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Wplyw 2.4 D na niekiére enzymy komoérek szparkowych
The Action of 2,4 D on Some of the Enzymes of the Stomatal Cells

W. MACIEJEWSKA-POTAPCZYK

Jednym =z przejawow porazenia roslin przez 2,4 D zastosowanym
w stezeniach wiekszych jest zamkniecie si¢ szparek.

Jezeli podda¢ obserwacji mikroskopowej preparaty z epidermy lisci
potraktowanych tym zwiazkiem, to przekona¢ sie mozna, ze po spryskaniu
lisci hormonem w duzym (0,05 — 0,1%/s) stezeniu nastepuje do$¢ szybko,
bo po uptywie 1/2 — 1 godziny zamkniecie szparek.

Jezeli wyeinki epidermy liscia umiesci¢ bezposrednio w 0,1% roztwo-
rze 2,4 D, to juz po kilku minutach, a niekiedy nawet natychmiast moz-
na zauwazy¢ zamkniecie sie szparek.

Obserwacje te znajdujg potwierdzenie w pracach M. Ferri 1 A. Lex,
ktorzy stwierdzili u szeregu roslin zamykanie sie szparek pod wplywem
wiekszych stezen heteroauksyny. '

Cytowany przez tych autorow Boysen - Jensen na podstawie ob-
serwacji zamykania si¢ szparek pod wplywem 2,4 D wyprowadza wnio-
sek, ze traktowanie liSci wiekszymi stezeniami tego zwiazku musi powo-
dowaé¢ zmiany w zawartosci skrobii w komorkach szparkowych, ale ob-
serwacje tego rodzaju nie byly w ogole przeprowadzane.

Procesy wplywajace na zmiany turgoru w komoérkach zamykajacych
szparki i kierujace ich ruchami nie sg jeszcze dostatecznie wyjasnione.

Do niedawna uwazalo sie do$é powszechnie, ze istote ich stanowi
przemiana skrobii w cukier i cukru w skrobie i w zwigzku z tym odpo-
wiednie zmiany w ci$nieniu osmotycznym w komérkach szparkowych.

Te procesy sa jednak zbyt powolne, aby mogly tlumaczyé¢ szybkie
niekiedy zamykanie sie szparek pod wptywem czynnikéw zewnetrznych.

Niektérzy autorzy, jak Williams i cytowani przez niego: Gre g o-
ry, Heath, Kiselew i inni, nie stwierdziwszy korelacji miedzy za-
mykaniem i otwieraniem sie szparek i przemianami skrobia-- - cukier,
sa zdania, ze procesy enzymatyczne nie lezg u podstaw zmian turgoru
w komoérkach zamykajacych, majacych wplyw na mechanizm ruchéw
szparek.
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W nowszych pracach dotyczacych tego zagadnienia uwzglednia sig
takie czynniki, jak zmiany kwasowosci aktualnej w komoérkach zamyka-
jacych szparke, w zwiazku z gromadzeniem sie tam lub zanikaniem CO.,;
kiedy kwasowos¢ ta lezy poza punktem izoelektirycznym zarodzi, wtedy
wzrasta zdolno$é jej pecznienia, co powoduje rozwarcie szparki; w punk-
cie izoelektrycznym zdolno$¢ pecznienia zarodzi jest najmniejsza, wtedy
nastepuje zamkniecie szparki.

Obok czynnika zmian kwasowosci w komoérkach szparkowych uznaje
sie w mechanizmie ruchow szparek za istotng aktualng réwnowage mie-
dzy jonami K' i Ca” w komorkach zamykajacych, majaca znaczenie dla
przepuszczalno$ci i uwodnienia komérek (Immamura 1951).

W pracy niniejszej poddano badaniom wplyw 2,4 D na dzialalnos¢
enzyméw wystepujacych w komorkach szparkowych, a pozostajacych
w zwigzku z synteza i rozpadem skrobii, mianowicie amylazy i fosforylazy.

AMYLAZA

Nelly i wspélpracownicy, cytowani przez Wortha (1953), bada-
jac wplyw 2,4 D na dziatalno$¢ « i f-amylazy u fasoli stwierdzili, ze zwig-
zek ten znacznie obniza aktywno$¢ tych enzyméw w lodygach fasoli.

