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Nowa uproszczona metoda biotestu wygieciowego ,,Avena
Curvature Test“ I'. W. Wenta: ..Coleoptile-Hypocotile Test*

The new easy method F. W. Went’s “Avena Curvature Test”:
“Coleoptile-Hypocotile Test”

K. WILCZYNSKA

WSTEP

Ogloszony przez F. W. Wenta przed 30 laty (Went, 1926, 1927,
1928 i uzupelniony 1935 r.) ,,Avena test” — biotest wygieciowy na sub-
stancje wzrostowe, nazwane pozniej (w 1931 roku) przez Kogla i Haa-
gen Smita auksynami (W ent, 1951, str. 72), udowodnil hormonalne
podloze procesow wzrostowych, sugerowane juz przez Juliusza
Sachsa w 1865 r. Test ten zapoczatkowal szerokg skale badan nad sub-
stancjami wzrostowymi, sam za$ przeszedl zaledwie kilka modyfikacji
i pozostal testem wyjsciowym jako ,,Standard Avena test” (Linser
& Kiermayer, 1957, str. 50). Metoda uzyta przez Wenta daje
wyniki tym bardziej przekonywajace, ze latwo dostrzegalne (ryc. 1, I).
Kostka agarowa nasigkni¢ta dyfuzatem z wierzcholkéw ccleoptile (po-
chewka liscieniowa) owsa, umieszczona jednostronnie na dekapitowanym
prostym coleoptile i oparta o liscien (I lis¢) wysuniety z pochewki, po
uplywie okolo dwdéch godzin powoduje wygiecia na strone ,pusta®, spo-
wodowane intensywniejszym wzrostem na dlugoé¢ strony zadzialanej
dyfuzatem z kostki.

Najwieksza trudnos¢ testu stanowi bardzo ograniczony czas na wyko-
nanie tego precyzyjnego do$wiadczenia, poniewaz, jak stwierdzil w 1926
roku Dolk (Skoog, 1937, str. 313), coleoptile pozbawione wierzchol-
kéw wytwarza w ciggu 2 godzin w swych gérnych cze$ciach nowe auksyny
w takiej iloSci, ze powstaje tu ,wierzcholek fizjologiczny*. Trudnosé¢ ta
zostala czesciowo usunieta, gdy van der Weij w 1931 roku wprowadzil
powtorna dekapitacje coleoptile, po uplywie dwdch godzin od pierwszej
(Skoog, 1937, str. 312). Zabieg ten dawal wiecej czasu na czynnoSci
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przygotowawcze i przez to umozliwial uzycie do doswiadczenia wigksze]j
ilesei roslin testowych, lecz nie przedluzal czasu zadzialania substancjami
wzrostowymi zawartymi w agarze ponad 2 godziny (do czasu powstania
nowego wierzcholka fizjologicznego).

Dopiero modyfikacja F. Skooga (1937) ,Deseeded Avena test
method® (ryc. 1, II), polegajaca na usunieciu calego endospermu z pozo-
stawieniem tylko dolnej czesci tarczki (scutellum), ograniczajgca w znacz-
nym stopniu doplyw z nasienia prekursoréw auksyn, umozliwila przediu-
zenie czasu zadzialania substancjami wzrostowymi do 5—7 godzin. Prze-
dluzenie zadzialania wzmocnilo wyniki testu i tym samym uczulilo go
i pozwolilo na wykrywanie auksyn w stezeniach dziesieciokrotnie slab-
szych niz przy zastosowaniu metody standardowej.

W 2 lata pézniej H. Funke wprowadzil nowa modyfikacje testu
standardowego (ryc. 1, III) ,Koleoptilen Test“ (S6ding, 1952). Z kielka
owsianego pozostawiono zaledwie odcinek coleoptile 1,2 em dlugosci, kto-
ry calkiem izolowano, przyklejajac go zelatyna do szkielka podstawowego.
wyslanego wilgotng bibulg. Przerywano w ten sposob doplyw wstepujacy
wszelkich substancji w ciagu 24 godzin przed doswiadczeniem i przez
18 do 20 godzin zadzialania substancjami wzrostowymi, zawartymi w kost-
ce agarowej (przyklejonej zelatyna jednostronnie do dekapitowanego co-
leoptile).

Test ten zasadniczo nie rozni sie od znacznie prostszych testow ,,odein-
kowych* lub ,cylindrycznych® coleoptile owsa na wzrost prostoliniowy
(S6ding, 1952; Thimann, 1952; Linser & Kiermayer, 1957),
stawia nawet sam biotest w gorszych warunkach, bo pozbawia go wszech-
stronnego stykania sie z roztworem substancji wzrostowych, zasilonym
w dodatku materialem energetycznym, jak sacharoza lub glukoza. W ten
sposob czulo$é jego nie moze byé¢ wyzsza od biotestéw na wzrost prosto-
liniowy, ktére z kolei sa mniej wrazliwe niz test wygieciowy “Deseeded
Avena test” (Nitsch I. P. & Nitsch C,, 1956, str. 95, tabl. 1). W tym
ostatnim coleoptile zachowuje lodyzke podliScieniowa (hypocotile) oraz
cze$é tarezki (scutellum) i korzeni dostarczajacych szeregu czynnikow fizjo-
logicznych. skladajacych sie na wzrost.

7 tablicy poroéwnawczej wrazliwosci roznych biotestow wygieciowych
na auksyny w pracy wspolczesnej Nitschow (1956) wynika, z=
“Deseeded Avena test” jest nadal najczulszym testem na substancje wzro-
stowe, jezeli jednocze$nie wezmie sie pod uwage jasnosé¢ wynikow. Tech-
nika przygotowawcza do tej metody wymaga jednak tylu precyzyjnych
i czasochlonnych zabiegéw, ze zmusza do ograniczenia liczby powtorzen
lub zmniejszenia ilosci roslin testowych. Nawet praca zbiorowa w tym
przypadku nie daje odpowiedniego rozwigzania, bo rozdzielajagc prace
miedzy kilku pracownikéw stwarza sie wigksze wahania wartoSci wyni-
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kéw, zaleznie od indywidualnej zrecznosci przy preparowaniu roslin
testowych.

