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Wstep

Hodowla tkanek ro$linnych in vitro jest jedna z najnowszych
metod eksperymentalnej botaniki.

Ostateczne opracowanie tej metody przypada w udziale
P. RR. White’owi i R. J. Gautheretowi Kktorzy
prawie rownoczesnie, 30 grudnia 1938 i 9 styczria 1939 r. oglosili
otrzymanie trwatych hodowli tkanek toslinnych.

Hodowla tkanek roSlinnych znalazla liczne zastosowania jako
metoda pracy w dziedzinie zagadnien morfogenetycznych, patologii
roslin i fizjologii (Gautheret R. J. 1947 i 1948).

Niniejsza praca jest préba zastosowania tej metody do badan
nad biogenezg antocjanu. Praca ta ma do pewnego stopnia charak-
ter pionierski. Tworzenie si¢ wiekszych ilosci antocjanu w tkance
winoroéli in vitro nie bylo dotychezas przez nikogo zaobserwowane.
Przypadek zdarzyl, ze dr J. Czosnowski, usilujac z braku glukozy
zastapic¢ ja sacharoza, uzyl w pozywce dos¢ duzego stezenia tej ostat-
niej (okolo 9%, dla zrownowazenia osmotycznego 5% glukozy, na
ktorej dotad tkanke hodowano). W efekcie otrzymal hodowle zabar-
wione silnie antocjanem. Ten fakt stal sie punktem wyj$ciowym ni-
niejszej pracy. Celem jej bylo zbadanie rozmaitych warunkéw, w ja-
kich antocjan tworzy si¢ w tkance winorosli, w nawigzaniu do in-
nych badan oraz hipotez dotyczacych biogenezy antocjanu.

Strona chemiczna antocjanéw zostala opracowana wyczerpu-
jaco. Willstaetter (r.19131ilata nastepne) wyizolowal i okre-
§lit strukture chemiczng szeregu podstawowych barwikéw anto-
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cjanowych, a Robinson w r 19311 32 dokonat w labora-
torium syntezy kilku antocjanin.

Fizjologia antocjanéw byta rowniez przedmiotem ogromnej ilo-
$ci prac, jednakowoz zaréwno biogeneza tych barwikow, jak i rola ich
w przemianie materii oraz w zyciu rosliny jest wciaz jeszcze niewy-
jasniona.

Najwazniejsza w historii badan nad fizjologia antocjanu jest
t.zw. ,,teoria cukrowa® O vertona (1899). Badacz ten umiesz-
czal rosliny wodne i ladowe w roztworach cukru i w wigkszosci wy-
padkéw stwierdzil wybitnie korzystny wptyw sacharozy, glukozy
i fruktozy na produkcje antocjanu. Na podstawie swych doswiadezen
postawil hipoteze, ze przyczyna tworzenia sie antocjanu w soku ko-
morkowym jest obecno$é w nim wiekszych ilosci sacharydow. Cu-
kier wystepujacy w nadmiarze zostaje wg. Overtona czesclo-
wo przerobiony w glukozydowe barwiki antocjanowe i z tego powodu
pozostaje z nimi w $cistym i bezposrednim zwigzku.

Obserwacje Overtona, ze dodatek cukru do pozywki wzmaga
w roélinie synteze antocjanu, zostaly ogélnie potwierdzone (m.in.
Molliard M. 1909, Noack K. 1922, Zanker J. 1930,
Thimann K. V. i Edmondson Y. H. 1949). Hipo-
teza jego jednak nie zostala nigdy Sci$le udowodniona (C o m-
bes R. 1909, Jonesco St 1921 i 1922, Karstens
W. K. H 1939 —cyt. Frey-Wyssling i Blank
1943, oraz Thimann i Edmondson 1949).

Ostatnio Frey-Wyssling i Blank (1943) prze-
prowadzili na kietkujgcych roslinach kapusty dokladne ilosciowe
badania nad stosunkiem antocjanu do cukru i azotu w glodowe] prze-
mianie materii i wykazali, ze staty iloSciowy stosunek tych substan-
cji do siebie nie istnieje. Autorzy ci, opierajac si¢ na badaniach wia-
snych i na badaniach poprzednikéw, wypowiadajg sie przeciwko
,,teorii cukrowej*. Jezeli wogéle istnieje jaki$ zwiazek miedzy anto-
cjanami a cukrami, to tylko tak posredni, jak np. sztuczny dodatek
cukru — wzmozona przemiana materii — wzmozona produkcja anto-
cjanu. W podobny sposob wyocbraza sobie L ip m aa (1924, cyt.
Frey-Wyssling A.i Blank F. 1943) mechanizm wply-
wu cukru na synteze antocjanu. Przez sztuczny dedatek cukru osiag-
nal ten autor u kilku roslin nie tylko wzmozong synteze antocjanu,
ale takze karotenoidéw. Cukier wg. L i p m aa jest tylko czyn-
nikiem wyzwalajacym synteze antocjanu.

Noack K. (1922) wigze zjawisko syntezy antocjanu z asy-
milacja jako procesem chemicznym. Zwrocil on uwage na to, ze



Warunki tworzenia sie antocjanu 539

wszystkie znane czynniki, wplywajace korzystnie na synteze. anto-
cjanu (m.in. cukier takze), hamujg proces asymilacji, i wyrazit po-
glad, ze w okresach stabszego nasilenia procesu asymilacji (w naturze
np. wiosna i jesien) réwnowaga pomiedzy antocjanami a ich chro-
mogenami (wg. niego sg nimi flawonole) przesuwa sie na korzysé
antocjanéw. Poglad ten odnosi sie jednak tylko do tkanek zielonych.
W kwiatach nie znalazt N o a ¢ k nawet rzekomych prekursorow
antocjanu i uwaza, ze tam synteza antocjanu idzie inng droga.

Badania nad wplywem azotu (Czartkowski A. 1914,
Reinhold J. . i Kochs 1935, Gassner G
i Straib W. 1937) doprowadzily do zgodnych wynikow, ze
nadmiar N w S$rodowisku rosliny wplywa hamujgco na synteze
antocjanu. Gassner i Straib wiazg te sprawe z prze-
miang cukrowcows, twierdzac, ze przy nadmiarze N wytworzone
w roslinie cukrowce zostaja natychmiast zuzyte do syntezy bialek.
To prowadzi do obnizenia iloéci cukrow w tkankach i zahamowania
syntezy antocjanéw.

Frey-Wyssling i Blank podjeliw swej wyzej juz
omawianej pracy (1943) takze kwestie znaczenia azotu dla syntezy
antocjanu w glodowej przemianie materii u kietkujacych roslinek ka-
pusty. Wykazali oni, ze zaden ilo$ciowy stosunek miedzy azotem cal-
kowitym, azotem bialkowym (stracalnym przy pomocy kwasu garb-
nikowego) 1 azotem rozpuszczalnym a antocjanem réwniez nie ist-
nieje. Fakt ten jest jeszcze jednym dowodem na niewatpliwie po-
sredni charakter wplywu azotu na antocjan. Pozostaje natomiast
otwartg kwestia, jakimi drogami wplyw ten siega do syntezy an-
tocjanu.

Stwierdzono jeszcze wplyw wielu innych czynnikéw na pro-
dukeje antocjanu i rozpatrywano je z punktu widzenia réznych teo-
rii. Najwazniejsze z tych czynikow sa Swiatlto i temperatura.

Znane sa przykiady tworzenia sie antocjanu w ciemnos$ei.
Molisch H. (1928) opisal wystepowanie antocjanu w stozkach
wzrostu korzeni u przedstawicieli kilku rodzin (Crassulaceae, Saxi-
fragaceae, Compositae i in.)). Noack K. (1922) stwierdzil pow-
stawanie antocjanu w ciemnosci u kwiatow Victoria regia i Cobaea
scandens. Kietki kapusty, hodowane przez Frey-Wysslinga
i Blanka (1943) w ciemnosci, rowniez tworzyly antocjan.

W zasadzie jednak $wiatlo jest bardzo istotnym czynnikiem
syntezy antocjanu (Jonesco St 1922, Noack K. 1922,
Gassner G. i Straib W. 1930, Zanker J. 1930,
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Floren G. 1941, Thimann K. W. i Edmondson
Y. H. 1949). Wplyw $wiatla, badany na roslinach zielonych, by?
dawniej rowniez rozpatrywany w zwiazku z teoriag cukrowa syntezy
antocjanéw. Wr. 1922 Noack, aw nowszych czasach K uil-
man wr.1930 i Karstens w r.1939 (cyt. Frey-Wys-
sling A. i Blank F. 1943) wyrazili na podstawie swych
do$wiadczen poglad,. ze dla tworzenia si¢ antocjanu, obok procesow
chemicznych, niezbedna jest takze pewna reakcja fotochemiczna.

Wielu autoréw stwierdzilo dodatni wplyw niskiej temperatury
na produkcje antocjanu (m.in. Overton E. 1899, Gertz Q.
1907, Combes R. 1909, Molisch H. 1918, Zanker
J. 1930, Gassner G. i Straib W. 1930). Overton
ttumaczy fakt ten przy pomocy swej teorii cukrowej w ten sposob, ze
niska temperatura powoduje zwolnienie tempa przemiany cukrow
oraz oddychania, a nagromadzone cukry powoduja z kolei wzmozona
synteze antocjanow.

Jednakowoz nie okazalo sie, aby zjawisko dodatniego wplywu
niskiej temperatury na tworzenie si¢ antocjanu mialo znaczenie
ogélne. Wyszlo na jaw wiele faktow catkowicie odmiennych, a mia-
nowicie, ze w wielu przypadkach zwyzka temperatury wplywa ko-
rzystnie na synteze antocjanu. Fakty te siwierdzili R. Harder
(1938), G. Floren (1941), iostatnio A. Frey- Wy s-
sling i F. Blank (1943). Ostatni z tych autorow wyra-
7aja poglad, ze rosliny posiadaja pewne optimum temperatury dla
syntezy antocjanu, ktére, byé moze, pokrywa sie z optymalna tem-
peraturg dla calej przemiany materii. Istnieje mozliwos¢, ze optimum
to dla pewnych ro$lin przypada na nizsze, dla innych na wyzsze tem-
peratury.

Dla uzupelnienia niniejszego przegladu badan nad antocjanami
nalezy jeszcze wspomnie¢ o prekursorach antocjanu i ich przemianie
w antocjanine. Powszechne w przyrodzie wystepowanie flawonoli
obok antocjanéw skionilo M iss Wheldale dopostawie-
nia hipotezy, ze flawonole sa prekursorami antocjanow. Hipoteza ta
zostala ogdlnie potwierdzona i przyjeta (R. Willstaetter,
Jonesco St 1922, Noack K. 1922, Harder R.
1938), jednak w nowszych czasach podana w watpliwos¢. Przecza jej
pracc R. Robinsona iprace A. Kozltowskiego
(1935 i 1937), ktory izolowal chromogeny antocjanow i nie stwier-
dzit ich identycznosci z flawonolami. Identyfikowanie antocjanoge-
now z flawonolami R. Robinson (1935)) okresla wrecz jako
»an unfortunate obsession of plant physiologists®.
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W zwiazku z antocjanogenami toczyla si¢ jeszeze jedna dysku-
sja. Chodzilo o to, czy antocjany powstajg ze swych chromogenow
przez redukcje, czy przez utlenienie. Miss Wheldale wr. 1909
(cyt. Kozltowski A 1935) oraz Keeble i Ar m-
strong wr. 1912 (cyt. Frey-Wyssling A. i Blank F.
1943) zauwazyli zwigzek, jaki istnieje miedzy wystepowaniem oksy-
daz w roslinie a tworzeniem sie antocjanu i wyrazili zdanie, ze anto-
cjany powstaja ze swych prekursorow przez utlenienie. Takze M.
Molliard (1909) stwierdzit koniecznosé tlenu dla powstawania
antocjanu. Procesom oksydacyjnym przypisuje rowniez R. C o m-
bes (1911) =zasadnicza role w powstawaniu antocjanu.

