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Udzial mikroflory jelitowej w procesach odizywiania
larw mola woskowego Galleria mellonella L.
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The participation of the intestinal microflora
in the nourishing processes of larvae of Galleria mellonella L.

Larwy mola woskowego Galleria mellonella przedstawiaja pod wieloma wzgle-
dami ciekawy obiekt badania. W odréznieniu od wigkszo$ci larw motyli, ktérych
pokarmem s3 rosliny, larwy mola woskowego odiywiaja sie woszczyng pszczela.
Ze wzgledu na specyficzny pokarm, ktérym sie odzywiajg, byly one przedmiotem
licznych badan. Mimo wielu préb dokonanych nad odzywianiem sie larw mola,
problem ten nie zostal dotychczas rozwigzany.

Przyczyng tego, jak nalezy sadzi¢, jest w pierwszym rzedzie skomplikowana
budowa — pod wzgledem chemicznym — woszczyny, jako wvdzieliny o charakterze
lipidowym Sprawe skladu chemicznego woszczyny ‘pszczelej komplikuje fakt, ze
jest ona przez dlugi czas podlozem, w ktorym przechodza swoj rozwoj czerwie
pszczo! oraz miejscem skiadania zapaséw miodu. Jej skiad chemiczny ulega wielkim
zmianom zaréwno ilosciowym jak i jakosciowym, wskutek gromadzenia si¢ w niej
produktéw przemiany materii czerwia pszczelego. Mozna z duzym prawdopodobien-
stwem twierdzi¢, ze nie ma dwéch plastrow woszczyny o identycznym skiadzie
chemicznym. Wybitne réznice w skladzie chemicznym wystepuja nawet w obrebie
jednego plastra, zaleznie od tego czy mamy do czynienia z komérkami, w ktérych
przeszly swoj rozwoj czerwie robotnic, trulniow czy tez krélowej (poréwnaj w czesci
doswiadczalnej tabele Nr 1).

Niewlasciwie uzywana w literaturze nomenklatura wosku i woszczyny, wy-
maga ustalenia tych poje¢. W pracy niniejszej mianem wosku okreslano substancje
chemicznie oznaczona jako ester mirycylo-palmitynowy, mianem zas woszczyny
ekreilano mieszanine substancji o charakterze lipidowym, zawierajaca alkohole
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o dlugich lancuchach, wyzsze kwasy tluszczowe, estry alkoholi i wviszych \xwaséw
tluszczowych, weglowodory nasycone i nienasycone {(Gascard, Damoy (8),
Damoy (2, Chibnall A C, Piper SSH, Pollard A,
Williams E. F, 2nd Salai P.N. (1)). oraz produkty przemiany materii
czerwia pszczelego (blony komodrek larw pszczelich). Do wymienionych wyzej
a poznanych dotychczas sktadnikow starej woszczyny pszczelej nalezy jeszcze dodaé
barwiki. Pochodza one w pierwszym rzgdzie z pylku kwiatowego; dominujace zna-
czenie ma tutaj 1, 3- dwuhydroksyflawon a giéwnym Zrédlem tego barwika jest
pylek roslin takich )ak: Reseda luteola, Calluna vulgaris, Apium petroselinum,
Populus nigra (Jaubert G.F. (9)). Analiza chromatograficzng wykryto luteine,
ester luteiny, oraz 1.28v/, karotenoidéw (Tiescher J. (17)).

Zasadniczym problemem, kiéremu poswiecono dotychezas najwiecej prac, byla
kwestia spozywania i zuzycia przez larwe mola wosku, jako substancji nietrawionej
przez zadne dotychczas znane zwierze. Poczatkowo uwazano, ze wosk jest nie-
zbednym i glownym skladnikiem diely larwy. Pierwsze wyniki hodowli otrzymane
przez Dénhoff'a (4) wykazaly, ze pokarmem, na ktérym zerowaly larwy mola
i wydaty motyle, byla mieszanina wosku i pylku kwiatowego; hodowla larw pro-
wadzona oddzielnie na czystym wosku i oddzielnie na samym pytku dala wyniki
negatywne. Brak danych w pracy tego autora odnosnie warunkéw hodowli, wieku

i wagi larw uzytych do hodowli, moze nasuwa¢ pewne watpliwosci co do wynikow
hodowli.

W toku dalszych badan stwierdzono, ze pewna ilosé¢ wosku jako estru kwasu
palmitvnowego i alkoholu mirycylowego znika po przejsciu przez przewcd pokar-
mowy larwy. Nasunelo (o przypuszczenie, ze w przewodzie pokarmowym larwy
mola .istnieje enzym zdolny do hydrolizy palmitynianu mirycylowego. [losciowe
prace w tym zakresie podjal pierwszy Pertzofi (13). Autor ten, stosujac mia-
reczkowanie w roztworze alkoholowym, stwierdzil zwigkszenie kwasowosci w tych
probach, w ktérych znajdowat sie wycigg enzymatyczny (suche roztarte na proszek
larwy) i wosk w poréwnaniu z probkami kontrolnymi, w ktérych wyciag enzyma-
tyczny zoslal podgrzany do 100°. Zwiekszenie kwasowosci przypisuje Pertzolf
uwolnieniu grup karboksylowych kwasu, wchodzacego W sklad wosku. W wyniku
doswiadczeri autor dochodzi do wniosku, e larwy mola woskowego zawierajg
enzym-—ceraze.

Fakt zuzywania wosku przez larwe mola, zostal po.twierdz.ony W pracach poz-
niejszych przez innych autorow. Dickman (3) UInleSZCZaJ§C 'arwy w naczy-
niach zawierajacych oznaczone iiosci czystego wosku hodowal je tam az do otrzy-
mania motyli. Po usunigciu wydalin i- owadow oznac.zal ilos¢ wosku pozostalego.
W tych warunkach doswiadczenia stwierdzil on spozycie wosku przez larwy w ilosci
500/, w siosunku do iiosci podanej.

Doéwiadczenia wymienionych wyzej autorow wykazaly, ze Jarwy mola spo-
iywaja wosk, ale nie wiadomo bylo w jakiej ilosci zuzywane s3 poszczegolne jego
skladniki. W podjetych nastepnie w tym kierunku pracach mianem wosku okreslano
frakcje lipidowa woszczyny pszczelej tj. wosk jako ester mirycylo-palmitynowy,
alkohole o dlugich laiicuchach, wolne wyisze kwasy ttuszczowe, nglowodory nasy-
cone i nienasycone. Poszczegélne skladniki wchodzace w sklad frakcji lipidowej
.wosku'' nie sa zuzywane przez larwe W jednakowym stopniu, bowiem ,,wosk"
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wydalin rézni sie od ,wosku" spozywanego niisza wartodcig liczby kwasowej
i estrowej oraz nieznaczna zwyzka procentows substancji niezmydlajacych sig
(Duspiva (5)). Ta nieznaczna zwyika procentowa w wydalinach substancji
niezmydlajacych sie jest wynikiem zuzywania przez larwy substancji zmydlajgcych
si¢ i alkoholi, a nie zuzywania weglowodoréw. Zatem z calej frakcji lipidowej,
wedlug Duspiva (5) zuzywane sa czesciowo kwasy tluszczowe, estry i alkohole
a nienaruszone pozostaja weglowodory.

Niemierko (12) stwierdzil rézny stopien zuzycia poszczeg6lnych kwasow
wchodzacych w sklad ,,wosku“. Z ogdlnej iloéci spozytych przez larwy kwasow
tluszczowych 43¢/, zoslaje wydalone, 149/ zatrzymane, a 43vj, utlenione. Z ogdlnej
za$ ilosci spozytych przez larwy substancji niezmydlajacych si¢ zostaje wydalone
470/, zatrzymane przez organizm tylko 2¢/,, a utlenionych 530/o. W czasie wzrostu
larw stwierdzono kumulacje tluszczéw; wzrost kwasow tluszczowych dochodzi od
18 do 43¢/, suchej substancji, wsréd nich od 7 do 149/, stanowia kwasy nasycone,
za$ nienasycone od 11 do 299/,.

Badania nad poszukiwaniem enzymu cerazy zostaly ponownie podjete przez
Kranta i wspolpracownikéw (10), ktorzy stosowali ten sam sposéb otrzymy-
wania wyciaggu enzymatycznego coi Pertzoff (wycigg glicerynowy z roztartych
na proszek i uprzednio dokladnie wysuszonych larw mola). Autorzy ci stwierdzili,
ze wprawdzie w probkach nie poddanych dziataniu wyzszej temperatury zachodzily
procesy enzymatyczne, ale byly to — jak przypuszczaja — procesy natury proteoli-
tycznej lub glikolitycznej powodujace podniesienie sig stopnia kwasowosci. Druga
przyczyng wzrostu kwasowosci autorzy widza w procesach rozkiadu bakteryjnego,
ktérego trudno unikngé w tych warunkach. Z wyniku doswiadczen autorzy dochodza
do wniosku, ze u larw mola woskowego nie wystepuje wolny enzym hydrolizujacy
czysty wosk (ester mirycylo-palmitynowy).” Do takiego samego wniosku dochodzi
Duspiva (5).

Negatywne wyniki do$wiadczen nad poszukiwaniem obecnosci w larwach
enzymu rozkladajacego czysty wosk, a jednoczeénie stwierdzenie mniejszej zawar-
tosci wosku w wydalinach w poréwnaniu z iloscia spozyta przez larwy, nasunelo
podejrzenie hydrolizy tego estru przez mikroflore jelilowa.

Przypuszczenia o udziale mikroflory w procesach hydrolizy wosku w prze-
wodzie pokarmowym larwy zostaly czesciowo potwierdzone w pracy Dick-
mana (3). W wyniku serii do§wiadczen przeprowadzonych przez tego autora pola-
czonych z wyizolowaniem bakterii z tresci jelita larwy stwierdzono, ze niektére
wyizolowane przez niego bakterie zmienialy do pewnego stopnia wosk zaréwno
co do ilodci jak i konsystencji. Zmianie wosku towarzyszylo nieznaczne obnizenie pH
i bardzo slaby — ale mozliwy do zmiareczkowania — wzrost kwasowosci. W rezul-
tacie autor przypuszcza, ze prawdopodobnie mikroorganizmy jelitowe pelnig przy-
najmniej posrednia funkcje w trawieniu wosku, produkujac substancje posrednie,
{rawione przez larwy.

Z przegladu dotychczasowych prac wynika, ze zagadnieniem, ktéremu poswig-
cono najwiecej uwagi byla kwestia strawialnosci i zuzycia przez larwy mola wosku.
Specyficzny charakter pokarmu jakim odzywiajg si¢ larwy mola sprawia, ze zagad-
nienie trawienia i zuzycia przez zwierze jednego ze skladnikéw (wosku) nie moze
byé¢ rozpatrywane bez jednoczesnego badania zuZycia i zapotrzebowania  przez
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zwierze innych sktadnikéw, a mianowicie zwiazkow azotowych. Ogélnie moznaby
powiedzie¢, ze prawie wszystkie cytowanc prace poswiecono rozwigzywaniu zagad-
nienia spozycia i zuzywania w réznym stopniu przez larwy mola zwiazkéw o cha-
rakterze ttuszczowym. Zagadnieniem jednak bardzo wainym i trudnym, a ktéremu
poswigcono dotychczas najmniej pracy, jest sprawa zapotrzebowania i zuzycia przez
larwy zwiazkéw azotowych.

Z doswiadczen hodowlanych przeprowadzonych przez Dénhoffa (4) wy-
nikaloby, Ze zrédlem azotu dla larw przez niego hodowanych jest pylek kwiatowy.
Obserwacje zmian jakie zachodzg w plastrach woszczyny w miarg uzywania jej
przez pszczoly jako miejsca rozwoju czerwia wskazuja, ze komorki plastra w zalez-
nosci od ilosci wyhodowanych w nich pokolen czerwia pszczelego stajg sie coraz
mniejsze, a bialy kolor woszczyny $§wiezo sporzadzonej zmienia si¢ poprzez wszystkie
odcienie zoltej, brazowej az prawie do czarne;j. "

Czynnikiem powodujacym zmniejszenie sie komorek pszczelich s3a ,blony*
ulozone warstwami. Swiezo sporzadzony bialy plaster woszczyny, w ktorym nie
przeszly rozwoju czerwie pszczol posiada sciSle okra§lone wymiary i sktada sie
prawie catkowicie z cubstancji o charakterze lipidowym (patrz cze$¢ doswiad-
czalna tabela 1). W miare uzywania plastra przez pszczoly jako miejsca rozwoju
czerwia pszczelego. maleje procentowa zawarto$é frakcji lipidowej, a pojawia sig
w nim natomiast pewien procent substancji suchej, nierozpuszczalnej w rozpu-
szczalnikach lipidowych. '

W rezultacie rozwoju czerwia pszczelego, w komodrkach utworzonych przez
pszczoly z substancji lipidowych, gromadzi si¢ zatem jakis skiadnik, ktéry jako
.blona* wysciela cala komorke plastra. Po ekstrakcji komérek z plastra starego,
w ktorym przeszlo rozwdj kilka pokolen czerwia pszczelego, mozna pensetg roz-
dzielaé¢ poszczegélne warstwy ,blon“.

Badania nad znaczeniem wosku i frakeji nierozpuszczalnej w rozpuszczalni-
kach lipidowych dla larw mola prowadzit Metalnikow (I1).

Z doswiadczen jego wynika, ze:

-0 wosk rozumiany jako ester mirycylo-palmitynowy jest niezbednym skiadni-
kiem diety larwy, bowiem rezultatem zmetabolizowania tego skladnika jest wy-
tworzenie wody niezbednej do utrzymania przy zyciu larw mola;

2-0 zrédtem azotu dla larw mola jest frakcja nierozpuszczalna w rozpuszczal-
nikach lipidowych, na ktorej larwy w warunkach hodowlanych moga sie rozwija¢
tylko w tym wypadku, jezeli jest zwilzona woda Larwy mola hodowane na czystym
wosku swoje zapotrzehowanie na azot pokrywaja przez pozeranie innych larw.

W oparciu o sposirzezenia i wyniki badan cytowanych autoréw nalezy przewi-
dywa¢, ze hodowla larw mola przeprowadzona w warunkach jalowych pozwolilaby
ustali¢, jakie procesy fizjologiczne nalezy do dzialalnosci larwy, a jakie do flory
bakteryjnej.

Pierwszej i jedynej proby hodowli jalowej tego owada dokonal Woll-
man (18). Dodwiadczenie polegalo na wyjalowieniu woszczyzny starej w tem-
peraturze 120°C, a nastepnie hodowla na tak wyjalowionym podlozu larw od jaj
wyjatawianych sublimatem. W rezultacie autor podaje, ze otrzymal 6 pokolen jalo-
wych mola woskowego.
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Spostrzeienia Krauta i wspélpracownikéw (10) odnosnie duzej ilosci
bakterii w jelicie larw, przypisywanie przez Dickmana (3) florze jelitowej po-
Sredniego udzialu w procesach trawienia wosku, pokrywanie przez larwy zapotrze-
bowania na azot przez spozywanie ,blon" komérek pszczelich oraz pozeranie sie
Wzajemne larw przy karmieniu czystym woskiem (Metalnikow 11), brak do-
kladniejszych danych w pracy Wollmana (18) w zakresie rozwoju larw w wa-
runkach jalowych, zwréeily uwage na zagadnienie udzialu mikroflory jelitowej
w procesach odzywiania larw mola woskowego.

Metodyka

Obiektem doswiadczalnym byly wszystkie stadia rozwojowe mola
woskowego — Galleria mellonella L.

Pierwsze larwy wraz z poczwarkami pochodzily z okolic Warszawy.
W tym samym miejscu skad pochodzily pierwsze larwy. hodowano dla
potrzeb niniejszych badan pszczoly w 12 ulach. Przez caly czas pracy,
z tych tylko uli pobierano woszczyne pszczelg, ktéra sluzyta jako po-
karm dla larw. Nadmieni¢ nalezy, Zze woszczyna uzywana w przepro-
wadzonych doswiadczeniach nie posiadala wezy a byla catkowicie spo-
rzagdzona przez pszczoly, ktérych nie dokarmiano cukrem. Pszczoly
te odzywialy sie wylacznie zebranym przez siebie pytkiem i nektarem.

Do hodowli jalowych larw mola uzywano woszczyny jatowe;j.
Wyjalawianie jej stanowilo jeden z trudniejszych etapow tej pracy.
Poczatkowo zastosowano pasteuryzacje. W toku dalszej pracy okazalo
sie, ze woszczyna pasteuryzowana nie jest jalowa, posiewy kontrolne
dokonywane w czasie trwania hodowli wykazaly obecnos¢ bakterii.

Zastosowano wowezas inny sposob wyjalowiania. W erlenmeyerce
pojemnosci 300 ml. umieszczano drobne kawalki woszczyny starej
ciemno brazowej, zamykano korkiem z waty i autoklawowano w ciaggu
1,5 godz. pod ciSnieniem 2,5 atm. Nalezalo si¢ liczy¢ z tym, ze wpraw-
dzie wyjatawianie w tych warunkach moze powodowa¢ zmiany nie tylko
w strukturze woszczyny, ale i zmiany chemiczne, to jednak zastoso-
wano ten sposéb na podstawie wynikéw hodowli larw w warunkach
nie jalowych na woszczynie zupeinie zmienionej pod wzgledem che-
micznym i fizycznym (patrz czes¢ doSwiadczalna: Hodowle E i F).
Posiewy kontrolne trzykrotnie w ten sposéb wyjalawianej, a nastgpnie
inkubowanej woszczyny wykazaly catkowilg jej jalowos¢. Jalowa row-
niez okazala si¢ ona w czasie przeprowadzanych z nig doswiadczen.

Jako srodkéw bakteriobojczych uzywano do wyjalawiania rowniez
400/, H2Os. Male kawatki woszczyny umieszczano na szalkach i zale-
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wano perhydrolem. Czas wyjalawiania trwal 2 godziny i potaczony
byl z czestym skiécaniem zawartosci szalki. Po trzykrotnym przemyciu
wodg destylowana jalowa i kilkudniowym przetrzymaniu w termo-
stacie w warunkach jalowych w celu odparowania nadmiaru wody,
dokonywano posiewow kontrolnych, kidre wykazaly znéw catkowita
“jej jalowosé.