Opracowana nowa metoda, nazwana ‘“Coleoptile-hypocotile test” (ryc. 1,
IV), ktorej opis zostanie podany w tym artykule, w znacznym stopniu
zmniejsza trudno$ci techniczne, zachowujac wrazliwo$¢ na poziomie
,Deseeded Avena test. Ponadto podnosi ona stopien wygie¢ dzigki prze-
dluzeniu czasu zadzialania substancjami wzrostowymi do 24 godzin oraz
ujednostajnia wyniki przez objecie calego dobowego cyklu wzrostu i do-
pelnienie do$wiadczen poréwnawczymi seriami na wygiecia geotropiczne,
wskazujace poziom endogennych auksyn w roslinach testowych. Zastoso-
wany za$ sposOb wprowadzania substancji wzrostowych do agaru przez
dyfuzje ze zwilzonej nimi bibuly pozwala stosowaé bezposrednio chroma-
togramy do nasigkania agaru. .

Ograniczylam sie do podania tablicy poréwnawczej poprzednio wzmian-
kowanych metod (ryc. 1), poniewaz szczegolowe opisy tych metod, poza
autorskimi opisami, znajdujg sie we wszystkich podrecznikach metodycz-
nych dotyczacych substancji wzrostowych, a fotografie i schematy nie-
ktorych czynno$ci przygotowawczych tego biotestu podaje L. J. Audus
(1953, Fig. 3—9).

W czterech rzedach poziomych tablicy przedstawiono schematycznie
poszezegblne metody (ryc. 1, I—IV), a w czterech rzedach pionowych po-
dano kolejne stadia przygotowawcze testu (ryc. 1, 1—4).

Nowa metoda: ,,Coleoptile — hypocotile test” (rye. 1, IV).

Material. Do doswiadczen uzyto nasiona owsa tej samej odmiany
szwedzkiej Seigeshafer, co w metodzie standardowej (ze Sveriges Utsé-
desférening, Svalof, Sweden). Nie luszczone nasiona moczono przez 3—4
godziny, przy Swietle dziennym lub przy swietle elektrycznym bialym.
Nabrzekle nasiona ukladano gesto na wilgotnych trocinach (z drzew liscia-
stych) w plaskich naczyniach z masy plastycznej (wanienki fotograficzne)
i przykrywano warstwa tychze trocin grubosci okolo 1 em. Naczynia usta-
wiano w ciemni, w termostacie w temp. 24—25°C, w atmosferze nasyconej
parg wodng. Wszystkie dalsze czynnosci w ciggu doswiadczenia wykony-
wano przy $wietle czerwonym lub pomaranczowym. Po trzech dobach, gdy
coleoptile mialy okolo 1,5 em wysokosci, obcinano im wierzcholki di. okolo
5 mm ostrymi nozycami i wstawiano z powrotem do termostatu na 8—12
godz. (zanim liscien nie wyroénie na kilka mm nad coleoptile) (ryc. 2a i b).

Roztwory substancji wzrostowych. Do wyprébowania
testu uzywano wodnych roztworéw syntetycznego kwasu indolooctowego
o réznym stezeniu, otrzymanych przez rozcienczenie (przewaznie 4, 40
i 400-krotne) zasadniczego roztworu: 10 mg krystalicznego kwasu (3-indo-
lyl-acetic acid, C;H,NH. CH:C-CH,-COOH == 175.18, Horticultural quality,

Acta Societatis Botanicorum Poloniae — 8
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Rye. 1. Schematyezne przedstawienie kilku metod testu wygieciowego na auksyny
LAvena curvature test® F. W. Wenta (rzedy poziome: I—IV)
Diagramatic representation of some methods of F. W. Went’s "Avena curvature tzst”
on auxin (horizontal rows: I—IV)

W kazdej metodzie (z lewa na prawo) kolejne stadia testu: rzedy pionowe (1—4): 1 - preparo-
wanie roglinki testowej; 2 — przygotowanie kostek agarowych: A — plytka z 1,5% agaru podzie-
lona na kostki (okolo 10 mms3), B — dyfuzja auksyn z wierzcholkow coleoptile do kostek agaro-
wych na szkieltku podstawowym (widziane z boku), C — kostki agarowe z 39 agaru stoplonego
z rowna iloscia roztworu auksyn, D — plytka 29 agaru podzielona na kostki (okoto 11 mms3i) i E —
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B. D. H.. England) w 100 ml goracej przegotowanej wody o pH okolo 6
(z woda destylowana lub $wiezo redestylowana wyniki byly znacznie
slabsze). W wiekszosci doswiadezen do zasadniczego roztworu kwasu indolo-

Rve. 2. Kielki owsa wyhcdowane w trocinach w ciem-
noéci: a — kielek ok. 1,5 em wysokosei przed dekapitacja,
bh — kielek w osiem godzin po dekapitacji z liscieniem
wyrosnietym na kilka milimetrow ponad coleoptile
Oats seedlings cultivated in sawdust in darkness: a —
coleoptile of the seedling about 1,5 cm high ready to be
decapitated; b — the same 8 hours after decapitation with
cotvledon grown some millimetres over coleoptile

octowego (10 mg/100 ml wody) dodawano 2 g glukozy, a’rozcienczano
ten roztwor wodnym roztworem 2% glukozy (1)*.