Everest wr. 1914ipozniej Willstaetter (cyt.
A. Kozlowski 1935), dzialajgc na flawonole $srodkami redu-
kujacymi, otrzymali z nich czerwone barwiki, ktore Willstae t-
t e r utozsamial z antocjanami. Na tej podstawie oglosit W i 1-
lstaetter swa hipoteze, ze flawonole sa prekursorami anto-
cjanéw i przechodza w nie na drodze redukcji. Teoria ta zostata ogol-
nie przyjeta i potwierdzona (N o a ¢ k K. 1922). Jednak
w ostatnich czasach kwestie podjeto na nowo i przytoczono szereg
argumentow na korzysé teorii oksydacyjnej (Kozltowski A.
1935, Robinson R. 1935, Frey-Wyssling A.
i Blank F. 1943). Ostatnia praca Y. H E d m o n d-
sona i K V. Thimanna (1950) wykazala znaczenie
i posrednictwo miedzi w syntezie antocjanu. Jest bardzo prawdo-
podobne, ze miedZ stanowi tu grupe prostetyczna jakiego$ enzymu,
i nie jest wykluczone, ze enzymem tym jest tyrozynaza lub oksy-
daza polifenolowa.

7 powyzszego przegladu wida¢, jak daleko sg jeszcze fizjolo-
gowie od poznania i zrozumienia fizjologii antocjanéw. W niektérych
kwestiach, jak np. w zagadnieniu antocjanogenow, panuje wrecz
chaos.

Przyczyny tego stanurzeczy K. V. Thimann i Y. H
Edmondson (1949) dopatruja sie w tym, ze antocjany wy-
stepuja w do$é niedogodnych do badania organach roélin: w kwia-
tach, ktore sa utworem nietrwalym i niemozliwym do wyizolowania
i ktorych fizjologia nie jest glebiej poznana. Bardzo wiele prac doty-
czacych antocjanow wykonano na tkankach zielonych — pedach i li-
$ciach. Jednak asymilacja zielonej tkanki stanowi dodatkowa kom-
plikacje przy rozpatrywaniu wynikéw do$wiadczen (np. gdy chodzi
o0 wplyw swiatla).
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Niezwykla wprost wlasciwoscia tkanki winorosli hodowanej in
vitro jest fakt, ze nie zawierajac chlorofilu, w pewnych warunkach
obficie wytwarza antocjan. Poza tym tkanki hodowane in vitro sta-
nowia utwor izolowany i jednorodny pod wzgledem morfelogicznym
i fizjologicznym i z tego wzgledu par excellence nadaja sie jako ma-
terial do rozwiazywania pewnych probleméw fizjologii roslin.

Poznanie warunkéw, w jakich antocjan tworzy sie w izolo-
wanej i bezbarwnej tkance roslinnej, da podstawe do szczegoiowych
badan, ktére moze przyczynia sie do rozwiazania problemu bioge-
nezy tego barwika.

Materiatl

Tkanka Vitis vinifera uzyta jako material w niniejszej pracy
zostala wyizolowana przez G. Morela wr 1944 w Paryzu. Do
Poznania przywio6zt ja w r. 1948 dr J. Czosnowski.

Istniejg trzy odmiany tkanki Vitis vinifera hodowanej in vitro:
normalna, tumor chemiczny i tumor bakteryjny (C z o s n o w-
ski J. 1952 A). Tkanka normalna, uzyta w do$wiadczeniach nad
antocjanem, przedstawia sie jako biala, zbita, bezksztaltna masa,
o nieréwnej, pokrytej protuberancjami powierzchni. Bardzo rzadko
pojawia sie w jakim$ jej miejscu zabarwienie lekko zielonawe (chlo-
rofil) lub rézowe (antocjan).

Jej struktura anatomiczna jest do$¢ zréznicowana. Stanowi
ja zasadnicza tkanka parenchymatyczna, w ktorej roznicuja sie nie-
regularnie rozmieszczone merystematyczne gniazda. Gniazda te roz-
ciagajac sie tworza w tkance pasma przypominajace kambium. Kam-
bium to odklada po jednej stronie elementy drewna (miegkisz i niety-
powe, krotkie naczynia) i po drugiej stronie elementy tyka (wyla-
cznie komorki miekiszu, nie rozniace sie od zasadniczej parenchy-
matycznej tkanki).

Z posrod trzech typow tkanki Vitis vinifera tkanka ,normalna“
jest pod wzgledem anatomicznym i fizjologicznym najbardziej zbli-
zona do ro$liny macierzystej. Zachowuje takze pewnego rodzaju rocz-
ny rytm rozwoju, ktéry obserwujemy od trzech lat, tj. przez caly
czas hodowania tkanki w Zakladzie Botaniki Ogolnej Uniwersytetu
Poznanskiego. Poczawszy od czerwca az do pazdziernika rozwoj tkan-
ki jest bardzo slaby. Od pazdziernika do lutego tkanka rosnie ze éred-
nig intensywnoscia. W okresie od lutego do polowy maja csiaga roz-
woj maksymalny. Ta wlasciwo$¢ tkanki sprawia, ze w roznym czasie
dokonane na niej do$wiadczenia nie sa poréwnywalne. Zmiany wa-
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runkow, najczesciej z optymalnych na sub- lub supra-optymalne, jak
to mialo miejsce w niniejszej pracy, tkanka znosi najlepiej w okresie
dla rozwoju najkorzystniejszym. W innych okresach doswiadczenia
albo w ogoéle sie nie udawaly (pod wplywem zmienionych, nieko-
rzystnych warunkéw tkanka przybierala wyglad niezdrowy i czesto
marniata), albo tez dawaty wyniki nie tak kontrastowe, gdyz roznice
w produkeji antocjanu byty mniejsze. W optymalnym okresie roz-
woju na zmienione warunki hodowli tkanka odpowiadala zmianami
w ilosci produkowanej $wiezej masy, w %o suchej masy, w iloSci an-
tocjanu i ilosci cukru w tkance, zachowujac przy tym zdrowy wy-
glad i bujny rozwoj.

Barwikiem antocjanowym u Vitis vinifera jest oenina (W i 1-
lstaetter R. i Zollinger E. H. 1915). Podstawa
aglukonu oeniny jest delfinidyna, jedng z trzech zasadniczych anto-
cjanidyn, bedaca heksahydroksy-fenylo-benzo--pirylium o wzorze:

oH
Ha OH
OH

OH
OH

Oenina jest dwumetylo-delfinidyno-3-monoglukozydem =
malwidyno-3-monoglukozydem (Robinson R. 1935). Wzor
chlorku oeniny jest nastepujacy:

W celu zidentyfikowania antocjanu tkanki hodowanej in vitro
poréwnano go z chlorkiem oeniny, poniewaz z duzym prawdopodo-
bienstwem nalezalo przypuszcza¢, ze w trakcie hodowli nie nastapity
zmiany w jako$ci barwika. Jako cechy charakterystycznej uzyto
widma absorbeyjnego obydwu barwikow. Oenine w postaci chlorku
wyizolowano z winogron metoda stosowang przez Willstaet-
tera (1915) (opis jej podany jest w rozdziale , Metodyka®). Do
pomiaru uzyto roztworu chlorku oeniny w metanolu z HCI. Przy po-
mocy takiej samej mieszaniny metanolu z HCl wyekstrahowano an-
tocjan z tkanki. pH roztworéw wynosilo 2,2.
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Pomiaru widma dokonano przy pomocy spektrofotometru foto-
elektrycznego typu £ oleman Junior.

Krzywa gestosci optycznej (gestos¢ optyczna = ekstynkcja =
ujemny logarytm z przepuszczalnosci $wiatla) nie jest identyczna dla
obydwu barwikow (fig. 1). Wierzchotek krzywej dla barwika tkanki
jest przesuniety, w stosunku do chlorku oeniny o 15 mp diugosel
fali w kierunku fioletu. )

Jest to spowodowane albo tym, ze bar-
wik tkanki posiada nieco inng strukture niz
oenina, albo tez tym, ze w ekstrakcie barwi-
ka zawarte sa pewne ko-pigmenty, wplywa-
jace na jego spektrum absorbcyjne. Wiado-
mo oddawna, ze barwe roztworu antocjaniny
zmienia obecno$é sladow soli zelaza, alumi-
nium’ i innych metali,. M. T h o m a s
w swym podreczniku ,Plant Physiology*
(London 1947, J. A. Churchil Ltd.) przyta-
cza do$wiadczenia z chlorkiem ceniny G. M.

‘o s00 60 Mmp Ropbinson i R. Robinsona (oglo-

Fig. 1. szone w Biochem. J. 1931, 25, 1687), z kto-

rych wynika, ze takze substancje organiczne

i to m. in. takie, jak pospolicie obecne w soku komérkowym garbniki
i substancje flawonowe, inoga dziala¢ jako ko-pigmenty.

Wysoka absorbcja w okolicy ultrafioletu jest prawdopodobnie
spowodowana obecnosciag barwikow flawonowych w ekstrakcie (por.
Thimann K. V. i Edmondson Y. H. 1949).

s

(=1
=1

gestosc opfyczna (optical dens)
= =]
= -]

=]
L]

=]

Metodyka
1. Hodowla tkanek.

Pozywka zasadnicza, na ktérej hodowano tkanki, posiadala
sklad nastepujacy:

(Basic medium):

~agar 16,00 g
glukoza (glucose) 30,00 g
Ca(NO,), 0,50 g
KNO, 0,25 g
KH,PO, 0,25 g
MgSO, - TH,0 0,25 g

Fe, Mn, J, Ni, Co,
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Ti, Zn, Cu, Be, B $lady * (traces ™)
cysteina (cysteine hydrochloride) 10,0 mg

tiamina (thiamine hydrochloride) 1,0 mg

kw. #-indolo-octowy ( 3-indolylacetic

acid) 0,1 mg

H,O 1000,0 ml

W poszezegoélnych doswiadczeniach pozywka ta byla rozmaicie
modyfikowana.

Hodowle przeprowadzano w probowkach o wymiarach 12 em
di. X 2 em $rednicy dajac do nich po 12 ml pozywki.

Przeszczepien materialu dokonywano co 6 tygodni. Wyszczepien
tkanek na kultury do$wiadczalne dokonywano w ten sam sposob, co
przeszczepien materiatu, z tym tylko, ze wyszczepiano wieksze frag-
menty tkanek. Tkanki wyszczepione w wiekszych fragmentach roz-
wijajg sie lepiej, co jest wazne z tego wzgledu, ze hodowle do$wiad-
czalne odbywaja sie nieraz w warunkach dalekich od optymalnosci.

Probowki zatkniete tamponem z waty owijano jeszcze szczelnie
kapturkiem z celofanu.

Hodowle rozwijaty sie w specjalnym pokoju hodowlanym,
w ktorym utrzymywano stala temperature (20°C) i stalg wilgotnosé
(60%). Szyby okna zasloniete byly matowym, pergaminowym papie-
rem dla ochrony hedowli przed zbyt intensywnym s$wiatlem slo-
necznym.

Dla kazdego doswiadczenia przeprowadzano 12—24 hodowli
rownolegltych. Czas kazdej hodowli wynosit 6 tygodni.

* Zmodyfikowany roztwor mikroelementow wg B er t hel ot a:
(Modified microelements solution after Berthelo t)

H,0 1000,00 ml
Fe,(SO,), 50,00 g
MnSO, . 7H,0 2,00 g
KJ 0,50 g
NiCl, .6 H,0 0,05 g
CoCl, . 6 H,0 005 ¢g
TiSO, 0,20 g
ZnSO, .7H,0 0,10 g
CuSO, .5 H,0 0,05 g
BeSO, .4 H,0 0,10 g
H,BO, 0,05 g
H,SO, c. Wi (d) 1,84 1,00 ml

Na 1 1 pozvwkil bierze sie 0,5 ml powvzszego roztworu.
(0,5 ml of this solution was added to 1 1 of nutrient solution)
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2. Oznaczanie $§wiezej i suchej masy.

