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Cytokinin activity of six cultivars of Hordeum vulgare L.

Cytokinin activity was determined in roots, crowns, ears of six varieties of
the barley in the tobacco Wisconsin 38 callus tissue test. Analysis was made
in early stage of ears. The order increasing values of the total cytokinin
activity (the total activity of compounds fitting their mobility with zeatin,
zeatin ribosid and their more polar derivatives) were for most part of varie-
ties: younger roots << older roots < crowns < ears. Dependences between the
cytokinin activity and fresh weight of analysed material were not found.

WSTEP

Z wielu gatunkow roslin wydzielono, przy zastosowaniu kationitéw
i ekstrakeji n-butanolem, liczne cytokininy o zréznicowanej ruchliwosci
chromatograficznej. Szczegélows analize cytokinin w niedojrzalych na-
sionach kukurydzy przeprowadzil Letham (1973).

W poprzedniej pracy (Jeske i in. 1977) na temat ogdlnej aktyw-
nosci cytokiniowej jeczmienia trzech odmian (cultivars) ’'Antalek’, ’Lu-
buski’, 'Skrzeszowicki’ stwierdzono, ze w korzeniach, wezlach krzewienia,
zdZzblach i klosach aktywnos¢ taka wystepuje i jest zréznicowana, zarow-
no w poszczegélnych czesciach rosliny, jak i pomiedzy odmianami. W
tej pracy dokonano szczegélowej analizy wybranych frakcji uzyskanego
widma chromatograficznego. Miala qna na celu stwierdzenie, czy istnie-
ja zalezno$Sci pomiedzy masg analizowanych czesci roslin, aktywnoscig
enzymatyczng a aktywnoscig cytokininowa, czego nie udalo sie stwier-
dzi¢ badajac sumaryczng aktywnosé cytokininowa. W tym celu prze-
prowadzono rozdzial chromatograficzny oraz zwiekszono zakres stezen
ekstraktow pobieranych do biotestu. Zwiekszono rowniez liczbe bada-
nych odmian,
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MATERIAEL I METODY

Szes¢ odmian jeczmienia: 'Alsa’, ’Antalek’, ‘Cebeco’, ’Lubuski’, 'Skrze-
szowicki’ 1 ’Union’ uprawiano w kulturach wodnych (Krzywanski
i in. 1976). Korzenie, wezly krzewienia i klosy pobierano do analiz w
fazie kloszenia. Podzialu na korzenie starsze i mlodsze dokonano we-
dlug dlugosci systemu korzeniowego, dzielac go na pol. Czes¢, w ktorej
znajdowala sie wiekszo$¢ stozkéw wzrostu i najmlodsze korzenie, za-
liczano do korzeni mlodszych, a cze$¢ przylegajgca do wezla krzewie-
nia zaliczano do korzeni starszych. Jako wezly krzewienia analizowano
glowne wezly krzewienia oraz jeden lub dwa wezly znajdujace sie po-
wyzej, z ktéorych wyrastaly zaczatki korzeni przybyszowych. Klosy po-
bierano cale po odcigciu od zdzbla. Zebrane czedci wazono i zamrazano
w suchym lodzie: polowe plonu klosow, wezldw, korzeni mlodszych i
korzeni starszych odmiany Lubuski oraz 1/4 plonu korzeni starszych
pozostalych odmian.

Zamrozony material mielono i nastepnie zalewano etanolem w sto-
sunku 1:9 ($§wieza masa : etanol). Tak potraktowane proby przechowywa-
no w temperaturze pokojowej. Nastepnie proby poddawano wirowaniu,
analizowano tylko supernatant, ktory doprowadzano NH,OH do pH 8,8.
Z kolei do ekstraktu etanolowego dodawano nasyconego roztworu
Ba(COOCH;), (5 ml roztworu na 100 ml ekstraktu) i pozostawiono w tem-
peraturze 8°C przez 24 h, po czym edwirowano, a supernatant zakwaszo-
no HCl do pH 2,5. Cytokininy z zakwaszonego ekstraktu etanolowego
wyodrebniono metoda Heide i Skooga (1967), za pomocg chro-
matografii kolumnowej, w ktérej zastosowano Dowex 50 W4 H* 50 —
— 100 mesh. Cytokininy zaadsorbowane na jonicie eluowano 5N NH,OH.
Eluat zageszczano na wyparce prozniowej w temp. 45°C i doprowadzano
do pH 8,0. Z eluatu ekstrahowano cytokininy n-butanolem. Po wydzie-
leniu frakeji butanolowej zawierajacej cytokininy, odparowano ja do su-
cha na wyparce prézniowej w temp. 45°C. Suchg pozostalo§é rozpuszczo-
no w 1 ml 50% etanolu i nanoszono na bibule chromatograficzng What-
man 3. Rozdzialu eluatu dokonano mieszaning rozwijajaca o skladzie
n-butanol: kwas octowy: woda — 12:3:5. Rozwiniety chromatogram dzielono
na 11 réwnych czesci o R,;=0-0,09; 0,09-0,18; 0,18-0,27; 0,27-0,36;
0,36-0,45; 0,45-0,54; 0,54-0,63; 0,63-0,72; 0,72-0,81; 0,81-0,91; 0,91-1,0.
Uzyskany material wymywano 5 ml 50% etanolu przez 24 h.