W pracy niniejszej badania nad wptywem 2,4 D na dzialalno$¢ amy-
lazy w komoérkach szparkowych przeprowadzono w sposéb nastepujacy:

Wyecinki z epidermy lisci badanych roslin umieszczano w plynie Lu-
gola: stwierdzano w chloroplastach komorek szparkowych obecnosé¢ skro-
bii. Nastepnie kilka $cietych lisci tejze rosliny spryskiwano 0,1% roz-
tworem 24 D, kilka za$ dla kontroli woda. Liscie wstawiano do wody
i umieszezano w ciemnos$ci. Po pewnym czasie zaréwno z epidermy lisci
kontrolnych, jak i spryskiwanych 2,4 D przygotowano preparaty, ktore
umieszezono w plynie Lugola. Okazalo sie, ze w komdérkach szparkowych
u lisci kontrolnych niekiedy po 24 godzinach, a niekiedy dopiero po 3—4
dobach skrobia ulegala zanikowi (ujemna reakcja z plynem Lugola), co
$wiadezy o dzialalnoéci amylaz w tych komoérkach. W preparatach za$
z roélin potraktowanych 2,4 D, na ktérych szparki byly zamkniete, wy-
kryto nierozlozona skrobie w chloroplastach komérek szparkowych (da-
jaca dodatnig reakcje z odczynnikiem Lugola).

Skrobia ta utrzymywala sie¢ w ciagu szeregu dni.

Doswiadczenie tego rodzaju przeprowadzono na kilku roslinach: Cir-
sium sp., Chenopodium sp. i Pelargonium sp. zawsze z tym samym wy-
nikiem.

Zalgczone fotografie ilustruja ten wynik.

Zaznaczy¢ trzeba, ze uzyskanie okazéw roslin kontrolnych, w ktorych
nie znaleziono by $§ladéw skrobii w chloroplastach komoérek szparkowych,
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Rye. 1. Fotografie preparatow epidermy Pelargonium sp. w bardzo stabym odczyn-
niku Lugola; A — liéci kontrolnych (na chloroplastach nie widaé¢ skrobii), B — lisci
spryskanych 2, 4 D (na chloroplastach komoérek zamknietej szparki skrobia wystepuje
obficie).
Photographs of sections of the epiderm of Pelargonium sp. in a weak solution of
Lugol's reagent. A — control leaves (chloroplasts without starch), B — leaves spraved
with 2, 4 D (chloroplasts of the closed cells with numerous starch grains).

Ryc. 2. Fotografie preparatow epidermy (umieszczonych poprzednio w srodowisku
estru Corich) w b. stabym odczynniku Lugola; A — lisci kontrolnych (w chloropla-
stach skrobia wystepuje), B — lisci spryskanych 2, 4 D (skrobia wystepuje tylko na
niektorych chloroplastach zamkniete] szoarki)
Photos of sections of the epiderm (previously immersed in a solution of the Cori-
ester (in a weak solution of Lugol’s reagent; A — control leaves (chloroplasts with
starch), B — leaves sprayed with 2, 4 D (starch only in a small number of chloro-
plasts of closed stomatal cells).

jest bardzo trudne. Np. u pelargonii w jednym z do$wiadeczen skrobia wy-
stepowala w chloroplastach komérek szparkowych jeszcze po 8 dniach
przetrzymywania w ciemnosci, kiedy liscie ulegly juz zzélknieciu.

Z do$wiadczen tych wynika, ze aktywnos¢ amylaz zawartych w ko-
mérkach szparkowych ulega pod wplywem 2,4 D obnizeniu lub nawet
zahamowaniu (iloSciowe stwierdzenie réznic w aktywnosci amylaz w ko-
mérkach szparkowych lisci kontrolnych i spryskiwanych hormonem sto-
sowana w tych do$wiadczeniach metoda nie jest mozliwe).
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FOSFORYLAZA

Obecnosé fosforylazy katalizujacej odwracalna reakcje skrobia + fo-
sforan - jednofosforan glukozy (ester Corich) moze by¢ wykryta w ko-
moérkach roélinnych za pomoca mikrometody opracowanej przez Yina
iSuna.

Metoda ta polega na tym, ze preparaty z odskrobionych (przez prze-
trzymywanie w ciemno$ci) zielonych tkanek roSlinnych umieszeza sie
w $rodowisku estru Corich (1°0 roztwor estru Corich w buforze najle-
piej octanowym o pH okolo 6 nasyconym toluolem).

