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Wplyw produktéw pszczelich na wzrost tkanek roslinnych
in vitro
I. Wplyw miodu i wyciagu pylkowego na wzrost tkanek
tumora bakteryjnego Nicotiana tabacum i Crotolaria
spectabilis

Effect of bee products on the gromwth of plant tissues in vitro. 1.
A. RENNERT i M. GUBANSKI

WSTEP

Wprowadzenie techniki kultur tkankowych do badan botanicznych
otwiera nowe mozliwosci interpretacji licznych zjawisk wynikajgcych
z zalezno$ci organizmu od $rodowiska. Tkanki hodowane in vitro sta-
nowig odizolowane uklady, latwo reagujace w okreSlony sposéb na
stwarzane przez eksperymentatora warunki zewnetrzne. Sci$le kon-
trolowane warunki hodowli oraz jednorodnos¢ tkanek predysponuje
je do wyjasniania problemoéw o charakterze fizjologicznym, biochemicz-
nym, patologicznym itp. Nieocenione zaslugi w tej dziedzinie polozyli:
White 1939, Gautheret 1939, Klein 1957, Hildebrandt
1946, Braun 1959, Czosnowski 1952 oraz wielu innych. Tworczy
rozwoj tej techniki umozliwia obecnie hodowle pojedynczych komorek
roélin wyzszych, ktore zdaniem Nickella i Tuleckke’a (1960)
reprezentujg nowa klase mikroorganizmoéow. Sg to bowiem ,komorki
roélinne uwolnione od kontroli rosliny macierzystej — poddane kiero=
waniu i wnikliwosci badacza”. Takie ujecie zagadnienia stwarza nieo-
graniczone mozliwosci o aspekcie praktycznym.

Jednym z trudniejszych problemoéw przy hodowli tkanek roslinnych
in vitro jest dobor odpowiedniej pozywki, mozliwie prostej i uniwer-
salnej. Tkanki wielu roslin wyzszych dajg si¢ hodowa¢ na stosun-
kowo prostych podlozach syntetycznych. W wickszosci wypadkow jed-
nak uzupelnia sie je dodatkowymi skladnikami zapewniajagcymi wzrost
optymalny. Role te spelniajg stosowane od dawna wyciagi drozdzowe,
wyciagi z tkanek niektérych roslin, hydrolizaty kazeinowe i inne (Hil-
debrandt i wsp. 1946). Znaczenie tych skladnikéw jest jednak ogra-
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niczone. Najuniwersalniejszym dodatkiem tego typu okazalo sie mleko
kokosowe, stosowane ostatnio przez wielu amerykanskich badaczy
(Caplin i wsp. 1948). Biorgc jednak pod uwage wysoka cene prepa-
ratu, jak rowniez to, ze jest on w wielu laboratoriach niedostepny,
mozliwos¢ wykorzystania mleka kokosowego do hodowli na szersza
skale jest bardzo ograniczona. Z tego wzgledu wydaje sie, Ze znalezienie
tanszego i latwiej dostepnego s$rodka moze mieé¢ duze znaczenie.

W badaniach naszych zwrociliSmy uwage na produkty pszczele,
a mianowicie miod, pylek i mleczko. Wydawato sie bowiem, Ze produkty
te winny zawiera¢ uzupelniajace elementy, niezbedne dla wzrostu tka-
nek roslinnych. Nasze doswiadczenia w duzej mierze przemawiajg za
slusznoscig tego przypuszezenia.