Wyjatawiajac woszczyne wysoka temperaturg pod podwyzszonym
ciSnieniem i w parze wodnej, czes¢ substancji o charakterze lipidowym
stopila sie i zakrzepla na dnie, czes¢ za$ pozostala w grubszych war-
stwach woszczyny. Przez zmianeg struktury stata sie ona bardziej sucha.
Przy zastosowaniu 400/, H20,, woszczyna ciemno brazowa stala sig
jasnozélta i krucha, ale nieco twardsza od woszczyny normalnej lub tez
wyjalowionej innym sposobem. Wynikatoby z lego, ze zmiany zarowno
fizyczne jak i chemiczne powstale w woszczynie pod dziatlaniem pod-
wyzszonej temperatury i ciSnienia oraz 400/, HyO, sa rézne. Przypu-
szczano, ze bardzie] dostepna jako pokarm dla larw mola bedzie wo-
szczyna wyjalowiona podwyziszong temperatura w parze wodnej (auto-
klawowana). y

W celu otrzymania jaj, wybierano z dzikich hodowli — ktore
prowadzono w dos¢ duzych rozmiarach — kilka zaplodnionych samic
i umieszczano w czystym sloju pojemnosci okolo 1000 ml. St6j z wierz-
chu przykrywano szczelnie dwoma warstwami kalki kreslarskiej w ten
sposob, ze wewnetrzna jej warsiwa posiadala szereg wycietych drob-
nych otworéw; druga zewnetrzna warstwa kalki szczelnie przykry-
wala pierwsza, a brzegi obydwoch warstw owigzywano sznurkiem
dokota brzegu sloja. Wykorzystujgc sposob skladania jaj przez samice
zmuszano je w ten sposéb sklada¢ jaja tylko na gladkiej kalce. Prze-
strzenie wolne, powstale pomigdzy dwoma warstwami kalki byly jedy-
nym miejscem, w ktorym mogly one zlozy¢ swe jaja. Stosujgc ten spo-
s6b, mozna bylo — zaleznie od potrzeb — otrzymaé jaja pojedyncze,
lub po kilkanascie i kilkadziesiat w grupie.

Do wyjalawiania jaj zastosowano jako antyseptyk 19/ wod¢ bro-
mowg. Kapano jaja w tak stezonym roztworze przez 3 minuty, a na-
stepnie starannie kilkakrotnie wyplukano je w jalowej wodzie desty-
lowanej. Posiewy konirolne w {en sposéb wyjatawianych jaj wykazaty
zupelny brak bakterii na zewnetrznej pokrywie chilynowej i na kalce
kreslarskiej. Wyjalawiane jaja wraz z wycietym kawatkiem Kkalki
kreslarskiej umieszczano w jalowych szalkach w celu stwierdzenia, czy
woda bromowa stosowana w tym stezeniu nie zabija zarodka.
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W wyniku wielu prob stwierdzono, ze najlepsze do wyjatawiania
i gwarantujace wyleg larwy sa jaja, ktorych zarodek osiagnal taki
rozwoj, ze wida¢ go pod stabym powiekszeniem mikroskopu przez
przezroczystg skorupke jaja. Jaja wyjatlawiane w bardzo wczesnym
stadium rozwoju zostajg niekiedy catkowicie zabite.

Hodowle larw w celach doswiadczalnych prowadzono w erlen-
meyerkach pojemnosci 300 ml, ktore zamykano tamponem z waty.
W pierwszej czesci dosSwiadczenia, wszystkie kuliury — hodowle larw
prowadzone byiy w temperaturze 25—27° i okolo 70-—800/, wilgotnosci.
Hodowle jatowe larw prowadzono w erlenmeyerkach tej samej po-
jemnosci; wagowe oznaczone iloSci woszczyny trzykrotnie autoklawo-
wano, nastepnie inkubowano przez kilka dni w termostacie w tempe-
raturze 35° i sprawdzano na jalowo$¢, pobierajgc za kazdym razem
sze$¢ prob do posiewu z roznych miejsc woszczyny. Po sprawdzeniu
jalowosci woszczyny, umieszczano wewnatrz erlenmeyerki wraz z kalka
kreslarska z okreslong iloscig jaj jalowych i prowadzono hodowlg w ter-
mostacie w temperaturze 35° i okolo 70—809/, wilgotnosci.

Wode, suchg substancje, [rakcje lipidowg i azot w woszczynie
oznaczano w ten sposob, ze okreslong wagowa ilos¢ woszczyny zawi-
jano w saczek z bibuly i zawigzywano nitka uprzednio wysuszona
i zwazong wraz z sgczkiem. Calo$é suszono w suszarce w temperaturze
105° przez 6 godzin. Roznice cigezaru poczatkowego i koricowego uwa-
zano za ilo$¢ wyparowanej wody. Wysuszong w ten sposéb woszczyne
wraz z sgczkiem poddawano ekstrakcji eterowej w aparacie Soxletta.
W czesci rozpuszczalnej odparowywano eter a pozostalosé i czes¢ nie-
rozpuszczalng w elerze suszono w suszarce prozniowej w temp. 45°
do stalej wagi. W suchej substancji oraz we frakcji lipidowej oznaczano
azot metoda Kjeldahla.

Przy izolowaniu bakterii jelitowych obrano dwie drogi postgpo-
wania. W pierwszym wypadku larwe wagi od 100 do 200 mg, lekko
narkotyzowano eterem lub benzyng i przypinano dwoma jalowymi
szpilkami do jalowego podloza korkowego w ten sposob, aby skur-
czona po narkozie larwe rozciggnaé. Jalowymi nozyczkami rozcinano
jame ciala od strony brzusznej rozsuwajac na boki i przypinajac na-
tychiniast do podioza powloke chitynowa. Wyjalowiona penseta chwy-
tano odstoniety przewéd pokarmowy mozliwie najblizej jamy ggbowe;
i przecinajac podtrzymujace migsnie i gesto oplatajace przewody tra-
chealne wyjmowano go i ukladano na jalowym szkietku przedmioto-
wym. Ostrymi nozyczkami rozcinano wzdluz caly przewod odktadajac
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na boki Sciane jelita. Z rozcigtego jelita pobierano platynowa eza za-
wartos¢ jelita i dokonywano posiewdow.

Drugi sposob podobny byl do pierwszego z ta roznica jednak, ze
wyizolowany przewdd pokarmowy w sposdb wyzej podany, cieto no-
zyczkami na drobne kawalki i zalewano pozywka lub tez rozcierano go
w jalowym mozdzierzu, dolewano do utworzonej miazgi 5 ml. desty-
lowanej jalowej wody i z zawiesiny dokonywar.o posiewow.

Zastosowano dwie pozywki:

pozywka Nr | K,HPO, — 0.05 g
KH:PO. — 0,06 ¢
MgS0: . 7H,0 — 0.05 g
NaCl — 0,05 g
CaCOg — 001 g
pepton — 15 g
glukoza — 1,0 ¢

na 100 il wody destylowanej.

Poniewaz wzrost bakterii jelitowych na pozywce Nr | byl bardzo
slaby, postanowiono wigc uzy¢ jako pozywki wyciggu z larw mola.
W tym celu okreslong wagowg iloS¢ zywych larw miazdzono w moz-
dzierzu porcelanowym i zalewano trzykrotng objetoscia wody wodo-
ciagowej, dokladnie wymieszano, zlewano do kolby i ogrzewano
w 100° w aparacie Kocha przez 30 minut. Saczono nastepnie na goraco
przez saczek z bibuly. Otrzymano stezony wyciag koloru ciemno bra-
zowego. Wyciag z larw przechowywano jalowo uzywajac go jako po-
zywki Nr 2 zaréwno do podloza stalego jak i plynnego w stezeniu
300/o-wym.

Cze$¢ doswiadczalna

1. Przebieg rozwoju iarw odzywianych réznym pokarmem

Celem tej czesci pracy bylo oznaczenie iloéciowe niektorych skiad-
nikéw chemicznych réznej woszczyny pszczelej, zbadanie rozwoju larw
na roznej woszczynie o skladzie normalnym oraz o skladzie zmienio-
nym zaréwno pod wzgledem fizycznym jak i chemicznym.

Do analizy uiyto jednego plastra woszczyny pszczelej starej,
w ktorej byly komorki robotnic, trutniéw i krolowej oraz kilka kawal-
kow woszezyny $wiezej, sporzadzonej przez pszczoly poza ramkami 1).

1) Swiezo sporzadzona woszczyna byta koloru bialego, nie bylo w niej zlozo-
nych jaj ani miodu.
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W tych czterech gatunkach woszczyny 2) okre§lano wode, irakcje

lipidowa (eterowa) oraz substancje sucha i azol. Rezultaty analiz
zebrano w tabeli 1.

Tabela 1, — Table 1.
Srednia zawarto$é procentowa wody, frakcji lipidowej (eterowej), suchej
substancji i azotu w woszczynie pszczelej érednia 4—6 ansliz
The mean percent content of water, lipid fraction (ether), dry substance,
nitrogen in bees-wax. Average 4—6 analyses.

Gatunek badanej Frakcja Sucha

woszczyny Woda lipidowa | substancja Azot

The kind of the examined Water. Lipid Dry Nitrogen
wax fraction. substance
)] ] ] 4

Stara — komoérki robotnie
Old-cells of workers 6.69 37.90 55.40 317
Stara — komérki tratniéw |
Old-cells of drones 4.15 390.28 |  36.56 N
Stara — komérki krélowej '
Old-cells of the queen 4.00 39.32 36.66 ’ s

Swiezo sporzadzona
(komérki robotnic)

Freshly prepared

(cells of workers)

0.12 99.64 0.23 0.09

7 zestawienia dokonanego w tabeli I wynika, ze w obrebie jed-

nego plastra, zaleznie od lego jakie komorki zawierala ta czes¢ plastra,
wystepujg znaczne roznice w skladzie chemicznym. Wyniki szeSciu

oznaczen azotu w woszczynie Swiezo sporzadzonej wahaly sie w gra-
nicach od 0,07—0,10v/o; przypuszczac¢ nalezy, ze zrédiem tego skiad-
nika w tej woszczynie jest prawdopodobnie pytek roslin, ktory spada
z odndzy pszczél. Analiza woszczyny pszczelej Swiezo sporzgdzonej
wskazuje, ze jest ona zbudowana prawie wylacznie z substancji o cha-
rakterze lipidowym.

Znaczne réznice w procentowej zawartosci poszczegdlnych sktad-
nikéw jakie zostaty oznaczone w komorkach robotnic, trutniow i kro-
lowej nasuwajg przypuszczenie, ze wyzyskanie pokarmu jakim sg kar-
mione czerwie pszczol — jest bardzo rozne. Przypuszczenie to nabiera
wiekszego prawdopodobieifistwa jesli wezmiemy pod uwage réznice
wielkosci imago: robotnic, trutniow i krolowe;.

s 2) Okreslenie , gatunek woszczyny™ uzyte zostalo w celu podkreslenia réznicy
skladu chemicznego migdzy woszczynga Swiezo sporzadzon3, a woszczyng stara
w ktérej przeszty swoj rozwéj czerwie robotnic, trutniow czy tez krélowej.
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pochewki z przedzy, zeruja u podstawy komérek woszezyny i wygryzaja
glebokie korytarze.

Hodowla larw odzywianych woszczyng starg trwala od 45 do
50 dni, Srednio 48 dni. W czierech réwnolegtych kulturach (1, 2, 3, 4)

woszczyna byla calkowicie zjedzona a ilo$¢ znalezionych motyli i po-

" czwarek z 30 wiozonych jaj wynosita: pierwsza — 25, druga — 24,
trzecia — 26 i czwarta — 20. W dwoch kulturach pozostato jeszcze
troche pokarmu, ciezar jego w 5 kulturze wynosit 0,8 g, zas w 6 kul-
turze 0,5 g. a ilo$¢ znalezionych poczwarek i motyli wynosila: w pig-
tej — 29, a w szostej kulturze — 28. Wynikaloby z tego, ze larwy
w pierwszych czterech kulturach czes¢ swego zapotrzebowania na azot
pokryly przez spozycie pewnej iloSci larw znajdujacych si¢ razem z nimi
w kulturze. Zatem brak dostatecznej iloSci w pokarmie sktadnikow przy-
puszczalnie o charakterze azotowym, powoduje, ze zapotrzebowanie
na ten skiadnik, pokrywaja one przez pozeranie innych larw, mimo, ze
maja jeszcze do spozycia pewng ilo$¢ pokarmu zawierajacego ten
sktadnik.

Hodowle B na woszczynie starej uwazano za hodowle kontrolne.

Hodowle C.

Hodowle larw na woszczynie starej — komorki trutniow prowa-
dzono w tej samej liczbie, w tych samych warunkach co i poprzednie
oraz z 13 samg iloscig jaj. Sposéh zerowania larw w tej hodowli niczym
nie réznil sig od sposobu zerowania larw karmionych woszczyng starg—
komorki robotnic. Jedynie czas rozwoju byl w tych hodowlach o kilka
dni dluzszy: pierwsza — 53, druga — 53, trzecia — 55, czwarta -— 50,
pigta — 56 i szésta — 57 dni, Srednio 54 dni. We wszystkich kulturach
woszczyna byla calkowicie zjedzona, a ilo$¢ znalezionych poczwarek
i motyli byla nastgpujaca: pierwsza — 20, druga — 18, trzecia — 22,
czwarta — 19, pigta — 15 i szosta — 18. Z powyzszych danych wynika
ze w kulturach, w ktérych larwy karmione byly woszczyna starg —
komorki trutniéw, znacznie wieksza ilo§é larw zostata zjedzona przez
pozostale przy zyciu larwy. Dane te potwierdzalyby jeszcze raz, ze
wzajemne pozeranie si¢ larw jest uwarunkowane zapotrzebowaniem
na azot, a wigksza ich ilos¢ zjedzona przez larwy pozostale jest wyni-
kiem znacznie mniejszej zawartosci azotu w podanej woszczynie

(1,730/5). Tym rowniez nalezaloby tlumaczyé ni~znacznie przediuzony
czas rozwoju.
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Hodowle D.

Jako pokarm dla larw w tej serii doswiadczen uzylo ich wydalin
W ilosci 7 g. Hodowle prowadzono w tych samych warunkach co ho-
dowle A, B i C. Analiza wydalin podanych larwom jako pozywienia
wykazala nastepujgce srednie z szeSciu oznaczen:

wody — 7,879/,
suchej substancji — 72,800/,
frakcji lipidowej — 18,830/,
azotu —  3,630/.

Rozwd) larw mola odzywianych wydalinami trwat od 330 do
338 dni, $rednio 335 dni. Sposéb zerowania larw byt w tym wypadku
nieco odmienny. Po trzydniowym bezustannym chodzeniu po $cianach
erlenmeyerki larwy ukryly sie pod warstwa wydalin. Procesy rozwo-
jowe byly bardzo powolne, wzrost bardzo ograniczony, a po miesiacu
wida¢ bylo na dnie erlenmeyerki pochewki z przedzy, w ktérych znaj-
dowaly sie ukryte larwy. W miare postepujacego rozwoju ilos¢ ich
zmniejszala sie. W koncowym efekcie przeprowadzonej w ten sposéb
hodowli otrzymano nastepujaca ilos¢ poczwarek i motyli w poszcze-
golnych kulturach: pierwsza — 6, druga — 5, trzecia -— 2, czwarta — 3,
piata — 4 i szosta -— 5. Oprzedy, w ktorych znajdowaty sie poczwarki
oraz te, z ktorych wyszty juz motyle byly bardzo cienkie. Mata ilos¢
pozostalych larw, ktore zdotaly sie utrzymaé przy zyciu i osiagnaé
swoj pelny rozwdj, drobne bardzo motyle i poczwarki oraz cienkie
oprzedy i dlugotrwaly rozwdj larw karmionych wydalinami, wskazy-
walhy, ze przyczyna tego jest hy¢ moze zhyt mata ilos¢ w wydalinach
przyswajalnych zwiazkéw azotowych. Z doswiadczen przeprowadzo-
nych nad rozwojem larw mola odzywianych wydalinami wynika,
ze chociaz wartos¢ procentowa azotu zawartego w podanym pozy-
wieniu jest prawic taka sama jak w woszczynie starej — komorkach
robotnic, to widocznie azot w wydalinach wystepuje
wzwigzkach bardzo maio, alho wcale nie-
przyswajalnych przez larwy. Rozwdj larw odzy-
wianych wydalinami trwal okoto 7 razy dluzej niz na woszczynie starej
($rednio 335 dni). Decydujacym zdaje si¢ czynnikiem w rozwoju larw
jest nie tylko jak uwazano dotychczas obecno$¢ w diecie dostatecznej
ilosci przyswajalnych zwigzkow azotowych. Trudno przypusci€, aby
siedmiokrotnie dluzszy czas rozwoju larw odzywianych wydalinami
byt zaleiny od tych podstawowych skladnikéw pokarmu, ktére zostaly
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oznaczone w wydalinach. Wydaje sie, ze w wydalinach brak bytlo
rowniez dostatecznej ilosci jakich$s niezna-
nych dotychczas sktadnikow, kiére prawdo-
podobnie regulujyg procesy metamorfozy. Przy-
puszczenie to nabiera wi¢kszego prawdopodobieristwa na podstawie
wynikow doswiadczen otrzvmanych w dalszej czesci tej pracy.

Hodowle E.

Do doswiadczenn wybrano plaster woszczyny starej — komoérki
robotnic, z ktérego probki pobrane do analizy, wykazaly zawartos¢
procentowa oznaczonych sktadnikow zblizong do zawartosci tych
sktadnikow w woszczynie podanej larwom w hodowlach B. 100 g tej
woszczyny pocietej na nieduze kawalki umieszczano w kolbie, zale-
wano 1000 ml wody destylowanej i autoklawowano przez poéltore]
godziny pod cisnieniem 2,5 atm. Po autoklawowaniu sgczono przez
bibule na goraco, a pozostalos¢ na saczku suszono na powietrzu.
Otrzymany przesacz byl koloru ciemno brazowego6, a jego pH wyno-
sito 1.8. Woszczyna otrzymana w ten sposob ulegia znacznym zmianom.
Przede wszystkim stata si¢ ona krucha i rozpadla sie na pojedyncze
komorki. W wielu wypadkach, wytopiony wosk lezal w oddzielnych
grudkach.