Pojawienie sie skrobii (ktéra wykrywamy plynem Lugola) w chloro-
plastach badanych komérek $wiadczy o dziataniu fosforylazy syntetyzu-
jacej skrobie z jednofosforanu glukozy.

Na odskrobionych preparatach z epidermy lisci tytoniu 1 fasoli,
umieszczonych w 1% estrze Corich, Yin i Tung stwierdzili bardzo in-
tensywne tworzenie sie skrobii w chloroplastach komoérek szparek juz
po 4—5 godzinach.

Metodg powyzej opisana przeprowadzono badania nad aktywnoécia
fosforylazy w komérkach szparkowych epidermy lisci spryskiwanych
2.4 D i liSci kontrolnych.

Ester Corich do tego doswiadczenia otrzymano metoda enzymatyczng,
podang miedzy innymi przez Bielozjerskiego, a polegajaca zasad-
niczo na otrzymaniu estru przez dzialanie na substrat zawierajacy skro-
bie rozpuszczalng oraz Na,HPO, i KH.PO, wyciagiem z ziemniaka jako
zrodlem fosforylazy.

Do do$wiadczen uzyto lisci tych samych ro$lin, co przy dosSwiadcze-
niach z amylaza.

Liscie poddano odskrobieniu, to znaczy doprowadzono do momentu,
gdy nie stwierdzano juz skrobii wykrywalnej odczynnikiem Lugola
w chloroplastach komoérek szparkowych (trzeba zaznaczyc, ze jednym
7 zasadniczych warunkow zapoczatkowania procesu syntezy skrobii
z estru Corich jest obecno$¢ sladow wielocukrowea, bedacego jakby
o$rodkiem zapoczatkowujacym proces syntezy polegajacej na wydluze-
niu istniejgcego juz tancucha czasteczek glukozy).

Po odskrobieniu preparaty z epidermy badanych lisci umieszczano
jedne w wodzie, drugie w 0,1°/0 roztworze 2,4 D ma przeciag 1/2 — 1 go-
dziny, po czym przenoszono je do 1% roztworu estru Corich (w buforze
octanowym o pH 6, nasyconym toluolem).

Po uplywie 5—6 godzin preparaty przemywano woda i umieszczano
w plynie Lugola. Obserwacja mikroskopowa wykazywala, ze w chloro-
plastach komoérek szparkowych lisci kontrolnych pojawiala sie skrobia,
wykrywajaca sie ptynem Lugola, w chloroplastach za$ komoérek szparko-
wych lisci spryskanych 2,4 D skrobii nie stwierdzano.
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Zalgczone fotografie ilustruja ten wynik.

Zaznaczy¢ trzeba, ze w przypadku lisci porazonych 2,4 D skrobia nie
pojawila sie w chloroplastach komorek skoérki nawet po 24 godzinach
moczenia w estrze Corich.

7 do$wiadczenia powyzszego wynika, ze aktywnos¢ fosforylazy w ko-
morkach szparkowych ulega pod wplywem 2,4 D obnizeniu wzglednie za-
hamowaniu.

Pomimo wyraznie stwierdzonego hamujacego dziatania 2,4 D na
aktywno$é amylazy i fosforylazy w komoérkach szparkowych nie mozna
wnioskowaé, ze istotg dzialania tego zwiazku na zamykanie si¢ szparek
jest zahamowanie dziatania tych enzymoéw.

Zamykanie sie bowiem szparek pod wplywem 2,4 D zachodzi u lisci
juz po uplywie 1/2—1 godziny i nie mozna go chyba tlumaczy¢ procesa-
mi syntezy czy rozkladu skrobii, ktére zachodza znacznie wolniej.

Bardziej natomiast prawdopodobne wydaje sig, ze zmiany turgoru
w komoérkach szparkowych zwigzane sa z odwadniajgcym dzialaniem
2,4 D na komorke roslinna.

Z danych Curriera i Hacketta wynika, ze komdrka reaguje
na zwigzki typu hormonéw syntetycznych zwiekszeniem lub zmniejsze-
niem (zaleznie od stezenia stosowanego zwigzku) uwodnienia.

W szeregu do$wiadezen wykazal Currier, ze 24 D =zastosowany
w wickszych stezeniach powoduje odwodnienie komorki przejawiajace
sie koagulacja plazmy i pojawianiem sie w niej ziarnistosci oraz zwigksze-
niem przepuszczalnosei blony plazmatycznej i skurczeniem sie calego
protoplastu.