MATERIAE I METODY

Badania przeprowadzono na tkankach tumora bakteryjnego tytoniu
(M. tabacum v. White Burley) oraz Crotolaria spectabilis wyizolowa-
nych w naszej pracowni, systematycznie przeszczepianych w 1-mie-
sigeznych odstepach czasu. Pozywka zasadnicza dla tkanki tytoniu mia-
la nastepujacy sklad:

mg ) mg
Ca(NO,), bezw. — 200 KJ — 0,75
NayS0O, — 200 KBr — 0,75
KNO, — 80 glikokol — 3
KCl1 — 65 cysteina HCI — 10
MgSO, » TH,O — 40 kwas nikotynowy — 05
NaH,PO, « 2H,0 — 20 pirydoksyna — 05
Fey(S0,)3 — 25 tiamina = 1
MnSO, — 5 inozytol — 500
CuS0Oy « 5H,0 — 2 biotyna — 0,1
ZnS0O;, — 15 glikoza 2%, agar 0,7%
H3BO; — 15

Sktadniki pozywki zaczerpnieto z modyfikacji White'a (cyt. Pon-
towicz 1959), dodatki: cysteina HCl uzupelniono wg Czosnow-
skiego (1952), inozytol i biotyne wg Hildebrandta (Hildebrandt
i wsp. 1946) dla tkanek tytoniu. Tkanke Crotolaria spectabilis hodowa-
no na 4X stezonej pozywce mineralnej White’a z dodatkiem ekstraktu
drozdzowego jak podaje Ruge (1955). Probowki z pozywka steryli-
zowano w autoklawie przez 15 minut w temp. 120°C. W badaniach
stosowano mioéd kwiatowy o barwie zlocistozéltej, pochodzacy z pry-
watnej pasieki (F. Jamrozy, Kotaczkowice, pow. Rawicz), ze zbioréw
lipcowych 1961 r. Pylek pszczeli (pierzga) pochodzil z tego samego
zrodla i okresu.

W doswiadczeniach z miodem z pozywki eliminowano glukoze cal-
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kowicie lub czesciowo, zaleznie od ilosci dodawanego miodu, W innych
kombinacjach pozywki usuwano skladniki organiczne badz mineralne.
Zastosowanie pylku jako dodatku do podloza nie wymagalo usuniecia
glukozy. Do pozywki zasadniczej dodawano mniejsze lub wigksze ilosci
wyciagu pylkowego i jak poprzednio eliminowano skladniki mineralne
badZz organiczne.

Wyciag z pylku pszczelego przygotowywano nastepujgco: 20 g
oczyszczonego od wosku pylku dopelniano wodg do 100 ml i autokla=
wowano przez 15 minut. Po odsgczeniu klarowny wyciag dodawano do
podiozy.

Kazda seria do$wiadczen wynosila 16 réwnoleglych préb, wzrost
oceniano wizualnie po uplywie czterech tygodni liczac od chwili prze-
szczepienia. Na tej samej pozywce badane tkanki utrzymywano przez
kilka pasazy. Temperatura, w ktérej rosty tkanki wynosila 22—25°.

CZESC DOSWIADCZALNA

W doswiadczeniach z miodem tkanke tumora bakteryjnego tytoniu
hodowano na nastepujgcych kombinacjach pozywek:

1) Pozywka zasadnicza, zawierajgca wszystkie sktadniki = kon-
trola,

2) 1 g/l miodu + 19 g/l glukozy -+ pozostale skladniki jak w kon-
troli,

3) 12 g/l miodu + 10 g/l glukozy + pozostale skladniki jak w kon-
troli,

4) 25 g/l miodu + skladniki mineralne jak w kontroli,

5) 25 g/l miodu + skladniki organiczne jak w kontroli (z wyjat-
kiem glukozy),

6) 25 g/l miodu + agar.

Na pozywce 5 i 6 wzrost byl minimalny, tkanki stawaly si¢ nekro-
tyczne i po dwu pasazach wiekszoé¢ ich catkowicie zamierala. Na pozo-
stalych pozywkach tkanki rozwijaly sie bardzo dobrze. Najwiekszy
przyrost masy uzyskano na podlozu 4. Jednak og6lny wyglad tkanek
przedstawial sie najlepiej na pozywce 3. Snieznobiala barwa, wysoki

