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Refraktometria jaderka merystematycznych komérek roslinnych
w oSwietleniu fazowo-kontrastowym

Ped)pax'rome'rpml SAPBINIKA MEPUCTEMATHYECKUX PACTHTEJBHBIX KJIETOK
npu d)aSOBO-KOHTpaCTHBIM OCBCILIIEHUH

The Refractometry of the Nucleolus of Meristematic Plant Cells
in Phase Contrast Illumination

Dokladne opracowanie mikroskopowej techniki refraktometrycznej
przez Hancoxa i Kruszynskiego (1956), Kruszynskiego
(1957), Grzyckiego (1958—1962) i innych pozwolilo wprowadzié
ja do badan prowadzonych nad komérka zywg, a przede wszystkim
komoérka i tkankami utrwalonymi i nie barwionymi. Postugujac sie
bowiem w badaniach refraktometrycznych, w oswietleniu mikroskopu
fazowo-kontrastowego, odpowiednimi cieczami o znanym wspélczyn-
niku zalamania $wiatta (RI) mozna uzyskaé zmiane kontrastu faz struk-
tur komoérkowych, a tym samym przeprowadzi¢ ich zréznicowanie mor-
fologiczne bez uzycia barwnikéw histologicznych oraz ustali¢ dla nich
wspbtezynnik RI.

Jak mozna sie bylo przekona¢ przegladajgc prace naukowe, badania
refraktometryczne byly przewaznie prowadzone na komérkach i tkan-
kach zwierzecych, a tylko mieliczne dotyczyly komorek i tkanek roslin-
nych 1 to gléwnie zywych i nie utrwalonych. Vazart (1952) prowa-
dzila badania nad anterozoidami Equisetum arvense, Fréhlich (1953)
badal komorki Allium cepa zywe i utrwalone w 10% kwasie octowym
obserwujac jadra i mitochondria. Steffen (1953) zajmowal sie przy-
zyciowymi badaniami jgdra i mitochondriéw komérek Galanthus ni-
valis, a Grzycka (1962) poddala obserwacjom blony merystematycz-
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nych komérek korzonkéw Zea mays, Phaseolus vulgaris i Vicia faba.
Wspomnie¢ réwniez nalezy o pracach Kiistera (1951), Michela
(1950), Struggera (1949) i innych, ktérzy w swoich badaniach po-
stugiwali sie mikroskopem fazowo-kontrastowym. Wprowadzenie wiec
do badan cytobotanicznych mikroskopu fazowo-kontrastowego i zasto-
sowanie techniki refraktometrycznej umozliwiajg dokonywanie obser-
wacji nie tylko zywej, ale takze utrwalonej i nie barwionej komoérki
i tkanki ro$linnej. Postanowiono wiec przeanalizowaé¢ refraktometrycz-
nie jaderko komoérek roslinnych mlodych, utrwalonych i nie barwionych.
|
MATERIAE, I METCDYKA BADAN

Badania refraktometryczne przeprowadzono nad merystematycznymi komoér-
kami korzonkéw dyni (Cucurbita pepo L.), fasoli (Phaseolus vulgaris L.) i kuku-
rydzy (Zea mays L.). Material pobierano na czwarty dzien od wykielkowania nasion.
Korzonki utrwalone w ptynie Bouina po odwodnieniu zatapiano w parafinie. Cienkie
(6 n) skrawki mikrotomowe po odparafinowaniu w xylenie zamykano na szkietkach
w réznych pilynach o znanym RI. Zmiane plynéw przeprowadzano wedlug techniki
podanej przez Hancoxa i Kruszyfskiego, Kruszynskiegeo
i Grzyckiego.

W badaniach postugiwano sie mikroskopem fazowo-kontrastowym Lumipan
C. Zeiss (Jena), uzywajgc obiektywu immersyjnego Ph HI 90/1,25, okularu PK
12,5x (16), aparatu fotograficznego Practina FX 1 blon fotograficznych Agfa
Isopan FF. (10 Din). Warto§¢ RI plynéw uzytych do badan oznaczona byla przy
pomocy C. Zeiss (Jena) Abbe-Refraktometru ,,G” przy oswietleniu zardéwki elek-
trycznej (120 W, 220 V) w temperaturze pokojowej 20°C.

