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Investigation of the influence of natural plant extracts on isolated
generative apices cultivated in vitro

The aim of the present paper was to test the value of various plant extiracts
(veast barm, mature walnut embryos, coconut meal, young spinach leaves and
tomato juice) used as the complementary elements of White's mineral nutrient
for the culture in vitro of generative apices of winter wheat, rape and
wetch. The results showed that the generative apices of investigated planits
had various nutritive requirements which point to the necessity of a careful
selection of a specific nutrient for particular plant material.

WSTEP

Hodowlg izolowanych stozkow wzrostu pedéw zajmowali sie liczni
badacze (Butenko, Gu Min Guamn 1964; Kawata 1957; Ko-
nar, Nataraja 1964; Seidlova, Petra 1964; Smith 1965,
1968; Smith i Murashige, 1970), ktorzy obserwowali rozwdj tych
stozkow w zalezno$ci od stosowanych warunkow hodowli (temperatura,
dlugos$¢ dnia, rodzaj pozywki). Hodowle tego typu z reguly prowadza do
regeneracji materialu, bowiem stozki wzrostu pedow sa aktywnymi cen-
trami rozwoju roslin.

W niniejszej pracy podjeto wstepne préby hodowli in witro genera-
tywnych stozkéw wazrostu ozimych odmian pszenicy, rzepaku i wyki.
Celem pracy bylo uzyskanie z hodowanego materialu tkanki kalusowej.
Hodowle prowadzono w warunkach raczej nie sprzyjajacych organoge-
nezie, tj. przy bardzo slabym $wietle rozproszonym, za§ do podloza
wprowadzano ekstrakty roslinne mogace ewentualnie przyspieszy¢ pro-
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liferacje tkanek. Dodawano wiec do pozywek ekstrakty z drozdzy piw-
nych, z zarodkow dojrzalych orzechéw wloskich, z maczki kokosowej,
mlodych lisci szpinaku oraz sok z owocéw pomidora.

Niektorzy badacze (Démétriades 1954; Kovoor 1954; Nitsch,
Nitsch 1955; Rennert, Gubanski 1962) stosowali wyciagi
z vo$lin i drozdzy piwnych lub piekarniczych, a nawet miod pszczeli,
w celu zastgpienia mleka kokosowego niejednokrotnie niezbednego do
prowadzenia hodowli typu tkankowego. Poniewaz mleko kokosowe jest
niedostepne w naszych warunkach klimatycznych, stosowanie roéznych
ekstraktow roslinnych jako dodatku do pozywek bylo rowniez probg
zastgpienia mleka kokosowego stymulujacego wzrost niektorych tkanek
hodowanych in vitro.

Niniejsza praca majaca charakter czysto metodyczny jest czgsciag
skladowa badan nad hodowla in vitro izolowanych stozkow wzrostu pe-
dow, w zaleznosci od warunkow hodowli i ich wplywu ma organogeneze.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na generatywnych stozkach wzrostu psze-
nicy ozimej — odmiana ‘Ostka Zlotoklosa’, rzepaku ozimego — odmiana
‘Gorczanski’ i wyki ozimej — odmiana ‘Sielecka’. Rosliny, z ktérych
pobierano material, rosty w hali wegetacyjnej; wyhodowano je z nasion
jaryzowanych specjalng metodg (Markowski 1962). Nasiona pszenicy
jaryzowano przez 63 dni, rzepaku przez 56 dni i wyki przez 49 dni.
Zabieg ten przeprowadzono w celu uzyskania w okreslonym czasie roslin
bedacych w fazie rozwoju generatywnego.

Wierzchotki wzrostu predow pobierano z roslin po 35 - 37 dniach we-
getacji. Odciete wierzcholki odkazano w 50% etanolu przez 3 -5 min
i w warunkach aseptycznych, wedilug ogolnie przyjetej metodyki (B u-
tenko 1964; Gautheret 1959; Petru, Retovsky 1956) izo-
lowano z nich generatywne stozki wzrostu. Izolacje przeprowadzono pod
lupa przy powiekszeniu 100X.