Naturalne substancje wzrostowe otrzymywano ze $wiezego materialu
roslinnego, enzymatycznie inakiywowanego wysoka temperatura (przy
100°C w sterylizatorze parowym przez 10 minut (2) przez wytlaczanie
z niego soku. Roztworami kwasu indolooctowego lub naturalnymi sokami
w okreslonej ilosci zwilzano odcinki bibuly, ktorymi przykrywano odpo-
wiedniej wielkosci plytki agarowe pociete na kostki. Poslugiwano sie row-
niez chromatogramami bibulowymi kwasu indolooctowego (otrzymanymi
z roztwor6w tego kwasu lub z soku naturalnego roslinnego) zwilzonymi
20/y glukoza lub woda. Nasigkanie plytek agarowych trwalo 3—4 godz.
w ciemni, w atmosferze wilgotnej, przy temp. 18—20°C. [Bezposrednie za-
stosowanie chromatograméw bibulowych z substaneji wzrostowych do na-
sigkania kostek agarowych ma by¢ tematem nastepnego doniesienia].

* Kolejne liczby w nawiasach oznaczaja innowacje wprowadzone do doswiad-
czenia, ktore beda uzasadnione w nastepnym rozdziale.

dyfuzja uksyn z bibuly nasigknietej ich roztworem do kostek agarowyeh na szkietku podsta-
wowym (widziane z boku); 3 — ustawianie dodwiadczenia i 4 — utrwalanie wynikéw wyglec¢
coleoptile

In each method: dlagrams of successive stages of the test (from left to right): Columns 1 —

preparation of test plant; 2 — preparation of agar blocks: A — 1,5% agar cut up into blocks

of about 10 mmsi, B - diffusion of auxin from coleoptile tips to agar blocks on glass slide

(seen from side), C agar blocks made from 2% agar melted with the equal volume of auxin

solution, D — 2", agar cut up into blocks about 11 mms3 size, and E — diffusion of auxin

from paper soacked with auxin solution to agar blocks on glass slide (seen from side); 3 —
montage of experiment, and 4 — records of coleoptile curvature responses
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Kostki agarowe. Z bakteriologicznego agaru (Agar bacterio-
logical, Gurr’s, London) sproszkowanego i wody wodociggowej, w stosun-
ku 1 :50, otrzymywano w sterylizatorze parowym 2% zel agarowy, ktory
wylewano na szybke szklana w takiej ilosci, zeby otrzymac¢ po wystudzeniu
warstwe agarowa grubosci okolo 2 mm. Plytke agarowa dzielono na od-
powiedniej wielkosci prostokaty (2em>2cem lub 2cemX 4 cm), umiesz-
czano je na osobnych szkielkach podstawowych i krajano na kostki kwa-
dratowe okolo 11 mm? objetosci (przy pomocy zestawu rownolegle umo-
cowanych zyletek w odstepach 2,4 mm).

Przygotowywanie biotestu. Gdy dekapitowany kielek (patrz
Material, str. 113) osiggal okolo 2 cm wysokosci, a liscien wyrastal na kilka
milimetréow ponad brzeg coleoptile (3), odrywano ten liscien od nasady
i wyciggano z pochewki, ktérg wowczas obcinano ostra zyletka na 2—3 mm,
a odwrocony liscien (4) wsuwano z powrotem do pochewki na kilka mm
glebokosci. Wystajacy z coleoptile liscien obcinano na dlugos¢ okolo 5 mm,
a cale coleoptile z czescia prosta hypocotile (lodyzki podliscieniowej) (5)
okolo 5 mm dlugosci odcinano od nasienia. Tak spreparowane pedy wy-
sadzano rzedem do wilgotnych drobnych trocin (przesianych i dobrze ubi-
tych) w podluznych waskich pudelkach z masy plastycznej (pudelka do

Ryc. 3. Serie roslinek testowych z kostkami agaro-

wymi zawierajacymi auksyny: a — zaraz po nalo-
zeniu kostek agarowych; b — po 24 godzinach za-
dzialania

Bioessays with agar blocks containing auxin: a —
at the beginning of experiment; b — 24 hours after
auxin application

szczotek do zebow). przy samej Sciance, w odstepach okolo 1,5 cm, w ilosci
10—12 sztuk w rzedzie (ryc. 3). Zeby nie uszkodzi¢ hypocotile przy wsa=
dzaniu do trocin i réownomierniej rozmiesci¢ roslinki, wsadzano je do
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dolkow zrobionych igla preparacyjna. Przy wsadzaniu roslinek testowych
ustawiano je tak, zeby dluzsza Srednica poprzecznego przekroju laczaca
dwie wiazki naczyniowe miala kierunek rownolegly do dlugich $cianek
pudelka. Pudelka z wysadzonymi w rzad ro$linkami wstawiano do komory
wilgotnej i przystepowano do nakladania kostek agarowych.

Nakladanie kostek agarowych rozpoczynano od kontrolnej serii (kazda
seria z 10—12 roslinek testowych) zaopatrujac ja w kostki nasigknigte
woda lub roztworem 2% glukozy (zaleznie od tego czy glukoza wchodzila
do roztworéw badanych substancji wzrostowych). Nastepnie nakladano
kostki agarowe nasigkniete roztworami KIO, od najstabszych do wyzszych,
na kolejne serie roslinek testowych, zeby unikngé mozliwosci wplywu
wyzszych stezen resztkowych, pozostajacych na narzedziach sluzacych do
przenoszenia kostek agarowych, na stezenia nizsze. Po zdjeciu bibuly
z agaru nakladano kostki agarowe (przy pomocy igly preparacyjnej lub
malej lopatki dentystycznej) jednostronnie na brzeg dekapitowanego co-
leoptile w kacie utworzonym z czescig liScienia, przykrywajac przekréj
wiazki naczyniowej (Linser & Kiermayer, 1957, str. 52, Abb. 19).
Wilgotne kostki latwo przylegaly i utrzymywaly sie przez cale doSwiad-
czenie (ryc. 3a i b).