Do badan uzyto nastepujacych plynéw o znanym RI: 1-bromonaftalenu (1.6575),
chinoliny (1.6161), aniliny (1.5844), bromobenzenu (1.5643), nitrobenzenu (1.5518),
benzaldehydu (1.5430), acetofenonu (1.5330), benzenu (1.5002), p-xylenu (1.4962),
toluenu (1.4955) i czterochlorku wegla (1.4601).

OBSERWACJE I WYNIKI

Uzycie: ptynéw o znanych wspétezynnikach RI pozwolilo przeanali-
zowaé w oS$wietleniu mikroskopu fazowo-kontrastowego merystema-
tyczne komoérki korzonkéw roglin, przy czym szczegblng uwage zwro-
cono na jaderko, na jego wlasnosci fizyczne, wielkosé, ksztall 1 strukture
wewnetrzng. Obserwacji poddano komoérki korzonkéw fasoli (Phaseolus
vulgaris L.), dyni (Cucurbita pepo L.) i kukurydzy (Zea mays L.).

Jaderko komoérek merystematycznych fasoli (tabl. I i II) bylo duze,
okragle, wyraznie oddzielone od zrebu jadra. W plynach o wysokim
wspbélczynniku RI, jak np. w I1-bromonaftalenie (1.6575), chinolinie
(1.6161) i anilinie (1.5844) (tabl. I, ryc. 1, 2 i 3) jaderko mialo wyglad
fazowo ujemnej, jasnej, blyszczacej kuli, w ktérej widoczny byl grubo-
ziarnisty, widknisty zrab wypelniajacy cale wnetrze. Oczka zrebu byly
na obrazach ciemniejsze, co moglo wskazywaé, ze wypelniony on byt
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substancja inng niz substancja tworzaca widknisty zrab jaderka. Nalezy
podkresli¢, ze wspélczynnik RI substancji wypelniajgcej zrab jaderka
odpowiadal wspélczynnikowi RI jadra. Mozna wiec sadzi¢, ze prawdo-
podobnie istnieje podobienstwio nie tylko fizyczne, ale i chemiczne po-
miedzy tymi substancjami.

Do podobnych wnioskéw doszlo sie po zastosowaniu pltyndéw o niskim
wspélezynniku RI, jak np. acetofenonie (1.5330), p-xylenie (1.4962) i to-
Juenie (1.4955). (Tabl. II, rye. 6, 7 1 8), ktére powodowaly zmiane fazy
ujemnej na dodatnig i zrab jaderka mial woéwcezas wyglad czarnej
gruboziarnistej wtdknistej sieci, a oczka zrebu byly jasne, podobnie jak
substancja podstawowa jadra.

Ostre i wyrazne kontrasty zrebu jaderka i innych struktur komoérki
stawaly sie stabsze przy uzyciu ptynow posrednich, jak np. nitrobenzenu
(1.5518). (Tabl. I, ryc. 4), a prawie catkowicie zanikaly, gdy uzyto do
badan benzaldehydu (1.5430). (Tabl. II, ryc. 5). Uzyskanie fazy obojetnej
wskazywalo, ze wspoélezynnik RI plynu odpowiadal wspétczynnikowi RI
jaderka. Na tej podstawie wiec mozna bylo okre§lié wspédiczynnik RI
jaderka komorki merystematycznej fasoli, ktéry wynosit 1.5430. Wsp6l-
czynnik RI zrebu jadra, blony jadrowej i innych obserwowanych struk-
tur komérki mial tylko niewielkie odchylenia od 1.5430, z wyjatkiem
blony komérkowe]j, ktérej RI wynosit 1.5002. Uzyskany wynik potwier-
dzil nasze poprzednie badania, w ktérych poddaliSmy analizie ‘refrakto-
metrycznej blone komoérek rodlinnych (Grzycka, 1962).