Wyizolowany material wykladano na pozywki mineralne. Pozywke
podstawowsq stanowily makro- i mikroelementy stosowane wedlug W hi-
tea (cyt. za Petr, Retovsky 1956):

1. Ca(NOg); — 100 mg 6. Fey(SOy)4 —2,5 mg
2. MgSO, — 35 mg 7. MnSO, — 4,5 mg
3. KNO, — 80 mg 8. ZnSO, —1,5 mg
4. NaH,PO, — 16,6 mg 9. H;BO, — 1,5 mg
5. KJ — 0,75 mg 10. woda destylowana — 1 litr

oraz cukry w ilosciach — sacharoza 10 g/l i glukoza 15 g/l, oraz hydro-
lizat kazeiny w ilosci 50 mg/l. Pozywki zestalano agarem — 8 g/l
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Do pozywki podstawowe]j dodawano:

1. Ekstrakt z drozdzy piwnych — 100 mg suszonych drozdzy ma litr
pozywki —pozywka ,,A”;

2. Ekstrakt z maczki orzechéw kokosowych (kopra)
nej maczki na litr pozywki—pozywka Wb

3. Ekstrakt z zarodkoéw dojrzalych orzechéw wloskich —170 mg su-
szonych orzechéw na litr pozywki—pozywka ,C’%

4. Sok z dojrzalych owocéw pomidora—25 ml na litr —pozy w-
ka ,D”;

5. Ekstrakt z mlodych lisci szpinaku — 16 g $wiezej masy lisci na litr
pozywki —pozywka ,E".

ad 1) Ekstrakt z drozdzy piwnych przyrzadzano wedlug White'a (cyt.
za Petr0, Retovsky 1956);

ad 2 i 3) Maczke orzechéw kokosowych lub zarodki z dojrzalych orze-
chow wloskich po roztarciu w mozdzierzu gotowano w wodzie destylo-
wanej przez 5 min, nastepnie ozigbiano i wirowano przez 10 min przy
4000 obrotéw mna minute. Po odwirowaniu z supernatantu pobrano
(strzykawka lekarska) frakcje Srodkowa, ktora nastepnie filtrowano;

ad 4) Sok z dojrzalych owocéw pomidora wyciskano, dokladnie odmie-
rzano ilo§é, po czym rozciericzano woda destylowana, doprowadzano pra-
wie do wrzenia, oziebiano i filtrowano;

ad 5) Mlode liscie szpinaku rozcierano w mozdzierzu, gotowano w wo-
dzie destylowanej przez 5 min, po ozigbieniu filtrowano. Przyrzadzone
ekstrakty przechowywano w temperaturze —20°C; dodawano je do po-
zywek tuz przed autoklawowaniem. Pozywki autoklawowano przez 20
min pod ciénieniem 1 atmosfery.

Hodowle stozkéw in vitro przeprowadzano w komorze klimatyzowa-
nej przez 16 tygodni, przy temperaturze 22°C w slabym $wietle rozpro-
szonym. Badany material oceniano biorac pod uwage:

a) zahamowanie, lub inicjacje organogenezy w odniesieniu do ilo$ei
listkéw powstajacych z zawiazkéw lisciowych oraz korzeni wyrostych
z podstawy stozka,

b) przyrost masy stozka, jak i powstawanie z tego stozka tkanki
kalusowej (wielkos¢ stozkéw wzrostu pszenicy okreslano na podstawie
sporzadzonych mikrofotografii, przy zastosowaniu odpowiedniej skali),

¢) zywotnoé¢ i zdrowotnos¢ hodowanego materiatu; przy ocenianiu
zywotnosci obserwowanych obiektow brano pod uwage przede wszyst-
kim zabarwienie, a wiec stozki z nieznacznymi $ladami nekrozy lub
o nieco ciemniejszej barwie zaliczano do ,zywych”, a stozki o zabar-
wieniu biatawym, jasnozéltym lub zielonkawym, uznawano za ,,zdrowe”.

W niniejszej pracy, w celu odréznienia nowo powstajacych tkanek,
tkanke tworzaca sie ze stozkéw wzrostu okreslano terminem ,tkanka

125 mg suszo-

* Pozywka nie zawierala hydrolizatu kazeiny.
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merystematyczna”, za§ tkanke powstajacg od podstawy stozka ,,tkankg
kalusowa”. Szczegéléw anatomicznych nowo wytworzonych tkanek nie
analizowano. W przeprowadzonym doswiadczeniu kazdy obiekt obejmo-
wal 8 powtorzen, tj. 8 probéwek z trzema stozkami wzrostu. Wyniki
badan podano w procentach.