W ten sposob przygotowana woszczyne, umieszczano w ilosci 7 g
w szeéciu erlenmeyerkach pojemnosci 300 ml z taka samg iloScig jaj
zlozonych na kalce kreélarskiej jaka dawano w poprzednich hodowlach,
oraz w tych samych warunkach doswiadczenia co i poprzednie hodowle.
Celem tej hodowli bylo stwierdzenie, do jakiego stopnia woszczyna
pszczela zmieniona przez ekstrakcje wodng w autoklawie wplywa na
rozwoj larw mola?

W tym wypadku zerowanie larw cechowala nieprawidlowos¢
i larwy rozpoczynaly zerowanie najczesciej w Sciankach woszczyny.
Hodowla od chwili wylegu z jaj az do otrzymania pierwszego motyla
trwala od 68 do 72 dni, $rednio 70 dni. Pokarm we wszystkich erlen-
meyerkach zostal calkowicie spozyty. a ilo$¢ znalezionych w poszcze-
golnych erlenmeyerkach poczwarek i motyli byta nastepujaca: pierw-
sza — 28, druga — 29, trzecia — 27, czwarta — 30, pigta — 29,
szosta — 28. Wylegle molyle i znalezione poczwarki byly troche mniej-
sze niz poczwarki i motyle otrzyinane w hodowli B. Oprzedy larw byly
normalne. Mala iloé¢ zjedzonych larw w tych kulturach wskazywalaby,
ze zawarto$é zwigzkéw azotowych koniecznych larwom byta dla nich
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wystarczajagca. Wynika z tego, ze zwigzki azotowe zawarte w starej
Woszczynie nie przechodzg do roztworu wodnego. Ciekawy jest jednak
fakt, ze czas rozwoju larw karmionych woszczyna po ekstrakeji wodnej
jest 0 20 dni dluzszy w poréwnaniu z czasem rozwoju larw w hodowli B.
Jak nalezy przypuszczaé — przyczyng tego moze byé:

) brak w pokarmie kwasow ttuszczowych, ktore przeszty do prze-
saczu, a wiec brak skladnika lub tez sktadnikow frakeji lipido-
wej, ktory powoduje po prostu czesciowy glod rozwijajacych
sie larw,

2) czesciowy brak w pokarmie po ekstrakcji wodnej ewentualnego
sktadnika, ktory prawdopodobnie reguluje procesy metamor-
fozy, i

3) zmiana struktury woszczyny wywolana wysokg temperatura.

Trudno jest w tej chwili ustali¢ wilasciwe zrodlo przyczyn przediu-

zenia czasu rozwoju, wydaje sie jednak, ze glowng tego przyczyna jest
brak w ekstrahowanej woszczynie dostatecznej ilosci domniemanego
czynnika, ktory reguluje procesy metamorfozy.

Hodowle F.

W poszukiwaniu granicy, do jakiej woszczyna zmieniona moze by¢
spozywana przez larwy, przeprowadzono nastgepujace hodowle.

Jako pokarm dla larw uzyto woszczyny starej — komorki robotnic
z tego samego plastra co i w hodowli E. 100 g tej woszczyny ekstra-
howano w auloklawie przez poltorej godziny pod cisnieniem 2,5 atm.
wraz z 1000 ml wody destylowanej. Po przesaczeniu i czesSciowym
przesuszeniu reszty woszczyny nierozpuszczalnej w wodzie, calosé ze-
brano do kolby i zalano podwojng objetoscig 100/, roztworu NaOH
i pozostawiono w temperaturze pokojowej w ciggu 24 godzin wstrza-
sajac czesto zawartos¢ kolby. Po uplywie tego czasu, roztwér saczono
przez bibule, a pozostalo$é na sgczku przemywano woda destylowang
az do zaniku reakcji alkalicznej.

Zebrang pozostalo$¢ z saczka zalewano podwojna objetoscia —
100/4 roztworu HCI i wstrzgsajac czesto zawartosé kolby ekstrahowano
woszczyne w ciggu 24 godz. w temperaturze pokojowej. Saczono przez
bibule, a pozostalosé na sgczku znow przemywano woda deslylowang
az do zaniku reakcji kwasnej.

Pozostalo$é na sgczku po ekstrakcji kwaseni, zebrano ponownie
do kolby; zalewano podwoéjna objetoscig 960/ alkoholu etylowego
! ekstrahowano w ciagu 24 godzin w temperaturze pokojowej czgsto
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wstrzagsajac. Po odsaczeniu alkoholu i dokladnym przemyciu woda

destylowana, pozostalo$¢ otrzymang w ten sposéb suszono na po-
wietrzu.

Woszczyna po tych zabiegach rozpadta sie na poszczegdlne ko-
morki oraz zawierala duzo drobnych czesci komérek, byta sucha, kru-
cha i rozsypywala sig za dotknigciem.

Hodowle w szeSciu erlenmeyerkach prowadzono w tych samych
warunkach co i poprzednio.

Czas trwania rozwoju larw byl ten sam co i w hodowli E, tzn.
srednio 70 dni. We wszystkich sze$ciu rownolegtych kulturach wo-
szczyna catkowicie byla zjedzona. 1lo$¢ znalezionych poczwarek i mo-
tyli w poszczegdlnych kulturach przedstawiata sie nastepujaco: pierw-
sza — 27, druga — 28, trzecia - 28, czwarta — 29, piata — 27, sz6-
sta — 27. Oprzedy larw byly normalne, a znalezione poczwarki i mo-
tyle byly tej samej wielkosci co i w hodowli E.

Porownujac wyniki hodowli larw w hodowli E z wynikami otrzy-
manymi w hodowli F, stwierdzamy, ze zarowno czas rozwoju, jakos¢
kokondw sporzadzonych przez larwy, ilos¢ wyhodowanych poczwarek
i motyli jest prawie taka sama. Wynikaloby z tego, ze zaréwno ekstrak-
cja wodna woszczyny — dokonana na gorgco — jak i ekstrakcja na
zimno 109/, NaOH, 100/, HCI oraz alkoholem nie pozbawia woszczyny
tych skladnikow, ktére sa niezbedne dla rozwoju larw.

We wszystkich dotychczas przeprowadzonych hodowlach (hodowle
A—F) siwierdzono, zaleznie od jakosci podanego larwom pokarmu,
wiekszy lub mniejszy ubytek larw w poszczegélnych kulturach. We
wszystkich stwierdzonych wypadkach ubytek ten jest wynikiem wza-
jemnego pozerania si¢ iarw. Poniewaz hodowle prowadzone byly od
sciéle okreslonych ilosci jaj, przeto moze si¢ nasunaé podejrzenie, ze
straty wynikle w hodowli przypisywane wzajemnemu pozeraniu sie
larw, moga rowniez powsta¢ wskutek tego, ze nie wszystkie larwy
mogly sie z jaj wylegac.

Przeprowadzona hodowla kontrolna (6 kultur) z doktadnie odli-
czona iloécia jaj z podaniem znaczniejszych ilosci pokarmu (30 g).
wykazala, ze w stosowanych warunkach do$wiadczenia uzywane jaja
byly zaplodnione i nieuszkodzone co gwarantowalo ich wyleg. Zatem
mniejsza iloéé znalezionych w poszczegolnych kulturach poczwarek
i motyli — w hodowlach od A do F — moze by¢ tlumaczona tylko wza-
jemnym pozeraniem si¢ larw w czasie ich rozwoju.
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II. Hodowla larw w warunkach jatowych.

W celu zorientowania si¢ o liczebnosci flory bakteryjnej wystepu-
Jacej na woszczynie pszczelej, dokonano posiewow matych skrawkow
krawedzi komérek pszczelich. Jako podioza stalego uzyto 1,59/, agaru
na 100 ml pozywki Nr 1. Posiewow dokonywano w ten sposéb, ze wy-
jalowiong w ogniu penset pobierano z krawedzi prébke woszczyny
umieszczano na szalce i zalewano pozywka. Inkubowano w termostacie
w temp. 25°. Po uplywie doby na wszystkich szalkach mial miejsce
bardzo obfity wzrost licznych kolonii bakteryjnych. Posiewéw doko-
nywano po 15 z kazdego gatunku woszczyny. Najwigksza ilos¢ kolonii
bakteryjnych wyrastala przy posiewach woszczyny starej — komérki
robotnic i trutniéw. Trudno jest w tym wypadku poda¢ dokladniej ilosé
wyrosnietych kolonii bakteryjnych, bowiem juz po 24 godzinach wiele
kolonii zlewalo sie razem w jedna duza, lub tez wyrastaty wachlarzo-
wato z kawaleczka woszczyny.

Sposob zerowania larw na woszczynie starej — komdrki robotnic
nasuwa podejrzenie zwigzania go z obecnoscig znajdujacych si¢ tam
bakterii. Jaki przebieg bedzie mial rozwéj larw na woszczynie jalowej,
iest przedmiotem nastepnej serii doswiadczen.

Wyniki hodowli E i F zdecydowaly, ze jako srodka wyjatawiania
uzyto podwyzszonej temperatury z para wodng pod cisnieniemn (auto-
klaw). Sposéb wyjalawiania woszczyny opisano w czeSci metodyczne;j.

Do hodowli jalowe) uzyto plastra woszczyny starej — komorki
robotnic. Pokrajang na drobne kawatki woszczyne doktadnie zmieszano
i umieszczano w erlenmeyerkach pojemnosci 300 ml po 9 g w kazdej.
Z kazdej erlenmeyerki pobierano probki woszczyny w ilosci 2 g i w tej
ilndci oznaczano w trzech réwnoleglych probach woszczyny z kazdej
erlenmeyerki: wode, frakcje lipidowa (eterowa), sucha substancje i azot.
Wyniki analiz tej woszczyny byly nastepujace: wody — 6,59/. frakcja
liipdowa — 37,50/,, substancja sucha - 560/o, azotu — 3,19¢/o. Po ozna-
czeniu w woszczynie wyzej wymienionych skladnikéw, wybrano do
doswiadczen tylko te erlenmeyerki, w ktérych analiza zawartej w nich
woszczyny wykazala identyczny sklad chemiczny. Erlenmeyerki z wo-
szczyna o identycznym skladzie chemicznym w ilosci 8 sztuk podzielono
na dwie serie. Z tych jedng seri¢ poddano wyjalawianiu w autoklawie
(hodowle jalowe A), pozostale za$ 4 pozostawiono jako kontrolne (ho-
dowle nie jalowe kontrolne Ai). Po wyjalowieniu, erlenmeyerki zam-
knieto korkami z waty, wstawiono do termostatu na dwa dni w temp.
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35° w celu doprowadzenia do rozwoju tych form, ktore ewentualnie
moglyby przetrwaé jako spory. Po dwudniowej inkubacji, ponownie
poddawano wyjatawianiu w autoklawie i znéw inkubowano w temp.
35°. Po trzykrotnym wyjalowieniu dokonywano kontrolnych posiewow
matych kawaleczkow woszczyny. Jako podioza agarowego uzyto po-
zywki Nr | z dod. agaru. Z kazdej erlenmeyerki pobierano po trzy
probki do posiewow i inkubowano przez pie¢ dni w temp. 35°. Po
uptywie tego czasu nie stwierdzono zadnego rozwoju mikroorganizmow.

Hodowle jalowe A

W erlenmeyerkach z woszczyng wyjalowiong i niewyjalowiona
umieszczano po 30 jaj zlozonych na kalce kreslarskie) uprzednio wy-
jalowionych. (Sposob wyjalawiania jaj podano w czesci metodycznej).
Hodowle prowadzono w termostacie w temperaturze 35° i wilgotnosci

70—800/o. Czas rozwoju liczony byl tak samo jak w kuturach po-
przednich.

Sposéb zerowania larw, karmionych woszczyna wyjatlowiona cha-
rakteryzuje sie lym, ze pierwsze korytarze drazg one w zakrzeplej na
dnie erlenmeyerki warstwie lipidowej (fot. Nr 1 i Nr 2). W miare po-
stepujacego rozwoju, larwy spozywaja dalsze partie woszczyny, co ma
miejsce dopiero wowczas, kiedy niemal cala warstwa lipidowa znaj-
dujgca si¢ na dnie erlenmeyerki jest spozyta- Spostrzezenia te pozwa-
laja przypuszczaé, ze w pierwszych okresach rozwoju — w warunkach
jalowych — podstawowym pozywieniem larw sa lipidy. Larwy mola
hodowane w warunkach jalowych zerowaly pojedynczo, nie tworzyly
zbitych gromad jak to ma miejsce w warunkach gdy s3 karmione wo-
szczyna niejalowa. Jak juz wspomniano, w miare postepujacego roz-
woju larwy spozywaja inne czeSci woszezyny, drazac w nich korytarze.
Z ta chwila daje si¢ zauwazy¢ zmniejszenie ich ilosci w poszczegélnych
kulturach. Zmniejszenie sig ilosci larw w poszczegolnych kullurach jest
poczatkowo nieznaczne i niezbyt uchwytne ze wzgledu na ich ukryty
tryb zycia. Ostateczny wynik hodowli trzydziestu larw w warunkach
jatowych byt nastepujacy: kultura I — 1 motyl, kultura II — 2 po-
czwarki w bardzo cienkich oprzedach, z ktérych nie wylegaly sig mo-
tyle, kultura 111 i IV — po jednej poczwarce w bardzo cienkich oprze-
dach, z ktérych réwniez nie wylegaly sie motyle (fot. Nr 3 i Nr 4).
Posiewy kontrolne woszczyny i wydalin larw mola hodowanych w wa-
runkach jalowych, wykazaly catkowita jalowos¢ zarowno woszczyny
jak i wydalin .Czas rozwoju jalowych larw mola odzywianych jalowa
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Woszczyng byl w poszczegélnych kulturach nastepujacy: I — 96 dni,
[T — 98 dni, 111 — 97 dni i IV — 96 dni, $rednio 97 dni. We wszystkich
kulturach woszczyna zoslala spozyta w bardzo malych iloSciach. Ze-
brane ilosci nie zjedzone;j woszczyny w poszczegolnych kulturach byty
nastepujace: I — 5,82 g, I1 —596 g, 111 — 6,25 gi IV — 597 g, a wiec
larwy spoiyty: w1 — 1,18 g, II — 1,04 g, III — 0,75 g, IV—103g.
Wprawdzie liczby wskazujace ilo$¢ spozyte) woszezyny nie sa dokladne
bowiem bardzo trudno jest oddzieli¢ pozostala woszczyne od przedzy
i drobnych wydalin, oraz w czasie oddzielania woszczyny od wydalin
i przedzy wyparowuje woda, to jednak mimo tych nieuniknionych bie-
dow oznaczone wagowe ilosci nie zjedzonej przez larwy woszczyny
pozwalaja na wyciggniecie pewnych wnioskow.

W kulturach jalowych uderzajaca jest przede wszystkim wyjatkowo
matla ilo$¢ otrzymanych poczwarek, a w jednym tylko wypadku motyla.
Zarowno poczwarki jak i wylegly motyl byly egzemplarzami bardzo
drobnymi (wymiary otrzymanego w hodowli jalowej motyla byly na-
stepujace: dlugosé¢ ciala — 7 min, szeroko$¢ wraz z rozpietymi skrzy-
dtami — 20 mm, podczas gdy wymiary motyli ktérych nie odczuwaty
braku pokarmu wyhodowanych w warunkach nie jalowych wynosz3a:
diugo$¢ ciata 22 mm, szerokos¢ za$ wraz z rozpietymi skrzydtami —
35 mm). Poczwarki, jak juz wspomniano, znajdowaly sie w bardzo
cienkich oprzedach. Wskazywatoby to, ze larwy hodowane w warun-
kach jatowych posiadaly niedostatek potrzebnych do rozwoju zwigzkow
azotowych. Laczyé to nalezaloby z malg ilosciag spozytego pokarmu,
ktoremu towarzyszy kompletne pozarcie innych larw. Poniewaz jednak
podany pokarm byl pokarmem na ktorym najlepiej rozwijaly sie larwy
w warunkach nie jalowych, przelo nasuwa si¢ przypuszczenie, z¢
mikroflora jelitowa peilni jakas inng jeszcze
funkcje¢ w procesach rozwojowych larwy,
zwigzanag prawdopodobnie z przyswajaniem
przez nig zwigzkow azotowych zawartych
w pokarmie Wskazuje na to mala ilos¢ spozytej woszczyny.

Réznice rozwojowe wystapia wyrazniej przy porownaniu wynikow
hodowli otrzymanych w warunkach jalowych (hodowle jalowe A) z wy-
nikami kontrolnymi (hodowle nie jalowe A;). Przebieg rozwoju larw
karmionych woszczyng nie jalowa byt w tych warunkach doswiadczenia
stosunkowo krotki i przedstawial sie w poszczegdélnych kulturach naste-
pujaco: kultura I — 39 dni, II — 38 dni, III — 24 dni i IV — 29 dni.
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We wszystkich kulturach woszczyna byta catkowicie zjedzona. I[lo$¢
za$ znalezionych larw i poczwarek w poszczegolnych kulturach na 30
wlozonych jaj byla nastepujaca: I — 24 larwy, Il — 16 larw i 2 po-
czwarki, III — 18 larw i 2 poczwarki, IV — 26 larw. Hodowla kontrolna
(A1) trwala tylko do momentu zjedzenia przez larwy wszystkiej wo-
szczyny; znajac bowiem ich zdolno$¢ wzajemnego pozerania z braku
pokarmu (patrz wyniki hodowli nie jalowych A, nie jalowych B kul-
tury: 1, 2, 3, 4, hodowle nie jalowe C kultury: 1, 2, 3, 4, 5, 6, w czesci
., Przebieg rozwoju larw odzywianych roznym pokarmem‘) musiano
przerwa¢ hodowlg, wskutek tego czas rozwoju larw w hodowli kon-
trolnej Ai liczony od wylegu z jaj az do wylegu motyla powinien by¢
nieco diuzszy. Tylko bowiem w tym wypadku moégiby on by¢ poréwny-
walny z czasem rozwoju larw hodowanych w warunkach jalowych.