5 ml roztworu wyjsciowego rozciericzano 50% etanolem nastepujaco
(stezenie c¢y):

dla korzeni starszych odmiana 'Lubuski’:
pozostale odmiany: 4 ml etanolu/100 g tkanki
dla korzeni mlodszych: 18 ml etanolu/100 g tkanki
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dla wezlow: 7,5 ml etanolu/100 g tkanki
dla klosow: 20 ml etanolu/100 g tkanki

Otrzymane roztwory cytokinin pobierano do biotestu opartego na
przyroscie Swiezej masy tkanki kalusa tytoniu Wisconsin 38 (Lins-
maier i Skoog 1965). Pobierano roztwory w trzech stezeniach c,
¢, (roztwor c; rozcienczano 10-krotnie) i c; (roztwoér c; rozcienczano 100-
-krotnie) w ilosci 0,5 ml na 30 ml pozywki w kolbce.

Kazda prébe oznaczano w trzech stezeniach w 18 powtdrzeniach (6
kolbek z trzema transplantami). Kombinacje kontrolng stanowily hodo-
wle tkanki kalusa tytoniu rosngcej na pozywce z dodatkiem kinetyny
w stezeniach 0,001; 0,005; 0,01; 0,03 i 0,06 mg na 1 1 pozywki.

Oznaczono rowniez ruchliwo$é chromatograficzng zeatyny i rybozydu
zeatyny.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Swieza mase plonu z jednego wazonu przedstawiono w tabeli 1. Wy-
niki aktywnosci cytokininowej przedstawiono- za pomocg histogramow
(rys. 1, 2, 3 i 4) oraz w tabeli 2.

Histogramy wykazuja duze zréznicowanie aktywnosci cytokininowej
zaro6wno pomiedzy poszczegélnymi czeSciami rosliny, jak i pomiedzy
odmianami.

Tabela 1 — Table 1

Plon $wiezej masy (g) z jednego wazonu (4 rosliny)
Crop of the fresh weight (g) from one pot (4 plants)

Korzenie  Korzenie Wezty
Odmiana starsze miodsze krzewie- Klosy
Cultivar Older Younger nia Ears
roots roots Crowns

'Alsa’ 17,3 4,1 52 - 3,7
'Antatek’ 25,3 42 5,4 2,6
’Cebeco’ * 24,2 4,1 6,9 3,2
'Lubuski’ 17,3 2,0 7,2 3,0
*Skrzeszowicki’ 21,4 2,7 59 1,8

"Union’ 25,1 5,3 6,9 1,9

Zastosowanie w biotescie trzech rozcienczen analizowanej substancji
pozwolilo wnioskowaé¢, ze w przypadku gdy przy nizszym rozcienczeniu
(c,) otrzymano nizszy przyrost tkanki w poréwnaniu do rozcienczenia wy-
sokiego (c3), to analizowana préba odznacza sie wyzsza aktywnoscig cy-
tokininowa niz préba, dla ktérej rozcienczenie wyzsze (c;) wywolalo niz-
szy przyrost tkanki w poréwnaniu z nizszym rozcienczeniem (c,).
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Analize otrzymanych histogramow przeprowadzono porownujac aktyw-
nosci cytokininowe dla pieciu wybranych frakecji o ruchliwosci chroma-
tograficznej (R;): I — 0-0,18; II — 0,18-0,27; III — 0,36-0,45; IV —
— 0,63-0,72; V — 0,72-0,81. Wyniki przedstawiono w tabeli 2.