WYNIKI BADAN

Pszenica

Stozki wzrostu pedéw wysadzane na rézne pozywki w momencie
pobierania byly wg F. Kuperman (1965) na V etapie organogenezy,
tj. tworzenia sie wzgérkéw kwiatowych. Wplyw réznych ekstraktéow na
wzrost i rozwoj tych stozkéow (fot. 1) przedstawial sie nastepujgco:

1. Ekstrakt z drozdzy piwnych (pozywka ,.A”) wywieral dodatni
wplyw na przezywalnoéé¢ hodowanych stozkéow wzrostu; zywotnos¢ ma-
terialu wynosila prawie 100%, przy zdrowotnosci 66%. Wszystkie obser-
wowane stozki zwiekszyly swoja mase i mialy zabarwienie bialawe lub
bialawozoltawe (stozki zdrowe) lub zéltawe (stozki zywe). Stozki wzrostu
hodowane na tej pozywce zachowaly zasadniczo przez caly okres ho-
dowli swoj pierwotny ksztalt wykazujac tylko minimalng tendencje do
deformacji (8% z ogdlnej liczby stozkéw). Inicjacji organotworczej (two-
rzenie sie listkow lub korzeni) nie zaobserwowano.

2. Wyciag z maczki orzechow kokosowych (pozywka ,,B”) powodowal
deformacje ksztaltu stozkéw (54%), ale wystepowala tylko slaba ten-
dencja w kierunku tworzenia si¢ tkanki merystematycznej (16% przy-
padkéw). Przyrost zaréwno masy stozkow, jak i powstalej z nich tkanki
byl znaczny w poréwnaniu z materialem pobranym do hodowli. Zdro-
wotno$é¢ stozkéw i tkanki wynosila 87% przy zywotnosci 100% (barwa
bialawozoltawa lub zélta).

3. Ekstrakt z zarodkéw dojrzalych orzechéw wloskich (pozywka ,,C")
dodany do pozywki nie powodowal zadnych widocznych zmian we wzros-
cie i morfogenezie stozkow.

4. Sok z dojrzalych owocéw pomidora (pozywka ,,D”). Pozywka za-
wierajaca ten sok okazala sie najodpowiedniejsza do hodowli stozkéw
wzrostu pszenicy. Zywotno$¢ hodowanego materialu wynosita 100%;
obserwowano duzy przyrost masy w poréwnaniu z iloScia pobranag do
hodowli. Uzyskano tkanke merystematyczng (62% stozkow uleglo defor-
macji z réwnoczesnym wytworzeniem tkanki), deformacji uleglo 25%
stozkéw, a swéj pierwotny ksztalt zachowalo tylko 13% z ogélnej liczby
stozkéw. Ponadto zaobserwowano u stozkoéw rozrastajacych sie w tkanke
wystepowanie w niektorych przypadkach zréznicowan morfologicznych
zupelnie odbiegajacych od prawidlowej organogenezy (fot. 2).

5. Ekstrakt z lisci szpinaku (pozywka ,E”) wywieral wyraznie ujem-
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Fot. 2. Generatywne stozki wzrostu pszenicy po 16 tygodniach hodowli na pozywce

White’a (modyf.) z dodatkiem soku z dojrzalych owocéw pomidora; wyrazna de-

formacja stozkéw z réwnoczesnym wzrostem masy w wyniku tworzenia sie tkanki

Phot. 2. Generative shoot apices of wheat after 16-week culture in White’s medium

(modified) with tomato juice; deformation of shoot apices with simultaneous in-
crease of weight as a result of tissue formation

ny wplyw na hodowany material — pojawila si¢ duza liczba stozkéw
nekrotycznych o zabarwieniu brunatnym (33%). Stozki zywe mialy za-
barwienie ciemnozolte.

Wplyw réznych ekstraktéw na hodowane stozki wzrostu pszenicy
przedstawiono na fotografii 1.