Porownujgc wyniki hodowli larw odzywianych woszczyng jalows
i nie jalowa, stwierdzi¢ nalezy w pierwszym rzedzie minimalne spo-
zycie przez larwy pokarmu jatlowego. Przyczyng zdaje sie najwazniej-
sz3 dla ktorej larwy hodowane w warunkach jalowych spozyly tak mata
ilo¢ woszczyny moze by¢ —- brak mikroflory jelitowej. Nalezaloby
zatem obecnos¢ flory jelitowej u iarw mola wigzaé¢ z moznoscig tra-
wienia i asymilowania podanego pokarmu, przy czym istnieja, jak
nalezy przypuszcza¢ dwie drogi do wytlumaczenia tego zjawiska.

I. Poniewaz posiewy woszczyny pszczelej wykazaly obecnosé
duzej ilosci bakterii nasuwa sig przypuszczenie, ze zrédlem azotu roz-
wijajacych sie larw jest by¢ moze biatko mikroflory woszczyny. Gdyby
rzeczywiscie zrédlem azotu rozwijajgcych sig larw mola byto biatko
mikroflory woszczyny, to sadzi¢ nalezy, ze zmiany zaréwno fizyczne
i chemiczne jakim ulegla woszczyna w kulturach E i F dolycza rowniez
i zmian jej mikroflory. Wprawdzie woszczyna suszona po ekstrakcji
wodnej w autoklawie podlegala infekcji, ale zmiany jakim ona ulegta
niewatpliwie musialy si¢ rowniez gleboko odbié¢ na sktadzie mikroflory,
ktora spontanicznie zostala zakazona. Wprawdzie czasu rozwoju larw
w kulturach nie jalowych E i F oraz w kulturach nie jalowych B nie
mozna rowniez poréwnywac bez pewnych zastrzezen, bowiem hodowle
nie jalowe E i F oraz B (kontrolne) prowadzone dyly w temp. 25°,
a hodowle jalowe w temp. 35°, to jednak znajgc wlasciwos¢ larw mola
woskowego, dzieki ktorej moga one produkowac znaczne ilosci ciepla
przypuszczaé nalezy, ze czynnik temperatury (w granicach 10°C)
w hodowlach nie jalowych nie odgrywal tu decydujacej roli.
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2. Minimalng ilo$¢ spozytej woszczyny w kulturach jalowych
polaczong jednoczesnie z komplelnym pozarciem prawie wszystkich
rozwijajacych sig tam larw, nalezy raczej taczyé z nieprzyswajaniem
zwigzkow azotowych zawartych w woszczynie przez larwy pozbawione
flory jelitowej .Jezeli przypuszczenie lo jest siuszne, to w takim razie
flora jelitowa larw mola pelnilaby jaka$ posrednia funkcje w trawieniu
zwigzkow azolowych, kiore w braku mikroflory nie moga by¢ przez
larwe asymilowane. W dalszym ciggu tej pracy beda dostarczone
czgSciowo posrednie dowody stusznosci interpretacji tego zjawiska.

W Swietle wynikéw otrzymanych z hodowli w warunkach jatowych,
przedluzony czas rozwoju larw w hodowlach E i F nie moze by¢ tiu-
inaczony tylko zmianom jakim ulegt podanym w tych hodowlach lar-
worn pokarm. Raczej nalezaloby przypuszczaé, ze przyczyng sg zabu-
rzenia w mikroflorze jelitowej wywotane zmiang podanego pokarmu.
Podobne zreszta zjawisko widzimy i w hodowlach D, w ktorych jako
pokarm podano larwom ich wiasne wydaliny. Male egzemplarze motyli
otrzymane w tych hodowlach oraz znaczna ilos¢ pozartych larw —
mimo znacznej zawartosci azotu (3,639/) — nie moze byé przypisy-
wana — tak jak poczatkowo sadzono — obecnosci w tym pokarmie
zwigzkow nieprzyswajalnych przez larwy. Nalezaloby raczej przypu-
szczad, ze flora jelitowa larw mola procz funkceji posredniej udostepnie-
nia larwom zwigzkow azotowych zawartych w woszczynie, pelni jeszcze
jaka$ dodatkowsa funkcje, ktora ma wplyw na czas przebiegu procesow
metamorfozy.

Interpretacja tego zjawiska szerzej bedzie omowiona w dyskusji
wynikow.

Hodowle jatowe B.

Czas i sposob wyjatawiania woszczyny 40¢/o HsOe podano w czesci
metodycznej. Do lych doSwiadczefi uzyto {ej samej woszczyny, ktora
podano larwom w hodowlach jalowych A, zawierala ona ten sam pro-
cent oznaczonych skitadnikéw co i kultury poprzednio wymienione.
Hodowl¢ prowadzono w probéwkach uprzednio wyjalawianych, w nich
Umieszczano woszczyne wyjalowiong 400/ HyO, i wyplukang w wodzie
destylowanej jalowej. Do kazdej probéwki z kawatkiem wyjalowione;
W ten sposob woszczyny wkladano po jednym jaju zlozonym na kalce
kreSlarsklej Hodowle prowadzono w termostacie w temp. 35°C i wil-
gotnosci 70—=800/,.
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Hodowla larw mola karmionych woszczyng wyjatowiong 400/, HyO,
byla niezmiernie interesujgca. Wylegle z jaj larwy po dwudniowym
szybkim lazeniu po Sciankach probowki przystapity do zerowania Do-
wodem tego byly jasne i bardzo drobne wydaliny znajdujgce si¢ na
dnie probowki. We wszystkich jednak kulturach — ktérych rownolegle
prowadzono cztery — larwy po pigciu, szesciu dniach zginely.

W celu wyjasnienia, czy flora bakteryjna pelni az tak doniosta
role, ze staje si¢ decydujacymn czynnikiem w rozwoju larwy, czy tez
zmiany jakim ulegla woszczyna podczas wyjatawiania 400/ H,Os s3
przyczyng braku rozwoju larw i ich smiertelnosci, podjgto nastepujace
doswiadczenie.

Do wszystkich czterech probowek, w ktérych znajdowaly sig¢ ka-
watki wyjalowionej 40v/, H»O2 woszczyny. wlozono do kazdej z nich
po jednej larwie mola pobranej z hodowli niejalowej, o cigzarze
15—20 mg. Hodowano je w tych samych warunkach doswiadczenia co
i poprzednie. Sposob zerowania larw nie jalowych karmionych wo-
szczyng wyjalowiong 40¢/o H2O: byl zupelnie normalny. Larwy przy-
stapily natychmiast do zerowania, a po czternastu dniach spozyly
one we wszystkich kulturach woszezyng, a cigzar ich ciala w poszcze-
golnych kulturach by! nastepujacy: [ — 48 mg, IT — 52 mg, Il —
40 mg, IV — 50 mg.

Jak wynika z ostatnio przeprowadzonego doswiadczenia larwy nie
jalowe odzywianie woszczyna wyjalowiona 400/q H:O, chetnie spozy-
waja ten pokarm i przybieraja na wadze, co wskazuje, ze zmiany za-
rowno chemiczne jak i fizyczne powstale w woszczynie przez dziatanie
400/, H,O:2 nie s3 przyczyng Smiertelnosci larw jalowych. Pozostaje
zatem przyjaé¢ druga mozliwosé, ze larwy mola pozbawione flory jeli-
towej nie sg w stanie rozkiada¢ tych skiadnikéw pokarmowych zawar-
tych w woszczynie, ktore s3 jej niezbedne do rozwoju. Zatem proces
rozwoju larw bylby catkowicie zalezny od flory bakteryjnej jelita, ktora
pelnilaby jaka$ posrednig funkcj¢ w trawieniu skiadnikow wystepuja-
cych w pokarmie, w formie nieprzyswajalnej przez larwy i zamianie
tych skladnikéw na forme przyswajalng przez larwy.

Na podstawie poréwnania wynikow hodowli otrzymanych w kultu-
rach jalowych A i B moznaby przypuszczaé, ze larwy w kulturach A
mogtly przej$é swoj rozwoj tylko dzigki temu, ze swoje zapotrzebowanie
na azot mogly pokryé kosztem pozarcia innych larw. Wzajemne poze-
ranie sie larw wystepuje prawdopodobnie w pierwszych dniach rozwoju
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larwalnego. Trudno uchwytne jest ono w pierwszych trzech tygodniach
rozwoju ze wzgledu na ukryty tryb zycia larw i mniejsze prawdo-
podobnie zapotrzebowanie na azot w tym okresie a latwiejsze do
uchwycenia w pézniejszych okresach rozwoju, kitéry polaczony jest ze
zwigkszonym zapotrzebowaniem na azot w zwigzku z przedzeniem.
Przypuszczenie {o polwierdza konicowy wynik hodowli larw w warun-
kach jalowych (hodowle jalowe A) i minimalna ilos¢ spozytego w tych
warunkach pokarmu jalowego. W ostatecznym wyniku przeprowadzo-
nych rozwazan nad hodowla larw w warunkach jalowych moznaby
zdaje si¢ wysnué¢ wniosek, ze larwy mola woskowego
pozbawione flory jelitowej nie przyswajaja
pokarmu podanego w woszczynie, co potwier-
dza minimaina iloS¢ spozylego pokarmu;
flora jelitowa pelni prawdopodobnie jakas$
posrednig funkcje w trawieniu skladnikow
zawartych w woszczynie, zainieniajgc je na
skladniki przyswajalne przez larwe. W konse-
kwencji wynika z lego drugi wniosek, ze prawdopodobnie rozwoj
larw calkowicie zalezy od flory bakteryjnej
i jest to czynnik decydujgcy. W nastepnym etapie
podjetych prac dokonano prob zbadania flory bakteryjnej larw mola.

I1I. Flora bakteryjna larw mola

Poniewaz posiewy woszczyny pszczelej wykazaly obfita flore bak-
teryjng, to w pierwszych poszukiwaniach flory bakteryjnej u larw mola
starano si¢ zbada¢ obecnos¢ mikroflory w tresci jelita larw. Do tego
celu wybierano zwykle larwy starsze, wyrosniete, wagi od 150 do
200 mg. Sposob operowania larwy w celu dokonania posiewow tresci
jelita zostal podany w czeSci metodyczne;.

Posiewéw dokonywano na podtoze agarowe, w sklad ktérego wcho-
dzila pozywka Nr 1 o pH 7,0. Hodowle prowadzono w temp. 35°.
Po rozcieciu jelita, wyjalowionym oczkiem platynowym pobierano
probki z jelita i dokonywano posiewow. Dokonujac posiewow tresci
jelita larwy liczono sie z tym, ze znaczna ilo$¢ baklerii znajdujaca sie
W podanym pokarmie powinna znaleié si¢ rowniez i w przewodzie po-
karmowym. Wyniki posiewéw, ktérych dokonano pigtnascie wykazaty
Znaczne jej ubostwo. Na poszczegdlnych szalkach wyrosly po dwie,
trzy kolonie, mimo, ze czas inkubacji trwai do 20 dni.
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Przyczyn matej ilosci wyrosnietych na szalkach kolonii bakteryj-
nych upatrywano w pierwszym rzedzie w niewtasciwym skladzie do-
branej pozywki, poniewaz bakterie larw mola wystepujace wewnatrz
jelita sa organizmami, jak nalezy przewidywac, wyspecjalizowanymi
i moga posiada¢ okreSlone wymagania w zakresie skladnikow pokar-
mowych, przeto zastosowano do nasiepnych posiewéw pozywke Nr II
(ekstrakl z larw) ktorej sposob przygotowania i uzycia zostal podany
w czesci metodyczne;.

Nastepnych posiewow dokonywano nie z tresci jelita a ze skraw-
kow jelita. Wypreparowane z jamy ciata jelito cieto na drobne kawalki
wprost na szalki Petriego i zalewano pozywka Nr Il uzywajac jako
podloza agaru. Inkubowano w termostacie w temperaturze 35°. Po
24-godzinnej inkubacji otrzymywano na niektérych szalkach bardzo
obfity wzrost kolonii bakteryjnych. Nie rzadko trafialy sie szalki,
w ktorych po 24 godzinach powierzchnia podloza catkowicie pokryta

byta koloniami bakteryjnymi, utrudniajagc w ten sposob przeszczepienie
czystych kultur.

Z posiewow w ten sposob dokonanych wyodrebniono 12 szczepow
bakteryjnych, o nieznanych wiasnosciach fizjologicznych.

Zwrocono réwniez uwage na sie¢ kapilar trachealnych gesto opla-
tajacych jelito. Posiewy poszczegolnych czesci tych przewodow, za-
rowno stykajacych sie z jelitem, jak i dalszych odcinkéw wykazaly cal-
kowita ich jalowos¢. Jalowa rowniez okalaza sie hemolimfa. Zaréwno

do posiewow trachealnych jak i hemolimfy uzywano podloza agaro-
wego z dodaniem pozywki Nr II.

IV. Witasnosci fizjologiczne szczepu Is.

Sposrad 12 wyizolowanych szczepéw bakteryjnych zbadano wias-
ndsci fizjologiczne jednego szczepu. Szczep ten tworzy na agarze ko-
lonie biale, plaskie, krzewiaste, o brzegach mocno postrzgpionych. Jest
to ruchliwa paleczka gramujemna, zarodnikujaca, dlugosci 55 w

i szerokosci 0,9 p. Czterodniowe kultury. tworza tancuszki z pieciu do
szesciu pateczek.

Wyizolowany szczep doskonale rozwijal si¢ na kartoflu, a brak
bylo wzrostu na marchwi. Juz po 24 godz. rozpuszcza zelatyne.

W nastepnych do$wiadczeniach starano sig¢ ustali¢ stosunek wy-
izolowanego szczepu bakteryjnego do réznych zwiazkéw azotowych.
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Doswiadczenie przeprowadzono w probéwkach z 5 ml pozywki mine-
ralnej o nastepujacym skladzie:

K,HPO, — 005 g
KH;:PO: -- 005 g
MgSO; . 7H,0 — 0.05 g
NaCl — 005 g
CaCOj — 001 g

wody wodociggowej —100 ml.

*) Na kazde 100 ml podstawowej pozywki mincralnej dodawano tyle glukozy,
aby zawarto$¢ wegla w pozywce wynosila 19/, oraz taka ilosé¢ zwigzkéw azotowych,
aby koncentracja azotu wynosila 0,1¢. Przy sporzadzaniu pozywek z réznymi
zwigzkami azotu starano sig¢, aby poczatkowe pH pozywek wynosilo 7,0. Szczepiono
oczkiem platynowym, starajac si¢ za kazdym razem pobraé jednakowg ilos¢ masy
bakteryjnej. Inkubowano w temp. 35° przez 7 dni. Rozwdj bakterii oceniano wediug
zmetnienia pozywki przyjmujac nastepujgcg skale oceny: - - brak zmetnienia,
!/s bardzo stabe, 1 slabe, 2 intensywne, 3 bardzo intensywne. Z kazdym zwiazkiem
wykonano trzy réwnolegle proby. Wyniki doSwiadczenia zebrano w tabeli II.

Na siarczanie amonu szczep ten w trzecim dniu tworzy na po-
wierzchni pozywki kozuszek, ktoéry utrzymuje sie do konca trwania
doswiadczenia. Przy podaniu jako zrodla azotu peptonu razem z glu-
koza, siodmego dnia rozwoju na dnie probowki powstala warstwa
osadu bakterii. Przy rozwoju na asparaginie z glukoza szdstego dnia
powstat na powierzchni pozywki kozuszek. Siédmego dnia rozwoju
stwierdzono grubg warstwe $sluzowatego kozuszka koloru rézowego
na powierzchni, a na dnie probowki osad. Wzrost na samym peptonie
bez glukozy charakteryzuje si¢ utworzeniem kozuszka na powierzchni
pozywki juz trzeciego dnia inkubacji, czwartego dnia stal si¢ jeszcze
grubszy i w tym stanie utrzymat sie do konca doswiadczenia z tym
jednak, ze szostego dnia byl mocno opalizujacy. Siédmego dnia na dnie
probowki utworzyla si¢ warstwa osadu. Przy podaniu asparaginy bez
glukozy, czwartego dnia rozwoju utworzy! sie na powierzchni pozywki
bardzo siaby kozuszek, ktéry utrzymywat si¢ do korica do$wiadczenia.

Sposrod zwigzkéw azotowych nieorganicznych moze byé zuzywany
Siarczan amonu, za$ z organicznych azotowych najlepiej zuzywany
jest pepton. Azot zawarty w peptonie jest najlepiej asymilowany w po-
2ywcee nie zawierajacej glukozy. W wypadku dodania do pozywki glu-
kozy powstaja kwasy.
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Tabela I1. — Table Il.

ek szczepu [, do zwigzkéw azotu — The relation of the strain I, to nitrogenous compoundsi

Stosun
pH ~_ Stopien rozwoju po uplywie — The degree of developmeat after the lapse of pH
Zrédio N _“...w% m.wm._ 24h 48h 72h 96 h 120 h 168 h ._uuo.mm
The source of N | Zrcia | Lzach
cwv...ﬂw-ﬂ..ﬂ_-nrnnrnucnnranunarn%nm_
zalion | zstion
(NH,),SO, 7.0 7.1 |1/2|1/2(1/2( 1 1 1 1 2 2 1 2 (2122 2 2 2 2 5.1
NaNO, 70| 73| =lwa|=|—=|m@|=|—|1R|=|—110 = |— 1B — |~ 12| — | 73
2'20- 7.0 7.0 —_— _— — —_— —_ —_ — —_— . — — —_ — — A P— — — — 70
Pepton-peptinne 7.0 70 | 1 1 : i | 1 1 1 1 1 DI | _ 1 1 1 1 1 1 1 5.4
Asparagina .
Asparagine 7.0 4 | —{— val12|1/2|11/2]| 1 1 1 1 1 _ 1 2 2 1 3 3 2 6.4
Mocznik-urea 7.0 76 | = = == | S G ad it e | 0 7.7
Kwas moczowy ‘
Urickacid 7.0 71 |l=] =] =|=|=|=]1/2|1/2]| = 1/2(1/2|1/2] 1 1 |1/2] 1 1 1 6.7
Pepton _
bezgikor) | | 70| 702 |2 |2|2(2|3|3|3|3|3|3|3|3 (3|33 3|3/ 86
Peptone _
(without giucose),
Asparagina _
bezglkozyl | | 70| 70| | =|=|1@]|=|=|12|10] =121 |22} 2 {1 1 ]1 1 1) 89
Asparagine _
(without giucose)
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V. Préby rozkladu wosku na drodze bakteryjnej.

