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KRYTYCZNE UWAGI O METODYCE BADAN REGULATOROW
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Nauka o regulatorach wzrostu roélin, zapoczatkowana wyodrgbnieniem
auksyn przez Wenta, oraz zbadaniem struktury chemicznej tych zwiazkow
przez Kogla i wspolpracownikow rozwingla si¢ obecnie w specjalna gataz
fizjologii roslin. Ogromna ilo§¢ prac, jaka ukazuje si¢ z tej dziedziny, Swiadczy
0 rosnacym ciagle zainteresowaniu tym problemem.

Zagadnienie substancji wzrostowych nabrato tak szczegdlnej wagi ze
wzgledu na rolg jaka speiniaja one w organizmach ro$linnych. Mimo jednak
licznych prac nad tym zagadnieniem nie wyjasniono jeszcze dotad w petni
mechanizmu dzialania tych substancji, jak réwniez wihasciwego charakteru
i struktury chemicznej tych zwigzkow.

Od czasu rewelacyjnych odkry¢ Kogla i wspotpracownikow, we wszyst-
kich podrecznikach fizjologii roélin, az do chwili obecnej, wymienia si¢ trzy
zasadnicze rodzaje tych zwigzkoéw: auksyng a — jednozasadowy kwas o sto-
sunkowo prostej budowie (C,3H3,05) zidentyfikowany jako kwas auksentrio-
lowy i bardzo zblizony do niej zwiazek — auksyn¢ b (C;sH30,) — kwas
auksenolowy oraz heteroauksyne, rowniez kwas, jednak o odmiennym skla-
dzie chemicznym (C,,H,O.N), ktory zidentyfikowano jako znany juz wowczas
dobrze kwas indolooctowy. Zasadnicza cecha obu form auksyny, jak stwier-
dzono w wyniku pézniejszych badan, byla ich spontanicznie postepujaca
inaktywizacja, polegajaca na przejéciu tych zwiazkéw w nieaktywna postac,
izomeryczna pseudoauksyne a i b (Went i Thimann 1937). Inaktywizacji
ulega takze kwas 3-indolooctowy, ktéry utlenia si¢ pod wplywem dziatania
swoistej oksydazy. Wetmore i Morel 1949 (38) zjawisko inaktywizacji
auksyn tacza z dzialalno$cia oksydazy polifenolowej. Mozna przypuszczac,
ze zjawisko szybko postepujacej inaktywizacji auksyny a i b stanowi prawdo-
podobnie jedna z zasadniczych przyczyn utrudniajacych ich identyfikacje,
poniewaz wszelkie proby bezposredniego potwierdzenia obecnosci tych
zwigzkéw nawet w materiale, w ktérym zostaly one zidentyfikowane po raz
pierwszy przez swych odkrywcow, nie daly dotad pozytywnych rezultatow.
W zwiazku z tym istnienie auksyny a i b nalezy uwaza¢ obecnie za bardzo
problematyczne. Proby posrednie identyfikacji tych zwiazkow, oparte na okre-
$laniu ich odpornoéci na dzialanie kwaséw, zasad oraz oznaczaniu ich cig-
zaru czasteczkowego nie daly réwniez przekonywajacych dowodéw (Bonner
i Bandurski 1952, Terpstra 1953) (14). Podobnie bezowocne okazaly si¢
rowniez préby innych badaczy, zmierzajace do wyizolowania i zidentyfiko-
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wania auksyny a i b (Jones i wsp. 1952, S6ding i Raadts 1953, Bennet-
Clark i wsp. 1952, Terpstra 1953 (14).