Rzepak

Do badan pobierano zréznicowane stozki wzrostu pedéw rzepaku be-
dace na IV -V etapie organogenezy (R y k a— praca nie publ.), podobnie
jak w przypadku pszenicy, w momencie tworzenia sie zawigzkéw paczkow
kwiatowych. Stosowane w tym doswiadczeniu rézne ekstrakty roslinne
wplywaly na badany material przede wszystkim organotwoérczo. Badane
stozki w wiekszo$ci przypadkéw przez caly okres hodowli zachowaly
swobj pierwotny ksztalt (stozkéw generatywnych), badZ regenerowaly
przeksztalcajac sie w roslinki zblizone pokrojem do siewek rzepaku wy-
rostych z masion; réznica polegala ma tym, Ze ro§linki zregenerowane
w wyniku hodowli mialy lancetowate listki (fot. 3).

1. Ekstrakt z drozdzy piwnych (pozywka ,,A”) wplywal organotwor-
czo na hodowane stozki, a jego dzialanie uwidacznialo sie gléwnie w two-
rzeniu listkéw (ok. 50% stozkéw). Obserwowane stozki byly na ogél
zdrowe (62%), przy zywotnosci wynoszacej 90%.

2. Ekstrakt z maczki orzechow kokosowych (pozywka ,,B”) dzialal
w sposéb zblizony do wyciagu z drozdzy piwnych, ale zmmiejszyla sie
zywotno$¢ materialu. Stozkéw mnekrotycznych bylo okolo 22%.

3. Ekstrakt z zarodkow dojrzalych orzechéw wloskich (pozywka ,,C”)
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Fot. 3. Rozwdj stozkéw wzrostu rzepaku w zalezno$ci od rodzaju pozywki
Pozywki jak na fot. 1

Phot. 3. Development of shoot apices of rape depending on kind of medium
Media as in Phot. 1

wplywal wybitnie organotworczo; tworzyly sie listki (na 23 przebadane
stozki przypadalo 26 rozwinietych listkéw, mie liczac malych listkow
otulajacych). U ponad polowy obserwowanych stozkéw wysztalcila sie
duza zaokraglona podstawa, z ktérej w dwoéch przypadkach wyrastaly
korzonki. Zabarwienie materialu zdrowego bylo bialawe, lub zéltawo-
zielonkawe, zywotnoé¢ stozkéw nie byla jednak zadawalajaca, wystepo-
waly objawy nekrozy w 56% przypadkow.

4. Sok z dojrzalych owocéw pomidora (pozywka ,,D”) wybitnie obni-
zal zdrowotno$¢ materialu, liczba stozkéw nekrotycznych byla duza
(ok. 58%).

5. Ekstrakt z lisci szpinaku (pozywka ,,E”) okazal sie majlepszy do
hodowli stozkéw wzrostu rzepaku. Ogélnie material charakteryzowal sie
dobrg zdrowotnoscig (80%) i zywotnoscig (90%); mial zabarwienie zielon-
kawe. W poréwnaniu z organotwérczym wplywem ekstraktow z pozy-
wek ,,A” i ,B” oraz ,C”, wyciag z liSci szpinaku dzialal hamujaco na
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wyksztalcenie sie liSci. Ponadto zaobserwowano rozrastanie si¢ podstawy
stozkow w wyniku tworzenia si¢ tkanki kalusowej (44%) i zarejestro-
wano trzy przypadki regeneracji — powstaly wyksztalcone, zdrowe, male
roslinki.

Wplyw réznych ekstraktéw na hodowane stozki wzrostu rzepaku
przedstawiono na fotografii 3.

Wyka

Materialem pobieranym do badan byly zroznicowane stozki wzrostu
pedéow wyki znajdujace sie¢ na IV etapie organogenezy, w stadium uta-
jonego wyksztalcania sie zawigzkéw kwiatow (Kuperman 1965).

Wszystkie pozywki stosowane w tej czesci doswiadcezenia, z wyjatkiem
pozywki zawierajacej wyciag z drozdzy piwnych (pozywka ,A”), oka-
zaly si¢ niekorzystne do hodowli stozkéw wazrostu wyki. Wspomniec
jednak nalezy, ze w przypadku hodowli na pozywce ,,C”, zywotno$¢ ma-
terialu byla duza.