Wprowadzono do kazdego do$wiadczenia jedna serie ,,pustych® kiel-
kow testowych (,spreparowanych jak do$wiadczalne, lecz bez kostek aga-
rowych) na wygiecia geotropiczne (6), ktére wskazywaly poziom endogen-
nych auksyn pozostalych w coleoptile lub powstajacych w ciagu trwania
doswiadczenia. Roélinki przeznaczone do tej serii wsadzano do trocin tak,
zeby dluzsza $rednica przeciecia coleoptile, laczaca dwie wiazki naczynio-
we, byla pionowa do dlugich scianek pudelka. Naczynia z tak wsadzony-
mi roélinkami przechylano o 90°; w ten sposob staly one na jednej z po-
dluznych $cianek pudelka, a roslinki testowe znajdowaly si¢ w polozeniu
poziomym z wigzkami naczyniowymi po stronie dolnej i goérnej, w polo-
zeniu analogicznym do plaszezyzny wygie¢ innych serii (rye. 1, IV, 3).
Wszystkie serie jednego doswiadczenia ustawiano w plaskim naczyniu
wyslanym wilgotng bibula, przykrywano szklana plytka ze zwilzong bi-
bulg i wstawiano do termostatu na 24 godz. (7), przy temp. 24—25°C.

Utrwalanie i mierzenie wynikodw. Po zakonczeniu do-
Swiadezenia kladziono pudelka z roslinami bokiem na Swiatloczuly papier
fotograficzny tak, zeby coleoptile znalazly sie w polozeniu réwnoleglym do
powierzchni papieru, i naswietlano je od gory przez pare sekund bialym
swiatlem elektrycznym. Przed odbijaniem cieni biotestu na wygiecia geo-
tropiczne, obracano kazda roslinke o 90° tak, zeby plaszczyzna wygiec
‘bvla rownolegla do papieru. Po wywolaniu i utrwaleniu cieni coleoptile
wszystkich serii, mierzono wygiecia przy pomocy odpowiednio przystoso-
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wanego katomierza (ryc. 4). Jest to katomierz z przejrzystej masy pla-
stycznej, posiadajacv ruchoma plytke umocowang w Srodku. Plytka jest
podzielona podluznie czerwonymi réwnoleglymi kreskami, w odstepach
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Ryve. 4. Katomierz przystosowany do mierzenia
wygieé na cieniach coleoptile odbitych na papie-
rze fotograficznym (ponizej)
Goniometet adjusted to measure the curvatures
of coleoptiles in degrees from their shadow-
graphs (below)

1,5 mm (czarne kreski nie sg widoczne na czarnym tle fotografii cieni),
odpowiednio do przebiegu takichze kresek na nieruchomej czesci ka-
tomierza.

UZASADNIENIE INNOWACJI WPROWADZONYCH DO DOSWIADCZENIA

Nowa modyfikacja — ,,Coleoptile-hypocotile test” — powstawala stop-
niowo w ciggu dos$wiadczen metodg ,.Coleoptile test” Funkego®). Po

* Metoda Funkego byla stosowana w Pracowni Fizjologii Roslin Uniwersytetu
Torunskiego, gdzie na wiosne 1956 roku rozpoczelam prace nad substancjami wzro-
stowymi. Od jesieni 1956 roku dalsze doS§wiadczenia prowadze w pracowni prywafinei
(Torun, Rybaki 55).
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calkowitym opanowaniu tej metody i1 przeprowadzeniu szeregu doswiad-
czen okazalo sie, ze wyniki byly zbyt slabe w stosunku do czasochlon-
nych czynnosei przy ustawianiu doswiadczenia. Szukajac przyczyn malej
efektywnosci testu przeanalizowano krytycznie kazdy skladowy element
testu i wymaganych czynno$ci, dazac do uczulenia testu przy jednoczes-
nym uproszczeniu czynnosci przygotowawczych i dostosowaniu do postu-
giwania sie bezposrednio chromatogramami bibulowymi, z substancji
wzrostowych.

Uzasadnienie innowacji:

1. Dodawano glukoze do wodnych roztworéw kwasu indolooctowego
wychodzgc z zalozenia, ze skoro w doswiadczeniach na wzrest prostoliniowy
cylindryeznych odeinkow coleoptile szereg autorow stwierdzilo dodatni
wplyw cukrow dodawanyeh do roztworéw substancji wzrostowych
(Schneider C. L., 1938 i inni), moga one rowniez w testach wygiecio-
- wych podnosi¢ warto$¢ wygie¢ badz jako material energetyczny potrzebny
do oddychania, badz jako czynnik fizyczny, np. wplywajacy na lepsze
zwilzanie powierzchni lub podnoszacy szybkos¢ przesuwania sie¢ 1 przeni-
kania substancji wzrostowych. Doswiadczenia, przeprowadzone w celu
wykazania wplywu 2% glukozy w roztworach kwasu indolooctowego jed-
nej i tej samej koncentracji, daly nastepujace wyniki:

| glukoza | KIO -+ 27, |

Roztwory [ ) KIO
| 2% | glukoza |
Srednie wygiecia
coleoptile w stop-
niach: 0 T0 55
(Dane # 2 doswiadczen na 72 kielkach w kazdej serii,

7z dn. 14—15.X1.1957 r. i 3-4.1.1958 r.).

Wyniki wskazuja, ze dodanie 2% glukozy do roztworu KIO podnosi
stopien wygieé¢ coleoptile. Pozostaje do oznaczenia wysokos¢ optymalnych
stezen glukozy w roztworach KIO oraz wplyw innych cukrow jako sub-
stancji dodatkowych, bezposrednio nieczynnych wzrostowo.