Tabela 1 —Table 1

Wzrost tkanki tumora bakteryjnego tytoniu na pozywkach z miodem
Growth of tobacco tumour tissues on the medium completed with honey

v+ Numer pozywki I+ 2 3 | 4 | s | 6

1
—+

+ 4+ 4

++++‘ e

Stopien wzrostu 4+ ‘

* Skiad pozywek oznaczonvch numerami podano w opisie dodwiadczed +— minimum wrrostu; + + -+ + maksi-
mum wzrostu
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stopien twardosci oraz doskonala kondycja tkanek, sklonily nas do
uznania tej kombinacji podloza za najkorzystniejsza. Podobnie wygla-
daty tkanki na pozywce 2, cho¢ byly nieco mniejsze anizeli poprzed-
nie. Ogolnie mozna stwierdzié¢, ze wzrost tkanek na pozywkach 2, 3, 4,

Ryec. 1. Wplyw miodu na wzrost tkanki tumora bakteryjnego tytoniu in vitro
Effect of honey on the growth of tobacco tumour tissue in vitro

1 — Pozywka kontrolna White'a wg Pontowicza + cysteina HCI 10, 2 1 g/1 miodu + 19 g1l

glukozy + pozostate skaldniki jak w kontroli, 3 — 12 g/l miodu + 10 g/1 glukozy -+ pozostale

skiadniki jak w kontroli, 4 — 25 g/l miodu + skladniki mineralne jak w kontroli, 5 — 25 g/l
miodu + skiadniki organiczne z wyj. glukozy jak w kontroli, 6 — 25 g/l miodu -+ agar.

byl znacznie silniejszy anizeli w kontroli. Wyniki do§wiadczen zebrano
w tabeli 1 oraz zilustrowano na zalgczonej fotografii (ryec. 1).

Analogiczne do$wiadczenie z pylkiem przeprowadzono stosujac na-
stepujagcy uklad pozywek:

1) Pozywka kontrolna identyczna jak w do$wiadczeniu z miodem,

2) 10 ml/1 wyciagu + wszystkie skladniki obecne w kontroli,

3) 2 ml/l wyciagu + wszystkie skladniki obecne w kontroli,

4) 10 ml/l1 wyciggu + skladniki mineralne jak w kontroli,

5) 10 ml/l wyciggu + skladniki organiczne jak w kontroli,

6) 10 mll wyciggu + glukoza + agar,

7) 2 ml/l wyciagu + glukoza + agar.

Podobnie jak w do$wiadczeniu z miodem najintensywniejszy wzrost
zaobserwowano na pozywce 4. Jednak za najkorzystniejsza uznano kom-

Tabela 2—Table 2
Wzrost tkanki tumora bakteryjnego tytoniu na pozywkach z wyciagiem pylkowym
Growth of tobacco tumour tissue on the medium completed with pollen extract

Numer pozywki | | 2 | 3 | &4 | s 6 7
= — B : S : |
Stopien wzrostu = |+ 4 bt |+ e+ | ; —

I L
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binacje 3, ze wzgledu na wyglad ogélny i kondycje tkanek wyrostych
na tym podlozu. Wyniki doswiadczenia zebrano w tabeli 2.

Dla tkanki tumora bakteryjnego Crotolaria spectabilis wyprdobo-
wano kilka pozywek. Stosunkowo najlepszy wzrost wykazywaty tkanki
hodowane na podlozu zawierajacym ekstrakt drozdzowy. Jednak
i w tym przypadku wyglad ogoélny i tempo wzrostu badanych tkanek
pozostawialy wiele do zyczenia. Dopiero po wykonaniu do$wiadczenia
z wyciggiem pytkowym uzyskano optymalny wzrost tkanki tumoro-
wej z Crotolaria sp. Pozywki do§wiadczalne zawieraly skladniki w na-
stepujacych czterech kombinacjach:

1) Sktadniki White’a + ekstrakt drozdzowy = kontrola,

2) 1 ml/l wyciagu pytkowego + skladn. White’a + ekstrakt droz=
dzowy,

3) 10 mll wyciggu pytkowego + skladn. White’a + ekstrakt droz-
" dzowy,

4) 10 ml/l1 wyciggu pytkowego + skladniki White'a.