Badania lat ostatnich wykazaly natomiast, ze najbardziej rozpowszechnio-
nymi zwiazkami typu regulatorow wzrosiu sg zwiazki indolowe, jak: kwas
3-indolooctowy, aldehyd 3-indolooctowy, nitryl kwasu 3-indolooctowego
i kwas 3-indolopirogronowy. W wyniku szczegétowych badan stwierdzono,
7e kwas 3-indolooctowy wystgpuje w roélinie w stanie wolnym w minimalnych
tylko ilosciach. Zwiazek ten istnieje w formie nieczynnej, w powigzaniu z kom-
pleksami bialkowymi, z ktorych jest uwalniany dopiero w procesie pewnych
reakcji enzymatycznych. Produktem wyjsciowym dla tego kwasu jest tryptofan
(Thimann 1935). Obok wyzej wymienionych zwiazkéw wyodrebnionych
i zidentyfikowanych juz niejednokrotnie stwierdzano istnienie innych jeszcze
substancji o podobnej aktywnosci fizjologicznej, ktorych struktura i sktad
chemiczny nie sa jeszcze blizzj okre$lone (Luckwill 1952, 1954, S6ding
1954, Schoen i Morel 1954).

Ilosci w jakich wystepuja naturalne regulatory wzrostu w roslinie sg sto-
sunkowo niewielkie. Fakt ten stanowi powazna przyczyn¢ utrudniajaca ba-
danie tych zwiazkow i nie pozwala na ich wykrycie za pomoca zwykiych
metod chemicznych. Przeprowadzone w tym zakresie badania wykazaly, ze
przy zastosowaniu najczulszej metody chemicznej mozliwe jest oznaczenie
ilodci kwasu 3-indolooctowego zaledwie rzedu 2 mg(=2x 10 g), co w po-
rownaniu z biologiczna metoda oznaczania aktywnosci regulatoréw wzrostu
stanowi zaledwie 1/2000 czulodci testu owsianego (Audus 1953). Badania
w zakresie iloSciowych stosunkow czynnej substancji w ro$linie wykazaty
natomiast, 7e ze Scietego wierzchotka koleoptyle dyfunduje do agaru w ciagu
jednej godziny ilo$¢ substancji aktywnej odpowiadajaca zaledwie 4x10%¢g
heteroauksyny. "

Naturalne substancje wzrostowe mozna wyizolowa¢ w drodze ich dyfuzji
do agaru i bada¢ bezposrednio na testach biologicznych. Mozna je rowniez
okre$la¢ metoda biologiczna w ekstraktach z réznego materiatu ro$linnego,
wykorzystujac rézng ich rozpuszczalno$¢ w odpowiednio dobranym rozpusz-
czalniku, jak: alkohol, chloroform, eter itp.

'~ Metoda bezposredniej dyfuzji do agaru obok wielu zalet ma jednak réwniez
pewne strony ujemne. Najistotniejsza z nich jest zjawisko inaktywizacji czyn-
nej substancji wzrostowej, zachodzace w wyniku dziatania enzyméw na po-
wierzchni cigcia badanego fragmentu tkanki (Kornmann 1935, Larsen 1936,
1940, Gorter i Funke 1937, Syre 1938). Dlatego tez w metodzie tej stosuje
‘si¢ obecnie szereg dodatkowych czynnoéci, zmierzajacych do wyeliminowania
tego zjawiska. Sposréd nich wymienié nalezy proby sptukiwania powierzchni
cigcia danego fragmentu tkanki (S6ding 1952). Overbeek (1938), celem
‘usunigcia niszczacego systemu enzymatycznego, stosowal uprzednia dyfuzje
do’bibuly filtracyjnej, inni natomiast (Steeves, Morel i Wetmmore 1953),
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Terpstra 1953 (13), prowadzili badania nad mozliwoscia uzycia pewnych
zwiazkow chemicznych jak cyjanku potasu i soli sodowej dwuetylowego amidu
kwasu dwutioweglowego niszczacych enzymy, co doprowadzalo w efekcie
do zwigkszenia aktywnosci dyfuzatu.

Rozpatrujac z kolei metode ekstrakcji tadanego materiitu roslmnego na
drodze chemicznej, nalezy stwierdzié, ze budzi ona rowniez wiele zastrzezen.
Zastrzezenia te wynikaja przede wszystkim z dlugotrwalodci procesow
ekstrakcji. Poza tym sama ekstrakcja stanowi bardzo ztozony proces chemiczny,
w ktérym dopiero poprzez wielokrotne oczyszczanie surowego ekstraktu ro-
slinnego uzyskujemy wolne substancje wzrostowe i jako takie dopiero mozemy
okre$la¢ metoda biologiczng. W czasie samej ekstrakcji zachodzi rowniez
niebezpieczenstwo powstania heteroauksyny z tryptofanu, w wyniku dzialania
enzymoOw biorgcych udziat w reakcjach zachodzacych w procesach oczyszczania
ekstraktu.