2. Inaktywowanie enzyméw s$wiezego materialu roslinnego wysoka
temperaturg stosowal Kefford (1955), gotujac go przez 5 minut w wo-
dzie. Zamiast gotowania w wodzie stosowano inaktywacje w parze wodne]
przy temp. 100°C przez 10 minut. Miazga otrzymana przez roztarcie inak-
tywowanego materialu lub sok wycisniety z niej oraz chromatogramy bi-
bulowe z soku (w obrebie Rf odpowiadajacej KIO) mialy wlasciwosci
auksyny. Poniewaz chromatogramy bibulowe otrzymane z tego soku byly
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aktywne w strefie odpowiadajacej wartosci Rf kwasu indolooctowego,
mozna bylo wyciagnaé wniosek, ze KIO dzigki inaktywowaniu enzymow
w parze wodnej przy temp. 100° C nie ulega oksydacji, poniewaz nie traci
specyficznych wlasnos$ci auksyny. Szczegoly chromatografii bibulowej do
wykrycia KIO z naturalnych sokéw roslinnych oraz bezposrednie zasto-
sowanie chromatogramoéw do testu wygieciowego beda podane w osobnym
doniesieniu.

3. Obciecie wierzcholka coleoptile, koncentrujgcego substancje wzro-
stowe, zatrzymywalo lub obnizalo intensywnos$¢ wydluzania sig coleoptile
az do czasu powstania nowego wierzcholka fizjologicznego, podczas gdy
pierwszy lis¢é (liScien), rosnacy nasada, z intensywno$cig nie zmieniona,
przerastal w tym okresie coleoptile. Na wysuniecie si¢ liScienia o kilka
milimetréw ponad coleoptile potrzeba bylo od 8 do 12 godzin czasu, przy-
puszczalnie zalezalo to od okresu dobowego rytmu wzrostu. Mozliwe, ze
w okresie intensywnego wzrostu, gdy kielki majg okolo 1,5—2 cm, wierz-
cholek coleoptile (koncentrujacy substancje wzrostowe) hamuje rozwoj
liscienia (I-go licia) wyrastajacego z hypocotile, czyli — jak mozna powie-
dzie¢ przez analogie — dominuje nad czynnoSciami hypocotile, jak pak
wierzcholkowy dominuje nad bocznymi pakami w ukladzie pedu rozgale-
zionego. Usuwajac wierzcholek coleoptile (dlugosci okolo 5 mm) znoszono
jego dominacje nad hypocotile, ktore stajac sie¢ aktywne, pobudzalo lis¢
do intensywniejszego wzrostu i do przedcigniecia na wysokos¢ dekapito-
wane coleoptile o kilka mm w ciagu 8—12 godzin.

4. Przed wsunieciem liScienia z powrotem do coleoptile, obracano go
o 180° i wsuwano koncem wierzcholkowym ku dolowi. Przekonano sig, ze
liscien, pozostawiony w pozycji naturalnej, nawet oderwany od hypocotile,
wydluza sie rosngc jeszcze przez pewien czas od nasady i wysuwa sie
z pochewki unoszac przylegajaca do niego kostke agarowa ponad po-
wierzchnie §ciecia coleoptile. Ponadto przez wyjecie liScienia z pochewki
i wsuniecie go z powrotem wierzcholkiem na kilka zaledwie mm, unikano
mozliwosci ,,sprezynowania® przez niego wygie¢ coleoptile pod wplywem
jednostronnie zastosowanych auksyn.

5. Pozostawiona przy roslince testowej, zasadzonej do wilgotnych tro-
cin. czes¢ hypocotile juz po 2 dobach wytwarza na granicy z coleoptile
dwa dostrzegalne golym okiem zaczatki korzonkéw przybyszowych
(w miejscu przebiegu dwoch bocznych wigzek naczyniowych), ktore po
tygodniu osiagaja dlugo$¢ 5—10 mm (ryc. 5). Hypocotile wytwarza jed-
noczesnie drugi 1is¢ (I-szy lisé — liscien byl usuniety), wyrastajacy ponad
dekapitowane coleoptile. Sadzac z powyzszych czynnosci organotwérczych,
hypocotile pozostawione przy coleoptile posiada nie tylko zdolnos¢ prze-
{warzania zawartych w sobie materialéw, czerpiac tylko wode z podloza
na budowe nowych komorek, lecz jednoczesnie i zdolno$é¢ podtrzymywania
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na pewnym poziomie niezbednych do wzrostu czynnosci fizjologicznych,
a przede wszystkim oddychania (Biinning, 1953, str. 80—89). Bez-
posrednie polaczenie coleoptile z wysoce fizjologicznie czynnym hypocotile
wplywa znacznie na podniesienie wynikow wygie¢ coleoptile w doswiad-
czeniach. Porownujac maksymalne wygiecia w doswiadczeniach stawia-

Ryc. 5. Rosliny testowe po tygodniu od zakonczenia do$wiadczenia metoda ,,Coleoptile-
-hypocotile test*. Kazde hypocotile wytworzylo po 2 korzonki przybyszowe na granicy
z coleoptile oraz drugi li§¢ (z wyjatkiem rosliny 8, 10. 11 i 12). ktéry usunagl resztke
pierwszego liscia i wyrost ponad coleoptile
The test plants in a week after the experiment with “Coleoptile-hvpocotile test”
method: every hypocotile formed two adventive roots in the limit zone with the
coleoptile and the second leaf, which removed the remaining piece of primary leaf
and emerged from the coleoptile (except. 8, 10. 11 i 12 test plants)

nych metoda ,,Coleoptile test* i ,.Coleoptile-hypocotile test”* pod wplywem
jednakowego stezenia KIO, mozemy stwierdzi¢, ze druga metoda jest przy-
najmniej 7-krotnie efektywniejsza niz pierwsza.