Po 6 tygodniach hodowli w danych warunkach doswiadczenia
tkanki wyjmowano z probowek i wazono wszystkie razem. Wage
dzielono przez iloé¢ kultur. Nastepnie tkanki plukano w silnym stru-
mieniu wody wodociagowe]j i obkrawano dla usuniecia z powierzchni
resztek agaru. Kazda tkanke dzielono na dwie czeSci: jedna sluzyla
do oznaczania o suchej masy, druga do oznaczania ilosci antocjanu.

Czes¢ pierwsza wazono, nastepnie umieszczano w szalkach
i wstawiono na 24 h do suszarki o temp 80°C. Po ostudzeniu w eksy-
katorze tkanki powtérnie wazono. Z wynikow obu wazen wyliczano
/0 suchej masy tkanki. Suche tkanki przechowano w eksykatorze
i uzyto do oznaczenia iloSciowego cukrow.

3. Oznaczanie antocjanu.

Cze$¢ druga tkanek rowniez wazono, nastepnie zalewano w moz-
dzierzu 15 ml mieszaniny metanolu z HCI (w stos. 5 : 1), rozcierano,
przenoszono do probowki, mozdzierz plukano jeszcze 5 ml mieszani-
ny CH.,OH -+ HCI i przepluezyny dodawano do wyciggu. Wyciag
wirowano i klarowny ekstrakt zlewano do nowej probowki.

Zawarto$é antocjanu w wyciggu oznaczano kolorymetrycznie
mierzac absorbcje Swiatla przy pomocy kolorymetru fotoelektrycz-
nego Langego. Na zakonczenie mierzono pH wyciggu, postugujac sie
jonometrem, gdyz wszelkie préby zastosowania roztworu buforowe-
go do ekstrahowania barwika zawiodly. Przy zetknieciu z buforem
barwik natychmiast odbarwial sie. Podobnie chlorek oenihy nie roz-
puszczal sie w zadnym z kilku zastosowanych buforow, jakkolwiek
w wodzie destylowanej rozpuszezal sie doskonale.

Pomimo niezgodnos$ci spektrum absorbeyjnego oeniny i barwika
tkanki ilo$¢ antocjanu w tkance wyrazano w mg oeniny. Réznice
bowiem obu spektrow sa niewielkie i mozna przyja¢, ze sg spowodo-
wane obecnoscia w ekstrakeie pewnych ko-pigmentéw. Wynikly stad
blad pomiaréw rowniez jest niewielki i jednakowy dla wszystkich
oznaczen.

Chlorek oeniny wypreparowano metoda R. Willstaette-
ra i E. H Zollingera (1915) w sposob nastepujacy:

Skorki czarnych winogron zalano na przecigg 1 tygodnia
2-krotna iloscia lodowatego kwasu octowego. Przefiltrowany wyciag
zadano 3-krotng iloScia eteru etylowego. Osad, przemyty ! uwolnio-
ny od eteru, rozpuszczano w wodzie z HCl. Przesaczony roztwor za-
dano wodnym roztworem kwasu pikrynowego. Pikrynian ceniny roz-
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puszczono w metanolu z HCl i nastepnie wytracono eterem chlo-
rek oeniny.

pH wyciagéw antocjanowych wahato sie od 1,8 do 2,7. Ponie-
waz absorbcja $wiatla przez antocjan jest silnie zalezna od pH (fig. 2)
(por. Sondheimer E. i Kertesz Z I 1948), przeto
przyrzadzono kilka szeregow roznych stezen oeniny o réznym pH
i zmierzono ich absorbcje w kolorymetrze Langego (fig. 3).
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Fig. 2. Fig. 3.

Z otrzymanych danych wykreslono krzywe absorbcji oeniny dla prze-
dziatu 1,8—2,7 pH w odstepach co 0,2 pH. Z tych krzywych odczy-
tywano ilos¢ barwika w wyciagu i nastepnie przeliczano jana 1 g swie-
zej masy tkanki.

4. Oznaczanie cukrow.

Przy oznaczaniu cukréow zastosowano metode Hagedorna-Jen-
sena, wedlug opisu zawartego w ,,Praktikum po fizjologii rastienii®
Skazkina (1948). Zasada tej metody jest nastepujaca:

K.Fe(CN), w nadmiarze utlenia cukier, przechodzac

w K,Fe(CN),. K,Fe(CN), zostaje usuniete z roztworu przez stracenie
K,Zn,/Fe(CN),/. przy pomocy ZnSO,. Nadmiar K;Fe(CN), utlenia
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w kwasnym roztworze KJ. KJ wydziela J wolny, ktéry miareczkuje-
my tiosiarczanem.

Rozpuszczalne cukry ekstrahowano z suchej i sproszkowanej
tkanki (10—15 mg) przez ogrzewanie z woda w temp. 70°C na lazni
wodnej. Biatka wytracano z wyciagu przez dodatek 5 ml 4,5%
ZnSO, + 3 ml 2%, NaOH.

Probe na cukry redukujace zadawano od razu n/200 roztworem
K,Fe(CN); + Na,CO,, ogrzewano 15" na wrzacej lazni wodnej, na-
stepnie dodawano roztworu ZnSO,, KJ, CH,;COOH i skrobi i mia-
reczkowano n/200 tiosiarczanem sodu. Z ilosci zuzytego tiosiarczanu
odczytywano w tablicach ilo$¢ cukru (jako glukozy).

Probe na polisacharydy rozpuszczalne hydrolizowano, dodajac
do 5 ml wyciggu 0,5 ml HCl] stez. i ogrzewajac na lazni wodnej
w temp .70°C przez8’ (Lehmann O. 1931, Frey-Wyssling
A. i Blank F. 1943). Po zneutralizowaniu proby przy pomocy
NaOH w dalszym ciagu postepowano z nia, jak przy oznaczaniu cu-
krow redukujgcych.

I. WPLYW CUKROW

A. Wazrost i sucha masa tkanki.

Przy dobieraniu stezen cukrow kierowano sie tym, by stezenie
najnizsze nie wywolywalo lub prawie nie wywolywalo produkcji an-
tocjanu, za$ stezenie najwyzsze nie zabijalo tkanki.

/glukoza + fruktoza w stos. 1:1/ oznacza, ze na dane stezenie
skladaja sie po polowie obydwa te cukry. Np. /glukoza + fruktoza/ —
6% oznacza, ze glukozy jest 3% i fruktozy 3%, razem 6%o.

Whioski, jakie nasuwaja sie przy rozpatrywaniu danych tabel-
ki (tabela 1), sa nastepujce:

a) Dzialanie ilosciowe.

1. Wraz ze wzrastajacymi stezeniami cukrow (poczawszy od opty-
malnego, ktérym jest najnizsze z uzytych) maleje produkcja
Swiezej masy (wzrost mg/kult.).

2. W miare wzrostu stezenia cukru wzrasta %o suchej masy, a ma-
leje zawarto$¢ wody w tkance. Jest to przypuszczalnie spowo-
dowane coraz to silniejszg akumulacja cukréow w tkance oraz
stopniowa zwyzka ci$nienia osmotycznego w pozywce, ktore
utrudnia pobieranie wody.
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TABELA 1 — TABLE 1

Pozywka (medium) Tkanka (tissue)
I 1 wzrost v/, suchej sucha masa
0/ r /
. /o cukru | konec. M/ mg/kult. masy mg kult.
Cukier (sugar/ (conc.,/y) (conc., M.) | (growth, |(dry weight,/(dry weight,
mg/cult.) LA mg/cult.)
3 0.165 1620 | 6.8 110
| 6 0,330 725 16,1 116
glukoza (glucose) | |
| 9 0,495 401 30,3 121
12 0,660 430 | 280 120
3 | 0,165 544 10,0 54
6 | 0330 443 16,8 14
fruktoza (fructose) I
9 | 0,495 289 23,6 68
|
12 | 0,660 263 27,9 278
3 0165 1096 | 6,0 66
glukoza |- fruktoza [ |
W Stos. 1%1 6 | 0330 523 204 | 106
e 10D 9 ‘ 0,495 358 260 | 93
12| 0,660 288 | 325 i 93
3 M T —
|
| 6 0,174 690 | 13,5 93
sacharoza (sucrose) | !
i 9 0,261 481 19,1 92
| 12 0,348 374 25,0 93
|

3. Produkcja suchej masy (sucha masa/kult.) jest niezalezna od
stezenia cukru i zawsze jednakowa (w granicach biedu do-
$wiadczenia). Wyjatek stanowia nizsze stezenia fruktozy
(0,165 M), co byé¢ moze spowodowane jest tym, ze stezenie
fruktozy 0,165 M nie jest jeszcze optymalne dla wzrostu tkan-
ki. Roznice we wzroscie tkanki, jakie wychodza, gdy rozpa-
trywaé produkcje $wiezej masy w zaleznosci od stezenia cu-
kru, sa tylko pozorne i wydaja sie polega¢ jedynie na réznicach
w uwodnieniu tkanki.

b) Dzialanie jakosciowe.

Glukoza okazala sie znacznie uzyteczniejsza w odzywianiu tkan-
ki, anizeli fruktoza. Wida¢ to z roznic w produkeji zarowno Swiezej,
jak i suchej masy tkanki.
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Gdy poréwnywaé sacharoze z ekwimolarng iloscig /glukozy
z fruktoza/, uderza jej niekorzystny wplyw na produkcje Swiezej
masy (wzrost). Staje sie to jednak zupelnie zrozumiale, gdy wezmie
sie pod uwage podwojnos¢ czasteczki sacharozy. Gdy si¢ porowna
dzialanie cukrow w ich stezeniach procentowych, wychodzi na jaw
fakt odmienny: korzystniejszy wplyw sacharozy. To zjawisko mozna
uwazaé za wynik korzystniejszego ci$nienia osmotycznego sacharozy,
niz takiej samej wagowo ilo$ci cukrow prostych.

Ze w gruncie rzeczy wzrost na sacharozie jest taki sam, jak na
glukozie z fruktoza, $wiadczy fakt, ze produkecja suchej masy jest
w obydwu przypadkach mniej wiecej taka sama. Z tabelki w punkcie
C okaze sie roOwniez, ze nie ma miedzy tymi cukrami wiekszych roz-
nic w gromadzeniu sacharydéw w soku komoérkowym.