Podjeto proby stwierdzenia, jaki jest stosunek wyizolowanych
12 szczepow bakteryjnych do wosku.

Do doswiadczen uzyto wosk otrzymany z ekstrakeji najpierw alko-
holowej na goraco, a pozniej eterowej woszczyny pszczelej. Nie byta
to prawdopodobnie substancja zupelnie czysta — jako ester mirycylo-
palmitynowy — bowiem jej punkl topnienia oznaczony wynosil 61°
(zatem byt o jeden stopien nizszy od punktu topnienia wosku pszczelego
jaki podaje Scott (16), (62--70°)).

Poczatkowe dodwiadczenia wykonano na podlozu agarowym. Za-
stosowano pozywke Nr Il w ilosci podanej w czesci metodycznei i do
kazdych 100 ml tak przygotowanego podioza dodawano 2 g wosku.

Pozywke wraz z woskiem ogrzewano mocno w aparacie Kocha
i gwaltownie wstrzgsajac celem wytworzenia zawiesiny wosku rozle-
wano do probowek. pH przygotowanej pozywki wraz z woskiem wy-
nosito 7.0. Dobrze rozgrzane probowki mocno wstrzasano i wylewano
na szalki. Zastygle podloze zakazano wyizolowanymi szczepami bak-
teryjnymi w ten sposdb, ze pobierano je oczkiem z podloza stalego
i smarowano nimi powierzchni¢ podloza w postaci smugi. Inkubowano
w temperaturze 25°.

Przeprowadzone w ten sposob doswiadczenie dalo wynik nega-
tywny. Po dwutygodniowym przetrzymywaniu szalek w warunkach
zabezpieczajacych podioze przed wysychaniem, nie stwierdzono pod
mikroskopem rozkladu kuleczek wosku tkwigcych w podlozu, mimo, ze
dokota nich znajdowaly si¢ skupienia bakterii.

Nastepnej serii do$wiadczen dokonano w erlenmeyerkach pojem-
no$ci 100 ml. Wlewano do nich pozywke Nr [I. jako 300/, wodny roz-
twor, doprowadzano do pH 8,4 (pH jelita — Duspiva (6)), przy
pomocy 0,50/ Na,COg i do kazdej erlenmeyerki zawierajgce] 20 ml
pozywki plynnej dodawano 0,2 g wosku uzytego w poprzednim do-
Swiadczeniu. Pozywke z woskiem wyjatawiano trzykrotnie, sprawdzajac
kazdorazowo zmiany pH. Po trzecim wyjalowieniu gorace erlenmeyerki
z pozywka i woskiem wstrzasano i studzono jednoczesnie w strumieniu
zimnej wody celem utworzenia zawiesiny. Z kazdym szczepem bakte-
ryinym wykonano trzy rownolegie préby. Kazda rownolegly serig
erlenmeyerek zakazano jednym szczepem bakteryjnym, pobierajac bak-
terie oczkiem platynowym z podloza stalego. Zaszczepione erlenmeyerki
inkubowano w temp. 25°.
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W pierwszych dniach inkubacji stwierdzono intensywny rozwdj
bakterii. Po tygodniu, na powierzchni pozywki powstat kozuszek, ktory
po dwoch tygodniach opadi na dno. Pozywka w niektorych erlenmeyer-
kach stala si¢ klarowna. Poniewaz w ciggu czterech tygodni nie stwier-
dzono zmniejszania sie iloSci dodanego wosku, pozostawiono kultury
w termostacie. Dopiero po uplywie szesciu miesiecy, dziewigé szczepow
bakteryjnych, wéréd ktorych znajdowal sig¢ szczep Ig, rozlozylo wosk
zawarty w erlenmeyerkach. Ze wszystkich erlenmeyerek woda wypa-
rowala. W tych erlenmeyerkach w ktorych wosk nie zostal rozlozony
oraz w kontrolnych wida¢ bylo na dnie wosk w postaci grudek, nato-
miast w {ych erlenmeyerkach, w ktérych zostal roztozony na dnie znaj-
dowata si¢ warstwa osadu.

Poniewaz w czasic wykonywania te) pracy ukazala sie na ten sam
temat praca Florkina, Lozetai Sarleta (7) zaniechano
ilosciowych oznaczen produktow rozkladu bakteryjnego wosku.

W doswiadczeniach Florkina i wspotpracownikow, rozktad wo-
sku na $cianach probowek nastapil po uptywie pigciu tygodni. O wiele
dluzszy okres czasu rozkladu wosku w do$wiadczeniach autora moz-
naby tlumaczy¢ nicodpowiednimi warunkami: temperatury, pH, wen-
tylacji, gromadzeniem si¢ metabolitéw bakterii.

Po orientacyjnych prébach bakteryjnego rozkiadu wosku zajeto sie
blizej jednym szczepem oznaczonym [z, u ktérego juz poprzednio okre-
¢lono stosunek do niektérych zwiazkow azotowych.

VI. Préby izolacji enzymu ze szczepu bakteryjnego I,

Z kolei podjgto proby wyizolowania enzymow produkowanych przez
szczep lp i zbadania ich dzialalnosci na wosk i blony komérek pszcze-
lich jako dwéch zasadniczych sktadnikow woszezyny.

Na podstawie przedstawionych powyzej wynikow moznaby wnio-
skowaé, ze larwy mola woskowego pozbawione flory jelitowe] i odzy-
wiane jalowa woszczyna, nie przyswajaja podanego im pokarmu oraz,
ze flora jelitowa pelni prawdopodobnie jaka$ posrednia funkcje w tra-
wieniu skladnikéw, zawartych w woszczynie zamieniajac je na sklad-
niki przyswajalne przez larwe.

O ile to przypuszczenie jest sluszne, starano sie stwierdzi¢ dzia-
lajac wyciggiem enzymatycznym —- otrzymanym ze szczepu bakleryj-
nego oznaczonego znakiem I — na zasadnicze skiadniki wchodzace
w sklad woszczyny. Pod nazwa zasadniczych skiadnikéw woszczyny
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rozumiemy w tym przypadku czysty wosk i blony komérek pszczelich
tworzacych woszczyne.

Pierwsze proby polegaly na zbadaniu struktury mikroskopowej
blon. Do tego celu uzyto kawalka woszczyny pszczelej, w ktérej prze-
szlo rozwoj jedno pokolenie czerwia pszczelego. Po ekstrakcji eterowe;j
otrzymano ,,woszczyne* pozbawiong substancji lipidowych, ktéra za-
chowata swoj pierwotny wyglad dzigki pozostaniu bilon. Byly one
cienkie, koloru jasno zottego. Obserwacje mikroskopowe drobnych ka-
waleczkow blon pobranych z réznych miejsc komérki wykazaly, ze jest
to substancja w ktorej nawet przy zastosowaniu immersji nie widaé
zadnej struktury; zauwazy¢ sie dalo tylko w wielu miejscach przyle-
pione ziarnka pytku oraz niekiedy wtoski roslin. Ta blona intensywnie
barwi sie blekitem metylenowym i fuksyna karbolowa i nie odbarwia
si¢ po diugotrwalej kapieli w alkoholu etylowym i wodzie. Jest dosyé
odporna na dzialanie zasad, ulega hydrolizie dopiero po 8-godzinnym

dziataniu na gorgco ! n NaOH, dajac ciemno brazowy roztwér o spe-
cyficznym zapachu.

W celu otrzymania wyciagu enzymatycznego ze szczepu bakteryj-
nego ls, dokonywano posiewow tego szczepu w duzych ptaskich kol-
bach — Soyki. Hodowano je na 1,50/ podtozu agarowym z dodatkiem
30 ml pozywki Nr II, na kazde 100 ml roztw. ag. Stosujac tego rodzaju
podioze chodzito o to, aby otrzyma¢ jak najwiecej wody kondensacyjnej,
ktora utatwitaby zebranie z podloza bakterii. Po dokonaniu posiewdw,
bakterie inkubowano przez dwie doby w temp. 35°. Bakterie sptukiwano
z podioza wodg kondensacyjna, zlewano do naczynka wagowego i wsta-
wiano do eksykatora na dnie ktdrego znajdowal sie stezony kwas siar-
kowy. W celu przyspieszenia wyschniecia bakterii i przeciwdzialania
w wytworzeniu przez nie spor, usuwano z eksykatora powietrze przez
wypompowanie go przy pomocy pompy prozniowej. W ten sposdb, po
uptywie dwoch dni, otrzymywano suchg mase bakteryjng, z ktorej
mozna byto dokona¢ wyciagu enzymatycznego.

Po wysuszeniu masy bakteryjnej oznaczano jej cigzar i do kazdych
100 mg suchej masy bakieryjnej dodawano 4 ml chemicznie czystej
gliceryny i 2,5 ml destylowanej wody jatowej. Suchg mase bakteryjng
Z roztworem wodnym gliceryny wstawiano na dobe do lodowki
0 temp. 0°. Po uptywie doby naczynka wyjmowano z lodéwki, tyzeczka
M0gowg dokladnie mieszano zawarto$¢ (mas¢ bakteryjng i roztwdr
glicel’yny) i saczono przez filtr Schotia G 5, zachowujac przy tym jak
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najdalej posunigte $rodki ostroznosci w zachowaniu jalowosci pre-
paratu.

Wodno glicerynowy wyciag suchej masy bakteryjnej saczono pod
zmniejszonym cisnieniem przy uzyciu pompy wodnej. Saczenie odby-
walo sie bardzo powoli, a sptywajgcy do epruwetki wyciagg posiadat
kolor brazowy. Przesacz przechowywano w lodowce w temp. 0°.

Otrzymany wycigg enzymatyczny poddawano kontroli jalowosci.
Z kazdej epruwetki zawierajacej wyciag pobierano jalowg pipeta 0,5 ml
wyciggu, rozlewano na szalki i zalewano agarem zawierajacym po-
zywke Nr II. Inkubowano w temp. 35°. Posiewow takich dokonywano
zwykle cztery celem dokltadniejszego stwierdzenia jalowosci otrzyma-
nego preparatu. Przetrzymanie szalek w termostacie w ciggu tygodnia
wykazalo kompletna jalowosé otrzymanego preparatu.

W wypadku jednak, kiedy podloze agarowe w kolbach Soyki
zawieralo mniej wody kondensacyjnej, a wyrosle na nim dwudniowe
kultury bakterii splukiwano jalowa woda destylowang, czas suszenia
bakterii w eksykatorze trwal kilka dni, a wytworzone w tym czasie
spory przeszly do przesgczu, co stwierdzono posiewami kontrolnymi.
Przeto do doswiadczen dalszych, nie uzywano nawet najmniejsze;j ilosci
otrzymanego wyciggu enzymatycznego, ktoryby uprzednio nie zostat
poddany kontroli jalowosci.

Wyniki oznaczefl potencjometrycznych pH wyciggu podane s3
w tabeli I1I-

Tabela 11l. — Table 111.

S — R
alp et of | gliceryny | wody | conuoatuteritty | otnuot i g
mass obtained glycerol |  water of 3 parail. seeds. rall. determin.
mg cm® cm® |
0.1303 7.0 35 = 7.1
0.0408 2.0 1.0 i 7.2
0.1716 8.6 43 — 72
0.1525 7.6 38 | = 7.2
0.1600 8.0 40 | — 7.3
0.1528 7.6 38 + x =
|

— oznacza kompletng jalowoé, + obecnofé bakterii w wyeiagu.
®) tego wyciagu nie uiyto do dalsaych préb.
— denotes complety sterility, + presence of bacteria in the extract

*) this extraet was not used + in subsequent tests.
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W drugiej serii prob. przeprowadzono hodowle bakterii w kol-
bach Soyki, z agarowa pozywka Nr [ bez glukozy. Postepowanie
i warunki hodowli oraz sposéb otrzymywania wyciggu byl taki sam
jak przy uzyciu pozywki Nr II. Otrzymany wyciag wodno-glicerynowy
mial kolor jasno-zoltty, jego pH wynosilo rowniez 7,2, ale wiekszosé
prob okazala sie nie jatowa.

Druga seria doSwiadczen polegata na tym, ze hodowle bakterii
tego samego szczepu przeprowadzono w tych samych warunkach z ta
jedynie roznica, azeby ilos¢ wody kondensacyjnej, ktorg spiukiwano
bakterie z podloza agarowego byla jak najmniejsza. Przez szybkie
wyparowanie w prozni ialej ilosci wody kondensacyjnej starano sie
otrzyma¢ wysuszone [ormy wegetatywne bakterii przed wytworzeniem
przez nie spor. Dalsze postgpowanie z suchg masg bakteryjna bylo takie
same jak w poprzednich probach. Stosujgc ten sposob suszenia bakterii,
udato sie otrzymaé pewnga ilos¢ jalowego wyciagu, ktory zostal uzyty
w nastepnych doswiadczeniach.

Aby otrzymaé mozliwie najdrobniejsze grudki wosku postepowano
w ten sposob, ze 2 g czystego wosku zalewano 200 ml 969/, alkoholu
etylowego i ogrzewano na tazni wodnej az do zupelnego rozpuszczenia
sie.- Do goracego roztworu, wlewano duzy nadmiar wody destylowane;j
z odrobing NaCl. Wytracony w ten sposdb wosk tworzy!t bardzo drobna
zawiesine, ktorg saczono przez saczek z bibuly i przemywano woda
destylowang. Powstaly na saczku osad suszono w eksykatorze préznio-

wym nad kwasem siarkowym, a nastepnie przesiewano go przez gesty
woreczek jedwabny.

Z przygotowanym w ten sposob woskiem wykonano szereg do-
swiadczen w cylinderkach szklanych. Wodno-glicerynowy wyciag enzy-
matyczny nie rozktadat wosku w tych warunkach doswiadczenia Ne-
gatywne wyniki oirzymmano rowniez po zastosowaniu roztworow bu-
forowych (z fosforanow) od pH 7,4 do 8,0.

Jezeli, mimo licznych préb i duzych usitowan, nie osiagnigto do-
datnich wynikow, to przyczyng tego jak nalezy przypuszcza¢ moze
byé¢: hamujgce dzialanie uzytych w do$wiadczeniach buforéw, brak
odpowiednich aktywatorow, znacznie dokladniejsze warunki pH, tem-
peratury, albo by¢ moze brak enzymu w uzywanym wyciggu. Wreszcie
brak rozkladu wosku w probowkach mozna wytlumaczyé wlasciwoscia
enzymu, ktérego dziatalnos¢ scisle zwigzana jest z dzialalnoscig zywej
Plazmy bakteryjne;.
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Druga czes$é pracy zwigzana z badaniem dzialalnoéci otrzymanego

wyciggu enzymatycznego polegala na stwierdzeniu, jak bedzie on dzia-
lat na blony komérek pszczelich.

Pierwsze préby wykonano w pierScieniach szklanych przykrytych
szkietkami przykrywkowymi, na ktérych w kropli wyciagu enzymatycz-
nego znajdowal si¢ skrawek blony komdrki pszczelej. Wykonano sze$é
rownoleglych prob, w ktérych rozktad hbadano po 24-godzinnym prze-
trzymaniu w termostacie w temp. 35°. Po uplywie lego czasu stwier-
dzono obserwac)g mikroskopowa, ze skrawki blon zostaly w niektérych
miejscach ponadzerane i potworzyly sie wglebienia.

Drugg serig doswiadczenl przeprowadzono w tych samych warun-
kach z t3 roznica, ze do kropli wyciggu z blong dodawano ezg krople
roztworu weglanu sodu, ktérego pH wynosilo 7,5. Preparaty trzymano
w termostacie w tych samych warunkach temperatury. Po uplywie doby,
w czterech prébach stwierdzono mikroskopowo daieko posuniety roz-
ktad bton, niektére z nich byly gleboko ponadzerane, w pozostatych
za$ dwoch probach blony ulegly calkowitemu roztozeniu.

Nastepne doswiadczenia z wyciggiem enzymatycznym przeprowa-
dzono w probéwkach. Do szeiciu jalowych probowek wkladano po
10 mg blon komérek pszczelich; do kazdej z nich dolewano jalowo po
I ml wyciggu glicerynowego i umieszczano w termostacie w temp.
35°. Po uplywie doby, we wszystkich probéwkach stwierdzono zanik
blon. Posiewy kontrolne zawartosci szesciu probowek, wykazaly cat-
kowita jalowo$¢ pieciu probowek i po uptywie tygodnia w tempera-
turze 35° brak bylo na szalkach wzrostu bakterii, podczas gdy po-
siewy dokonane z szdstej probowki juz po uptywie 24 godzin wykazaly
rozwoj pewnej ilosci kolonii bakteryjnych. Powtérna kontrola jatowosci
wyciggu znajdujacego sie w epruwetce — a ktéry byt uzyty do do-
Swiadczen wyzej opisanych — wykazata catkowita jalowosé wyciagu,
zatem obecno$é w jednej prohowce bakterii moznaby tlumaczyé wpro-
wadzeniem spor wraz z btonami.

Poniewaz obserwacje mikroskopowe rozktadu blon komoérek pszcze-
lich pod dzialaniem wyciggu enzymatycznego w obecnoSci roztworu
weglanu sodu o pH = 7,5 wykazaly, ze rozklad w tych warunkach jest
silniejszy, wykonano jeszcze jedng serig dosSwiadczen. W szesciu jalo-
wych probéwkach nmieszczano po 20 mg blon, do ktérych jatowo doda-
wano po 2 ml roztworu Na,COj; o pH = 7,5 oraz do pieciu prohowek po
0,5 ml wyciggu wodno-glicerynowego, szosta za$ probowke bez wy-
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ciggu a tylko z weglanem sodu i blonami komérek pszczelich uwazano
za kontrolng. Cato$¢ umieszczano w termostacie w temp. 35°C.