Zestawienie porownawcze wygie¢ maksymalnych w testach: ,,Coleop-
tile i .,Coleoptile-hypocotile”* pod wplywem roztworu 0,2 mg "o KIO
(z 2"y glukoza) przedstawia sie nastepujaco:

Maksymalne | Srednia 6-ciu

Metoda wygigcia maksymalnych
w stopniach wygiec
,Coleoptile test™ 21 13

.,Coleoptile-hypo-
cotile test™ 120 130

6. Wprowadzono do wszystkich doSwiadczen jedna serie na wygiecia
geotropiczne dla oznaczenia poziomu endogennych auksyn., pozostalych
w coleoptile po dekapitacjach. Poziom ich wykazuje duze wahania zalez-
nie od warunkow hodowli, porv roku i okresu ryvtmu dobowego i wplywa
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na wrazliwos¢ coleoptile na auksyny wprowadzane z zewnatrz. W ten
spos6b warto$¢ wygie¢ otrzymanych w doswiadczeniu mozna podawac
jako stopien wrazliwosci wzglednej w procentach od wygie¢ geotropicz-
nych, co stwarza lepsza poréwnywalnos¢ wynikéw roéznych doswiadcezen
(ryc. 6, wykresy I 1 II). ’

7. Przedluzenie czasu zadzialania do 24 godzin mialo na celu objecie
do$wiadczeniem calego cyklu rytmu dobowego wzrostu, ktory, lacznie
7 innymi czynnosciami fizjologicznymi, podlega rytmice ,dziennej” (,T a-
gesrythmik® Bilinnin g 1953, str. 80), a na poszczegdlnych
odcinkach doby rézni sie intensywnoscia, zwiazana najscislej z oddycha-
niem. W poprzednich efektywnych metodach testu czas zadzialania nie
przekraczal T godzin (,,Deseeded test”, Sk oo g, 1937), powstawala teraz
obawa, czy w nowej modyfikacji testu, przedluzajacej zadzialanie do 24
godz., nie pojawig sie wezesniej czynniki ograniczajgce wzrost Zarowno
endogenne, jak egzogenne, np.: fizjologiczne starzenie si¢ (,,physiological
aging”, Skoog, 1937, str. 323) wykluczajace dalszy wzrost lub wyczer-
panie sie auksyn, zawartych w kostce agarowej.

W celu wyjasnienia powyzszych watpliwosci przeprowadzono doswiad-
¢zenia na oznaczenie: najdluzszego efektywnego czasu zadzialania oraz
wplywu rozmiaréw kostki agarowej na czas jej czynnego wplywu na
wygiecia.

WPLYW CZASU. ZADZIALANIA KWASEM INDOLOOCTOWYM (KIO)
I ROZMIAROW KOSTKI NA WYGIECIA COLEOPTILE W OKRESIE 24 GODZIN

W pierwszych doswiadczeniach metoda ,,Coleoptile-hypocotile test™
przekonano sie, ze wygiecia coleoptile wzmagaly si¢ pod wplywem kostki
agarowej z substancjami wzrostowymi poza okres 5—17 godzin, wyznaczo-
ny dla metody ,Deseeded test“, a osiagnawszy maksymalne wartosci wy-
gie¢ dla danej serii, nie zmienialy ich przez szereg godzin. Dlatego prze-
dluzono do$wiadczenie do 24 godzin. W celu otrzymania danych liczbo-
wych wykonano trzy kolejne do$wiadczenia, w ktorych kazda seria po
12 roslin testowych miala trzy powtérzenia: dwa z nich odbijano jako
cienie na $wiattoczulym papierze 5—7 razy w pewnych odstepach czasu
w ciagu 24 godzin, trzecie za$ sluzylo jako kontrolne dla stwierdzenia
wplywu kilkurazowego krotkiego naswietlania i zabiegéw zwiazanych
z odbijaniem cieni coleoptile. To trzecie powtorzenie fotografowano po 20
i 24 godzinach.

Do do$wiadczenia uzyto kilku roznych, dostatecznie wysokich stezen,
25 mg/l, 2,5 mg/l i 0,25 mg/l, zeby czynnikiem ograniczajacym wygiecie
nie bylo wyczerpanie si¢ auksyn w kostce agarowej lub zbyt niski ich
poziom. W tym tez celu postawiono ponadto jedno do$wiadczenie o dwoch
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Ryc. 6. Przebieg wygiec¢ coleoplile w ciggu 24 godzin zadzialania kwasem indoloocto-
wym (KIO) oraz wplyw podwdjnych kostek agarowych

Curvature responses of coleoptiles during the 24 hours application period of indole-
acetic acid (IAA) and the effect of double agar blocks

Wykres 1 przedstawla krzywe wygie¢ w stopniach (wygiecia serii kontrolnych = 0). Wykres II:

te same wygiecla w procentach od Sredniej wygie¢ geotropicznych (dla krzywych: A, B, C

13 stopni, dla A; 1 A, = 18 stopni). Stezenia KIO — krzywe A, A, i A, =25 mg/l. B= 0,25 mg1

i € =25 mg/l (hamujace)

Diagram 1 represents curves of curvatures in degress (curature of control series = 0). Dia-
gram II: the same in per cent of medial of geotropical curvatures (for curves: A, B, C = 13 de-
grees, A, and A, 18 degrees). Concentrations of JTAA — curves A, A and A, =25 mg/l,

B =025 mg/l and C= 25 mg/l (inhibitant)
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rownoleglych seriach (w dwoch powtorzeniach) z kostkami agarowymi
pojedynczymi i podwdéjnymi (jedna kostka na drugiej).

Wyniki — jako $rednie dwoch powtorzen — przedstawiono na wykre-
sach (ryc. 6, wykresy I i II). Ng wykresie I na osi odcietych podano czas
w godzinach, na osi rzednych — wygiecia ujemne, na strone ,pustg”.
w stopniach. Widzimy, ze wygiecia coleoptile wzrastaja w ciggu 15 godzin
zadzialania i nie zmieniaja sie¢ w ciggu nastepnych dziewieciu godzin dla
wszystkich stezen i rozmiarow kostki. Krzywe A i A, przedstawiajace
srednie wynikow wygie¢ jednego stezenia KIO z réznych doswiadczen, sa
od siebie oddalone z powodu roznej przypuszczalnie zawartosci endogen-
nych auksyn, na co wskazuje srednia wygie¢ geotropicznych dla odnosnego
doswiadczenia, przy krzYwej A wynosi ona 13 stopni, przy krzywe]
A, — 18°. Gdy przeliczono wartosci wygieé¢ procentowo w stosunku do
wygiec geotropicznych (ryec. 6, wykres II), to krzywe tego samego stezenia
A i1 A, z roznych doswiadczen, poprzednio oddalone od siebie o 16 stopni,
prawie sie zlaly. Nie zostalo jeszeze wyjasnione, jaki jest optymalny po-
ziom endogennych auksyn dla otrzymania maksymalnych wygie¢ w roz-
nych stezeniach KIO. Stwierdzono, ze przy bardzo niskich wartoSciach
geotropicznych wygie¢ wrazliwo$¢ na auksyny, wprowadzone z kostki
agarowej, rowniez jest niska.