B. Produkcja antocjanu
TABELA 2—TABLE 2

_ Pozywka' (medium) _ Tkanka (tissue)
: u;.rétgga?n antocjan | antocjan
: stez. °/, | stez. M/1 |! il MEE s.m. | pg/kult.
Cukier (sugar) (conc., " U)| (conc., M.) (alighgmgigﬂn;(anthocyanin!(anthocyanin
weight) [rg/g dry w.)‘ g/ cult.
3 0,165 0o | o | 0
! 6 0,330 81 | 539 | 63
glukoza (glucose) | |
9 0,495 645 2129 | 258
R 0,660 896 3266 | 385
' 3 0,165 0 . 0 Ii 0
i 6 0,330 184 1104 82
fruktoza (fructose) | - i
9 : 0,495 404 [ 1697 117
12 | 0,660 686 2470 | 180
7 T
3 0,165 0 0 | 0
glukoza + fruktoza 6 0,330 238 1166 | 124
(glucose  fructose) 9 0,495 587 2231 | 210
12 | 0,660 716 ( 2220 | 206
3 - ~ |
6 0,174 44 326 | 30
sacharoza (sucrose) [
9 0,261 277 1440 133
12 0,348 480 1920 180
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Ilo$¢ antocjanu wzrasta w miare postepujacej koncentracji cu-
kru w pozywce (tabela 2). Poniewaz réwnocze$nie maleje produkeja
$wiezej masy w tkance (zwiazana z ubytkiem wody), zachodzi pytanie,
czy zwiekszona koncentracja antocjanu nie jest poprostu zwiazana
z ogblna koncentracja soku komoérkowego. Gdy rozwazy¢ ilosci anto-
cjanu przypadajace na 1 g suchej masy, (ktoérej produkcja jest nieza-
lezna od stezenia cukru) i na cala kulture, odpowiedz wypada prze-
czgco. Jest oczywiste, ze w miarg wzra-
stajgcego stezenia cukru w pozywce na-

g .
é‘::f. stepuje synteza, a nie tylko proste skon-
[ anljg 8 p .
centrowanie antocjanu. Gdy jednak
4201 z kolei wykresli¢ krzywe zaleznosci

B miedzy produkcjg (antocj./kult.) i kon-

centracjg (antocj./g) antocjanu a wzro-

w0y anl/kult stem tkanki (fig. 4), wida¢, ze krzywa

i koncentracji spada bardziej stromo niz

krzywa produkeji, w zaleznoSci od

o0 <o aw ew 0 mg Wzrostu. Zwykla fizykalna koncentra-

wzrost (growtn)  cja antocjanu w soku komoérkowym jest

wiec rowniez w pewnym stopniu od-

powiedzialna za zwiekszong koncentra-
cje barwika w tkance.

Fig. 4.

Reasumujac, mozna powiedzie¢: Silniejsze stezenia antocjanu
na wzrastajacych stezeniach cukru sg w pewnym stopniu zwigzane
z ,zageszczeniem sie* tkanki, z jej ubozeniem w wode. Drugim, za-
sadniczym czynnikiem jest tu jednak produkecja antocjanu, ktoérej
wysoko$é wzrasta zaleznie od iloéei cukru w pozywece. ’ B 3¢

Poréwnanie jednakowych stezen glukozy i fruktozy w ich wply-
wie na tworzenie sie antocjanu wypada znéw na korzys$é glukozy.

Poréwnanie /glukozy i fruktozy/ z sacharoza daje podobny,
lecz odwrocony wynik, jak przy rozpatrywaniu ich wplywu na wzrost:
gdy wziaé pod uwage roztwory molowe, sacharoza dziala korzystniej,
gdy procentowe — /glukoza + fruktoza/. Czesciowe wytjumaczenie
tych faktow daty analizy cukréw, gromadzonych w tkankach.

C. Gromadzenie cukrow w tkance

Gromadzenie cukru w tkance jest tym wieksze, im silniejsze
jest jego stezenie w pozywece (tabela 3).

Stosunek nagromadzonych monosacharydéw do polisacharydow
nie zalezy od tego, czy w pozywce znajdowal si¢ cukier prosty, czy

2
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TABELA3—TABLE 3

~ Pozywka (medium) e Tkanka (tissue) e
_cukry rozpuszczalne (soluble sugars)
5 0 ; /s §w. m. (in %/, of fresh w.) | w %/, s.m.
. stez., %, | stez,M |W %o Sw.m.(in %, of fr )
cukier (sugar) / (in?/, of
(conc., ". g) (Conc., M) monosach. polisach. razem dr‘;’
{x:]u‘:):l(l)] (polysacch.)| (together) weight)
3 | 0165 13 | 00 | 13 38,4
6 0,330 5,0 0.8 5,8 36,1
glukoza (glucose)
9 0,495 7,2 1,9 9,1 31,1
12 0,660 11,7 2,0 13,7 42,8
3 0,165 2,2 02 | 24 24,7
6 0,330 3,7 0,9 4,6 27,6
fruktoza (fructose)
9 0,495 7.6 1.0 8,6 36,7
12 0,660 8.4 2.2 10,6 38,0
I| 3 0,165 1,6 0,1 1,7 27,3
/glukoza + fru- | 6 0,330 3,2 1,1 43 21,1
ktoza/ (glucose
+ fructose) | 9 0,495 6,2 1.2 7.4 28,4
|
i 12 0,660 11,7 1,8 13,56 38,1
|
| 3 ez —_— e . _—
6 0,174 3,7 0,3 48 31,1
sacharoza (sucrose)
| 9 0,261 6,3 0.5 6,8 35,4
‘ 12 I 0,348 7.4 0,7 8,1 32,3

zlozony. Wprost przeciwnie, ilo$¢ polisacharydéw w przypadku sa-
charozy jest nieco mniejsza, niz w przypadku glukozy i fruktozy.
Pobrany cukier tkanka przechowuje w soku komérkowym w formie
niezaleznej od tej, w jakiej go otrzymala. Fakt ten stwierdzono
pozniej przy wszystkich analizach cukrow, jakie byty robione z okazji
innych doswiadczen. Z tego powodu w dalszym ciggu pracy nie
przedstawiano osobno cukrow prostych i zlozonych, ale laczono je
razem jako cukry rozpuszczalne.

Glukoza powoduje na ogoél silniejsza akumulacje cukrow roz-
puszczalnych anizeli fruktoza. Zastosowanie sacharozy daje rowniez
wieksza ilos¢ cukréw w tkance, niz zastosowanie ekwimolarnego ste-
zenia /glukozy z fruktoza/. Fakt ten latwo wytlumaczyé podwojno-
Scig czasteczki sacharozy, ktéra w komorce zostaje rozbita na dwie



Warunki tworzenia si¢ antocjanu 553

czasteczki cukrow prostych. Sacharoza poréwnana z takim samym
stezeniem procentowym /glukozy z fruktoza/ powoduje jednak stab-
szg akumulacje cukréow niz jej proste komponenty. W tym przypad-
ku glukoza i fruktoza sg widocznie w wiekszych iloSciach pobierane
przez tkanke niz sacharoza, przypuszczalnie ze wzgledu na silniej-
sze ci$nienie osmotyczne, jakie wywieraja.

Ciekawe sa cyfry odnoszace sie do zawartosci cukréw w suchej
masie tkanki. Cyfry te niewiele sie roznig miedzy soba i nie wykazu-
ja zadnej regularnosci. Mozna przyjac¢, ze % cukru w suchej masie
tkanki nie jest zalezny od stezenia cukru, na ktéorym tkanka roénie.
Oczywiscie odnosi sie to tylko do stezen uzytych w niniejszych do-
swiadczeniach. Inne do$wiadczenie, o ktérym bedzie mowa pézniej,
wykazalo, ze "o cukréw rozpuszczalnych w suchej masie tkanki ros-

TABELA 4 — TABLE 4

Pozywka (medium) Tkanka (tissue)
- . | cukier | antocjan i étos.
3 | stez. Y stezz. M |mg/g §w. m.| pg/g $w. m.|ant.: cukier
Culier (suga) |(c0nc.,“,"‘.‘.} (conc., M) [(sugar mg/g/(anthocyanin (ratio
fresh w.) |pg/gfreshw.)anth.: sugar)
3 0,165 13 0 - -
i 0,330 58 817 1:669
glukoza (glucose) |
0,495 91 645 1:141
12 0,660 137 896 1 153
|
| 3 0,165 24 0 —
|
| 6 0,330 46 184 1:252
fruktoza (fructose) ]
| 9 0,495 86 | 404 E 1:214
! 12 | 0660 106 | 68 | 1:154
|3 0,165 17 | o | -
(glukoza + | | ; |
fruktoza/ 6 ‘ 0,330 43 | 238 1:181
(glucose - | f .
fructose) I 9 . 0,495 74 5 587 1:126
12 | 0,660 135 | 716 | 1:188
| | | |
s | - - A
i 6 0,174 40 44 1:910
sacharoza (sucrose) | |
| 9 | 0,261 68 i 277 | 1:244
| [ |
12| 0,348 81 | 480 | 1:168
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nie w miare zwiekszajacych sie stezen cukru w pozywce az do stezenia
optymalnego dla wzrostu tkanki. Poczawszy od tego stezenia, dalsze
gromadzenie cukrow w suchej masie tkanki nie nastepuje.

D. Ilosé cukrow w tkance a ilo$¢ antocjanu

Ogdlnie mozna powiedzie¢, ze ilo§¢ antocjanu wzrasta wraz ze
wzrastajaca zawartoscia cukrow w tkance (tabela 4). Fakt ten, na
pierwszy rzut oka, przemawialby na korzys¢ teorii Overtona o bez-
posrednim i $cistym zwiazku miedzy iloscia cukru w tkance a ilo-
$cig antocjanu. Dokladna ilosciowa analiza wynikow nie pozwala jed-
nak na tak prostg ich interpretacje.

1. Nawet w odniesieniu do $wiezej masy tkanki stosunek ,,an-
tocjan: cukier jest do$¢ niestaly i nieregularny. Na ogo6t mozna po-
wiedzieé, ze dla wzrastajacych koncentracji cukru w tkance stop-
niowo maleje, bardzo czesto jednak, dla jednakowych koncentracji
cukru w tkance, wykazuje duze roznice (p. tabela 4).

2. Odniesienie ilo$ci cukréw i antocjanu do suchej masy tkan-
ki wykazalo, ze podczas gdy ilosci antocjanu rosna, iloSci cukru nie
pozostaja z nimi w zadnej proporcji i prawie si¢ nie zmieniajg (ta-
bela 5).

TABELA 5 — TABLE 5

Pozywka (medium) Tkanka (tissue)
stez.. M antocjan, mg/g s. m. | cukier, mg/'g s. m.
Cukier (sugar) lcoff:u‘:“ M) (anthocyanin, mg/'g (sugar, mg'g dry
* dry w.) weight)
\ 0,165 0,00 '; 384
' 0,330 0,54 ’ 361
glukoza (glucose)
| 0,495 2,13 311
| os60° 3,27 , 428
| 0,165 0,00 247
0,330 1,10 276
fruktoza (fructose)
| 0,495 1,70 367
0,660 2,47 380
]
‘ 0,174 0,33 i 311
|
sacharoza (sucrose) ‘ 0,261 1,44 354
| 0,348 1,92 ' 323/
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3. Ciekawym problemem sa réznice pomiedzy sacharoza i /glu-
koza z fruktoza/. Okazuje sie, ze nawet rozmaite nagromadzanie cu-
kru w tkance nie jest w pelni odpowiedzialne za roznice w tworze-
niu sie antocjanu w tkankach hodowanych na tych cukrach. Ilustruje
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to wykres (fig. 5). Takie same ilosci cukru w tkance, hodowanej na
sacharozie, ida w parze z mniejszymi ilosciami antocjanu niz w tkan-
ce hodowanej na /glukozie z fruktoza/. Poniewaz tkanki hodowane
byly poza tym w jednakowych warunkach, powodow tych réznic na-
lezy szuka¢ w samych cukrach. Sacharoza rézni sie od glukozy i fruk-
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tozy podwojnoscia swej czasteczki i w zwiazku z tym stabszym cis-
nieniem osmotycznym. Drugi wykres (fig. 6) przedstawia zaleznosc
miedzy ci$nieniem osmotycznym wywieranym przez cukier w po-
zywce a iloscig antocjanu w tkance. Stosunki tu przedstawiaja sie
odwrotnie, niz na wykresie poprzednim: to samo ciSnienie osmotycz-
ne w przypadku sacharozy wplywa korzystniej na ilos¢ antocjanu
niz w przypadku glukozy z fruktoza.