Po 120 godzinach we wszystkich pigeciu probowkach zawierajgcych
wycigg enzymatycziy stwierdzono zupetny zanik blon komorek pszcze-
lich — podczas gdy w kontroinej pozostaty w dalszym ciagu bez zmiany.
Posiewy kontrolne zawartosci probowek wykazaly zupelna jatowosc.
Wynikaloby z tego, ze rozktad bton komoérek pszczelich zostat dokonany
przy udziale enzymu otrzymanego z suchej masy hakteryjnej jaki zostat
wprowadzony w roztworze wodno-glicerynowym. Na uwage zastuguje
tu fakt, ze w ostatniej serii przeprowadzonych doswiadczen rozktad
bton w probéwkach z dodatkiem roztworu weglanu sodu o pH 7,5 trwat
nieco dtuzej, niz w doswiadczeniach wykonanych wczesniej hez dodania
roztworu weglanu sodu, a tylko z dodaniemn samego wyciggu. Przy-
puszczaé nalezy, ze przyczyna tego moze by¢ zhyt mala ilos¢ uzytego
w ostatnim do$wiadczeniu wyciaggu wodno-glicerynowego, ktory jeszcze
bardziej zostal rozcienczony przez wprowadzenie 2 ml roztworu we-
glanu sodu, oraz wieksza iloscig uzylych do rozktadu bton komodrek
pszczelich. By¢ moze rowniez, ze przediuzenia rozkiadu bton nalezy
dopatrywa¢ si¢ w nagromadzeniu w zbyt malej objetosci roztworu pro-
duktéw rozkladu enzymatycznego, ktore w tym wypadku moga dzialaé
hamujgco na przebieg dalszego rozkiadu.

Zarowno z przesgczem: wodno-glicerynowym jak i z przesaczem
wraz 7 produktami hydrolizy bton komorek pszczelich wykonano szereg
préb jakosciowych, na biatko i cukry, ktore daty wynik negatywny.

Aczkolwiek wykonane prohy jakosciowe z wodno-glicerynowym
wyciggiem enzymatycznym wypadly negatywnie, {o jednak fakt, ze
btony komorek pszczelich ulegajg rozkltadowi w obecnosci tego wy-
ciagu, oraz hrak tego rozkladu w proboéwkach nie zawierajacych wy-
ciggu wskazywaloby, ze mamy tu do czynienia z malo dotychczas po-
znanym, ale po raz pierwszy stwierdzonym zjawiskiem, z¢ rozkltad blon
komoérek pszczelich jest dokonany przez enzym czy tez enzymy, produ-
kowane przez wyizolowany z jelita larwy szczep bakteryjny.

Powtérzono te same doéwiadczenia z wyciagiem wodno-glicery-
Nowym otrzymanym z bakterii wyhodowanych na peptonie z zachowa-
fiem tych samych warunkéw temperatury, masy uzytych bton do roz-
kladu, naczyn, pH i stosunkow objetosciowych wyciggow enzymatycz-
nych i roztworu weglanu sodu. Wszystkie doSwiadczenia przeprowa-
dzane 7z tym wyciggiem daly wynik negatywny — blony komorek
Pszczelich nie ulegly rozkladowi. Wyniki tych doswiadczen zdaja sig
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wskazywac, ze w przesaczu by¢ moze znajdowal sig enzym w stanie
nieaktywnym. Mozliwos¢ istniataby jeszcze taka, ze w przesaczu obecny
byl enzym czy tez enzymy, ktdre moglyby dziala¢ na inny substrat,
a nie dziatatly na blony komorek pszczelich.

Jezeli wodno-glicerynowy wycigg z jednego szczepu bakteryjnego
wyizolowanego z larwy mola zawiera enzym zdolny do rozkladu bton
komorek woszczyny pszczelej, lo mozna by bylo przypuszczaé, ze
wodno-glicerynowy wycigg z jelita larwy powinien posiada¢ rowniez
te same zdolnosci rozkladowe.

Doswiadczenie wykonano w ten sposob, ze z dwunastu dorostych
larw mola wypreparowano jelita i wysuszono je w prozni nad kwasem
siarkowym. Ciezar otrzymanej suchej masy jelit wynosit 0,1528 g.,
dodano do suchej masy jelit 7,6 ml chemicznie czystej gliceryny oraz
3,8 ml jalowej wody destylowanej i w ciggu 24 godzin trzymano w lo-
dowce w temp. 0°, mieszajac czesto zawarto$é naczynka lyzeczka ro-
gowa. Saczono pod zmniejszonym cisnieniem przez filtr Schotta G 5.
Otrzymang ciecz ciemno brazowa o pH = 6,8.

Wykonano proby rozktadu bion komodrek woszczyny pszczelej za-
rowno z samym wyciggiem jak i z dodatkieni roztworu weglanu sodu
o pH = 7,5, w tych samych warunkach temperatury co i z wyciggiem
otrzymanym ze szczepu bakteryjnego I,. Wszystkie wykonane préby

daly wynik negatywny — blony komorek woszczyny pszczelej nie ulegly
rozkladowi.

VII. Dyskusja wynikow

Przypuszczenia Dickmana (3), ze {lora jelitowa larw mola
woskowego, pelni przynajmniej jakas posrednia funkcje w trawieniu
wosku, w ktorej mikroorganizmy biorgce udzial w rozkladzie tej sub-
stancji produkuja substancje posrednie przyswajane przez larwy, zo-
staly czesciowo potwierdzone w przeprowadzonych doswiadczeniach,
a w czasie wykonywania tej pracy i przez Florkina (7). Zaréwno
w pracy Florkina jak i tej pracy. rozklad wosku zostai dokonany
in vitro przez wyizolowane szczepy bakteryjne, wystepujace w jelicie
larw mola. Wynikow tych doswiadczen w calej peilni nie moznaby prze-
nosi¢ na teren tkanki nablonka jelitowego larw mola.

Jezeli jednak rzeczywiscie rozkiad wosku w jelicie larwy mola jest
przeprowadzany przez flore bakteryjna, to produkty hydroiizy wosku
czeéciowo lub calkowicie musza byé zuzywane w procesach zyciowych
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bakterii. Powstaje pytanie, jakie skiadniki s3 — przez bakteryjny roz-
klad wosku -— uprzystepnione larwie? Czy jest to czesé skladnikow
powstalych przez rozklad bakteryjny wosku, czy tez produkly metabo-
lizmu bakterii? Na te pytania trudno jest daé¢ w tej chwili odpowiedz
z powodu braku bezposrednich dowodow. Przenoszenie catkowicie wy-
nikow analiz — dokonanych przez Florkina -- nad rozkladem
hakteryjnym wosku in vitro na teren jelita larwy, byloby btedem. Prze-
bieg procesu rozkladu w jelicie dzigki dzialaniu zespotu bakterii a nie
jednego szczepu musi by¢ niewatpliwie inny. Ponadto substancja jaka
uzyl do swoich doswiadczen Florkin nie byla czystym woskiem,
a frakcjg lipidowa woszczyny pszczelej, przelo wyliczenia jego beda
stuszne w stosunku do tych zatozer jakie poczynit.

Trudno jest w tej chwili zestawi¢ wyniki badan nad zuzyciem kwa-
sow tltuszczowych przez larwe mola (Niemierko), z rezultatami
prac nad zdoinoscia rozkladu i asymilowania produktéw rozkladu wo-
sku przez bakterie (Florkin), gdyz zarowno w jednej jak i drugiej
pracy, mianem ,,wosku‘ okresla si¢ substancje nie czysto chemiczna
jako ester mirycylo-paimitynowy, a mieszanine zwigzkow o charakterze
lipidowym, ktérg w tej pracy oznaczano mianem frakcji lipidowej.
W kazdym badz razie zarowno praca Florkina jak i wyniki do-
Swiadczen otrzymane w tej pracy - przeprowadzone w tym samym
czasie — potwierdzajg, ze wosk (znajdujacy sie we frakcji lipidowej)
moze hy¢ rozktadany przez bakterie jelitowe larw mola. Pozwala to
przypuszczaé, ze podobne stosunki istniejag na terenie przewodu pokar-
mowego larwy mola.

Mogloby to ttumaczyé negatywne wyniki doswiadczen wczesniej-
szych autorow (v. Pertzoff, Kraut i wspolpracownicy, D u-
Spiva) poszukujacych cerazy u larw mola.

Wszystko zdaje wskazywac na to, ze larwy mola woskowego s3
prawdopodobnie pozbawione enzymu, zdolnego do rozktadu wosku,
Oraz ze wosk jest rozkltadany przez florg jelitows.

Pierwsze dodatnie wyniki w zakresie rozkladu wosku przez hak-
terie wyizolowane z jelita larw mola woskowego otrzymano we wrzes-
Niu 1948 roku. Pierwszy komunikat na ten temat wygloszony zostat
Wroku 1949 (14) calg prace na ten temat zreferowano w Towarzystwie
NaUkow_vm Warszawskim w listopadzie 1949 r. (15). Wyniki te zostaly
Potwierdzone przez Florkina (7). '

Woszczyna pszczela jako pokarm larw mola oprécz substancji
0 charakterze lipidowym, zawiera rowniez produkty przemiany materii
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czerwia pszczelego, w ktérych miedzy innymi znajduja sie produkty
przemiany azotowej.

Z doSwiadczen przeprowadzonych przez Melalnikowa wy-
nika, ze zrédlem azotu dla larw mola sg blony woszczyny komorek
czerwi pszczelich. Doswiadczenia wykonane w tej pracy a przeprowa-
dzone w hodowlach nie jalowych potwierdzily wyniki doswiadczen
Metalnikow a.

Wyniki hodowli larw mwola karmionych rézna woszczyng stwier-
dzajg, ze larwy mola moga si¢ odzywia¢ woszczyng $wiezo sporzadzona
w ktorej frakcja lipidowa przekracza 999/, przy minimalnej zawartosci
azotu (0,090/p). Odzywianie larw lym pokarmem cechuje ogromne zre-
dukowanie procesow wzrostowych oraz duze straty w ilosci larw hodo-
wanych, ktére zostajag pozarte przez inne. Najlepsze wyniki hodowli
otrzymuje sie przy karmieniu larw woszczyng starag — komorki ro-
botnic. Na podstawie wynikow otrzymanych w hodowli B, uwazaé¢ na-
lezy, ze czynnikiem decydujacym o rozwoju i przebyciu normalnej me-
tamorfozy sa zwiazki azotowe, ktorych zawartos¢ w podanym pokarmie
gwarantuje pelny rozwdj larw. Sluszne to jest tylko w odniesieniu do
woszczyny a nie do wydalin. W tym bowiem wypadku zawarto$¢ pro-
centowa azotu prawie taka sama jak w woszczynie starej — komor-
kach robotnic nie daje tych samych wynikow co hodowla na woszczynie
starej. Siedmiokrotnie dtuzszy czas trwajgca hodowla larw karmionych
wydalinami w poréwnaniu z kontrolng, przy obecnosci w podanym po-
karmie prawie tej samej ilosci azotu wskazuje, ze azot tam zawarty
wystepuje w zwiazkach czeSciowo by¢ moze przyswajanych, a zapo-
trzebowanie na azot larwy pokrywaja kosztem zjedzenia innych larw.
Zmiana woszczyny spowodowana ekstrakcja wodng na goraco pod
ci$nieniem, ekstrakcja na zimno lugiem, kwasem i alkoholem potaczona
z destrukcja pokarmu, nie usuwa z pokarmu tych sktadnikow, ktore
warunkujg pelny rozwo) larw. Ekslrakcja woszczyny nie usuwa skiad-
nikow azotowych przyswajanych przez larwy, czego dowodem jest
mala iloé¢ zjedzonych larw w hodowli E i F.

Zwiazki azotowe, ktore larwa pobiera i przyswaja sg odporne na
dzialanie stosowanych w ltej pracy czynnikow, a zmiany jakim one ule-
gaja w czasie dzialania tymi czynnikami, nie sg zmianami, ktére mo-
glyby wplywa¢ na ich nieprzyswajanie. Trudno jest ustali¢ pochodzenie
blon komérek woszczyny pszczelej. Niewatpliwie sg one Scidle zwiazane
z rozwojem czerwia pszczelego, bowiem ilos¢ ich wzrasta w woszczynie
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w zaleznosci od iloSci wyhodowanych w niej pokolen czerwia. Jest to
substancja bez widocznej struktury, i mozna by zdaje si¢ uwazaé j3a
za wydzieling gruczoléw czerwia pszczelego. Przypuszczaé dalej na-
lezy, na co brak jest w tej chwili dostatecznie pewnych dowodow ekspe-
rymenialnych, ze musi to by¢ substancja o charakterze biatkowym.
By¢ moze, ze zawiera ona i produkty przemiany azotowej czerwia
pszczelego.

Brak blon w woszczynie Swiezo sporzadzonej powoduje zahamo-
wanie procesow rozwojowych larw mola woskowego, a znaczne zmniej-
szenie liczebnosci hodowanych w poszczegdlnych kulturach larw wska-
zywalby, ze inne larwy pozarte przez larwy pozostale przy zyciu byly
dla nich zrédiem azotu.

Wzajemne pozeranie si¢ larw mola stwierdzone po raz pierwszy
przez Metalnikowa przy odzywianiu larw woskiem zostaly po-
twierdzone i w tej pracy, nie tylko w czasie ich hodowli na woszczynie
Swiezo sporzgdzonej, ktora zawierala przeszlo 999/, zwigzkow lipido-
wych, ale i w innych przypadkach. Otrzymane wyniki hodowli larw
w warunkach nie jalowych daly dostateczne dowody do wnioskowania,
ze wzajemne pozeranie si¢ larw wystepuje zawsze wtedy, kiedy larwy
odczuwaja brak w podanym pokarmie zwigzkéw azotowych. Zjawisko
wzajemnego pozerania si¢ larw wystapilo bardzo jaskrawo przy karmie-
niu ich wydalinami. Mimo nieznacznie wigkszej zawartosci azotu w wy-
dalinach larw w poréwnaniu z oznaczong ilosciag azotu w woszczynie
starej — komorkach robotnic, pierwiastek ten wystepuje prawdopodob-
nie w wydalinach w takich zwigzkach, kiore sg albo w minimalnym
stopniu albo wcale nieprzyswajalne przez larwy. Nalezaloby przypu-
szczaé, ze spozywane wraz z woszczyng pszczelg zawarte w niej zwigzki
azotowe (blony komorek czerwia pszczelego) ulegajg rozlozeniu a zo-
stajg asymilowane tylko niektore produkty hydrolizy. Pozostala za$
czes¢ zwigzkow azotowych, jako bezuzyteczna zostaje wydalona.

Wyniki doSwiadczen kontrolnych (1000/, poczwarek) prowadzo-
nych w 6 kulturach z jednakowg iloscig jaj (30) oraz duza iloscig wo-
Szczyny (30 g w kazdej kulturze) wskazuja, ze wzajemne pozeranie
sig larw jest objawem glodu azotowego.

O slusznosci takiej interpretacji Swiadczg rowniez wyniki do-
Swiadczer przeprowadzonych nad rozwojem larw mola w warunkach
jalowych, W tej serii doswiadczenn wyniki otrzymane w tej pracy nie s3
2godne z wynikami jakie otrzymal Wollman.
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Wollman mial otrzymaé¢ szesé¢ pokolen jalowych larw mola,
podczas kiedy w wyniku przeprowadzonych w lej pracy hodowli, otrzy-
mano w kazdej erlenmeyerce po jednej, czasem dwie poczwarki, z kto-
rych poza jednym wypadkiem w ogole nie wylegly si¢ motyle. Jedyny
wylegly motyl odznaczal sie malymi rozmiarami w poréwnaniu z wiel-
kosciag motyli jakie spotyka sie przy karmieniu larw woszczyna nie
jatowa i w wypadku gdy larwy nie odczuwaja niedostatku w pokarmie
zwigzkow azotowych. Znalezione oprzedy w kulturach jalowych we-
wnatrz ktérych znajdowaly sie poczwarki byly bardzo cienkie. W pracy
swej Wollman nie podaje ogolnej charakterystyki — w przepro-
wadzonych przez niego hodowlach jalowych — stadiéw rozwojowych
mola. Ogranicza sie do podania temperatury w jakie) byla wyjatawiana
woszczyna pszczela i do liczby otrzymanych jatowych pokolen. Trudno
jest znalezé przyczyny tak wielkiej rozbieznosci wynikéw. By¢ moze,
rozbiezno$¢ ta powodowana byla przez zastosowany sposéb wyjala-
wiania uzylej woszczyny. Wollman wyjalawial woszczyne w tem-
peraturze 120°, w pracy niniejszej wyjatawiano woszczyn¢ w autokla-
wie przez 1,5 godz. pod cisnieniem 2,5 atin. (137°). Z pracy Woll-
mana lrudno jest si¢ zorientowaé w jakich warunkach zostata wy-
jalowiona woszczyna, czy w parze wodnej czy w suchym powietrzu.

W pracy Wollmana brak jest rowniez wzmianki na temat
kontroli jalowosci, przypuszczaé jednak nalezy, ze ten zasadniczy wa-
runek kontroli zostal spetniony. Nalezy przewidywac, ze dalsze prace
jezeli zostang podjete w celu przesledzenia zuzycia przez larwy w wa-
runkach jalowych poszczegolnych skladnikow, rozwiazg ten problem
i wyjasnia przyczyny roznych wynikéw otrzymanych przez Woll-
mana i aulora tej pracy.