Inna jeszcze trudnos¢ polega na tym, ze ekstrakty takie zawieraja ponadto
szereg substancji hamujacych, co zaciera wlasciwy obraz oddzialywania sy-
stemu roslinnych regulatoréw wzrostu.

Jak wiadomo zasada stosowania testéw biologicznych polega na zjawisku
stymulacji lub hamowaniu proceséw wzrostowych badanego obiektu roslin-
nego, uwarunkowanych istnieniem calego systemu regulatoréw wzrostu,
ktorych dzialanie taczy sie¢ zaréwno ze zmiana metabolizmu calej plazmy
komodrkowej (Pohl 1954), jak réwniez wtornym ich wplywem na blong ko-
morkowa (Bonner 1935, Ruge 1937, 1937a, 1942, Pohl 1954). Dlatego tez
zrozumiale jest, Ze najbardziej wrazliwe na dzialanie substancji wzrostowej
beda mlode obiekty roslinne pozostajace w stanie aktywnego wzrostu. Spo-
$rod szeregu przebadanych pod tym wzgledem roélin wyselekcjonowano ko-
leoptyle traw, a zwlaszcza owsa, jako najbardziej czuly material testowy.

Pierwszg klasyczng metoda oznaczania aktywnosci regulatoréw wzrostu
oparta na zasadzie reakcji wzrostowych koleoptyle owsa opracowal Went
1928 (2). Z uwagi na to, ze stanowi ona punkt wyjsciowy dla szeregu innych
metod opartych na tej samej zasadzie, wydaje si¢ celowe jej szczegolowe
omowienie. Jako obiektu testowego uzywat Went etiolowanych kietkow owsa
(Victory oats), hodowanych w S$cisle okreslonych warunkach temperatury
1 wilgotnosci. Po uzyskaniu przez nie pewnej okre$lonej dtugosci $cinal wierz-
chotki pochewek lisciowych okoto dlugosci 3 mm usuwajac w ten sposéb
naturalne zZrédlo czynnej auksyny. Stwierdzenie to, stanowiace podstawowe
zalozenie metody, doprowadzilo jak wiadomo w poczatkowej fazie badan nad
.zagadnieniem substancji wzrostowych do sformutowania zasadniczego pogladu
o istnieniu w wierzchotkach koleoptyle czynnej substancji, ktora przemieszcza
si¢ ku podstawie koleoptyle, umozliwiajac jego wzrost. Zdolno$¢ wyodrebnia-
nia tej substancji na drodze jej dyfuzji do agaru stanowi drugi zasadniczy mo-
ment wykorzystany w technice wentowskiej. Jak stwierdzono bowiem, umie-
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szczenie na powierzchni dekapitowanego koleoptyle bloczka agarowego z dy-
fuzatem ze $cigtych wierzchotkéw wzbudza ponownie procesy wzrostowe, jakie
zachodza normalnie w obecno$ci naturalnego wierzchotka wzrostu. Stosujac
jednostronne nakladanie kostek agarowych, uzyskiwal Went charaktery-
styczne wygiecia koleoptyle owsa, spowodowane nierownomiernym wzrostem
obu jego krawgdzi w wyniku jednostronnego dzialania substancji wzrostowe;.
Wielkoséci tych wygie¢ proporcjonalne w pewnych granicach do iloSci sub-
stancji dzialajacej, staly si¢ iloSciowym wskaZnikiem czynnych substancji
wzrostowych, wystepujacych w badanym materiale ros$linnym. Na tej zasadzie
okreslono réwniez pojecie jednostki owsianej, odpowiadajace najmniejszej
iloéci substancji wzrostowej, ktora w okreslonych warunkach $wiatla, tempe-
ratury i wilgotnosci, w ciagu 2 godzin powoduje wygiecie pochewki lisciowej
owsa o 10°.