Poniewaz tkanki hodowane na roznych cukrach réznia sie mie-
dzy sobg takze uwodnieniem, a rozpuszczalne cukry i antocjan znaj-
duja sie wlasnie w soku komérkowym, przeto ilo$ci cukrow i antocja-
nu przeliczono jeszcze na zawartos¢ wody w tkance, co mniej wiece]
réowna sie odniesieniu tych substancji do soku komoérkowego (ta-

bela 6).
TABELA 6 — TABLE 6

Pozywka (medium) Tkanka (tissue)
- antocjan
g stez. %/, ol cukier, "/, H.0| w mg"/, H.,0
Cukier (sugar) | (conc. o) H,0% (sugar, °/, H;0)| (anthocyanin
| mg’, H0)
3 90 1,8 l 0
glukoza +
fruktoza 6 83 5,2 29
(glucose -
fructose) { B 8 B, | L
g 12 72 18,8 : 99
i 3 sy . .
| |
| 6 87 4.6 ! 5
sacharoza (sucrose) l '
9 81 8,3 5 34
12 75 10,0 | 64

Krzywe wykreslone na podstawie tych danych maja wyglad po-
dobny do poprzednich (fig. 7—S8).

Wydaje sie wiec, ze dzialanie wzrastajacych stezen cukrow na
synteze antocjanu mozna przypisa¢ dwom czynnikom: zwigkszone-
mu ci$nieniu osmotycznemu wywieranemu na tkanke oraz groma-
dzeniu sie w tkance duzych ilosci cukréow rozpuszczalnych.

Kwestia ciSnienia osmotycznego zostanie jeszcze poruszona
w nastepnym rozdziale pracy.

II. WPLYW CISNIENIA OSMOTYCZNEGO

W zwiazku z dzialaniem wzrastajacych stezen cukréw na pro-
dukeje antocjanu wykonano rowniez kilka doswiadczen nad wply-
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wem ci$nienia osmotycznego. Wysokosé ci$nienia regulowano przez
dodatek do pozywki réznych ilosci NaCl. Obydwa jony chlorku so-
dowego nie wchodzg w sktad roztworu Knopa i nie posiadaja specjal-
nego znaczenia w metabolizmie. Ich dodatek do pozywki przypusz-
czalnie nie powoduje wiekszych zmian w odzywianiu tkanki.
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TABELA 7 — TABLE 7

Pozywka (medium) Tkanka (tissue)
- w_z;c_)st,- | 9/, suchej |sucha masa
sacharoza, Y/, konc. NaCl mg/kult. | masy mg kult.
(sucrose conc., /) ‘ (NaCl conc.) (growth, (dry weight, (dry weight
| mg/cult.) | % mg/cult.)
| 000 M ! .
P = 0 atm. 690 | 13,5 93
6 , ._
| oo . 462 | 178 82
P = 4,4 atm. N ’ ' |
0,10 M 402 16,4 66
P = 4 atm.
0,00 M s !
P = O #ii. 425 ‘ 21,1 | 90
9 i
B s Al 33 194 | 65
P = 6,6 atm. - : i I
0,10 M 338 | 18,2 61
P = 4 atm. [

Podobnie jak cukier w supraoptymalnym stezeniu, NaCl ha-
muje wzrost tkanki, natomiast w przeciwienstwie do cukru hamuje
takze produkcje suchej masy (tabela 7).

Bardzo interesujaco przedstawia sie wplyw NaCl-u na pro-
dukcje antocjanu (tabela 8):

TABELA 8 — TABLE 8

Pozywka (medium) Tkanka (tissue
sacharoza %/, kone. NaCl ant., pg/g Sw. M-[ ant., pg/kult. ant., pg/g s. m.
(sucr. “/y) (NaCl conc.) (anth., pg/g | np g/cult)| (@nth. pg/g
* il ; fresh w.) » P ) dry w.)
8 i
! 0,00 M 44 30 326
6 ! 0,05 M 280 129 | 1573
i 0,10 M 128 54 780
! 0,00 M 315 134 | 1480
9 | 0,056 M 503 168 | 2620
i 0,10 M 229 7 | 1620

NaCl w stez. 0,050 M wzmaga silnie produkecje antocjanu. Przy
stez. 0,10 M ilo$¢ antocjanu znéw spada, jednak spadek ten z duzym
prawdopodobienstwem mozna przypisa¢ toksycznemu dziataniu zbyt
duzych ilosci chlorku sodu. Swiadezy o tym niezbyt zdrowy wyglad
tkanek na tym stezeniu oraz to, ze na stezeniu 0,20 M wiekszosé tka-
nek w ogoéle obumarta.
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Bardzo interesujaco wypadio zestawienie wplywu sacharozy
z wplywem sacharozy -+ NaCl (fig. 9). NaCl w stez. 0,05 M posiada
taki sam wplyw na tworzenie sie antocjanu, jak dodatek sacharozy
w ilosci wywierajacej takie samo ci$nienie osmotyczne. Kvzywe ,,cis-
nienie osmotyczne — ilo$¢ anocjanu‘ od zera az do NaCl 0,05 M bieg-
na rownolegle z krzywa dla sacharozy. Pozniejszy ich spadek, jak
byla mowa poprzednio, zostal przypisany szkodliwemu dziataniu nad-
miaru NaCl.

ant
49q
m B

500 1

) Scox) +Nall

\
Sr6%) +Nall

P atm
Fig. 9.

Wykonane analizy nie pozwolily sprowadzi¢ wplywu chlorku

sodowego do wplywu zwiekszonej ilosci cukru w tkance. Wypadtly one
nastepujaco (tabela 9):

TABELASS—-TABLE9

Pozywka (medium) _ ) Tkanka (tissue)

B L =
sach., ?/, Kone. NaCl s;i:rl.t Or?.a::lriltif- S.::VUkriﬁr (r;ugégr i stos. ant.: cukier
(sucr., %) (NaCl conc.) c¢yanin pg/g e g (ratio anth.: sugar)

fresh w.) mg/g fresh w.):
|
! 0,00 M 44 | 40 1:907
6 0,05 M 280 5 39 1:139
0,10 M 128 29 1:225
0,00 M 315 | .+ 58 1:183
9 0,056 M 503 66 1:131
0,10 M 229 69 1:301
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Wzrastajagcym ilosciom antocjanu nie odpowiada wzrost ilosci
cukru w tkance. Stosunek ,,antocjan : cukier* dla NaCl 0,05 M ma-
leje, by pézniej dla supra-optymalnych ilosci NaCl znoéw silnie wzros-
naé. Wplyw ci$nienia osmotycznego na produkcje antocjanu nie idzie
wiec poprzez zwiekszong akumulacje cukrow w tkance. Brak doklad-
nych badan nie pozwala jeszcze nic powiedzie¢ o mechanizmie jego
dzialania. Prawdopodobnie nie jest on takze zwigzany z trudnosciami
w pobieraniu wody przez tkanke, na co wskazuja doSwiadczenia nad
wplywem wilgotnosci, ktérych wyniki przedstawione sa w rozdziale
nastepnym.

III. WPLYW WILGOTNOSCI

Stowo wilgotno$é oznacza tutaj stopien latwosci, z jaka podio-
ze oddaje tkance koloidowo zwigzana wode. W doswiadczeniach ni-
niejszych wilgotnosé¢ pozywki regulowano przez dodawanie do niej
rozmaitych ilosci agaru.

Wyniki dos§wiadczen zebrane sa w ponizszej tabelce (tabela 10):

TABELA 10—TABLE 10

Pozywka (medium) B Tkanka (tissue) o
sach., %/, agar, 9, l:rgz{glsﬁ | sucha m., %/, | antocjan pg'g sw :\l:rk:sr{smugg
(auer, 0.0)1 coﬁ:%a 1‘: o) (growth | wefglff” ‘o) Txg(gn;p£:g3£1P mg/g fresh

| mg/cult.) | w.)

|

1,0 665 12,8 | 44 37

1,5 554 10,1 62 34

6 20 a40 | 123 | 52 45

2,5 397 | 9,6 j 46 28

3,0 342 89 | &lady (traces) 27

1,0 425 21,1 315 58

1,5 361 18,7 270 58

9 2,0 295 16,0 320 50

| 2,5 295 174 344 b4

i 3,0 268 15,7 285 49

Wraz ze wzrastajacym stezeniem agaru maleje produkcja Swie-
zej masy i %o suchej masy oraz w zwiazku z tym i produkcja suchej
masy tkanki. Trudnosciom w pobieraniu wody towarzyszy ostabie-
nie pobierania sktadnikéw odzywczych pozywki, stad ogolne zaha-
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mowanie wzrostu tkanki. Ilos¢ antocjanu i cukru poczatkowo nie
zmienia sie, a przy najwyzszym stezeniu agaru (3%0) nieco maleje.

‘Wynika z tego, ze wilgotno$é pozywki nie ma wplywu na pro-
dukcje antocjanu.

IV. Wp{yw Swiattla

Hodowle ,,na $wietle* staly w pelnym S$wietle dziennym, ho-
dowle ,,w ciemnose¢i® byly okryte kapturem z czarnego papieru.

TABELA 11 -TABLE 11

__Srodowisko (medium) | Tkanka (tissue)

h. 0/ Eocfetiani wzrost mg 'kult.| sucha ma- | sucha masa
(sac o Jo ('{l)l\wn? etr}m) (growth sa, "/, (dry | mg/kult. (dry
SUCTS 1o LEUIIREOT mg/cult.) weight, /) weight mg/cult.)

i
9 ciemnos$é (darkness) 745 | 18,5 r138,5
Swiatlo (light) 538 | 21,6 | 116,0
! - |
5 | ciemno$é (darkness) 434 - 23,8 103,2
swiatlo (light) 385 | 26,2 100,8
| |

Swiatto wpiywa hamujaco na wzrost tkanki i nieznacznie takze
obniza zawartos¢ wody w niej (tabela 11). Natomiast synteza anto-
cjanu wzmaga sie na $wietle bardzo znacznie (tabela 12).

TABELA 12—-TABLE 12

______ Srodowisl_u_)_ __(mt_e(_:_liu_m}___ ] . _ Tkanka (tissue)

antocjan pg'g |antocjan pg/| antocjan pg'g
sach., ?/, oswietlenie Sw. m. (antho- |{kult. (antho-; s. m. (antho-
(sucr., %/;) (illumination) cyanin pg'g cyanin cyanin pg/g

fresh w.) pg/cult.) dry w.)

9 ciemnosé (darkness) 125 94 I'- 678

Swiatlo (light) 386 208 1790

i | ciemnosé (darkness) 229 . 99 ‘ 962

| $wiatlo (light) 627 | 242 | 2410
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Poniewaz poprzednio wykazano wplyw cukréw na tworzenie
sie antocjanu, interesujacym bedzie stwierdzenie, jak zachowujg sie
ilosci cukréw w tkance hodowanej w ciemnosci i na Swietle (ta-
bela 13).

TABELA 13—TABLE 13

____ Srodowisko (medium) - __ Tkanka (tissue)
antocjan pg/g | cukier mg'g . .
sach., 9, oswietlenie $w. m. (antho- [§w.m. (sugar st(::é?ir;t.é;;}tlf{er
(sucr., %) | (illumination) cyanin pg/g mg'g sugar) -
| fresh w.) fresh w.)
g ciemno$¢ (darkness) 126 67 | 1:531
$wiatto (light) 386 93 ‘ 1:241
19 ciemnoé¢ (darkness) 229 80 1:350
$wiatto (light) 627 94 ‘ 1:149

Wyniki tabelki dadza sie stre$ci¢ nastepujgco: Tkanki rosnace
na $wietle zawieraja nieco wyzsze ilosci cukréw rozpuszczalnych niz
rosngce w ciemnosci. Roznicom tym jednak w zadnym przypadku nie
mozna przypisa¢ roli czynika decydujacego o ogromnie wzmozonej
syntezie antocjanu na $wietle. Swiadczy o tym stosunek antocjanu
do cukru, ktéory w ciemnosei jest znacznie nizszy niz na $wietle. Tak
wiec na danym stezeniu cukru wplyw $wiatla jest niezalezny od dzia-
lania sacharydow. W lancuchu przemian prowadzacych do syntezy
antocjanu znajduje sie z pewnoscig jaka$ reakcja fotochemiczna.