Wyciag z drozdzy piwnych (pozywka ,,A”) hamowal inicjacje orga-
notwoéreza hodowanych stozkow, ale nie obserwowano przyrostu masy
stozkow; material w wigkszosci przypadkéw byt zywy (88%), o zabar-
wieniu zoéltawo-zielonkawym.

DYSKUSJA

Wyniki hodowli in vitro wykazaly, ze stozki wzrostu réznych roslin
majg odmienne wymagania odzywcze, oraz pozwolily na stwierdzenie,
ktory ze stosowanych wyciagow wywiera najkorzystniejszy wplyw na
rozwo] samych stozkéw, czyli przyspiesza tempo organogenezy, a ktory
inicjuje powstawanie i rozw6j tkanki kalusowej.

Sok z pomidora stosowany w stezeniu 2,5% wplywal wybitnie stymu-
lujaco na wzrost stozkow pszenicy. Hodowany material byl zdrowy, two-
rzyla sie tkanka kalusowa pochodzenia merystematycznego. Sok ten oka-
zal sie jednak odpowiedni wylacznie do hodowli stozkéw wzrostu psze-
nicy, bowiem w przypadku rzepaku obserwowano obnizenie zdrowotno-
$ci materiatu.

Powyisze wyniki $wiadezylyby o specyficznym dzialaniu soku z po-
midora; potwierdzeniem tego bylyby rezultaty badan Démétria-
desa (1954) nad wplywem soku z pomidora i mleka kokosowego na
tkanki normalne i crown-gall Parthenocissus. W przypadku tkanek crown-
gall dzialanie soku z pomidora bylo zblizone do dzialania mleka koko-
sowego, to jest zwiekszal sie przyrost tkanki wraz ze wzrostem stezenia
stosowanych wyciggéw. Roéznice wystepowaly przy dzialaniu tymi wy-
ciggami na tkanki normalne; mleko kokosowe wplywalo na tkanki nor-
malne w spos6b podobny jak na tkanki crown-gall, natomiast sok z po-



Wplyw naturalnych ekstraktéw roslinnych 13

midora stymulowal przyrost masy tkanki normalnej tylko przy stosun-
kowo niskich koncentracjach (ok. 5%), za$§ stezenia wyzsze hamowaly
wzrost.

Kovoor (1954) w swej pracy nad wplywem soku z pomidora i mle-
ka kokosowego stwierdzil, ze sok z pomidora nie zawiera substancji
auksynowych, tylko jaki$ specyficzny czynnik (rézny od czynnika zawar-
tego w mleku kokosowym), ktéry stymuluje proliferacje niektorych tka-
nek hodowanych in wvitro.

Ekstrakt z lisci szpinaku okazal si¢ najodpowiedniejszym wyciagiem
do hodowli stozkéw wzrostu rzepaku, albowiem wplywal organotwér-
czo — powstawaly listki, korzonki, regenerowaly roslinki. Ponadto obser-
wowano wytwarzanie sie tkanki kalusowej od podstawy stozka. Ekstrakt
z lidci szpinaku wplywal z kolei ujemnie na hodowane stozki wzrostu
pszenicy.

Wyciag z drozdzy piwnych wywolywal mnieznaczny przyrost masy
stozkéw pszenicy, inicjowal organogeneze u stozkéw wzrostu rzepaku,
oraz, jako jedyny ze stosowanych wyciagéw, nie wplywal trujaco na
stozki wzrostu wyki.

Strogonow i wsp. (1968) stwierdzili, ze ekstrakt z drozdzy piw-
nych, podobnie jak mleko kokosowe, sprzyja tworzeniu sie tkanek u licz-
nych obiektéw roélinnych. By¢ moze dla uzyskania takich efektow
w dalszych doswiadczeniach nalezaloby przebadaé¢ wplyw roznych ste-
zen tego ekstraktu, celem wybrania stezenia optymalnego dla tkanek da-
nego gatunku rosliny.

Wyciag z maczki orzechéw kokosowych dzialal organotwoérczo na
stozki wzrostu rzepaku, natomiast w przypadku pszenicy zaznaczala sie
tylko slaba tendencja do wzrostu tkanki.