Ogromna zaleta metody Wenta jest to, ze pozwala ona na badanie akty-
wnych substancji wzrostowych, uzyskiwanych na drodze bezposredniej ich
dyfuzji do agaru. W idealnym przypadku okre$la ona zdolno$¢ oddawania
substancji wzrostowych przez badany obiekt rodlinny i pozwala na przesle-
dzenie ilosciowych stosunkéw transportowanych w roslinie czynnych regulato-
réw wzrostu.

Metoda Wenta przeszta do chwili obecnej swoja ewolucj¢ poprzez szereg
drobnych, jednak bardzo istotnych zmian w technice jej wykonania.

Pierwsza jej modyfikacja wprowadzona przez Skooga 1937 (35) polegata
na odizolowaniu kietkow od nasion bezposrednio przed préba (tzw. Ohne-
korntest von Skoog). Skoog wychodzit z zatozenia, ze usuwajac endosperm,
usuwa tym samym zrodlo prekursor6w substancji wzrostowych aktywowa-
nych w wierzchotku koleoptyle. Stwierdzono bowiem, ze nawet w dekapito-
wanym koleoptyle po 2 godzinach powstaje tzw. ,fizjologiczny wierzchotek
wzrostu®, ktory spelnia konsekwentnie funkcje morfologicznego wierzchotka
pochewki lisciowej, zaopatrujac kietek w czynne substancje wzrostowe. W wy-
padku usunigcia nasion okres tworzenia fizjologicznego wierzchotka wzrostu
przedtuzony jest od 5—7 godzin, wskutek czego przedluza si¢ réwniez okres
reakcji pochewki lisciowej na dzialanie doprowadzanej z zewnatrz substancji
wzrostowej.

Druga modyfikacja wg Funke (1939) wprowadza bardziej radykalne
zmiany polegajace na badaniu reakcji wzrostowych tylko najwyiszej partii
kietkow owsa, odcinanych w odlegtosci 1,2 cm od jego wierzchotka. Odcigte
fragmenty kietkow, naklejone za pomoca zelatyny na szkieltko podstawowe
pokryté wilgotna bibula, pozostaja nastgpnie przez okres 24 godzin w ciemne;j
wilgotnej, komorze az do nalozenia kostek agarowych. Okres ten konieczny
jest prawdopodobnie dla catkowitego splywu pozostajacych jeszcze w po-
chewce czynnych regulatorow wzrostu, ktére moglyby zaciera¢ wlasciwy obraz
oddzialywania substancji doprowadzanej z zewnatrz. Jak stwierdzono, okres
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reakcji koleoptyle przy podobnym postgpowaniu przedtuza si¢ od 18—20 go-
dzin, a czulo$¢ testu wzrasta 6—7-krotnie.

Z innych roslin testowych, dajacych reakcje wzrostowe oparte na tej samej
zasadzie, wymieni¢ nalezy glowaczka (S6ding 1937), hypokotyle stonecznika
(Amlong 1939) oraz izolowane i dekapitowane korzonki soczewicy (Naun-
dorf 1940). Do tej samej kategorii testow nalezy rowniez test grochowy
(Went i Thimann 1937). Czulo$é tego testu jest jednak znacznie nizsza niz te-
stu owsianego, a przy tym, jak stwierdzono na podstawie obserwacji wlasnych,
znaczna nieregularno$é wygie¢ utrudnia w duzym stopniu pomiary, dajagc mato
wiarygodne wyniki.

Wszystkie wyzej omowione testy roslinne, ze wzgledu na charakterystyczna
forme reakcji wzrostowych, jakim ulegaja one w obecnosci czynnych substancii
wzrostowych, zaliczymy do grupy testéw okre§lanych powszechnie terminem
testow wygigciowych.