V. Wptyw niskiej temperatury

Doswiadczenia nad wplywem niskiej temperatury zostaly prze-
prowadzone z braku odpowiednich urzadzen w sposob dos$é¢ prymi-
tywny. Poniewaz wielu autoréow stwierdzilo dodatni wplyw niskiej
temperatury (niska temperatura w nocy w polaczeniu z intensyw-
nym o$wietleniem we dnie) na tworzenie sie w roslinach antocjanu,
przeto w celu sprawdzenia tych spostrzezen dla tkanki Vitis vinifera
wstawiano jej hodowle co 3-3 noc do lodowki o temp. +4"C. Tkanki
hodowane stale w temp. normalnej (+20°C) stuzyly za kontrole.

Dane zawarte w tabelce (tabela 14) wskazuja, ze w warunkach
niniejszego doswiadczenia niska temperatura nie posiada wplywu
na synteze antocjanu.
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TABELA 14 - TABLE 14

Srodowisko (medium) Tkanka (tissue)

. | te futa wzrost sucha_masa anto.CJan | (I:uk,ler
sacharozﬁa} o | (t(éxgzgtﬁge) mg kult. | .y pg'g $w. m.mg'g $w. m.
(sucr. ") | o (growth |(dry weight | (anthocyan. (sugar

mg/cult.) o) pg'g fr. w.) img/g fr. w.}
' !
20° 339 | 22,1 405 60
9
lg" hl 7220°h 359 21,3 444 65

VIL. Wpltyw azotu

Doswiadczenia nad wplywem azotu zostaly niestety przepro-
wadzone w okresie niekorzystnym dla rozwoju tkanki, mianowicie
w czasie 15.6.—27.7. Dla pracy wynikla stad wielka szkoda, gdyz
wlasnie to zagadnienie daloby sie w duzej mierze wyswietli¢ przy
pomocy metody hodowli tkanek. Wplyw azotu, niewatpliwie posredni
i wigzany dotychczas z przemiang cukrowcowa w roslinie (Czar t-
kowski A. 1914, Gassner G. i Straib W. 1937)
musi zosta¢ zbadany w warunkach statych ilo$ci cukréow w Srodo-
wisku i tkankach. Te mozliwo$é¢ daje bezbarwna tkanka ro$linna ho-
dowana in vitro. _

Brak azotu w pozywce uzyskano przez czeSciowe lub zupelne
zastapienie w roztworze Knopa Ca(NO;), — przy pomocy CaCl,,
a KNO, — przy pomocy KCl. Nadmiar azotu uzyskano przez doda-
tek do pozywki NaNO,.

TABELA 15-TABLE 15

Pozywka (medium) ] Tkanka (tissue)
| | | |
| |
| | antocjan | cukier mg'g
sach., %/, N.O; kw]ztr(:str n‘ﬁh! susha(g}asa,i pg/g $w. m. §w. m. (su-
{sucr., /) M1 ult. (g (;l} | we? ht X.) (anthocyanin, gar mg/g
mg/cult. i 18 O luglg fr. w.) | fr. w.)
| i
i 0,0000 309 12,9 421 43
6 0,0018 370 15,6 263 | 4,5
0,0037 330 | 156 291 | 4,2
|
0.0037 273 21,0 a0 | 64
9 | 0,0055 369 22,6 437 7,4
0,0073 364 200 | 260 | 438
|
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Wyniki do$wiadczenia (tabela 15), aczkolwiek niezbyt kontra-
stowe i regularne, pozostaja w zgodzie z obserwacjami innych auto-
row: brak azotu wptywa korzystnie, a jego nadmiar niekorzystnie na
synteze antocjanu. Zwiazek tego zjawiska z iloscig cukru w tkance nie
zostal potwierdzony przez wyniki analiz. Natomiast wydaje sie, ze
wzrost ilosci azotu w pozywce wplywa korzystnie na wzrost tkanki.

VII. Wplyw pory roku

O wplywie pory roku na wzrost i produkcje antocjanu w tkance
byla juz mowa w rozdziale ,,Material“. Dla zilustrowania tego wply-
wu posluzy zestawienie wynikéw dwoch identycznych doswiadczen
przeprowadzonych w réznych miesigcach (jedno marzec—kwiecien,
drugie — czerwiec—lipiec) (tabela 16).

TABELA 16—TABLE 16

sach. %, w G wzrost mg/  suchz masa, :;tercgaaljlxt%;g_ ?\in?_; n(lfuf_;
poz. (suer. (time) kult.{growth] “,-"_n (dry cz:rani.n ngle ga{r mgg
0/y in med) mg/cult) | weight, °/;) | fe 5 fr. .|

6 OLIIL | 690 13,5 44 40

9 ; 481 19,1 277 | 68

12 ov. | 374, 25,0 480 | 81

6 | 15.VL. 330 15,6 | 291 41

9 280 16,3 | 296 49

12 27.VIL 228 17,4 | 447 55

W okresie wiosennym tkanka odznacza sie lepszym wzrostem,
wyzszym %o suchej masy i wyzszg iloScig cukréw rozpuszczalnych
w tkance, anizeli w okresie letnim. Ilos¢ produkowanego antocjanu
jest mniej wiecej taka sama. Natomiast pod kazdym wzgledem tkan-
ka wiosenna jest czulsza na zmiany $rodowiska i odpowiada na nie
wiekszymi réznicami we wzroscie, %o suchej masy, iloéci cukrow
i antocjanu.

Produkcja antocjanu a wzrost tkanki

Przy rozpatrywaniu wplywu réznych czynnikéw na produkcje
antocjanu uderza jedno stale sie powtarzajace zjawisko: Ze wzmo-
zona synteza antocjanu idzie zawsze w parze z zahamowaniem wzro-
stu tkanki (ilosci produkowanej $wiezej masy).
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Jeszeze jedno przypadkowe lecz bardzo ciekawe spostrzezenie
mozna tutaj dorzucié. Przy okazji do$wiadczen nad wplywem cukru
chciano takze zbadaé¢ wplyw maltozy, ktérej brak usilowano zasta-
pié diastazowym hydrolizatem skrobi. Zwykla handlowa maczke
ziemniaczang podano hydrolizie przy pomocy diastazy, nastepnie
hydrolizat zageszczono przez odparowanie i w koncu oznaczono
w nim metoda Bertranda ilo$¢ maltozy. Wzrost tkanki na hydroli-
zacie byl nadzwyczajny. Jest on przedstawiony i1 poréwnany ze

mg
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wzrost tkanki (tissve growth)
) o S
§ § 8

3
2
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Fig. 10.

wzrostem na sacharozie na wykresie (fig. 10). Co jest jednak ciekaw-
sze, w tkankach na hydrolizacie skrobiowym, niezaleznie od jego ste-
zenia, nie bylto nawet $§ladu antocjanu, podczas
gdy na sacharozie antocjan pojawial sie normalnie! Trudno powie-
dzieé¢, co bylo powodem takiego zachowania sie tkanki na hydroli-
zacie, jakie substancje byly za nie odpowiedzialne. Nie sg nimi w kaz-
dym razie substancje wzrostowe, o czym S$wiadczy ostatnia praca
Czosnowskiego (1952 B) nad wplywem witamin na kilka
tkanek m.in. Vitis vinifera. Silny wzrost na hydrolizacie jest z pew-
no$cia spowodowany obecno$cia w nim jakich$ korzystnych sub-
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stancji plastycznych, a brak antocjanu — by¢ moze — ze duza iloscia
fosforu, co do ktorego istnieja dane, ze wplywa — podobnie jak
azot — ujemnie na produkcje antocjanu (Reinhold J.
i Kochs 1935) oraz zmniejszong iloscig cukrow w tkance, co
wykazaly analizy (tabela 17).

TABELA 17--TABLE 17

— Pozywka (medium) ~ Tkanka (tissue)
cukier stez., %, cukier, mg/g s. m. (sugar, mg'g dry
(sugar) (conc., %/,) weight)

0,5 5

2 12

sacharoza (sucrose) 6 31

9 27

12 31

0,5 6

2 6

Hydrolizat skrobi (starch 6 10

hydrolizate) 9 16

_[ 12 11

| 15 13

Jeszeze jedno dodatkowe spostrzezenie nalezy tu dodaé: ilosé
cukru przypadajaca na gram suchej masy wzrasta do chwili, gdy
stezenie cukru w pozywce osiagnie poziom optymalny dla wzrostu
tkanki. Poczawszy od tego punktu,-ilo$¢ cukru odniesiona do suchej
masy nie zmienia si¢ w przypadku sacharozy (por. ,,Wplyw cu-
krow* p. C), a nieznacznie maleje w przypadku hydrolizatu skrobi.

Dyskusja

Przedstawione w pracy wyniki nie stojg na ogol w sprzecznosci
z badaniami innych autoréw lat ostatnich. Odnosi si¢ to w szczegdl-
nosci do niedawnej pracy Frey-Wysslinga i Blanka
(1943). Autorzy ci stwierdzili ogélng proporcjonalno$é miedzy an-
tocjanem a zawartoScia cukréw rozpuszezalnych w roélinie, jednak
bez stalego stosunku miedzy antocjanem a cukrem (stos. ant.: cukier).
Wypowiadaja oni poglad, ze jezeli w ogdle istnieje jaki§ zwiazek
migdzy cukrami a antocjanami, to tylko tak posredni, jak np. sztucz-
ny dodatek cukru — wzmozona przemiana materii — wzmozona
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produkcja antocjanu. W tkance winorosli synteza antocjanu zaczyna
sie, gdy stezenie cukru w tkance osiggnie pewne minimum, i wow-
czas stosunek ,,antocjan : cukier® jest niezwykle maty. Pézniej rap-
townie wzrasta, a dalej staje sie dosé¢ nieregularny, cho¢ z grubsza
moznaby powiedzie¢, ze w dalszym ciggu nastepuje jego stopniowy
wzrost. Jednak nawet dla jednakowych ilosei cukru w tkance sto-
sunek ,,antocjan : cukier® w réznych kulturach nie jest staty i wyka-
zuje dosé duze roznice. Zjawisko to jest jeszeze znacznie bardziej ude-
rzajace w przypadku, gdy inny czynnik, nie cukier, wzmaga synteze
antocjanu. Woweczas stosunek ,antocjan : cukierf‘ tak . wzrasta, ze
w zadnym razie wplyw tego czynnika nie idzie poprzez akumulacje
cukru w tkance. Najciekawszym z tych czynnikow jest ci$nienie
osmotyczne. E. O verton (1899), gdy wykonywal swe kla-
syczne doswiadezenia nad wplywem cukrow, nie omieszkal dla kon-
troli zbada¢ wplywu roztworéw NaCl, NaNO,, K.,SO, i in. o izoto-
nicznym ci$nieniu z roztworami cukréw. Otrzymat z nimi wynik ne-
gatywny. Dla wywolania antocjanu w roslinach O verton uzy-
wal roztworéow cukrow 2—5%. Ilo$¢ ta wystarczala dla zapewnienia
supra-optymalnego stezenia cukru w zielonej tkance asymilujacej
rosliny. Natomiast nie wiadomo, czy izotoniczne z roztworem cukru
stezenie soli mineralnych wystarczalo, by spowodowaé¢ pojawienie
sie antocjanu. Z drugiej strony silne stezenia soli dzialaja na tkanke
toksycznie. Dla sprawdzenia nalezaloby powtoérzyé doswiadczenia
Overtona w sposob podobny do doswiadezen z tkanka Vitis
vinifera, dajac stezenie cukru znajdujace sie tuz przed progiem wy-
wolujacym pojawienie sie antocjanu i dodajac nastepnie soli mine-
ralnych do roztworu.