Wplyw rozmiarow kostki agarowej na wygiecia przedstawiajg krzywe
A i Ay: pojedyncze kostki agarowe — A, i podwojne kostki agarowe — As.
Serie o podwdéjnych kostkach agarowych osiagnely nieco wyzsze wartosci
wygie¢ (w koncowym wyniku roznica wynosi 6 stopni), lecz réwniez nie
przedluzyly czasu efektywnego zadzialania. Wyniki te swiadcza, ze czyn-
nikiem ograniczajacym wygiecia do 15 godzin nie bylo wyczerpanie sie
lub zbyt male stezenie auksyn w kostce, gdyz nawet kostki podwoéjne.
ktore wywolaly wygiecia silniejsze niz kostki pojedyncze, nie mogly akty-
wowa¢é strony zadzialanej do wzrostu po uplywie 15 godzin od poczatku
doswiadczenia.

Sadzac z otrzymanych wygie¢ w seriach (irzecie powtdrzenie) analo-
gicznych do omawianych, fotografowanych tylko przy koncu doswiadcze-
nia po 20 i 24 godzinach, wplyw kilkakrotnego krotkiego naswietlania
1 zabiegow zwiazanvch z odbijaniem cieni coleoptile nie byl istotny.

DYSKUSJA

Przedluzenie efektywnego czasu zadzialania w modyfikacji ,,.Coleoptile-
-hypocotile test” do 15 godzin, podczas gdy w metodzie ,Deseeded test™
wynosilo 5—7 godzin, mozliwe bylo przypuszczalnie z nastepujacych po-
wodow: 1. obnizenie mozliwosci regenerowania auksyn w aktywnych ste-
zeniach po stronie ,pustej coleoptile przez calkowite odciecie tarczki
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i korzeni u biotestu, 2. uzycie mlodszych kielkow do doswiadczenia, kto-
rych | fizjologiczne starzenie si¢“ nastepowalo pdzniej.

Korzenie sa pewnego rodzaju, jak okre§la K. Mothes (1956), che-
micznym warsztatem (,,Chemische Werkstatt besonderer Art®), gdyz syn-
tetyzuja szereg zlozonych zwigzkéw organicznych, w tym rowniez przy-
puszczalnie tzw. kompleksy auksynowe (Auxin-Komplex, Mothes,
1956, str. 9). Mozliwe, Ze pozostawienie w tescie ,deseeded czesci tarczki
z korzeniami powodowalo powstawanie po stronie nie zadzialanej ,pustej*,
w ciggu 5—7 godzin do$wiadczenia, ilosci auksyn dostatecznej nie tylko
do wyréwnania wygie¢ strony zadzialanej, lecz i powstawanie wygie¢ do-
datnich na strone kostki (w stezeniach slabych i kontrolnych, Skoog,
1937, str. 320). Wedlug Sk oo ga po stronie zadzialanej prekursory wcho-
dza do kostki agarowej i nie sa natychmiast przemieniane w auksyny.
W tescie ,coleoptile-hypocotile”, pozbawionym calkowicie korzeni, wy-
giecia dodatnie nie powstawaly zaréwno w seriach kontrolnych z ,,pustymi*
kostkami agarowymi, jak i*w seriach o stezeniach slabych. Swiadeczyloby
to, ze kielek pozbawiony korzeni nie zawieral wecale prekursorow doply-
wajacych do coleoptile lub zawieral je w stezeniach tak minimalnych, ze
nie mogly one regenerowac¢ auksyn i przeciwdziala¢ wygieciom ujemnym
powstajacym pod wplywem auksyn z kostki.

W tescie ,,deseeded® postugiwano sie kielkami starszymi, gdyz nakla-
dano kostki agarowe na kielki dlugosci okolo 3—4 cm, w tescie zas ,,co-
leoptile-hypocotile” kielki mialy przy nakladaniu kostek okolo 2—3 cm
dlugosci. W ten sposob w tescie ,deseeded” kielki mogly konczyc¢ okres
wyginania sie pod wplywem egzogennych auksyn nie tylko na skutek wy-
rownywania sie lub przewagi endogennych auksyn po stronie nie zadzia-
lanej (powstajacych z prekursorow w ciggu do$wiadczenia), lecz réwniez
z powodu fizjologicznego starzenia sie tkanki coleoptile gléwnie po stronie
ubozszej w auksyny (Skoog, 1937, str. 323). W tekscie ,,coleoptile-hy-
pocotile” fizjologiczpe starzenie si¢ musialoby réwniez sie rozpoczynaé
od strony nie zadzialanej — ,pustej“, ktéra nie otrzymujac prekursorow
auksyn nie produkuje endogennych auksyn, staje sie sztywna i przeciwsta-
wia sie wygieciom strony zadzialanej.