Wspétczynnik RI jaderka merystematycznej komorki korzenia dyni
(Cucurbita pepo L.) wynosil réwniez 1.5430, bylo ono prawie niewi-
doczne przy uzyciu do badan benzaldehydu (Tabl. IV, ryc. 13). W pty-
nach natomiast o niskim lub wysokim wsp6iczynniku RI dobrze byl
widoczny wildkienkowy drobnoziarnisty zragb, przy czym uwage naszg
zwrocila obecnosé okraglej wakuoli umiejscowionej srodkowo (Tabl. IIT,
ryc. 9, 10 i 11, oraz tabl. IV, ryc. 14, 15 i 16). Siatka zrebu jaderka
gestniala na obwodzie wakuoli, dzieki temu i jedna i druga byly wy-
raznie dostrzegalne (Tabl. IV, ryc. 14 i 16). Wspodlczynnik RI substancji
fworzgcej wakuole odpowiadat wspélczynnikowi substancji wypelnia-
igcej oczka siatki zrebu, mozna wiec bylo sadzié, ze wakuola powstala
albo z nagromadzenia sie substancji miedzyzrebowej, albo jest zgro-
madzong wydzieling jaderka.

Na niewielkiej ilosci przegladanych preparatéw widoczne byly cien-
kie pasemka lgczace jaderko z wewnetrzng powierzchnia blony jadrowej.
Pasemka te posiadajace ten sam wspélczynnik RI, jaki posiada jaderko
wygladem swoim przypominaly pomosty jaderkowe $rodjadrowe opisane
przez Grzyckiego (1960) i Dubasa (1959, 1961). Pomosty lgczace
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jaderko z blong jadrowa mozna bylo obserwowaé réwniez w komorkach
merystematycznych korzenia kukurydzy (Zea mays L.) i to przede
wszystkim po zamknieciu skrawkéw w 1-bromonaftalenie (1.6575) i chi-
nolinie (1.6161) (Tabl. V, ryc. 17 i 18) albo w toluenie (1.4955) i cztero-
chlorku wegla (1.4601) (Tabl. VI, ryc. 23 i 24).

Wspoélczynnik RI tych pomostéw, podobnie jak wspolczynnik jaderka,
wedlug naszych obserwacji refraktometrycznych odpowiadat wsp6i-
czynnikowi benzaldehydu, a zatem wynosit 1.5430. Zrab jaderkowy mial
wyglad grubych pasm wildkien rézancowato zgrubialych, umiejscowio-
nych przewaznie w strefie obwodowej jaderka, co stwarzalo obraz gru-
bej warstwy korowej. Strefa srodkowa jaderka byla zwykle jasniejsza
i sie¢ zrebowa w tym miejscu posiadata duze oczka wypelnione sub-
stancjg miedzyzrebowa. Przejasnienia srodkowe jaderka nie mialty wy-
gladu wakuoli, brak bylo bowiem wyraznej granicy pomiedzy strefa
obwodowsg a strefg srodkowg (Tabl. VI, ryc. 24).

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN I WNIOSKI

Dokladng analize refraktometryczng komérki zwierzecej (zaba) prze-
prowadzit Grzycki (1960), ktory wykazal, ze wspélczynnik RI ja-
derka po utrwaleniu w plynie Helly wynosi 1.5451. Grzycki zwroéeil
réwniez uwage na wystepowanie pasm wychodzacych z jaderka i zdg-
zajgcych w kierunku blony jagdrowej. Pasma te posiadajace ten sam
wspodleczynnik RI co jgderko byly réznej dlugosci i grubosci i stanowity
pomosty lgczace jaderko z wewnetrzng powierzchnig blony jadrowei.
Podobne polaczenia obserwowat Dubas (1959, 1961), ktory wyrazil
nawet przypuszczenie, ze pomosty i delikatna siatka laczaca jaderko
z blong jadrowg mogg byé¢ rozpatrywane jako bezpoSrednie drogi prze-
chodzenia substancji jaderka do cytoplazmy. W naszych natomiast ba-
daniach refraktometrycznych przy uzyciu oswietlenia fazowo-kontrasto-
wego mozna bylo obserwowa¢ tylko w nielicznych wypadkach delikatng
siateczke, ktoéra wygladem swoim przypominala pomosty opisane przez
Grzyckiego 1 Dubasa. Przewaznie jednak powierzchnia jag-
derek byla gladka i ostro odcinata sie od wewnetrznej struktury jadra,
przy czym wspolczynnik RI tych jaderek we wszystkich badanych przez
nas komoérkach merystematycznych korzonkéw Phaseolus vulgaris L.,
Cucurbita pepo L. i Zea mays L. wynosil 1.5430. Wartos¢ wiec uzyska-
nych wynikéw byla prawie podobna do tej, jakg Grzycki uzyskal
dla jaderek komodrek zwierzecych.

