mt'ro zamienia tkanki normalne
na tkanki analogiczne do rakowatych.

Rzuca to pewne $wiatlo na mecharizm powstawania tkanelg rakowatych
oraz na mozliwos$ci zwalczania tych tkanek w drodze zwiekszenla w nich zawar-
tosci heteroauksyn, aby wywotaé¢ dezorganizacje i Wykru5zenié sie. Koncowym
stadium takiej dezorganizacji jest szybka Smier¢ komorek. -Najtrudniejszym
szkopulem jest w tym przypadku zlokalizowanie rozchodzenia sie heteroauksyn.
A moze wystarczg takie stezenia tych hormondéw, ktdére nie niszczgc tkanhek .
zdrowych, zniszcza tkanki rakowate? Brak badan w tym zakresie.

» Umiejetnos¢é hodowania tkanek in vitro w czystych kulturach data im-
puls do zajecia sie kulturami czystymi pasozytéow obhgatorycznych ktore do-
tychczas nie udawaty sie, nikomu.

Pierwsze hodowle pasozytéw prowadzi W hit e (1934), hodujgc wirusa
mozaiki tytoniowej, a potem Pseudomonas tumefaciens na tkankach tumoro-
watych (nowotworowych) (1945); przeszczep1a on bakterie razem z tkankami
wyrosh

Jednakze wtasciwe hodowle pasozytow obligatoryeznych z mysla o bada-
niu pasozytéw zapoczgtkowuje M or e 1 (1948). :

" Udaje mu sie hodowaé Plasmopara viticola na tkankach winoro§li, Un-
cinula necator na tymze zywicielu oraz wirus mozaiki tytoniowej, wirus X i wi-
rus Y na odpowiednich zywicielach. .

Kwestia uzyskania czystych -kultur pasozytéw obligatorycznych nastrecza
duze trudnosci, gdyz nie mozna uzyskaé¢ ich oczyszczenia ani przez przepro-
wadzenie przez zelatyne, ani przez rozcienczanie, gdyz w sztucznych pozyw-
kach nie rozwijaja sie w ogole. _

Morel w nastepujacy sposéb otrzymuje czyste kultury Plasmopara viti-
cola: zbiera liScie winorosli, na ktérych widoczne sg oleiste plamy, jako pierw-
sze objawy zakazenia mgczniakiem rzekomym. Zanurza je gwalttownie do alko-
holu 959, a potem bezposrednio do roztworu podchlorynu wapniowego (70 g na
litr wody) na 10 minut. Nastepnie liscie wyplukane w wodzie sterylizowanej
wktada do sterylnych szalek Petriego na zwilzong bibule. Po jakim$ czasie na
takich liSciach trzymanych w temperaturze 20°C, plamy oleiste pokrywaja sie
gestym nalotem trzonkéw konidialnych z konidiami. Z tych kultur mozna juz
tatwo zebraé sporangia i aseptycznie przenie$¢ na kolonie tkanek m vitro, na
ktorych przedtem trzeba polozy¢ kropelke wody sterylizowanej.

Morelowi udalo sie réwniez uzyskiwaé sporangia Plasmopara z lisci,
ktére juz mialy na sobie trzonki konidialné. Przy sterylizacji wyzej opisanym
sposobem ulegly zmszczemu trzonki konidialne, lecz pozostawala zywa grzyb-
nia, ktéra regenerowata ,,murawke“ trzonkow. :

e
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W podobny sposéb udaje §ie uzyskiwaé ,,murawki“ czyste owocowan Plas-
mopara z mlodych, porazonych pedéw winorosli.

Sama infekcja tkanek in vitro odbywala sie¢ w rézny sposéb. Albo wkla-

¥ dano do wody sterylizowanej sporangia, ktére po poéttorej godzinie wypuszcza-

ty zoospory i krople takiej wody ukladano na kolonii tkanek, albo najpierw

kladziono krople wody sterylizowanej na kolonii tkanek i potem wpuszczano do
niej kilka sporangiéw.