Ruchliwo$cia mniejsza od 0,1 charakteryzujg sie substancje bardziej
polarne od zeatyny, mieszczace sie¢ w zakresie frakcji I. Let ham (1973)
zidentyfikowal w tej frakcji w nasionach kukurydzy nastepujace zwiaz-
ki: 5-monofosforan rybozydu zeatyny, 6-(l1-karboksy-2-hydroksypropy-
loamino)-9’ rybofuranozylopuryne i 6-(1,2-dwukarboksyetyloamino)-9-b-
-D rybofuranozylo-puryne.

W korzeniach niska aktywnos¢ tej frakcji wykazuje jedynie odmiana
‘Cebeco’ i 'Union’. Natomiast w weztach krzewienia i klosach aktywnosé
tej frakeji jest wysoka. Zaobserwowano duze zréznicowanie pomiedzy od-
mianami. U odmian ’Alsa’ i 'Skrzeszowicki’ aktywnosé¢ tej frakcji w we-
zlach krzewienia jest wieksza niz u pozostalych odmian.

W klosach natomiast frakcja ta jest bardziej aktywna u odmian "Anta-
tek’, ’Cebeco’, 'Lubuski’ i ’Union’ niz u odmian ’Alsa’ i 'Skrzeszowicki’.

Frakcje II stanowi 9-glukozyd zeatyny (Lethman 1973) — o ru-
chliwosci chromatograficznej 0,25. Podobnie jak w przypadku frakcji I,
obserwujemy wieksza aktywnosé¢ tej frakcji w korzeniach mlodszych,
wezlach krzewienia i klosach niz w korzeniach starszych. W korzeniach
mlodszych najwieksza aktywnos¢ wykazywaly odmiany "Alsa’ i ’Cebeco’,
a w korzeniach starszych odmiana ’Skrzeszowicki’. Wzglednie najnizsze
wartosci tej frakeji w korzeniach posiadaja odmiany ’Antalek’ i "Union’.
W wezlach krzewienia najwyzsza aktywno$é wykazywaly odmiana ’Alsa’
i 'Lubuski’, najnizsza odmiana ’Antalek’. W klosach frakcja ta byla naj-
bardziej aktywna u odmian 'Lubuski’ i ’Antalek’.

W zakresie frakcji III znajduja sie¢ wedlug Lethmana (1973) 6-
-(-2,3.4-tréjhydroksy)3-metyl-butylamino)puryna,  6-(3,4-dwuhydroksy-3-
-metyl-butylamino)puryna i 2-hydroksyzeatyna o R;=0,4. W korzeniach
mlodszych frakcja ta jest najaktywniejsza u odmiany ’Alsa’ i "Union’,
a w korzeniach starszych u odmiany ’Cebeco’. Najnizsza aktywnos$¢ dla
obu rodzajow korzeni wykazywala odmiana ’Antalek’. Przy ogolnie wy-
sokiej aktywnosci w wezlach krzewienia wszystkich badanych odmian
najwyzsza warto$¢ zanotowano u odmian 'Cebeco’ i "Skrzeszowicki’. W
klosach frakcja ta byla najaktywniejsza u odmian ’Alsa’ i 'Lubuski’, naj-
stabsza u odmiany 'Skrzeszowicki’.

W zakresie frakcji IV znajduje si¢ rybozyd zeatyny o R,=0,69 (patrz
rys. 1, 2, 3, 4). U wiekszosci odmian najwyzsza aktywnos¢ tej frakeji
obserwowano w klosach, a najnizszg w korzeniach starszych. W tych
ostatnich u odmiany ’Cebeco’ znaleziono wzglednie wysoka aktywnos¢ cy-
{okininowa, a najnizsza u odmiany 'Lubuski’ i "Union’. W wezlach krze-
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wienia najbardziej zasobng w te frakcje okazala sie odmiana ’Skrzeszo-
wicki’, najmniej — ’'Lubuski’.

W zakresie frakcji V znajduje sie zeatyna o R,=0,75 (patrz rys. 1, 2,
3, 4). W korzeniach mlodszych najwyzsza aktywnos¢ tej frakcji wyka-
zywaly odmiany ’Alsa’ i ’Union’, w korzeniach starszych odmiana 'Ce-
beco’, w wezlach odmiana *Skrzeszowicki’, a w klosach ’Alsa’ i "Lubuski’.