7 obserwacji w naturze znane sa fakty, ze susza wzmaga ilos¢
antocjanu w roélinie (Gertz O. 1907, Zanker J. 1930).
Tlumaczono te fakty w sposob czysto spekulatywny, ze brak soli mi-
neralnych ostabia synteze bialek, co z kolei powoduje gromadzenie
sie cukrow i wzmozonag synteze antocjanu. Ilosciowe badania za-
warte w niniejszej pracy wykazuja jednak, ze wysokie ci$nienie
osmotyczne nie wzmaga akumulacji cukréow w tkance, a nadmiar
azotu nie ostabia jej, jakkolwiek obydwa te czynniki wplywaja na
ilo$¢ antocjanu.

Niestety, fakty te nie tylko nie pozwalaja na lepsze wytluma-
czenie mechanizmu dzialania réznych czynnikéw na proces powsta-
wania antocjanu, ale sprawe komplikuja jeszcze bardziej.

Uzyskane w pracy niniejszej wyniki pozwalaja jedynie na
sformulowanie zupelnie ogélnych wnioskéw. Stosunkowo wysoka

3
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koncentracja cukréw rozpuszczalnych w tkance wydaje sie by¢ wa-
runkiem sine qua non syntezy antocjanu. Moze to by¢ zwigzane ze
stosunkowo mala aktywnos$cig powierzchni jednego z enzymoéw syn-
tezy antocjanu i potrzeba duzej koncentracji cukru, by zaczela ona
dzialaé. Po uzyskaniu przez cukier pewnego progowego poziomu kon-
centracji, synteza antocjanu moze by¢ wywotana lub wzmozona takze
przez inne czynniki, np. czynniki zewnetrzne natury fizykalnej. Wia-
domo, ze fizykalna organizacja plazmy kieruje metabolizmem i przy
tej samej iloéci substratu przebieg reakcji moze wykazywa¢ roznice
ilosciowe i jakoéciowe. Po tej drodze moglby dziala¢ czynnik
cisnienia osmotycznego. Podobnie ogélne zjawisko powiazania pro-
dukeji antocjanu z oslabieniem wzrostu tkanki moznaby wyttuma-
czy¢é znanym faktem, ze nienormalne, niekorzystne warunki mogg ha-
mowa¢ lub sprzyjaé dzialalnosci jakiego$ enzymu wzgl. systemu en-
zymatycznego i w ten spos6b skierowywac tancuch przemian w ko-
morce na nowa droge.

Problem biogenezy antocjanu wymaga dokladnych fizjologicz-
no-chemicznych badan, ktére pozwolg przesledzi¢ ten proces od czg-
steczki barwika do czasteczki cukru, od ktérego wszystko sie w ro-
$linie zaczyna. Poczatek takim badaniom dala ostatnia praca
Y. H Edmondsona i K. V. Thimanna (1950)
nad rolag miedzi w biosyntezie antocjanu. Jednorodna, bezbarwna
tkanka Vitis vinifera, dla ktérej zostaly poznane warunki powstawa-
nia antocjanowego barwika, moze odegra¢ w podobnych badaniach
doniosla role.

Jeden fakt zostal juz przy jej pomocy w prosty sposob stwier-
dzony: Do ostatnich czaséw nie mozna bylo rozstrzygna¢ (T h i-
mann K. V. i Edmondson Y. H. 1949), czy proces
syntezy antocjanu jest sam reakcja fotochemiczna, czy tez zalezy od
$wiatla poprzez zapotrzebowanie na produkty fotosyntezy. Wybitna
zalezno$é produkeji antocjanu od $wiatla w bezbarwnej tkance wy-
kazuje, ze zachodzi tu pierwsza z mozliwosci: w procesie biogenezy
antocjanu znajduje sie reakcja fotochemiczna.

Prace niniejsza wykonalam w Zakladzie Botaniki Ogoélnej Uniwersy-
tetu Poznanskiego. Panu prof. dr F. Gérskiemu, kierownikowi Zakladu Fizjo-
logii Roélin U. J., oraz panu dr J. Czosnowskiemu, kierownikowi Zakladu Bo-
taniki Ogélnej U. P., pragne wyrazi¢ wdziecznos¢ za wielka zyczliwose i cenne
wskazowki w trakcie wykonywania pracy.
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SUMMARY

1. Introduction. The physiology of anthocyanin pigments have
been subjected to very numerous investigations, nevertheless, both
the biogenesis and the role these substances play in the metabolism
and life of plants remain unknown. This paper represents an essay
for using the method of plant tissue culture for experiments on the
biogenesis of anthocyanins. A vine shoot tissue cultivated in vitro
posesses a peculiar quality: it contains no chlorophyll and in some
conditions it forms anthocyanin pigments in large quantities. Mo-
reover, the plant tissues cultivated in vitro represent an isolated,
morphologically and physiologically homogenous forme. For this
reasen they have proved suitable for several physiological investi-
gations. The knowledge of the conitions in which the anthocyanin
formation occurs in an isolated and colourless plant tissue, will form
a basis for detailed investigations which, may be, will contribute
to the solution of the problem of the biogenesis of this pigment.

2. Material. The ,healthy" (Czosnowski J. 1952 A)
tissue of Vitis vinifera, used as experimental material for this work,
has been isolated by G. Morel in 1944 in Paris. It appears as
a white, compact, shapeless mass with a rough and protuberancious
surface. The anthocyanin pigment in Vitis vinifera is oenin (Wi 1-
lstaetter R. and Zollinger E. H. 1915 — a di-
methyl-delphinidin-3-monoglucoside (R o bin s on R. 1935).
For the identification of the anthocyanin pigment in the cultivated
tissue its absorpfion spectrum was compared with the absorption
spectrum of oenin chloride, prepared form grapes by the method
applied by Willstaetter and Zollinger (1915). Oenin
chloride diluted in methyl alcohol with HCl was used for measure-
ments. The tissue pigment was also extracted with methyl alcohol
+ HCIL pH of both solutions was 2,2. The absorption spectrum is
determined with a Coleman Junior photoelectric spectrophotometer.
The absorption spectra of two pigments are not identical (fig. 1j. The
optical density curve for tissue pigment in comparison with oenin
chloride has its peak shifted 15mp.towards the blue end of the spec-
trum. This fact indicates either that it has a different molecular
structure or that the extract contains some co-pigments which alter
its absorption spectrum (see G. M. Robinson and R. Ro-
binson, Biochem. J. 1931, 25, 1687). The high absorption in the
near utltraviolet is probably due to accompanying flavone pigments
in the extract (see Thimann K. V. and Edmondson
Y. H. 1949).
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3. Methods. The composition of the basic medium on which the
tissue cultures were kept is given in p. 544 and 545. In the experi-
ments this basic medium was modified.

The amount of anthocyanin was determined colourimetrically
with a photoelectric colourimeter (Lange). In spite of differences
in the absorption spectra of oenin and tissue anthocyanin, the amount
of tissue pigment was expressed as mg oenin. The differences of both
spectra are small and probably due to some co-pigment contents
in the extract. The resulting experimental error is also small and
the same in all experiments. The tissue pigment was extracted as
follows: the tissue was immersed in methyl alcohol with HCI (5 : 1),
crushed in a mortar and centrifuged. The clear extract was determi-
ned by colourimeter. The pH of the extract was then measured with
a ionometer. The use of buffers for extracting the pigment was im-
possible because of its discolouration in contact with ezch applied
buffer. Likewise oenin chloride dissolves in none of the buffers
used, although in distilled water it dissolves very well. pH of antho-
cyanin extracts oscillated between 1,8 to 2,7. Since the light ab-
sorption of anthocyanins strongly depends upon pH (fig. 2) (¢f Sond-
heimer E. and Kertesz Z. I 1948) — a series of oenin
solutions of different concentrations and different pH are made
and their light absorption in Lange colourimeter is determined (fig. 3).
From the results thus obtained a series of absorbtion curves is made
for pH 1,8 to 2,7, every 0,2 unit being the analytical point. The
amount of extracting pigment is read from these diagrams and then
expressed in mg oenin/l g of fresh weight of the tissue. The sugar
amounts in the tissue are determined by the Hagedorn-Jensen me-
thod. The soluble polysaccharides — before being determined — are
hydrolysed with HC1 (0,5 ml HCIl conc. are added to 5 ml of the '
extract and heated in a water-bath at 70'C temp. for 8 min.) and
then neutralized with NaOH.

4. The effect of sugars. The sugar amounts in the medium we-
re chosen so, that at their lowest concentration the anthocyanin pro-
duction did not or almost not occur and at the highest concentration
the tissue was not killed.

With increasing sugar concentrations in the medium (begin-
ning with optimal concentration for growth which is here the lowest
concentration applied) the fresh weight production (growth/cult.)
decreases. This fact is connected with a decreasing water content of
the tissue (probably owing to the increasing osmotic pressure of the
medium) because simultaneously the dry weight percent of the tissue
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increases considerably and the dry weight production remains nearly
constant (table No. 1).

The anthocyanin content of the tissue incraeses with the increa-
sing sugar concentrations of the medium. This fact partially con-
nected with the ,,condensing® of the tissue (decreasing water con-
tent) — see fig. 4 — the curve ,,anthocyanin concentration (anth./g
fr. w.) by growth* falls more rapidly than the curve ,,anthocyanin
production (anth./cult.) by growth*. But the second and fundamental
cause is here the production of anthocyanin, for the amount of antho-
cyanin increases not only by a unit of fresh weight of the tissue, but
also by a unit of dry weight of the tissue (while the dry weight pro-
duction is independent of sugar concentration — table No. 1) and
by culture (table No. 2). The sugar accumulation in the tissue increa-
ses with the increasing sugar concentration in the medium. The ab-
sorbtion of sugar is proportional to its concentration in the medium.
Therefore, due to the doubleness of sucrose molecule, the same per-
cent concentrations of sucrose and (glucose + fructose) give the
same sugar accumulation in the tissue and the same molar concen-
trations in the case of sucrose result in a sugar accumulation twice
as large as in the case of glucose + fructose (within the error of the
method). The sugar percent in the dry matter of the tissue is nearly
constant and independent of sugar concentration in the medium (all
the sugar concentrations applied were optimal to supra-optimal for
growth) (table No. 3).

The amount of anthocyanin as well as the amount of soluble
sugars in the fresh weight of the tissue increase together with the
increasing sugar concentration of the medium. This fact seems at
first to confirm Overton’s theory (1899) of a direct and strict
connection between the sugar content and the anthocyanin content
of the tissue. Nevertheless, when analysing the experimental data in
details ,such interpretation appears to be wrong.

I. Even calculated on the fresh weight of the tissue — the ratio
»-anthocyanin : sugar* is not constant and regular: In general — with
the increasing sugar concentrations in the tissue — it gradually dimi-
nishes (table No. 4) and very often its values show high differences
for * the same sugar concentrations in the tissue.

II. While the amounts of anthocyanin increase in the dry mat-
ter of the tissue, the amounts of sugars remain nearly constant
(table No. 5).

IIT. An interesting problem represent the differences between
sucrose and glucose + fructose. Even a different sugar accumula-
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tion in the tissue is not completely responsible for different antho-
cyanin formation in the tissues cultivated on these sugars. Diagram
in fig. No. 5 illustrates this fact. The same amounts of sugars in the
tissue cultivated on sucrose correspond to smaller anthocyanin quan-
tities than in the tissue cultivated on glucose -+ fructose. The dif-
ference between a disaccharide sucrose and monosaccharides gluco-
se and fructose is the doubleness of sucrose molecule and accordingly
a lower osmotic pressure in a solution. The second diagram (fig.
No. 6) shows the data of anthocyanin formation in relation to osmotic
pressure of the medium. The relations are here reverted to those pre-
sented in the former diagram (No. 5): the same osmotic pressure
produces a more favourable effect on anthocyanin formation when
exerted by sucrose than by glucose with fructose.