Przenoszenie sporangiéw odbywalo sie za pomoca ostro ziamanej pipetki
pasteurowskiej. Na lisciu z ,,murawkg“ trzonkéw konidialnych ktadziono krople
wody sterylizowanej, a potem pipetka S‘tfacano do niej sporangia. Wreszcie
wciggano w pipetke troszke wody ze sporangiami.

Infekcja tkanek winoro$li in vitro udawala si¢ zawsze. Sporangiofory po-
jawialy sie¢ najpierw w miejscu, gdzie byla polozona kropla wody, a potem
stopniowo na catej kolonii tkanek.

Rozwdéj Plasmopara przebiegal szybciej na tkankach znajduigcych sie od
niedawna na kulturze sztucznej niz na tkankach hodowanych od dawna.

Cechy morfologiczne Plasmopara w takiej kulturze odbiezajg troche od
jej cech ze Srodowiska naturalnego. Poniewaz powierzchnia tkanek in vitro nie
jest pokryta epidermg, a powietrze otaczajgcego Srodowiska jest przesycone
parg wodng, wiec grzybnia wysyla na zewnatrz tkanek strzepki nierozgalezio-
ne, dochodzgce do 500 mikronéw dlugoéci. Poza tyrn sporangiofory sg rozwi-
niete silniej. Na miodych kalusach dorastajg 1000 mikronéw, na starych tyl-
ko do 250 mikronéw i sg mniej rozgalezione. .

Przeszczepianie z takich kultur sztucznych na nowe kalusy mozna wy-
konywaé w ten sposéb, ze wycina sie kawateczki starej tkanki pokrytej spo-
rangioforami i przenosi je do kropli wody sterylizowanej, utozonej na nowym
kalusie. Metoda ta jest prostsza i pewniejsza od poprzednio opisanej metody
‘wstepnej. 0 '

Przy kazdym innym pasozycie trzeba zmieniaé¢ szczegdély w metodach je-
go przenoszenia na kultury tkanek, lecz to sg rzeczy drugorzedne, ktore mu-
szg by¢ dostosowane do biologii rozwoju pasozyta.

Wspomne tu jeszcze, ze proby uzyskania hodowli rdzy (Uredinales), pro-
wadzone przez Morela utartym juz szlakiem, nie powiodly sie.

Nic w tym dziwnego, gdyz z praktyki fitopatologicznej jest wiadome, ze
rdze nie atakujg roslin ostabionych, nienormalnie rozwinietych, lekko etiolo-
wanych itp. Zatem nie mogly si¢ rozwingé na tkankach kalusowych in vitro,
ktérych nawet w naturze nigdy nie atakuja. '

_ Przy hodowli wirusOw mozna postepowaé¢ réznie. Albo wyszczepiaé juz
tkanki zawirusowane, albo szczepi¢ wirusy na gotowe kultury tkanek in vitro.
Spos6b pierwszy jest pewniejszy. Kultury wiruséw dobrze sie udawaly zardow-

~ no Whiteowi jaki Morelowi *

Opisane badania i osiggnigcia Morela s drogowskazem dla fitopato-

‘logéw, ktérzy by chcieli zajgé sie fizjologig pasozytéw roslinnych obligato-
rycznych, dotychczas niedosteprna w warunkach sztucznych, gdzie mozna zja-
wiska wigza¢ Scisle z fizyko-chemig,
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Metody zapoczatkowane przez Morela muszg byé jednak udoskona-
lone i dostosowane do potrzeb réznych pasozytow, co wymaga licznych préb
i doswiadczen.

Na zakonczenie muszg jeszcze wroéci¢ do zagadnienia ogélnego hodowli
tkanek in witro, aby podaé¢ do wiadomosci zainteresowanych hodowlg, ze do-
tychczas hodowano tylko niewiele gatunkéw spoéréd dwuliciennych. Morel
za$ opublikowal w 1950 roku pozytywne wyniki z.-hodowlg ro$lin jednoliécien-
nych i paprotnikdow.

Byloby ladnym osiggnieciem, gdyby sie powiodlo hodowanie czystych
kultur tkanek ro$lin nagozalgzkowych, szczegélnie za$§ sosny pospolitej, gdyz
wtedy wiele do$wiadczen uproScitoby sie i wymagaloby mniejszych kosztéow.