Druga kategoria testow biologicznych, oparta na zasadzie rownomiernego
wzrostu na dlugoé¢ badanych obiektow roslinnych, obejmuje zaréwno testy
pedowe, jak i korzeniowe. Do testow pedowych nalezy test cylindryczny ko-
‘leoptyle owsa (Bonner 1933/5) oraz opracowany ostatnio przez Nitsch J.
i Nitsch C. (1956) test pierwszego miedzywezla. Metoda polega na badaniu
wzrostu na dtugoéé okreslonych fragmentéw kietkow owsa w roztworach sub-
stancji wzrostowych. Roznice w intensywnosci wzrostu odcinkéw poddanych
dziataniu substancji wzrostowych, w stosunku do kontrolnych, okreslaja ilo§¢
czynnej substancji w roztworze. Oznaczanie regulatorow wzrostu w tej grupie
testow laczy sie najczeéciej z metoda chromatograficzna. Pozytywne rezultaty
w oznaczaniu naturalnych regulatoréw wzrostu roslin daje zwlaszcza stoso-
wana obecnie metoda chromatografii bibutowej (Bennet-Clark i wsp. 1952,

“Luckwill 1952, 1954, Kefford 1955). Metoda ta tacznie z biologiczna daje
pewne pojecie o iloSciowym wystepowaniu tych zwiazkow, poprzez okreslanie
na testach roslinnych fizjologicznej aktywno$ci eluatéow z poszczegdlnych
frakcji chromatogramu, odpowiadajacych Rf danej substancji. Do tej grupy
testow roslinnych mozna takze zakwalifikowa¢ metodg testu fasolowego opra-
cowang przez Mitschella i Whitehead (1941).

Sposrod testow korzeniowych wymieni¢ nalezy test korzeniowy grochu
Leopolda i Guernseya (26) i rzezuchy (Moewus 1949), u ktérych inten-
sywno$¢ wzrostu korzeni jest uzalezniona od stgzenia czynnej w badanym
roztworze substancji wzrostowej. Wymienione ostatnio testy nie moga byc¢
jednak stosowane w dokfadniejszych badaniach ze wzglgdu na niska ich czu-
los¢, jak i doktadno$é wynikow. Jak stwierdzono bowiem, wyniki prob z korze-
niowym testem rzezuchy niejednokrotnie nie odpowiadaja zupetnie rzeczy-
wistym ilosciom aktywnych substancji w badanym roztworze (Clauss 1952),
a granice btedu, popetnianego dla koncentracji kwasu 3-indolooctowego po-
nizej 1 mg/l, moga siggaé 50—260%, aktualnej ich zawartosci. Podobnie ko-
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rzeniowy test grochu, wedtug nie opublikowanych jeszcze doniesiefi Leopolda
(26), daje bardzo zmienne wyniki, niepowtarzalne zdaniem autora z inng partig
nasion nawet tej samej odmiany grochu.

Do trzeciej grupy testow zakwalifikujemy wszystkie pozostale biologiczne
proby oznaczania substancji wzrostowych, niezaleznie od typu spowodowanych
ich dzialaniem reakcji wzrostowych. Do bardzo oryginalnych testow roslinnych
w tej grupie nalezy tzw. , Test Kropidlaka*“ wprowadzony przez Chami-
nade (1954). Okazalo si¢ mianowicie, ze Aspergillus niger, stosowany dotad
z dobrym rezultatem w badaniach urodzajnosci gleb, reaguje réwniez w sposob
bardzo wyrazny i szybki na dzialanie substancji wzrostowych intensywniej-
szym przyrostem grzybni, co pozwala na wlaczenie go do grupy biologicznych
mgtod okreslania naturalnych regulatorow wzrostu rodlin. Cickawa metode
opracowatla takze Turieckaja (1947), ktora okreslata aktywnos¢ regulatorow
wzrostu na zasadzie szybkos$ci i intensywnosci ukorzeniania sadzonek fasoli,
moczonych przez pewien czas w roztworach substancji wzrostéwych. Inna
metoda polega na wykorzystaniu zdolnosci pewnych roilin do epinastycznych
ruchow lisci pod wplywem dzialania substancji wzrostowych. Wielko$¢ skre-
toéw lisci przyjeto jako wskaznik aktywnosci dziatajacej substancji (Audus
1953). Laibach i Fischnich (1935) stosowali metode, w ktorej dekapito-
wane epikotyle bobiku, smarowane pasta lanolinowa z dodatkiem substancji
wzrostowych, wykazywaly charakterystyczne powi¢kszenie Srednicy gornej
powierzchni epikotyle, OdelWladd_]d(.E‘ w przyblizeniu ilosci dzialajacej sub-
stancji.