Z powyzszych badan wynika, ze stozki wzrostu réznych roslin maja
odmienne wymagania odzywcze, i tak: stozki wzrostu pszenicy wyka-
zuja najlepszy wzrost na pozywce zawierajgcej sok z pomidora, stozki
wzrostu rzepaku po dodaniu do pozywki wyciagu z mlodych lisci szpi-
naku, a wyki-—na pozywce zawierajacej ekstrakt z drozdzy piwnych.

Do podobnych wnioskéw doszli liczni badacze, miedzy innymi Str o-
gonow i wsp. (1968), ktérzy hodowali in vitro tkanki pochodzenia me-
rystematycznego pobierane z roflin nalezacych do réinych grup ekolo-
gicznych.

W toku dalszej pracy malezaloby zbada¢, czy odmienne wymagania
odzywcze zwigzane sa wylacznie z cechami gatunku lub odmiany i czy
zalezne sa rowniez od fazy rozwoju, w ktérej znajduje sie roslina w mo-
mencie pobierania z niej tkanki merystematycznej lub stozka wzrostu.

W dalszych doswiadczeniach beda ponawiane proby hodowli mery-
stemow wierzchotkowych ma pozywkach zawierajacych miedzy innymi
substancje wzrostowe i witaminy w polaczeniu z ekstraktami roélinny-
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mi stosowanymi w réznych stezeniach. Material uzyskany w wyniku tak
prowadzonych hodowli bedzie poddany analizom cytologicznym i bio-
chemicznym. '

STRESZCZENIE 1 WNIOSKI

Generatywne stozki wzrostu pszenicy ozimej, rzepaku ozimego i ozi-
mej wyki hodowano na pozywkach agarowo-mineralnych wg White'a
z dodatkiem réznych ekstraktéw pochodzenia roslinnego (ekstrakt z droz-
dzy piwnych, zarodkéw dojrzalych orzechow wloskich, maezki kokoso-
wej i z mlodych lisci szpinaku) oraz soku z dojrzalych owocéw pomido-
ra, celem wyprébowania ich wlasnoéci jako skladnikéw zastepujacych
mleko kokosowe. Analiza materialu po 16 tygodniach hodowli wykazala
mozliwo$¢ zastgpienia mleka kokosowego w pozywece innymi skladnika-
mi, ktéorych doboér zalezny jest od indywidualnych wymagan hodowa-
nego materialu. Zaobserwowano bowiem, ze generatywne stozki wzrostu
pszenicy, rzepaku i wyki charakteryzowaly sie odmiennymi wymagania-
mi odzywczymi:

a) stozki wzrostu pszenicy pobierane na V etapie organogenezy wy-
kazywaly majlepszy wzrost na pozywce zawierajace] sok z pomidora
w stezeniu 2,5%,

b) stozki wzrostu rzepaku izolowane z roflin na IV -V etapie orga-
nogenezy charakteryzowala najsilniejsza inicjacja organotwoéreza i naj-
lepszy wzrost po dodaniu do pozywki wyciagu z lisci szpinaku.

¢) stozki wzrostu wyki odznaczaly si¢ dobra zdrowotnoscia wylacznie
na pozywce zawierajacej ekstrakt z drozdzy piwnych.

SUMMARY

Shoot apices of winter wheat, rape, and wetch plants which had just entered
the generative phase were cultivated in media containing mineral nutrients and,
additionally, various plant extracts (yeast barm, mature walnut embryos, coconut
meal, voung spinach leaves) and tomato juice. The aseptic agar cultures were
carried out in air-conditioned chamber at temperature of 22°C and in slightly dif-
fused light for 16 weeks. Then the development of apices was studied.

It was observed that the shoot apices differed in ‘their nutritional requirements
in all three species, and thus:

a) shoot apices of wheat plants taken into culture at stage V of organogenesis
showed the best growth in medium containing tomato juice at concentration 2,5%,

b) shoot apices excised from rape plants at stage IV -V of organogenesis were
induced to most intensive growth and organogenesis development in the presence
of the spinach leaf extract.

c¢) healthy shoot apices of wetch plants could be grown only in a nutrient con-
taining yeast-barm extract.
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