Uzyta przez nas metoda badan nie data wyczerpujacej odpowiedzi
na pytanie dotyczgce struktury wewnetrznej jaderek. Jaderka obser-
wowane w plynach o wysokim RI mialy zwykle wyglad jednorodny
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o wilasciwych im wiasnoéciach fizycznych, w niektérych jednak wy-
stepowal grubowldéknisty zragb. W plynach natomiast o niskim RI
mozna bylo zauwazy¢, ze wnetrze jaderka wypelnia zrab utworzony
z sieci réznej grubos$ci widkien posiadajgcych rézancowate zgrubienia.
Uktad zrebu, jakotez ilos¢ i wielkos¢ jego zgrubien byly zawsze réins,
przy czym najmniejsze réznice spostrzegato sie w jagderkach komorek
merystematycznych tej samej rosliny, a bardzo wyrazne roéznice wy-
stepowatly przy ogladaniu jaderek komoérek nalezacych do ro$lin réznych
gatunkowo. Zrab jgderka, jak sie wydaje, jest wigc strukturg zmienng
a zmiennoéé ta moze by¢ najprawdopodobniej wyrazem przemian fizjo-
logicznych odbywajacych sie w jaderku i komérce. Zenkteler (1959)
takze, podobnie jak Estable i Sotelo (1954), wykazal w jader-
kach zywych i utrwalonych komoérek roslinnych struktury wtékienkowo-
tasmowe, ktoére nazwal nukleolonems. Nukleolonema ma by¢ wiec wia-
$sciwym elementem morfotycznym budowy jgderka pozostajacym w lgcz-
nosci z chromozomami podczas mitozy jgdra, a tym samym odgrywaja-
cym wazng role w przemianach metabolicznych komérki.

W jaderkach komoérek merystematycznych korzeni dyni (Cucurbita
pepo L) zwrocito naszg uwage wystepowanie wakuoli, posiadajacej inny
wspotezynnik RI w poréwnaniu ze zrebem otaczajacym ja. Zrab jaderka
dokota wakuoli ulegal zageszczeniu, co stwarzato wyglad gestej, wyraz-
nej sieci oplatajgeej i upewnialo nas w przekonaniu, ze wakuola utwo-
rzona jest z substancji posiadajacej nie tylko inne wtasciwosci fizyczne,
ale by¢ moze takze inng budowe chemiczng. Metoda refraktometryczna
nie stwarza mozliwosci wyjasnienia fizjologicznej wartosci wakuoli wy-
stepujgcej w jaderku. Rézna wielkosé wakuoli w roéznych komoérkach
pozwala jednak sgdzié, ze powstaje ona w wyniku przemian odbywa-
jacych sie w jaderku. O mozliwosci wystepowania wakuoli w jaderkach
komérek roslinnych wspominajg réwniez w swoich pracach Lins-
bauer (1932), Mc Clintock (1934) i Zenkteler (1959), ktory
po przeprowadzeniu reakcji z ditizonem uzyskiwal w wakuolach dodatini
odczyvn na cynk.

Na podstawie przeprowadzonych badan i uzyskanych wynikéw do-
chodzimy do wniosku, ze przy pomocy techniki refraktometrycznej
i oswietlenia fazowo-kontrastujacego mozna prowadzié obserwacje ko-
moérki roslinnej nie tylko zywej, ale takze utrwalonej i nie barwionej.
Mozna poznaé wartosci fizyczne réznych elementéw komorki, ich ksztalt,
wielkoé¢é i umiejscowienie, a w jadrze i jaderku ich strukture we-
wnetrzng. Wspétezynnik RI jgderka komoérki roslinnej merystematycznej
korzeni Phaseolus vulgaris L, Cucurbita pepo L i Zea mays L po utrwa-
leniu w plynie Bouina wynosi 1.5430.
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PE3IOME