Istnieja rowniez metocly oparte na pomiarach réznic w ilosci pobranej
wody przez dany obiekt roSlinny przy udziale substancji wzrostowych. Ilos¢
ta moze by¢ okre§lana bezpo$rednio w drodze pomiaru intensywnosci transpi-
racji badanych obiektow (Chotodnyj 1929), lub metoda wagowa zastosowana
przez Bobko i Jakuszking (1945), ktorzy jako organu testowego uzywali
fragmentéw pedu grochu. Wymieniona metoda budzi jednak powazne za-
strzezenia ze wzgledu na kryteria, jakimi kierowano si¢ przy wyborze bada-
" nego materialu roélinnego (wymagana $cisle okreslona odleglo$¢ pomigdzy
paczkiem szczytowym, gorna tuska i pierwszym lisciem rosliny). Mozliwos¢
zrealizowania wymaganych w tym przypadku warunkoéw, ktére odpowiada-
lyby tym kryteriom, wydaje si¢ bardzo problematyczna. Charakteryzujac
ogblnie grupe omdwionych ostatnio metod nalezy stwierdzi¢, ze ujemna ich
cecha jest mala precyzja i dokladno§¢ wykonania, w-kazdym badz razie nie
wystarczajaca dla dokladnego i wiarygodnego odzwierciedlenia subtelnych
réznic, jakie obserwujemy w dmalamu naturalnego systemu roslinnych regu-
latoréw wzrostu.

Wyniki wielu badan wskazujq na istnienie szeregu dodatkowych czynni-
kéw warunkujacych dokladno$é i czuto$é omowionych wyzej metod, wynika-
jacych zaréwno z odrebno$ci natury fizjologicznej badanego obiektu roslin-
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nego, jak i z ukladu i charakteru warunkow §rodowiska, w jakich
przebiega procedura do$wiadczenia. ' ' '

Szczegotowe badania na przykladzie testu owsianego wykazaly, ze czulos¢
metody uzalezniona jest od wieku kietkow. Kryterium, jakim si¢ tu kierowano,
stanowil stopient rozwoju kielkow, okreslany na zasadzie dtugosci koleoptyle
lub pierwszego miedzywezla (rys. 1). Na tej zasadzie okreslono réwniez wy-
magana wielko$¢ kietkow dla prawidlowego przebiegu reakcji wzrostowych,
wzbudzanych dzialaniem regulatoréw wzrostu (Nitsch J. i Nitsch C. 1956).

Dalsze badania wykazaly, ze czulo$¢ testu cylindrycznego i pierwszego
miedzywezla uzalezniona jest w okre$lonych warunkach do$wiadczenia od
strefy, z jakiej pobrano dany fragment tkanki, SciSle—od jego odlegtosci od
wierzchotka koleoptyle lub kolanka kietka w przypadku testu pierwszego
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Rys. | Wplyw wicku kielkow owsa na intensywnoéé wzrostu wycinkéw koleoptyle i pierw-
szego miedzywezla w roztworze kwasu 3-indoloctowego (z pracy Nitsch, J. i C. Nitsch 1956).

1— wycinki z koleoptyle owsa,

2— wycinki z pierwszego migdzywezla.

Krzywe A, C przedstawiaja wzrost wycinkow w roztworze substancji wzrostowej (linia
ciggh) i kontrolnych (linia przerywana). Stgzenia: A — 60, C — 10 mg/litr.

Krzywe B, D przedstawiaja réznice pomiedzy wzrostem wycinkéw zadziatanych preparatem
kontrolnych. Na skali z lewé¢j wzrost w mm, na prawej w °/,°/, od dlugosci poczatkowej wy-
cinkow = 4 mm
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miedzywezla (Nitsch J. i Nitsch C. 1956). Wyniki badan wskazuja, ze istnieje
pewien okre$lony gradient ditugo$ciowy w czutosci koleoptyle, w zwiazku
z czym zdolnoé¢ reagowania obniza si¢ ku jego podstawie (rys. 2). Zjawisko
to wyjasniaja w pewnym stopniu wyniki doswiadczen Pohla (1954), ktéry
okreslil fizjologiczne podstawy roznej reakcji badanych obiektow testowych
na dzialania substancji wzrostowych.