The tissues which are cultivated on diverse sugars show also
differences in the water content (cf table No. 1) and the soluble sugars
and anthocyanin are dissolved in vacuolar sap. For that reason the
sugar and anthocyanin amounts were also related to the water con-
tent of the tissue which is nearly equal to relating these substances
to vacuolar sap (table No. 6). The diagrams illustrating the data ob-
tained (fig. 7—8) are very similar to the former (fig. 5—6). Therefore,
the influence exerted by increasing sugar concentrations on the an-
thocyanin synthesis seems to consist in two factors: in increased
osmotic pressure exerted on the tissue by the medium and in high
amounts of soluble sugars accumulating in the tissue.

5. The effect of osmotic pressure. In experiments on the in-
fluence of osmotic pressure of the medium the value of osmotic pres-
sure is altered by the addition of NaCl.

NaCl. in cone. 0,05 M promotes strongly the anthocyanin pro-
duction (table No. 8). In conec. 0,10 M the anthocyanin amount decrea-
ses again, but this decrease is very probably due to a toxic effect of
an excess of NaCl. Very interesting is a comparison of the effect of
sucrose with that of sucrose + NaCl added in respect of the osmotic
pressure (fig. No. 9). The curves ,,anthocyanin amounts by osmotic
pressure* from O to NaCl 0,05 run almost together. The subsequent
decraese of sucrose + NaCl. curve can be explained by an injurious
effect of an excess of NaCl. The analyses showed that increased
anthocyanin formations do not correspond here with increased sugar
accumulations in the tissue (table No. §). Consequently, the promo-
ting effect of the osmotic pressue on anthocyanin formation is not
connected with a sugar accumulation in the tissue.
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Likewise it is probably not connected with a difficulty of water
absorption by tissue. This is showed by experiments on the effect
of the amounts of available water. In these experiments the amount
of available water in the medium is altered by agar-agar added. In
increasing agar concentrations the amounts of anthocyanin and sugar
remain at first nearly constant and in the highest concentration of
agar (3%) they rather diminish (table No. 10). In experimental con-
ditions mentioned above the amount of available water has no effect
on anthocyanin formation.

6. The effect of light. The cultures ,in light“ were grown in
full daylight and those ,,in darkness‘ covered with a black paper cap.
The light has a distinct promoting influence on the anthocyanin
synthesis (table No. 12). The amounts of sugars also slightly increase
in light, but the differences are too small to be held responsible for
the inreased anthocyanin synthesis This is demonstrated by the ratio
,anthocyanin : sugar* which is considerably lower in darkness than
in light. Among the reactions leading to anthocyanin synthesis a pho-
tochemical reaction is undoubtedly present.

7. The effect of low temperature. The experimental cultures
are placed every third night (12h/72h) in a refrigerator at temp. 4°C.
In these conditions the low temperature has no effect on the forma-
tion of anthocyanin (table No. 14).

8. The effect of nitrogen. The amount of nitrogen in the medium
is altered by substituting CaCl, and KCI for Ca(NO,), and KNO, of
Knop solution and by adding NaNO,; to the medium. Unfortunatel.yI
these experiments are performed in a season ufavourable for the de-
velopment of the tissue (see: The influence of season). Never-
theless, the expeirmental results, although not very regular and con-
trasting, confirm the observations of other authors: a lack of nitrogen
is favourable and its excess has an unfavourable effect on the for-
mation of anthocyanin (table No. 15). A connection of this fact with
the amount of sugar accumulated in the tissue has not been stated
(table No. 15).

9. The influence of season. In spring the rate of growth, of
dry weight percent and of sugar accumulation is higher than in sum-
mer. The amounts of anthocyanin produced are nearly the same.
But in every respect the spring tissue is more sensitive to changes
in the environmental conditions and reacts to them with higher dif-
ferences in growth, dry weight percent, sugar accumulation and
anthocyanin formation (table No. 16).
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10. Anthocyanin formation and the growth of the tissue. An
increased anthocyanin formation is always connected with a decrea-
sed growth rate. A good example of this fact can be given by an oc-
casional experiment on the influence of an enzymic (diastaze) starch
hydrolizate. On the hydrolizate the growth of the tissue was excel-
lent (fig. 10), but, irrespective of concentration used, the tissues sho-
wed no traces of anthocyanin pigments. The excellent growth is
most probably brought about by the presence of very suitable pla-
stic substances in the starch hydrolizate, for diverse additional growth
substances (vitamins) have no effect on growth of Vitis vinifera
(Czosnowski J. 1952 B). The lack of anthocyanin, at least in
part, is possibly caused by a diminished sugar content in the va-
cuolar sap, which is shown by analyses (table No. 17).

11. General conclusions. A relatively high concentration of so-
luble sugars seems to be a condition sine qua non of anthocyanin
synthesis. When a minimal value of sugar concentration is reached,
the anthocyanin synthesis can also be produced or increased by other
factors, such as external physical conditions. It is known, that a phy-
sical organization of protoplasms governs the metabolism and by
identical substrate concentrations qualitative as well as quantitative
diferences may appear in the results of diverse enzymic reactions. In
this manner the efficiency of the osmotic pressure factor could be
explained. Likewise could be explained the general connection of
anthocyanin production with a decrease of growth rate, for it is
a known fact that abnormal environmental conditions can result in an
inhibition or stimulation of any enzyme or enzyme system and in this
manner direct the reaction chains in the cell in new direction. In the
problem of anthocyanin biogenesis further physiological and bioche-
mical investigations are necessary for following this process from
pigment molecule to molecule of sugar. In such studies the tissue
culture method may be of high importance. So far it has allowed us
to decide one question: as yet it was undecided whether the process
of anthocyanin synthesis is by itself a photochemical reaction or it
depends indirectly upon light through a demand on products of pho-
tosynthesis. The anthocyanin synthesis in a colourless plant tissue
depends distinetly upon light and this fact indicates that a photoche-
mical reaction is undoubtedly present in the process of anthocyanin
biogenesis.



10.

11.

12,

13.
14.

15.

16.

17.

18.

Warunki tworzenia sie¢ antocjanu 575

CYTOWANA LITERATURA

(Literature cited)

. Combes R 1909. Hecherches biochimigues su le dévélopement de

I'anthocyane chez les végétaux. C. R. Ac. Sc. Paris 148, 790—792.
Combes R. 1911, Recherches sur la formation des pigments anthocya-
ninques. Ibidem, 153, 886—883.

.Czartkowski A. 1914, Anthocyanbildung und Aschenbestandteile.

Ber. d. d. bot. Ges., 32, 407—410.

Czosnowski J. 1952. A. Charakterystyka fizjologiczna trzech typow
tkanek Vitis vinifera: normalnej, tumora bakteryjnego (crown-gall) i tu-
mora chemicznego hodowanych in vitro. (Physiological features of three
types of tissue of Vitis vinifera: healthy, crown-gall and chemical tumor,
cultivated in vitro). Prace Kom. Biol. Pozn. Tow. Przyj. Nauk. XII, p. 189.

Czosnowski J. 1952. B. Badania nad gospodarka witaminows tka-
nek roslinnych hodowanych in vitro na tle ich gospodarki substancjami
wzrostowymi typu auksyny. (Studies on the vitamin metabolism of
plant tissues cultured in vitro on the basis of their activity regarding
erowth substances of the auxin type.) lbidem. XIII, p. 209.

Edmondson Y. H and Thimann K. V. 1950. The biogenesis
of the anthocyanins. II. Evidence for the mediation of copper in anthocya-
nin synthesis. Arch. Biochem, 25, 79—90.

Floren G. 1941. Untersuchungen tiber Blitenfarbmuster und Bliiten-
firbungen. Flora, N. F. 35, 65—100.

Frey-Wyssling A, und Blank F. 1943. Untersuchungen iber
die Physiologie des Anthocyans in Keimlingen von Brassica oleracea L.
var. capitata L. f. rubra (L.). Ber Schweiz. Bot. Ges. 503 A, 550—578.

Gassner G. und Straib W. 1930. Uber die Anthocyanbildung
junger Getreidepflanzen und ihre Verwertbarkeit als Sortenmerkmal.
Wiss. Arch. Landw., A, 4, 169—195.

G assner G. 1937. Untersuchung iiber den Einfluss der Mineral-
salzernihrung auf die Anthocyanbildung an junger Gerstenpflanzen.
Angew. Bot. 19, 225—245.

Gautheret R. J 1947 Plant tissue culture. Sixth Growth Sym-
posium, 21—43.

Gautheret R. J 1948 La culture des tissus végétaux. Endeavour,
vol. VII, No 26.

Gertz O. 1907. Studier ofver anthocyan. Bot. Centralbi., 105, 347—349.

Harder R. 1938 Uber Farb- und Musterdnderungen bei Bliten. Na-
turw. 26, 713—722.

Joneseco St 1921. Formation de l'anthocyane dans les fleurs de
Cobaea scandens au dépens des glucosides préexistants. C. R. Ac. Sc.
Paris, 173, 850—852.

Jonesco St 1922. Recherches sur le réle physiologique des antho-
cyanes. Ann. Sc. Nat., Bot. 10-me ser. 4, 301—403.

Kozlowski A. 1935 Powstawanie w roslinach antocjanu przez utle-
nianie antocjanogenow. Acta Soc. Bot. Pol., XII, 275—288.

Koztowski A. 1937. Antocjanogen lisci karlowatego, kedzierzawego
jarmuzu zielonego. Ibidem X1V, 283—287.



576 A. Stabecka-Szweykowska

19. Lehmann O. 1931. Die quantitative Erfassung kleinster Mengen
biologisch wichtiger Zuckerarten unter Ausschluss reduzierender nicht
kohlehydratartiger Koérper. Planta, 13, 575—642.

20. Molliard M. 1909. Production expérimentale de tubercules blanc et
de tubercules noirs a partir de graines de radis rose. C. R. Ac. Sc. Paris,
148, 573—575.

21. Molisch H. 1918. Pflanzenphysiologie als Theorie der Girtnerei.
9. Aufl. Jena. Str. 324 (p. 84—86: Uber auffallende Steigerung der
Anthocyanbildung).

22. Molisch H. 1928. Rote Wurzelspitzen. Ber. d. d. bot. Ges., 46, 311—317.

93. Morel G. 1948 Recherches sur la culture associée de parasites obli-
gatoires et de tissus végétaux. Ann. Epiph. N. S. XIV. Ser. Path. Veg,
Mem. no. 5, p. 112,

24. N o a ¢ k K. 1922. Physiologische Untersuchungen an Flavonolen und
Anthocyanen, Zeitschr. f. Bot. 14, 1—74.

25. Overton E. 1899. Beobachtungen und Versuche iiber das Auftreten
von rotem Zellsaft bei Pflanzen. Jahrb. wiss. Bot., 33, 171—231.

26. Reinhold J. und K o ch s. 1935 Der Einfluss der Diingung auf
Ertrag und Qualitit des Kohles. Zeitschr. Pfl.-Ern., Diing. u. Bdkde, 39,
198—211.

27. Robinson R 1935. Chemistry of the anthocyanins. Nature, 135,
732—1736.

28. Skazkin F. D, Lowezinowskaja E J, Krasno-
sjelskaja T. A. 1948. Praktikum po fizjologii rastienii. Mo-
skwa. Sowietskaja Nauka. p. 377.

209, Sondheimer E. and Kertesz Z I 1943, Anthocyanin
pigments. Colorimetric determination in sirawberries and strawberry
products. Anal. Chem. 20, 245—248.

30 Thimann K. V. and Edmondson Y. H. 1949. The bio-
genesis of the anthocyanins. I. General nutritional conditions leading to
anthocyanin formation. Arch. Biochem., 22, 33—53.

31, Willstdtter R und Zollinger E. H 1915 Uber die
Farbstoffe der Weintraube und der Heidelbeere. Liebigs Ann., 408,
83—109.

32. Zanker J. 1930. Untersuchungen iiber Geraniaceen. Planta, 9, 681—717.



		2017-01-24T12:59:41+0000
	Piotr  Otręba