MepucremaTudeckmue KJIeTKu Kopemkos Phaseolus vulgaris L., Cucur-
bita pepo L. n Zea mays L. durcupoBaHHBle B KMIKOCTM Mo Bouin'y
M HeoXpallleHHbIe IIoABeprajnchk HabmofeHMAM B (ha30BO-KOHTPACTHOM
MHKpocKorne. AHa/M3 TMOJYYEHHBIX KAPTMH NpPM IIPUMMEHEHMM COIJIACHO
pedpaKTOMETPUIECKMM METOAAM, Pa3JMYHBIX KMUJKOCTEl C M3BECTHBIM
kos(hpuimenTom mnepesnomiyieHus RI, mosBosiseTr KOHCTATUMPOBATH, YUTO
koacpuiment RI afpelllika ¥McCIeNOBAaHHBIX KJIETOK COCTaBJIAET 1.5430.
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BHyTpu SIAPBIIIKO BEHITOJIHEHO OCTOBOM, IIOCTPOEHHBIM M3 CETOYKM pas-
JUYHO} TOJIIMHEI, Ha KOTOPOIl MecTaMy MMEIOTCS IIapUKooOpasHble
yroiaieHnsa. CucreMa BOJIOKHMCTOIO OCTOBa, a TaKKe KOJIMYECTBO M Be-
MUUMHA YTOJILIEHM OBl Bcerpa pPa3jiMYHBI, MPMYEeM YauMeHbIUMe pas-
Jnuua HaGJMIOaJauch B AAPBINIKAX KJIETOK y ORHOTO PAaCTeHMSA, UM Hau~
foJsibilie B AAPBINIKAX KJETOK, IPMHAMAJNEIKABIIMX K PACTEHEUAM Pas3HbBIX
BMIOB. B aAzppuukax MepucreMarudeckux Kkiaerok Cucurbita pepo L.
O6bila  obHapyskeHa OoJsibllad BakyoJb, KOTOpas XapaKTepu3oBaJsach
WHBIM K09(p(PULMEHTOM B CPaBHEHMM C BOJOKHUCTHLIM OCTOBOM AJPBILIKA,
OKPY2KaIOIlIero BaKyOJIb.

Ta6a. 1. MepucremaTHueckHe KieTKH KopHS Phaseolus vulgaris L. B sgpbimkax
3aMeTeH 0CToB, O6pa30BaHHHIl H3 BOJOKOH, 061aJalOIHX YTOJINEHHSIMH PAa3JIHYHOI BEJHYH-
uu. PukcHposanue no Bouin’y. IlpenapaT ueokpamenuslii $a30Bo-KoHTpacTHEIE, MHKpockon
Lumipan L. Ieficc (Mena). HUmMepcuonnnii o6wvekrus Ph HI 90/1.25. Oxkyasp PK
12,5 X (16). Ilnenka Agfa Isopan FF 10 pgun. ®oroannapar Practina FX. Puc. I:
RI = 1.6575, Puc. 2: RI = 1.6161, Puc. 3: RI = 1.5844 u Puc. 4: RI = 1.5518.

Ta6n. 2. Mepucremaruueckue kierkd Kopusi Phaseolus vulgaris L. dukcHpopaHHe
no Bouin’y. Ilpemapar Heokpaumenunii, {a3oBo-KOHTPAacTHOe ocBewleHde. Puc. 5: RI =
1.5430, Puc. 6: RI = 1.5330, Puc. 7: RI = 14962 u Puc. 8 RI = 1.4955.

Taba. 3. MepucreMaTHuecKHe KjaeTKH KopHs Cucurbita pepo L. duxcupoBaHHe no
Bouin’y. Ilpenapar Heokpawenublil. ®a30Bo-KOHTpACTHHINE MuKpockon Lumipan. LI. Ueiicc
(Mena). B smpelIKaX BOJNOKHUCTHIE OCTOB B BHAE TyCTOH CeTKH OKDyXaeT G60JbLUYIO
Bakyoab. Puc. 9: RI = 1.65675, Puc. 10: RI = 1.6161, Puc. 11: RI = 1.5844 u Puc. 12:
RI = 1.5643.

Ta6n. 4. MepucreMatuueckne knaeTku KopHs Cucurbita pepo L. ®uKcHpoBaHue
no Bouin’y. Ilpenapat HeokpaiueHHbii. Da3oBo-KOHTDACTHOe ocBemieHHe. Puc. 13: RI =
1.5430, Puc. 14: RI = 1.5330, Puc. 15: RI = 14955 u Puc. 16: RI = 1.4601.