. Malg ilo§¢ spozytego przez larwy pokarmu w warunkach jalowych
ttumaczono przy omawianiu wynikéw tych dodwiadczen niemozli-
woscig przyswajania przez larwy skladnikéw zawartych w pokarmie

Wyniki pracy Florkina i wyniki tej pracy zdaje si¢ dostar-
czaja dostatecznych dowodow do wnioskowania, ze rozklad tych skiad-
nikéw jest udzialem bakterii jelitowych larw. Jaka czes$¢ tych produktow
jest zuzywana przez larwy a jakie skladniki przez bhakterie, czy larwy
mola przyswajaja nieklore produkty bakteryjnego rozktadu wosku, czy
tez produkty metabolizmu baklerii nie wiadomo wobec braku oznaczen
ilodciowych przemiany tluszezowej w warunkach jatowych.

Rozklad blon komérek czerwia pszczelego przez wyciag wodno-
glicerynowy wysuszonych w prozni bakterii jelitowych pozwala wnio-



Mikroflora jelitowa w procesach odzywiania Galleria mellonellu |.. 53
skowaé, ze rozklad tego sktadnika w jelicie larwy mola jest prawdo-
podobnie rowniez dokonany przez bakterie produkujace ten enzym.
Poniewaz brak jest dostatecznych podstaw do przenoszenia wynikow
otrzymanych z dzialania wyciagu in vitro na teren jelita larwy, wskutek
tego wnioski obejmujace te czes¢ pracy wysuwane s3 nie w formie
pewnej a w forinie przypuszczen. Mozna jednak, majac dotychczasowy
wynik jakosciowy dzialania wodno-glicerynowego wyciagu enzymé-
tycznego na blony komorek czerwia pszczelego, aczyé go z wynikami_
hodowli larw mola: zaréwno w warunkach nie jalowych jak i jatowych.
Rozumowania przeprowadzone w oparcii o wyniki hodowli larw, beda
dawaly nieco mocniejsza podstawe do wnioskowania o roli mikroflory
w procesach odzywiania larw mola.

W zakonczeniu dyskusji wynikéw nalezy zwrdci¢ uwage jeszcze
na jeden fakt, jaki mial miejsce zaréwno w hodowlach nie jalowych,
jak i jaiowych larw. Juz przy omawianiu wynikow hodowli, w ktérych
larwy mola odzywiano ich wydalinami, zwrocono uwage. ze czas jaki
byl potrzebny do ich zupeinego rozwoju liczac od chwili wylegu z jaja
az do wylegu motyla, wynosil w tych kulturach srednio 335 dni. W tych
hodowlach otrzymano motyle bardzo male, tak samo byly mate po-
czwarki oraz cienkie oprzedy.

Jezeli stangc na stanowisku rozpatrywania procesow rozwojowych
larwy bez jakiegokolwiek wplywu flory bakteryjnej, to zaréwno prze-
dluzony czas rozwoju larw, cienkie oprzedy, jak i wielko$é otrzyma-
nych motyli, moznaby Uumaczyé¢ zaréwno wplywem temperatury —
kiéry to czynnik niewgipliwie u tych zwierzat pelni donioslg role ale
nie wylgczng — wplywem pokarmu, jego jakosci i wplywowi tych
wszystkich innych czynnikéw, ktore stanowi¢ moga sume czynnikéw
roznigcych rozwoj w warunkach naturalnych od warunkéw ekspery-
mentalnych. Nie mozna jednak zdaje si¢ rozpatrywaé tych procesow
W oderwaniu od procesow mikrobiologicznych jakie moga mieé miejsce
na terenie jelita larwy. Slanowig one jeden z tych waznych, a byé moze
I najwazniejszych w tym wypadku czynnikéw, ktérych pomijanie przy
Fozpatrywaniu procesow fizjologicznych larw mola, moze byé powodem
Niewlasciwej interpretacji tych procesow.

Rola mikroflory jelitowej larw mola nie ogranicza si¢ jak przypu-
SZczaé nalezy tylko do funkcji rozkladu tych zwigzkow, ktore wchodza
W skiad diety larw. Zarowno bowiem czas rozwoju jak i wielkos¢ mo-
tyla otrzymanego w hodowli jalowej oraz brak motyli w innych kultu-
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rach jalowych, moze mie¢ jeszcze inne glebiej siegajace przyczyny a nic
tylko niedostatek substancji azotowych lub giezdolno$¢ w tym wy-
padku rozkladania tych zwigzkéw, kiorych rozkiad jest uwarunkowany
florg bakteryjna. Znajac zapotrzebowanie bakterii na sktadniki wzro-
stowe oraz ich zdolnosci do syntezy tych zwigzkéw, moznaby przypu-
szczaé, ze obecnos¢ pewnego zespolu flory bakteryjnej w jelicie larwy
moze by¢ tym czynnikiem, kiory nie tylko bierze udzial w rozkladzie
poszczegolnych skladnikow diety iarwy, ale byé moze s3 one zdolne
do syntezy tych witamin, ktére decydowalyby o przebiegu procesow
rozwojowych larwy. Oczywiscie przypuszczenia te nie oparte sa na
zadnych danych eksperymentalnych, a poruszane sa w tym miejscu
z tego wzgledu, ze zjawiska (izjologiczne nalezaloby rozpatrywaé
w Scislej zaleznosci jedne od drugich, aby tym sposobem nadac¢ tym
zjawiskom znacznie szersza interprelacje. Czynnik mikrobiologiczny
najczesciej albo by! pomijany albo dosiatecznie niedoceniany w proce-
sach [izjologicznych w dawniejszych pracach. Przy dzisiejszym stanie
naszych wiadomosci o roli jaka pelniag witaminy grupy B w rozwoju
owadow mozna przewidywaé, ze by¢ moze i w'procesach rozwojowych
larw mola woskowego w warunkach jalowych mielibySmy do czynienia
z podobnym zjawiskiem.

Reasumujac dyskusje wynikéw moznaby powiedzie¢, ze wyniki
otrzymane zdaja si¢ wskazywac na catkowita zalezno$¢ procesow tra-
wienia dwoch zasadniczych skiadnikow wchodzacych w skiad wo-
szczyny pszczelej od [lory bakteryjnej. W dalszych pracach nad odzy-
wianiem larw mola, procesami jego rozwoju i metamorfozy, nie moga
i nie powinny by¢ pomijane procesy mikrobiologiczne. Rozpatrywanie
w tym wypadku zjawisk fizjologicznych — bez uwzglg¢dnienia strony
mikrobiologicznej — moze byé powodem niewiasciwej ich interpretacji.

Wnioski

1. Larwy mola woskowego moga odzywia¢ sig woszczyng nie tylko
starg, ale i $wiezo sporzadzona.

2. Zjawisko pozerania si¢ larw tlumaczone jest zapotrzebowaniem
na zwiazki azotowe.

3. Rozktad wosku in vitro dokonany przez bakterie wyizolowane
z jelita larw mola pozwala przypuszczaé, ze 1 w jelicie larwy jest on
rowniez dokonywany przez bakterie.
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4. Wodno-glicerynowy enzymatyczny wyciag wysuszonego w proz-

ni jednego szczepu bakteryjnego wyodrebnionego z jelita larwy, roz-
klada hlony komorek czerwia pszczelego.

5. Wyniki hodowli jalowych wskazuja na donios!g role flory jeli-

towej w procesach trawienia woszczyny pszczelej.

Panu profesorowi dr. K. Bassalikowi uprzejmie dzigkuje za pozwo-

lenie wykonania pracy w Jego zakladzie, oraz za rady, wskazowki
i dyskusje na temat pracy. Panu prof. dr. W. Kunickiemu jestem bardzo
wdzieczny za cenne wskazowki i korekte pracy, mgr. St. Wistockiemu
za wykonanie fotografii.
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PE3IOME

OnuiTol IIPOBOAMIIMCL 1A JHYITHKAX Bockonoii Mmoun. lleabio
3TUX IKCIMEPUMEHTORB (638 (0] YCTaHOBATbH, KaKo€ 3HA4Y€HHC A JIH-
YUHOK HMMeEET Q)nopa KHILIEeYHHU KA.

IKynbTypno He cTepunbHee. TemnepaTtTypa
25 — 27°C, BnmaxHocTb 70—80Y/,.

JInuuukM BOCKOBON MOJM NHUTAIMCh C MOMEHTA BLUIYILIENHA
M3 AMU Pa3HbLIM NYeJUHBLIM BOCKOM W3BECTHOTO XMMHUYECKOrn cOoCTa-
Ba (cM. 1aba. 1), csoumMn cob6CTBEHHKIMM HMCIIPARHEHUAMH (KYJIb-
Typa D), xuMHyecKHuii COCTaB KOTOPHIX TOxe OBl M3BecTeH (M.
TEKCT CTP. 27), a TaKe CTAaphIM BOCKOM (M4YelINHBIe AYeilKil) nmocie
3KCTparupoBaHMA BOMOI B ropAYeM COCTOAHUM (B aBTOKJIABEe B Te-
yeuue 1,5 yac,, nom nasneHuem 2,5 at™.) (Kyasrypa E), mocne
BOAHON 3KCTpaKuuu, 24-x yacoBaa XoJogHas BaHHa H 10°/, NaOH
24-x yacosafa xoJsogHaa BanHa B 100, HCl, u 24-x yacoBasi X0JIOA-
HaA BaHHA B 969/, atumoBoM cnupre (Kyabtypa F).

Hyastypa A.

ABTOpPOM YCTAaHOBIIEHO, 4YTO IJIMYHHKI BOCKOBO{l MOJII, KOpM-
JIeHHble BOCKOM TOJIbKO 4YTO HPUIOTOBJIEHHBIM MYeJaMu, NUTAIUCL
3TUM KopMOM B TeueHue 377 qucii, mocturaa 12 Mr peca (KyJLTH-
BMpPOBaHME Ile [0BeIeHO 10 KOHUA BCIeICTBHE MOBpeHIEHUA TepMO-
crata). [Ipoilecchl pa3BHTHA I pocTa oOKa3ajiMCh B 3TO KyJIbType
cunbpHo peayuuposanubiMi. B atoii KynwType nmenu mecto 6oibn-

Me MOTepd CPeau JIHYMHOIK, BL3BAHNHBle B3AaMMHBHIM JIPYr apyra
chelaHueM.

KyabsTypa B (konrpoabHan).

CaMmble nyyiuue pe3yJbTaThl NOJYydelhl B KyJbType, B KOTOpO#
JIVYUHKHA BOCKOBOIl MOJM MUTAIHCh CTAPNM BOCKOM — (nueadHbie
AYeHKN) YTO NoATREpRAAET pedyTbTAThl LoNy4eHusie MeTa n b H U-
KO0 BHM (11). B3aTux KyJsTypax BaauMHOE CbeJaHUe CPelu JIUIUHOK
UMeeT MeCTO JIMuib TOrfla, KOrfa y JMYMHOK HEIOCTATOUHOC KOJIH-
YeCTBO MULUM, COCTOAILeH M3 coelHHEeHHH a3oTa,



Mukpogiopa KHLWIEYHMKA B MUTAHUHM BOCKOBOM MOIH 57

Kyasrypa C.

JInuMHKM KODMATCA CTaphIM BOCKOM — AYeHKM TpyTHelr. Vx
pa3BUTHE mnpoTeKaeT HopManbHO. OHM ChERAlOT OMpeNeeHHOoe Ko-
JMYEeCTBO IIpennasiayeHHo JJIA HUX MUY HECKONbKO GhcCTpee
B CPDABHEHMHM CO CKOpPOCTbIO MNOTpe6GIeHHA TOro e KOJIUYeCTBA
nuuiM B KyjaeType B (koHTponbHoO#t) 3To, MOBMAMMOMY, CTOUT
B CBA3M C MEHbIUMM CONEpFRaHMEM B NpeAHA3HAYEHHON [UIA HUX
[MIH a30TUCTHIX COedUWHEHHH.

Kyabtypa D.

JIMYMHKK MOJIM NHUTAJIUCL CBOMMHM COOCTREHHBIMM MCHpaFHe-
HuamH. [lonHui# MK pa3BUTHA BNIOTH 10 06pa3oBaAHUA HaceKo-
Moro npogosxkaerca 335 NHeil.. Manble ak3eMnuIApel imago, DOJTHi
nepuox pa3BUTHUA (KOHTPOJbHBIE KyIbTypu B — B cpemnem 43
AHeit) n GoJbllloe KONHYECTBO JUYHHOK CbeIeHILX JPYTrUMH JIU-
YUHKAMH, YKA3LIBAIOT HA OTCYTCTBHE B UCIPARHEHHUAX COCKUHEINN
430Ta yCBAMBAaEMbIX JIMYHHKAMMU.

Kyabtypw LE unF.

PeayantaThl KyJAbTABUPOBAHMA JMNYUHOK, NUTAEMBIX M3MEHEH-
HLIM BOCKOM (cM. B TeKcTe KyabTypel X m F) mokasmiBaioT, yTO
Np#A TaKkOM KOPMJIEHMK JIMYMHKM pas3BUBAIOTCA HOPMailbHO, HO Rpe-
MA MX pa3BUTUA AOJbille KOHTPOJBHHX (KyJAbTypsl B) o 20 nHeit.

CrtepunbHue Kyanrtypu—Temneparypa 35°C
BlaXxHOCTb 70 — 80%.

JIMunMiKM MOIIM MUTAJINCh CTapblM BOCKOM — IYEJIMHDIE AYelKH
KOTOpblit MojBeprcA CTEpHJIM3aliiM B aBTOKIaBe B TeyeHue 1,6 yac
nox xaBienueM 2,5 aTM. (CTepuibHBe KyAbTypH A), a Tak®e 40%-LiM
H,O; B Teuenne 2 yacos (ctepuiabHble KyuabTyphl B). Ilepem nau-
aJoM XyJAbTUBHPOBAlMA, a TaKX e 4 BO BpeMA KYJNbTHBHPOBAHUA
NpoBepsaiach CTEPHIILHOCTL BOCKA M MCNpaXHeluid C I1OMOLLbIO
KOHTpPOJILHRIX II0CEBOB 1ia arape mpu ynotpeGieHuu cpeanl Hpo 1
fAilua monu (iyuwe passBuThe) MOABEPrajnch CTepUAM3aunu 1%-oit
6pomoBoit BomOIt B TeueHMe 3 MHUHYT.

Ctepuabune KYyILTYypH A,

B 3Tux KyasTypax yCTaHOBJIEHO, YTO MOJIHBI LMK pa3BUTHUA
TMuuHOK mnpopomkaerca 97 mHel. B kammoit kyibType (Beauch 4
Napannenbubie KyJabTyphl) HaXOAMJIOCL 7 T CTEPUILHOr0 BOCKa
U 30 auumnok. B HauainbHuX ¢asax pa3BUTHA JTMYMHKU NMHTAOTCA
B 3acThiBlieM Ha JHe JHIIMAHOM cioe (dor. 1 m 2).
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Co Bcero monaHHOrO KOJMUYeCTBA BOCKA JMYMHKAMU OblIO mo-
tpe6aeHo ot 1,8 r go 0,75 r. Pe3yabraThi: B ogHoil KyJdbType OAHA
MOJ b, B JIBYX KyJdbTypaXx No OXHON KyKOJKe M B OOHON Kyib-
1ype mBe Kykoiaku (§ort. 3 u 4), U3 KOTOpPEIX He BBUIYHHIUCH BO-
cioBele Moau. Bo Bcex KyiabTypax JMYMHKH ObIIM ChefaeMBl TEMH
JIMYUHKAMHU, KOTOpble CMOrJIM NXOCTUTHYTL CBOEro IMOJHOro pa3BH-
tua. Ha ocHOBaHMM mONyHeHHBIX peayabTaTOB MOXHO NPHATH
K 3aKII04eHn0, 4TO, MO BUAMMOMY, JUYUHKU MOJH, JHIUEHHLIE
OaxTepuiinoil (Gaopu, He ycBaMBaIOT MOJAHHOK MM MHUUIM.

CrtepuapHue KyabTypbl. B.

OTnenbHble cTepuiblible JHYUMHKH, KOPMJIEHHbiE BOCKOM, CTe-
puauanpoBaHibem 40%-niMm H,O, HeCcMOTpA Ha TO, YTO OHHU BTOT BOCK
norpebasaau rubav cnycra 6 —6 nmueit. Manblie, HecTepuablihle M-
YUHKH, BecoM B 15—20 Mr. KopMJieHHble 3TUM Xe BOCKOM, I0Tpe6-
JAIU ero, a B3BelleHHbIe cefiyac nocie norpebieHNA BOCKA BECHIIH
oT 40 mo 52 Mr. 3TH pe3ynbTaThl NOATREPHKAAIOT MPERNONOReEINeE,
4TO JIMYHHKN BOCKOBOK Mouu, JiMiennsie Gaopsl Kullediluka, He
ycBauBaloT MoTpebaAeMOoil UMM CTEPHIIbHON HAHUIH.

BakTtepuitnaa dropa IMYHUHOK MOJMH.

ABTOp BBIZENNWI M3 KUILEWIHKA JTUYUIIOK Moau 12 GaxTepuit-
HBIX IUTAMMOB, KOTOphHI€ JIy4ile Bcero pa3BUBallMCh HAa AarapHoM
cy6erpaTte ¢ no6aBieHneM 30% KPCMKOro JUYITHOYHOrO 3KCTPAKTa
N3 12 060Co6neHHLIX WITAMMOB, IEBATH (UTAMMOB B MPOJOMIKEHUe
1IeCTH MeCAIleB Da3joXxuUiI0 B Konbbax IJpienmeiipa npu Temie-
patype 25°C npu npumencuuu cpenn Hpo IT— 0,2 r socika. [Mep-
BBl TOKJIAN O pa3loReHHd MUKpPOOprannaMaMu BOCKA OLLIT clenaH
Ha X Cwveage Ilonbckux Muxpo6uonoros B Coinore B ceHTAGpe
1948 roma (14, 15). B Buny Toro, urto aHajoruynbie pe3yabTaThl
B 3ToM e roay ony6aumkosan @daoprun (8), peayabTathl ony6au-
KoBaHHBI QIOPKHUHBIM U MOJIyUYeHIIble aBTOPOM CJIeT0BagI00h CUYUTATL
ony6INKOBAaHHBIMA OJTHOBPEMEHHO.