Najlepiej rosty tkanki na pozywce 3, zawierajacej zarowno ekstrakt
drozdzowy, jak i wyciag z pylku pszczelego. Ten optymalny wzrost
wyrazal sie najwickszym przyrostem masy, piekng zielonawg barwa
tkanki i jej doskonala kondycja. Nieco lepiej niz w kontroli rosty
tkanki na pozywce 2, do ktérej podano wyciagg pylkowy w bardzo nie-

Rye. 2. Wplyw wyciggu z pyltku pszczelego na wzrost tkanki tumora bakteryjnego
tytoniu in wvitro

Effect of pollen extract on the growth of tobacco tumour tissue in vitro

1 — Pozywka kontrolna identyczna jak w dosw. z miodem, 2 — 10 ml/l wyciggu + wszystkie

sktadniki obecne w kontroll, 3 — 2 ml/l wyciaggu + wszystkie skladniki obecne w kontroli,

4 — 10 ml/l wyclagu + skiladniki mineralne jak w kontroli, 5 — 10 ml/l wyciagu -+ skladniki

organicznej jak w kontroli, § — 10 ml/l wyciggu + glukoza -+ agar, 7 — 2 ml/l wyclagu + glu-
koza -+ agar.
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Tabela 3 —Table 3
Wzrost tkanki tumora bakteryjnego Crotolaria sp. na pozywkach z wyciagiem pylkowym

Growth of Crotolaria sp. tumour tissue on the medium completed with pollen extract

Numer pozywki ' 1 2 | 3 4
Tempo wzrostu | ++ 4+ | ]| —
“— minimum wzrostu; - < < -+ maksimum wzrostu.

wielkiej ilosci. Prawie calkowite zahamowanie wzrostu tkanek oraz
ich brunatnienie i zamieranie stwierdzono na podilozu 4. Nie zawieralo
ono ekstraktu drozdzowego. Wyniki niniejszego do$swiadczenia przed-
stawiono w tabeli 3.

DYSKUSJA

Juz od dawna produkty pszczele wykorzystywane sg jako wartos-
ciowe i latwo przyswajalne pokarmy, a takze jako skuteczne $rodki
leczniczo-profilaktyczne. Szczegdlng popularnosc uzyskal mioéd, a w ostat-
nich latach duze zainteresowanie wywoluje mleczko pszczele oraz py-
tek (pierzga). Odzywki z dodatkiem pylku uzywane sg jako s$rodek
dietetyczno-witaminowy (Wojtacki M. 1961),

Miod, obok mieszaniny cukrow kwalifikujgcych go do pokarmoéw
weglowodanowych, zawiera okolo 0,5 sktadnikow mineralnych, kto-
rych gléwng mase stanowig: potas, fosfor, chlor, wapn, siarka, zelazo.
Z innych skladnikéw miodu wymieni¢ nalezy kwasy organiczne (cytry-
nowy, jabltkowy, mlekowy, octowy, szczawiowy, mastowy, waleriano-
wy i inne) oraz niewielkie ilosci witaminéw, gléwnie z grupy B (M a-
jewski T. 1959).

Na podstawie tych danych mozna bylo przypuszcza¢, ze miéd wply-
nie korzystnie na wzrost tkanek roélinnych. Potwierdzaja to w znacz=
nym stopniu uzyskane wyniki. Wydaje sie, ze brak wzrostu tkanek na
samym miodzie nie wymaga wigkszych komentarzy (zbyt male steze-
nie skladnikow mineralnych w poréwnaniu z duzg ilosciag cukrow).
Dodanie miodu do pozywki nie zastepuje usunietych z niej skladni-
koéw mineralnych, moze jednak wyréwnaé¢ brak skladnikoéw organicz-
nych, w tym wypadku glukozy, witaminéw, aminokwasow. Najopty-
malniejszy wzrost tkanek zapewnily jednak pozywki o pelnym skila-
dzie uzupelniane miodem. Dwukrotnie wiekszy w poroéwnaniu z kon-
trolg wzrost tkanek na pozywkach z miodem wystarczajaco potwierdza
celowos¢ wykorzystywania go do hodowli tego typu. Gdzie tkwi przy-
czyna sprzyjajacego wzrostowi tkanek dzialania miodu, trudno powie-
dzie¢. Zgodnie z przyjetym pogladem nie nalezy przecenia¢ tu roli
witaminéw. Mozna by sadzi¢, ze pozytywny efekt przytoczonych do-
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swiadczen pozostaje w zwigzku z obecnymi w miodzie skladnikami mi-
neralnymi, a takze kwasami organicznymi. Poglad ten, rzecz jasna,
wymaga glebszego udokumentowania.