Ta6n. 5. MepucreMaTuueckHe kiaeTku Zea mays L. B sapuiuwkax sugen rpy6ozep-
HHUCTHIfi BOJIOKHHCTHIA ocToB. PukcHposanue no Bouin'y. IIpenapar uveokpamennwii. ®aso-
BO-KOHTpacTHuiI Mukpockon Lumipan L. Ueiicc. Puc. 17: RI = 1.6575, Puc. 18: RI =
1.6161, Puc. 19: RI = 1.5844 u Puc. 20: RI = 1.5643.

Tabn. 6. MepucreMaTHueckne knaetkH Zea mays L. ®uxcuposaine no Bouin'y.
IMpenapar neokpaiuennbifi., Pa30Bo-KoHTPaCTHOE ocBeluenne, Puc. 21: RI = 1.5430, Puc. 22:
RI = 15330, Puc. 23: RI == 14955 u Puc. 24: RI = 1.4601.

SUMMARY

Meristematic cells of the root of Phaseolus vulgaris L., Cucurbita
pepo L. and Zea mays L., fixed in Bouin’s fluid and unstained, were
observed in phase contrast illumination. An examination of the pictures
obtained, on using, by refractometric method, various media with
known RI, made it possible to determine the RI of the nucleolus of the
investigated cells which was 1.5430. The inside of the nucleolus was filled
up with a stroma, formed of fibres, varying in thickness, and with
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rosary-like thickenings. The fibrous stroma and the number and size
of its thickenings varied; the smallest differences were observed in the
nucleolus of the cells which belonged to the same plant, while considerable
differences were found to occur in the nucleolus whose cells belonged
to plants of different species. In the nucleoli of the meristematic cells
of Cucurbita pepo L. a large vacuole was observed whose RI was found
to be different from that of the fibrous stroma of ;the nucleolus which
surrounded the vacuole, )

EXPLANATION OF FIGURES

Table 1. Meristematic cells of the root of Phaseolus wvulgaris L. Stroma made

up of fibres with rosary-like thickenings, varying in size, is visible in the nucleoli.

Bouin’s fixation. Unstained. Lumipan C. Zeiss (Jena), phase contrast microscope.

Immersion objective Ph. HJ. 90/1.25. Ocular PK 12.5x (16). Film Agfa Isopan FF

10 Din. Camera Praetina FX. Fig. 1: RI = 16575, Fig. 2: RI =1.6161, Fig. 3:
RI = 1.5844, and Fig. 4. RI = 1.5518.

Table II. Meristematic cells of the root of Phaseolus vulgaris L. Bouin’s fixation.
Unstained. Phase contrast illumination. Fig. 5: RI = 1.5430, Fig. 6: RI = 1.5330,
Fig. 7: RI = 1.4962, Fig. 8: RI = 7.4955.

Table III. Meristematic cells of the root of Cucurbita pepo L. Bouin’s fixation.
Unstained. Lumipan phase contrast microscope, C. Zeiss (Jena). In the nucleoli
the stroma surrounds a large vacuole with a dense network. Fig. 9: RI = 1.6575,
Fig. 10: RI = 1.6161, Fig. 11: RI = 1.5844 and Fig. 12: RI = 1.5643.

Table 1V. Meristematic cells of the root of Cucurbita pepo. Bouin’s fixation.
Unstained. Phase contrast illumination. Fig. 13: RI = 1.5430, Fig. 14: RI = 1.5330,
Fig. 15: RI = 1.4955 and Fig. 16: RI = 1.4601.

Table V. Meristematic cells of the root of Zea mays L. In the nucleoli fine-
grained stroma is visible. Bouin’s fixation. Unstained. Lumipan phase contrast
microscope, C. Zeiss (Jena), Fig. 17: RI = 1.6575, Fig. 18: RI = 1.6161, Fig. 19:
RI = 1.5844 and Fig. 20: RI = 1.5643.

Table VI. Meristematic cells of the root of Zea mays L. Bouin’s fixation. Unstained.
Phase contrast illumination. Fig. 21: RI = 1.5430, Fig. 22: RI = 15330, Fig. 23:
RI = 1.4955 and Fig. 24: RI = 1.4601.
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Annales U.M.C.S. Lublin 1962, Lub. Druk. Pras.~Lublin Unicka 4. Zam. 4938 10.XII.62
800 -+ 50 odbitek. N-5 Data otrzymania manuskryptu 10.XII.62 Data ukoficz. druku 10.VI.63

