ABTOp onuchiBaeT nojpo6Hoee cBoitcTBa OXHOro Gaxrepuitiioro
mTamMma, o6osHayeHHOro l. JTOT ITaMM o6paayer Genwie, I0CKHE
KycToo6pa3Hble, 0 CHIBHO M3Pe3aHHBIX KPaAX KOJIOHKM ITO OueHb
noaBuxkuana, Gram. oTpuilaTenhHadA, crnopoobpaayionias Malo4yKa,
JIMHOMK B 5,6 MM M wnpuHO#t B 0,9 MU. YeThpexIHeBHbIe KYJIbTYpPBI
00pasyloT Lemoyku, cocToduMe M3 5 Xo 6 majodek. dta dopma
o6ianaer cnocoGHOCTbIO yCBaUBaTh a30T HEOPraHWYECKOro MpPOMC-
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XOMIEHUA TMMOJAHHEIIN B BuUOe CEPHOKHCAIOro aMMOHHMA; U3 a30THUC-

THIX CcoeauHeHHuw OpraHU4YecKOro TMpoOUCXOKAEHUA Jyullle BCEro
YCBaUBAIOTCA IENTOHBI.

lItamm I, passomuiicA B 6OabIINX KOJMYECTBAX Ha arapHoM
cy6erpare c no6asnexnnem cpenunl Hpo II. O6MbiThIE KOHTEHCHMPOBAH-
HOW BOMON GalTepun nojBeprajuch BHICYINNBAHUIO B BaKyyMe cep-
HOW KHUCJIOTOI, a 3aTeM MPUrOTOBIAJNCA M3 cyXxoil OakrepuitHoi
Macch Bonno-rauiiepuHoBriil  3kcTpakt (Ta6. IIT), kotope#t $uab-
TpoBanca 4epe3 ¢uabtp lllotTa Gs. pH BOMHO riIMUEDPHHOBOrO €K-
cTpaKTa M3 cyxoit GakTepuiiHo# Maccel wTamma | paBHAxcA 7,2.
IToT 3KCcTpaKT He obmagan crnoco6HOCTLIO THUApPOIM3a BOCKa, HO
rMIpOIM3upoBall O06GO0JIOYKM AYECK MYEJHHHIX JUYMHOK. I'maponus
o6oo4eK MpOTeKaeT ropasjge MHTEHCHBHee eClIM K pacTBopy nmo6a-
BuTh Naz CO; 0 pH — 7,5.

B Tteuyenne 120 gacoB 0,5 cM® BOXHO-IANIEPUHOBOrO 3H3IIMATH-
yecKoro 3KcTpaKTa nocie go6aBienna K Hemy 2 cm3 pacTBopa Najz
COs o pH — 17,6 npu Temnepatype 35°C crmoco6HO pa3nowUThL
20 Mr o607104eK NYeINHBIX fYeeK.

Xumuyeckuit cocta cy6ctanuium 060g04eK MNUYEJMHBIX fYeeK
Heu3BecTeH. ITY cybcTaHUMIO B MPOBENEHHBIX aHANH3aX MYETUHOro
BOCKA aBTOpP HasniBaeT cyxoi cyGetanumeit (Ta6n, I). Tak kax
KonMyecTBO 3Toi cybGcTaHIMM Bo3pacTaeT B AYEHKAX I1YeTMHOrO
cora (BOCKAa) B 3aBHCHMOCTH OT TOr0, CKOJbKO MOKOJeHMil Iye
B HUX BHIPOCJO, ClellyeT XyMaTh, YTO 3TO NPOAYKT, KOTOPBIA 110J-
XCH HMMeTb KaKyl0 TO CBA3b C LMKIOM passuTua nuena. [lom mu-
KpPOCKONMOM He o0oO0HapyxeHO HHMKAaKOH CTPYKTYphl; Ha oGoaoukax
BBICTYMAaeT HEKOTOPOE KOJIMYCCTBO WUBETOYHOIN NBUIMUBI H BOJOCKOB
pacTuTenbHoro mnpoucxoxnenita. O060I04KHK JIEFKO KPACATCA METH-
deHoBO# CcHHbIO, U KapbonoBbiM ¢ykcuHoM. He oGecuBeunBaloTca
B 3TUIOBOM CNHpTE M B BOJE.

PeayibTartel cTepUIbHBIX KYJIbTYP, PasijloReHHE BOCKA in wvitro
GakTepunaMu, BHIENEHUBIMM M3 KHUINIEYHMKA JHYHIKH, a TaKiKe pas-
Noxxenne 060J104YeK MUYETHUHBIX AU€eK BOMHO-TIIMUEPHIIOBLIM 3KCTpaK-
TOM, MOJIyYeHHBIM 113 BBICYLIEHHbIX OAKTEpHUA OXIOr0 ITAMMA, BHI-
NeJIeHHOro M3 KHILeYHWKa, MOATBEPHKIAAET MPeAnoioReHHne, 4To JI0-
P4 KuuleyHNKa MrpaeT OYeHbh BAMKHYIO POJIb B NMpoueccax NHTaHHA
JINYUHOK BOCKOBOM MOJIH.
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O6acHeHne ynortpebaeHua cpeaAs Ha crTp. 39.

*Ha kampbie 100 cM® ocHOBHOI MHHepalbHOH cpexul qo6GaBinA-
JIOCb CTOJIbKO TJIIOKO3bl, YTOOBl cOjlepRaHUe Yria B Cpelle pasHA-
moc, 19/, M TaKoe KOJIMYECTBO Aa30TUCTHIX COeTMHEHU, YTOOLI
KOHIleHTpauuA a3ora cocrtasiiana 0,1°,. IIpuroroBaaa cpenn ¢ pas-
JMYHBIMM COEIMHEeHMAMHM a30Ta, aBTOp 3aboTUicA O TOM, 4TOOBI
navyanbHoe pll cpen paBHanoch 7,0. IloceBbl aBTOp Henasm ¢ NOMOIUBIO
M1aTHHOBOY MANOYKH CTpeMACh KaRblil pa3 6paTb ONAHAKOBOE KOJIM -
yecTBO GaKTepuitHoit Maccul. Miuky6auua npu TeMnepatype 35°C B Te-
yeHue 7 nueil. Pa3Butue GaKTepuit OLEHMBAIOCh MO MHTEHCHUBHO-
CTH MOMYTHEHUA Cpefbl, NPMHUMAA CJEAYIONLYI0 UIKOJY OUEHOK: —
OTCYTCTBUE MOMYTHeHMA, 1/2—ouyeHb caaboe MNoMyTHeHue, 1—cia-
6oe, 2 —HUHTEHCMBHOE, 3 —0YeHb MHTEHCHBHOE.

B b B o 1 M

1. JIn4MHKM BOCKOBO# MOJM MOTYT MUTATHLCA ROCKOM HE TOJIb-
KO CTapbiM, HO M TOJIbKO YTO NPHMrOTOBIEHHKIM.

2. flpneHue cheMaHUA JUYHUHOK OPyr ApyroM o6bAcCHAETCA MO-
TPeGHOCTbIO a30THCThIX COEXUHEHU,

3. Pa3noxeHne BocKa in vitro GaKTepuaMM, BbIAejEeHHbLIMU M3
KHDIOK JIMYMHOK BOCKOBOIi MOJM MAOIIYCKaeT Mpeamnolioxenue, 4To
M B caMMX KHMIIKAX JIMYUHKN OH TOKe paayaraercA OaKkTepuaAMu.

4. DH3UMATHYECKHIA BOXHO-TIMUEPUHOBBIA 3KCTPAKT, NOJy4YeH-
Hblil U3 BBHICYIWIEHHOr0 B BaKyyMe OIHOro 0akTepuitHOro Imramma,
BbIIEJIEHHOr0 M3 KUIIEYHMKA, pasiiaraer 000JOYKU MUYETNUHBIX AYEeK.

5. PeayabTaTsl CTEepUJIbHHIX KYJIbTYp YKa3LIBAlOT Ha O4Ye€Hb
BaRHYI0O puilb KHLIEYHOIl ¢opH B npoueccax nuiueBapeHuA IYein-
HOro BOCKa.



Intestinal microflora in the nourisching of Galleria mellonella L. 61

SUMMARY

Experiments with the larvae of Galleria mellonella L. were con-

ducted in order o investigate the role of the intestinal flora played in
the larva.

Cultures not sterile. Temperature 25--27°C.,
humidity 70—800/,.

Larvae of Galleria mellonella were fed from the moment of their
hatching with various bees-wax of a known chemical composition
(see table 1), with their own excrements (cultures D) of a known
chemical composition (see the lext page 27) and with old wax-cells
of workers after hot aqueous extraction (autoclaved at 2,5 atm. for
1.5 hours) (culture E); alter aqueous extraction, cold bath in 100/,
NaOH for 24 hours, cold bath in 100/ HCI for 24 hours and cold bath
in 969/, ethvlic alcohol for 24 hours (culture F).

Cultures A.

It was found, that the iarvae of Galleria mellonella L. fed on wax
freshly prepared by bees, took the food for 377 days, reaching the
weight 12 mg. (the culture was nol continued to the final stage). The
processes of growth and development were in the culture greatly reduced.

There were large losses in the culture caused by the mutual devouring
of the larvae.

Cultures B (controls).

The best results were obtained in cultures, on which the larvae of
Galleria mellonella 1.. were [ed with old bees-wax-cells of workers,
what confirms the resulls of Metalnikow’s (11) experiments.
In these cultures mutual devouring of larvae takes place in cases, when
larvae are not supplied with sufficient amount of nitrogenous food.

Cultures C.

Larvae fed on old wax-cells of drones, undergo their development
normally, take the determined amount of [ood somewhat quicker in
comparison with the speed of taking the same amount of food in the
culture B. This should be linked with the smaller content of nitrogenous
compounds in the given food.
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Cultures D.

The larvae of Galleria mellonella L. fed on their own excrements
undergo their full development up to the hatching of the butterfly in
335 days. Small exemplaries of imago, the long developmental time
(control cultures B — average 48 days) and the large number of larvae
devoured by others indicate the lack in the excrements of nitrogenous
compounds assimilated by larvae.

Cultures E and F.

Results of cultivation of larvae fed on changed wax indicate, that
larvae taking this food undergo their. development normally, but only

the time of their development is 20 days longer, than in the controls
(cultures B).

Sterile cultures. Temperature 35°C,
humidity 70—800/.

Larvae of Galleria mellonella L. were fed on old wax-cells of
workers, which was sterilized in an autoclave at 2,5 atm. pressure for
1,5 hours (sterile cultures A), and 400/, H;O2 for two hours (sterile
cultures B). Before the beginning and during the cultivation the
sterility of the wax and excrements was controled by control inocula-
tions on agar using medium Nr l. (methodic part). Eggs of Galleria
mellonelia L. (advanced in their development) were sterilized using 19/,
bromine water for 3 minutes.

Sterile cultures A.

In these cultures it was found, that the larvae underwent their
full development in the course of 97 days. In each culture, four of which
were parallelly set-there was 7 g. of sterile wax and 30 larvae. In the
initial developmental stadia the larvae fed on the coagulated on the
bottom lipid layer (phot. Nr | and Nr 2). Out of the total amount of
the given wax the larvae used in the separate cultures from 0,75 to
1,8 g. The result of cullivation was in one culture one butterfly, in two
cultures one pupa in each of them and in one culture 2 pupae (phot.
Nr 3 and Nr 4) from which no butterflies hatched. Individuals, which
reached at least the pupa stadium devoured during the cultivation the
remaining larvae, what most probably enabled them their development.
The results ol these cultivations permit o draw tentative conclusions,
that most probably larvae of Galleria mellonella deprived of bacterial
flora do not assimilate the given food.
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Sterile cultures B.

The separate sterile larvae fed on wax sterilized in 400/ H,O, —
in spite of the devouring-died after five to six days. Small larvae, not
sterilized, of a weight 15—20 mg. fed on the same wax devoured and
weighted after the consuming of the wax 40-—-52 mg. The results of
these experiments confirm suppositions, that the larvae of Galleria
mellonella L. deprived ol intestinal flora do not assimilate the consu-
med sterile food.

Bacterial flora of larvae
of Galleria mellonella L.

From the intestine of larvae of Galleria mellonella L. 12 bacterial
strains were isolated, which grew most readily on agar medium with
and addition of 300/, of exctract of larvae (the mode of preparation of
the extract see methodical part). Out of the total number of 12 isolated
strains, 9 strains after 6 months decomposed the total amount (0,2 g)
of the given wax in Erlenmeyer’s flasks at 25°C. and using medium
Nr II. The first report on the decomposition of wax by bacteria was
anounced before the X Meeting ol the Polish Microbiologists in Sopot
in September, 1949 (14, 15).

Because in the same year similar results were published by
Florkin (8), therefore Florkin's and our results should be
regarded as results- published simultaneously.

The properties of one bacterial strain, classified as 1, were closer
investigated. This organism forms white colonies, flat, bushy with
strongly crenated edges. It is a motile baclerium, Gram negative,
sporing, measuring 5,5—0,9p. . Four days old cultures produce chains,
consisting of 5—6 bacteria. This strain is characterized by the ability
to assimilate nitrogen of inorganic origin, given in the form of ammo-
nium sulphate; of organic nitrogenous compounds pepton is most used.

Strain I, was cultivated in large amounts on agar with medium
Nr I[. Bacteria washed with condensation water were dried in vacuum
above sulphuric acid and from the dry bacterial substance an aqueous-
glycerol exctract was prepared (table 111), which was filtered through
Schott’s G. 5. filter paper. The aqueous-glycerol extract of the dry
bacterial mass of the strain 1, was characterized by pH 7,2, did not
hydrolize wax, but hydrolized membranes oi bees-larvae cells. The
hydrolysis of membranes run more intensively after the addition to
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the solution of Na;COj of pH — 7,5. In the course of 120 hours 0,5 ml.
aqueous-glycerol enzymatic extract with the addition of 2 ml. solution
of Na,CO; of pH 7,5 at 35°C. decomposes 20 mg. of bees-cells mem-
branes.

Membranes of bees-cells are a substance of an unknown chemical
composition, containing nitrogen, which on table I. illustrating the
result of chemical analysis of bees-wax is marked as the dry substance.
Since the amount of the substance increases in the cells of the bee
honey comb (wax), depending on the number of generations of bees-
larvae, which underwent in it their development, it should be concluded,
that it is a product, which remains in some relation with the develop-
ment of bees-larvae. Microscopical investigations revealed no definite
structure; on the meimbranes there is a certain amount of flower-pollen
and hair of plant origin. The membranes are easily stained with
methylen-blue and carbolic [uchsin, and are not destained by ethylic
alcohol and by water.

The result of sterile cultures, the decomposition of wax in vitro by
bacteria, isolated from the intestine of the larva and the decomposition
of membranes of bees-cells by aqueous-glycerol extract of dry bacteria
of one strain isolated from the intestine confirm suppositions, that
the intestinal flora plays an important role in the processes of assi-
milation of the larva of Galleria mellonella L.

RECEPT TU USE THE MEDIUM OF THE PAGE 39

To each 100 ml. of the basic mineral medium such quantity of glucose was
added as to make the content of carbon in the medium reach 10/, and such quantity
of nitrogenous compounds, as to make the concentration of nitrogen reach 0,1%/.
In the course of the preparation of inedia with various nitrogenous compounds
attemps were made to maintain at the beginning the pH of the medium 7,0. [nocu-
lations were made by means of a platinum loop, whereby care was taken to transfer
each time an cqualsamount of the bacterial mass. Incubation at 35°C for 7 days.
The growth of bacteria was estimated on te basis of the degree of the turbidity of
the medium and the following scale of evaluation wa accepted-lack of turbidity,
1/s very slight. | slight, 2 intensive, 3 very intensive. With each compound three
parallell tests were performed. Results of the experiments are summarized on the
table IL.
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Conclusions

1. Larvae of Gulleria mellonella L. can assimilate not only old
wax, but also a freshly prepared one.

2. The phenonienon of mutual devouring of larvae by the larvae
is explained by the requirement of nitrogen-compounds.

3. The decomposition of wax in vitro performed by bacteria isolated
from the intestine of larvae of Galleria mellonella L. permits to suppose,
that also on the terrain of the intestine of the larva it is accomplished
by the bacteria.

4. Aqueous-glycerol enzymatic extract of dried in vacuum one
bacterial strain, isolated from the intestine, decomposes membranes of
the cells of bees-larvae-

5. Results of sterile cultivation are in indication of the important
role of intestinal flora in the processes of digestion of bees-wax.
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OBJASNIENIE TABLICY

Fot. 1. Dno kolbki z wydryzonymi przez larwy korytarzami w zakrzeplej
warstwie lipidowej (wielkos¢ naturalna).

Fot. 2. Fragment dna kolbki z fotografii pierwszej w powiekszeniu
(powigkszenie trzykrotne).

Fol. 3. Zdjecie z gory przez szyjke kolbki z widocznymi na dnie dwoma oprzedami
(wielko$¢ naturalna).

Fot. 4. Zdjecie z gory przez szyjke kolbki z motylem na dnie (wielkoS¢ naturalna).

OGbAcHeHue doTtorpadhumu

@®or. 1 IHo Ko0J60YKM C BBIXOJIOJIEHHBHIMU JIMYHHKAMU KOPPHUAO-
paMu B 3aCThIBLIEM JIMMTHIHOM CcJIOe.
®ot. 2. YBenuueHHasA 4acTb JHAa KOJAGOYKYW NepBOro CHMUMKa (Tpoe-

KpaTHOE yBeln4eHue).
®ot. 3. CHUMOK cBepXy 4epe3 TOpPJBILIKO KOJGKM C BHIHBIMM Ha

IHEe IBYMA KOKOHAMH.
®or. 4. CHMMOK cBepxy uepea TOPJBILIKO KOJIGKM C BOCKOBOH
MOJIBI0 Ha [He,

EXPLANATION OF PLATE

Phot. 1. The bottom of the flask with corridors grooved by the larvae
in the coagulated lipid layer.

Phot. 2. Fragment of the hottom of the flask in phot. 1 (magnified 3 x).

Phot. 3. The picture taken from the top, as seen through the neck
of the flask. Two cocoons can be seen on the hottom.

Phot. 4. A picture taken from the top of the flask through its neck —
a butterfly on the bottom.
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