W przeciwienstwie do miodu pylek pszczeli zawiera duze ilosci bia=
lek, kwasy nukleinowe (M arkham R. 1955), witaminy grupy B, C, D,
oraz rutyne (Wo jtacki M. 1961). Podsumowujgc doswiadczenia moz-
na stwierdzi¢, ze korzystne dzialanie wyciagu pylkowego na tkanki
ro§linne wyraza sie prawie trzykrotnym w pordéwnaniu z kontrolg
zwigkszeniem wzrostu oraz poprawieniem ogoélnego wygladu badanych
tkanek. Podobnie jak miéd, pylek pszczeli nie wyréwnuje braku
w podlozu skladnikéw mineralnych, ale zastepuje nieobecne skladniki
organiczne (witaminy i aminokwasy). Najkorzystniej dziala jednak
w formie uzupelnienia do podloza o pelnym skladzie. Nieco silniejsze
stymulowanie wzrostu przez pylek anizeli przez miéd wynika prawdo-
podobnie z doé¢ duzej koncentracji zawartych w nim skladnikéw (ele-
menty mineralne, witaminy, biatka). Jak sie wydaje nieposrednig role
odgrywaja w tym wypadku obecne w pytku kwasy nukleinowe.

Poniewaz doswiadczenia niniejsze przeprowadzono na tkankach za-
ledwie dwu roélin, nie mamy zamiaru wyciggaé¢ zbyt uogélniajacych
wnioskéw na temat znaczenia w hodowli kultur tkankowych produktow
pszezelich. Podkresli¢ jednak nalezy korzystny wplyw wyciggu pytko-
wego na wzrost tkanki tumora bakteryjnego Crotolaria spectabilis,
ktéra w naszych warunkach hoduje sie bardzo trudno. Jezeli nasze
wyniki zostana potwierdzone na tkankach wielu innych ro$lin wyz-
szych, to mozna przypuszczaé, ze produkty pszczele beda mogly z po-
wodzeniem konkurowaé¢ ze stosowanym obecnie mlekiem kokosowym.

W nastepnej pracy z tej serii zostang omoéwione wyniki badan nad
wplywem mleczka pszczelego na wzrost tkanek roslinnych in vitro.

Kierownikowi Katedry Doc. Dr W. Potapczykowe]j serdecz=
nie dzickujemy za cenne wskazéwki i rady w czasie wykonywania ni-
niejszej pracy.

STRESZCZENIE

Hodowano tkanki tumora bakteryjnego tytoniu i Crotolaria sp. na pozywkach
uzupeinianych miodem lub wyciggiem z pylku pszczelego (piérzga). Oba produk-
ty pobudzaly wzrost tkanek 2—3-krotnie, précz tego poprawialy ich kondycje
i wyglad ogdlny.

Przypuszcza sie, ze produkty pszczele znajda zastosowanie w technice kultur
tkankowych z ro$lin wyzszyth,

Katedra Fizjologii Roélin (Wplyneto: dn. 12.3.1962 r.)
Uniwersytet £odzki
EédZ, Narutowicza 68



552 A. Rennert i M. Gubanski

SUMMARY

Tobacco and Crotolaria sp. crown-gall tissues have been cultivated on the
culture medium containing supplementary bee products. These products can
greatly (2—3 times) stimulate the growth of tissues under examination. The
general appearence of those tissues was much better than that of control.

. It is supposed that bee products may be used for the technigue of herbaceous
plant tissue cultures.
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