Poréwnujac wartosci ogolnej aktywnosci cytokininowej dla odmian
’Alsa’, ’Lubuski’ i ’Skrzeszowicki’ uzyskane w pracy Jeske i in. (1977)
z wartosciami sumarycznej aktywnosci pieciu frakcji uzyskanymi w ni-
niejszej pracy mozemy stwierdzi¢, ze uszeregowania tych trzech odmian
pod wzgledem wzrastajacej aktywnosci nie sg zgodne. Roznice te moga
wynikaé z wystepowania kilku substancji o aktywnosci cytokininowej,
ktére w przypadku rozdzielenia wykazuja inny poziom aktywnosci, niz
gdy wystepuja lacznie, poniewaz warto$¢ aktywnosci ogdlnej moze by¢
wyrazem nakladania sie dzialania typu addytywnego lub synergistycz-
nego.

Jezeli podsumujemy aktywnosé¢ cytokininowa tych pieciu frakcji dla
korzeni mlodszych, to mozemy powiedzie¢, ze najnizsza aktywnos¢ wy-
kazala odmiana ’Antatek’ i ’Skrzeszowicki’. W korzeniach starszych naj-
mniejsza aktywnoscia charakteryzowala sie odmiana ’'Lubuski’, najwigksza
za$ odmiana 'Cebeco’.

Charakterystycznag cecha odmiany ’Cebeco’ jest wzglednie wysoka
i mniej wiecej réwna aktywnosé cytokininowa w korzeniach mlodszych
i starszych. Odmiany ’Antalek’ i ’Skrzeszowicki’ posiadaja niska aktyw-
noéé¢ cytokininowg w obu czesciach systemu korzeniowego. U odmian
'Alsa’ i 'Union’ bardzo wysoka aktywnos¢ maja korzenie mlodsze. W
wezlach krzewienia najwyzsza aktywnoscig odznaczajy sie odmiany ’Alsa’
i 'Skrzeszowicki’. Sposréd analizowanych czesci rosliny najwigksza ak-
tywnosé cytokininowa wykazuja klosy, szczegolnie u odmian ’Alsa’
i ’Lubuski’. Klosy odmiany ’Skrzeszowicki’ mialy w poréwnaniu z innymi
odmianami niskg aktywnos¢. '

WNIOSKI

Wyniki uzyskane w poprzedniej pracy na temat ogdlnej aktywnosci
cytokininowej w korzeniach, wezlach krzewienia, zZdzblach i klosach
trzech odmian jeczmienia dowiodly, Ze aktywnos¢ taka wystepuje i jest
zroznicowana w poszczegdlnych cze$ciach rosliny oraz zmienia sie w za-
leznosci od fazy wzrostu. Zaznaczyly sie tez réznice miedzyodmianowe
(Jeske iin. 1977).

Wyniki uzyskane w tej pracy potwierdzily istnienie tych roznic, jak
réwniez fakt wystepowania maksymalnej aktywnosci cytokininowej w
klosach w fazie kloszenia oraz potwierdzily przypuszczenia, ze badana



Aktywnosé cytokininowa Hordeum vulgare 37

substancja jest mieszaning zwigzkow wykazujgeych aktywnosé w tescie
cytokininowym.

Dla wiekszosci badanych odmian uszeregowanie czesci roslinnych pod
wzgledem wzrastajgcej aktywnosci sumarycznej bylo nastepujace: korze-
nie mlodsze << korzenie starsze << wezly krzewienia << klosy.

7 uszeregowania wartosci aktywnosci cytokininowej wynika, ze klo-
sy sa najbardziej zasobne w substancje cytokininopodobne przy jedno-
cze$nie niskiej aktywnosci oksydazy IAA i peroksydazy (Krzywanski
iin. 1976).

Uszeregowanie odmian wedlug wartosci aktywnosci cytokininowej
frakeji o R;=0,0-0,18 dla korzeni starszych i mlodszych wykazuje pew-
na zbieznosé¢ do uszeregowania odmian przez wartosci aktywnosci pero-
ksydazy, natomiast frakcja o R;=0,36-0,45 wykazuje podobnag zbieznosé
do szeregu odmian utworzonego przez wartosci aktywnosci oksydazy IAA
(Krzywanski i in. 1976).

Brak natomiast zaleznosci pomiedzy uszeregowaniem wartosci swieze]j
masy a aktywnoscia cytokininowag badanego materiatu.

Opierajac sie na pracach Lethama (1973) mozemy przypuszczac,
ze badane ekstrakty zawieraly, poza zeatynag i rybozydem zeatyny, ich
bardziej polarne pochodne, jak np. 5-mono-fosforan rybozydu zeatyny,
9-glukozyd zeatyny, czy 2-hydroksyzeatyne.
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