Intensywno$¢ wzrostu badanych fragmentéw tkanki w obecnodci sub-
stancji wzrostowej warunkuje takze ich wielkos¢. Ogélnie obserwowano
tym energiczniejsze reakcje wzrostowe im wigksza byla dlugo$¢ poczatkowa
wycinkoéw. Zwigkszenie dlugosci wycinkoéw, jakkolwiek stanowitoby do
pewnego stopnia uproszczenie metody, taczy si¢ jednak z tendencja ich do
wyginania, co utrudnia pomiary. Na tej zasadzie (Nitsch J. i Nitsch C. 1956)
przyjmuja optymalna ich dlugo$¢ w granicach 4—5 mm (rys. 3).

Jak zaznaczylam juz poprzednio, ogromny wplyw na czulo$¢ i doktadnos¢
metod wykazuja warunki $rodowiska zewngtrznego.
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Rys. 2. Wplyw polozenia wycinkoéw koleoptyle owsa oraz pierwszego migdzywezla owsa

i sorgo na intensywno$¢ ich wzrostu w roztworze kwasu 3-indoloctowego (z pracy Nitsch,
J. i C. Nitsch 1956). ’

1— wycinki z koleoptyle owsa,

2— wycinki z pierwszego migdzywezla sorgo,

3— wycinki z pierwszego miedzywezla owsa.

Krzywe A, C, E przedstawiaja wzrost wycinkow w roztworze substancji wzrostowej (linia
ciagla) i kontrolnych (linia przerywana). Stezenia: A — 50, C — 50, E— 10 mg/litr.

Krzywe B, D, F przedstawiaja réznice pomigdzy wzrostem wycinkow zadziatanych prepa-
ratem i kontrolnych. Na skali lewej wzrost w mm, na prawej w °/,%/, od dtugoici poczatkowej
wycinkow = 4 mm
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Specjalna uwage zwrécono migdzy innymi na rolg $wiatla. Istnieja dane
wskazujace na stymulujacy wplyw $wiatla czerwonego na wzrost koleoptyle
owsa w obecnoéci substancji wzrostowych (Livermann i Bonner 1953,
Schneider 1941 (26)). Wyniki innych do§wiadczen nie potwierdzity jednak
tej zaleznosci, a nawet wykazaty hamujacy wplyw $wiatla czerwonego na wzrost
niektorych obiektow testowych (Galston i Gaker 1953, Nitsch J.
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Rys. 3. Wplyw dluzosci wycinkéw koleoytyle owsa i pierwszego migdzywezla na intensywnosé
ich wzrostu w roztworze kwasu 3-indoloctowego (z pracy Nitsch: J. i C. Nitsch 1956).
1— wycinki z koleoptyle owsa,
2— wycinki z pierwszego miedzywezla owsa.
Krzywe A, D przedstawiaja wzrost wycink6w w roztworze substancji wzrostowej (linia
przerywana) i kontrolnych (linia przerywana). Stezenia: A —20: B — 10 mm/litr.
Krzywe B, D przedstawiaja przyrost wycinkéw zadzialanych preparatem w stosunku do
kontrolnych w mm; C, F/ w %%/, od dlugosci poczatkowej wycinkow.

Wiadomosci Botaniczne, t. 1. z. 3. [+]
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i Nitsch C. 1956). Ogolnie mozna stwierdzi¢, ze efekt hamowania lub sty-
mulacji wzrostu uzalezniony jest od rodzaju zrédta $wiatla, badanego
obiektu roélinnego, a takze st¢zenia substancji wzrostowej. W stgzeniu 100 mg/1
i powyzej notowano bowiem stymulujacy wplyw Swiatlta czerwonego, przy
nizszych stezeniach substancji wzrostowych to samo §wiatlo hamowato wzrost
koleoptyle.