W pracy niniejszej obserwujac pod mikroskopem komorki epidermy
w roztworze 2,4 D, a takze komorki szparkowe, stwierdzono w nich poja-
wianie sie ziarnistosci, co ilustruja zalaczone fotografie. Dla potwierdze-
nia, ze 2,4 D dziala na zwiekszenie przepuszczalnosci blony plazmatycz-
nej, wykonano do$wiadczenie z wycinkami buraka ¢wiklowego, ktore po
dokladnym oplukaniu umieszczono w 0,1% roztworze 2,4 D. Po niedlu-
gim czasie stwierdzono wydostawanie sie antocjanu do otaczajacego wy-
cinki roztworu, czego nie zaobserwowano u wycinkow kontrolnych,
umieszezonych w wodzie. Doswiadczenie to dowodzi zwiekszenia prze-
puszczalno$ci bton plazmatycznych komorek migkiszu buraka.

W celu stwierdzenia odwadniajacego dziatania 2,4 D na tkanke roslin-
na wykonano do$wiadczenia z dokladnie odmierzonymi wycinkami kie-
béw ziemniaka, ktére umieszczano: jedne w 0,1%0 roztworze 2,4 D, inne
dla kontroli w wodzie.

Po kilku godzinach stwierdzono skurczenie sie wycinkow w roztworze
hormonu w poréwnaniu z wycinkami w wodzie, ktére ulegly nieznacz-
nemu zwiekszeniu. Po 24 godzinach do$wiadczenia skurczenie to bylo
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bardzo wyrazne, co dowodzi, ze komérki tkanki ziemniaka ulegly pod
dzialaniem 2,4 D odwodnieniu.

W oparciu wiec o dane dotyczace dzialania 2,4 D na zwiekszenie prze-
puszczalnosci plazmy oraz na odwodnienie komérek mozna przypuszczac,
ze podstawa dzialania tego zwigzku na mechanizm szparkowy jest od-
wodnienie komérek i obnizenie turgoru dajace w efekcie prawie natych-
miastowe zamkniecie sie szparek.

ZESTAWIENIE WYNIKOW

W pracy niniejszej stwierdzono, ze:

1. Spryskiwanie lisci 0,1%/0 wodnym roztworem soli sodowej 2,4 I¥
powoduje stosunkowo szybkie zamkniecie sie szparek.

2. Aktywno$é enzyméw: amylazy i fosforylazy w komérkach szpar-
kowych ulega pod wplywem tych stezen 2,4 D zahamowaniu.

3. Takie stezenie 2,4 D powoduje zwiekszenie przepuszczalnosci pro-
toplastu komorki roslinnej i odwadnia go silnie.

Wydaje sie, ze pomimo stwierdzonego hamujgcego wplywu 2,4 D na
aktywno$é enzymoéw pozostajacych w zwigzku z synteza i rozpadem
skrobii w komoérkach szparkowych, u podstaw mechanizmu dzialania tego
zwiazku na aparat szparkowy lezy raczej odwadniajgce dzialanie hormonu
prowadzace do zmiany turgoru w komorkach zamykajacych i dajace
w efekecie szybkie zamkniecie sie szparek.

Praca niniejsza zostala wykonana w Zakladzie Fizjologii Roslin Uni-
wersytetu Lédzkiego. Kierownikowi Zakladu panu prof. drowi W. Mo y-
¢ h o skladam serdeczne podziekowanie za cenne wskazoéwki oraz opieke
nad praca.

Zaklad Fizjologii Roédlin (Wplynelo dn. 10.11.1955 r.)
Uniwersytetu £odzkiego

SUMMARY

1. The spraying of the leaves with a 0,1°/ aequous solution of the
natrium salt of 2,4 D causes a relatively rapid closing of the stomata.

2. The activity of amylase and phosphorylase in the stomatal cells
is inhibited by 0,1 soluticn of 2,4 D.

3. The same concentration of 2,4 D increases the permeability of the
protoplasm of the plant cell and dehydrates it strongly.

It seems that in spite of the inhibiting influence of 2,4 D on the
activity of amylase and phosphorylase a quick closing of the stomata is
caused rather by the dehydratation of the protoplasm, which leads to
changes in the turgor of the stomatal cells.
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