Stwierdzono dalej, ze czulo$¢ stosowanych metod uzalezniona jest w du-
zym stopniu od skladu atmosfery. Istnieja na przyklad dane wskazujace na
ogromny wplyw ilosci CO,, przy czym optymalna jego koncentracja w danych
warunkach doswiadczenia wynosi 5%, dla testu koleoptyle a 19, dla testu
pierwszego migdzywezla (Nitsch J. i Nitsch C. 1956). Badania innych auto-
réow (Ranson i Parija 1955) wskazuja rowniez na istotna rolg tlenu w przy-
$pieszaniu lub hamowaniu reakcji wzrostowych ‘wzbudzanych dziataniem
substancji wzrostowych. W zwiazku z tym powstala nawet koncepcja uzycia
koleoptyle owsa, jako czulej proby biologicznej, dla oznaczania stopnia
zanieczyszczenia i ilosci szkodliwych dla roélin substancji zawartych w atmo-
sferze (Hull, Went, Yamada 1954). Na tych zasadach mozna by takze
tltumaczy¢ dobowe i sezonowe wahania w czulosci testu owsianego.

W wypadku stosowania testu wygieciowego Wenta okazalo si¢, ze wiel-
kos$¢ reakcji uzalezniona jest od odczynu samych kostek agarowych (So-
ding 1952). Te same spostrzezenia odnosza si¢ rowniez do testu cylindrycznego
i pierwszego migdzywezla, gdzie obserwowano obnizenie czulosci badanej
tkanki przy wzrastajacej kwasowosci srodowiska (NitschJ.i Nitsch C. 1956).

Duzo uwagi pos$wigcono réwniez wplywom pewnych nieorganicznych
zwigzkow, takich jak mangan (Loo 1944), kobalt (Miller 1954) i bor (He-
mberg 1951), na czulo$¢ testow, a zwlaszcza testu cylindrycznego i pierw-
szego miedzywezla. W zwiazku z tym istniejag obecnie proby uczulania tych
testow, polegajace na plukaniu badanych obicktow bezposrednio przed proba
w roztworach okre$lonych zwiazkow chemicznych (Nitsch J. i Nitsch C.
1956).

Podobnie w badaniach nad wplywem niektorych organicznych polaczen
na wzrost koleoptyle poczyniono ciekawe i zasadnicze obserwacje, ktore
wykazaly, ze same aminokwasy w odpowiednio duzym stgzeniu 10~ M moga
wywola¢ charakterystyczne reakcje wzrostowe bez dodatku substancji wzro-
stowych. Podobne ich dzialanie nie ujawnia si¢ jednak w stosunku do testu
pierwszego miedzywezla, co ma niewatpliwie ogromne znaczenie przy wy-
borze odpowiedniej metody badan.

Oprocz wymienionych istnieje jeszcze szereg innych, blizej nie okreslonych
czynnikow warunkujacych efektywno$¢ biologicznych metod oznaczania re-
gulatoréw wzrostu roélin, ktore S6ding (1952) taczy w jedna wspolna grupe
czynnikéw natury meteorologicznej (meteorologische Faktoren).

Z podanego przegladu biologicznych metod oznaczania aktywnosci sub-
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stancji wzrostowych uwarunkowanych wplywem tak wieluréznych czynnikow
wynika zatem, ze kwestia wyboru metody jest zagadnieniem bardzo istotnym
1 ciagle jeszcze aktualnym. Ogromna liczba metod $wiadczy natomiast, ze
zadna z nich nie jest wlasciwie doskonala i dlatego rozpoczynajac prace nad
zagadnieniem substancji wzrostowych stajemy przed niezwykle trudnym
problemem — oceny i wyboru odpowiedniej metody badan. Kryteria, jakimi
nalezaloby kierowac si¢ w tym wypadku, powinny stanowi¢ realne mozliwosci
_ przeprowadzenia danego doswiadczenia z zachowaniem wszelkich odpowiada-
Jjacych danej metodzie warunkow, ktére zapewnilyby maksymalna czuto$é
reakcji 1 miarodajnos¢ wynikow.
Zaklad Fizjologii Roélin U. M. K. w Toruniu

Dzial Fizjologii Roélin Os$rodka Biologii
Stosowanej U. M. K. w Koniczynce
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