Zdawaloby sie, ze uzywajac do do$wiadczenia kielkéw bardzo mlodych
mozna przedluzyé czas efektywnego zadzialania znacznie poza 15 godzin,
jednak zbyt mlode kielki nie wykazuja jeszcze dostatecznego fizjologicz-
nego zroznicowania wierzcholka coleoptile. Kielek wysokosci ponizej
1,5 em po dekapitacji tylko nieznacznie obniza szybkos¢ swego wzrostu
i roénie réwnomiernie z liscieniem, co wskazuje na rozproszony stan
auksyn, podczas gdy w starszych kielkach sa one zlokalizowane gléwnie-
w wierzcholku coleoptile, ktérego obciecie zatrzymuje wzrost na pewien
czas calkowicie. Przypuszczalnie niedostatecznym skoncentrowaniem auk-
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syn w wierzcholku coleoptile mozna wytlumaczy¢ mniejsza wrazliwo$¢
dekapitowanych zbyt mlodych kielkéw na auksyny wprowadzane z ze-
wnatrz, zanotowang przez Skooga (1937, str. 317). Ograniczenie czasu
wyginania sie coleoptile do 15 godzin zadzialania w wielu doswiadczeniach
metoda ,,coleoptile-hypocotile test* ulega lekkim wahaniom w obie strony
w poszczegolnych doswiadcezeniach, zaleznie rowniez od okresu cyklu ryt-
mu debowego wzrostu, dlatego przedluzenie czasu zadzialania do 24 go-
dzin daje wyniki latwiej poréwnywalne.

Wyniki pozytywnego wplywu zdwojonych kostek agarowych na sto-
pien wygiecia coleoptile nasuwajg zadanie znalezienia optyma]nych roz-
miarow kostek w doswiadczeniach trwajacvch cala dobe.

STRESZCZENIE

Opisano nowa uproszczona metode testu owsianego wygigciowego na
auksyny — ,,Avena curvature test® W. F. Wenta pod nazwa ,,Cole-
optile-hypocotile test”. Podano schematy poroéwnawcze wyjsciowego
testu Wenta ,Standard test” i jego trzech modyfikacji: ,Deseeded
test* — F. Skooga, ,,Coleoptile test* — H. Funke go i nowej me-
tody ,,Coleoptile-hypocotile test” (ryc. 1).

Gléwne cechy nowej metody sa nastepujgce:

1. Jest latwiejsza pod wzgledem preparowania roslinek testowych
i ustawiania calego do$wiadczenia i daje dluzszy okres czasu na odezyty-
wanie i utrwalanie wynikow.

2. Sposob wprowadzania auksyn do kostek agarowy (.h z bibuly nasiak-
nietej ich roztworem umozliwia poslugiwanie sie bezposrednio bibulowy-
mi chromatogramami z substancji wzrostowych do nasiakania agaru.

3. Daje bardziej porownywalne wyniki z réznych doswiadczen dzieki:
zastosowaniu 24-godzinnego testu obejmujacego caly dobowy cykl rytmu
wzrostowego i dzieki wprowadzeniu do kazdego doswiadczenia serii kon-
trolnej na wygiecia geotropiczne. Te ostatnie okreslaja poziom endogen-
nych auksyn w roslinkach testowych i pozwalajq oblicza¢ wygigcia w pro-
centach od wygie¢ geotropicznych.

4. Jest posrednig pomiedzv metoda “deseeded test” a metoda “cole-
optile test” co do morfologicznych skladnikéw samej rosliny testowej,
ktéra sklada sie z dekapitowanego coleoptile (pochewki liscieniowej), po-
zbawionej licienia (I-go liscia) i czesei hypocotile (lodyzki podliscieniowe]).

5. Jest wrazliwsza na auksyny, poniewaz daje wygiecia przynajmnie]
siedmiokrotnie wieksze-niz metoda ,,Coleoptile test” i nawet przekracza
intensywnoscig wygie¢ metode ,Deseeded test” przez przedluzenie czasu
zadzialania z 5—7 godzin do okolo 15 godzin efektywnych w calkowitym
cyklu dobowego wzrostu. Obecno$¢ 2% glukozy w roztworach KIO pod-
nosi intensywnos¢ wygiec.



Uproszczona metoda biotestu wygieciowego 127

Wyniki doswiadczen przeprowadzonych w celu oznaczenia czasu sku-
tecznego wplywu kwasu indolooctowego (zawartego w kostkach agaro-
wych) na wygiecia pochewki lisciennej w ciagu 24-godzinnego testu
wykazaly okres czynny okolo 15 godzin i nastepne zatrzymanie si¢ wygiec
do keonca doswiadczenia. Z doswiadczen tych wyciagnieto wniosek, ze
przyczyna zatrzymania si¢ wygiec¢ jest osiggniecie . fizjologicznej starosci®
glownie przez strone ,pusta™ (przeciwlegla kostce agarowej) coleoptile.
Fizjologiczne starzenie sie nie obejmuje hypocotile, ktére pozostaje aktyw-
ne znacznie dluzej, wytwarzajac po parze korzonkéw przybyszowych na
granicy z coleoptile i drugi lis¢, ktory przerasta (w 5—6 dni) dekapito-
wane coleoptile.

(Wplynelo dn. 8.8.1958 r.)

SUMMARY

In this article the new method of F. W. Went' s “Avena curvature
test” for auxin has been described as “Coleoptile-hypocotile
test”. The comparative drawing schema of Went's “Avena test” as
“Standard test” method and its three modifications: F. Skoog's
“Deseeded test”, H. F un k e’ s “Coleoptile test”, and the new “Coleoptile-
-hypocotile test methods have been presented (Fig. 1).

The main features of the new method are as follows:

1. It is easier than the previous method of preparing the test plante
as in th montage of whole experiments (Fig. 2—4) and gives a longer
period of time to record the results.

2. The way of introducing auxin to agar blocks from paper soaked
with its solution makes it possible to use directly the paper chromatograms
of growth substances to introduce them in agar.

3. It gives more comparative results from different experiments by
the application of the 24 hours test, which records the whole day cycle
growth rhythm and by the investigation in every experiment of the
comparative series for geotropical curvatures registering the level of the
endogeneous auxin in the test plants, which influences in a considerable
degree the sensibility of biotest to outside auxin (Fig. 6).

4. As to the morphological components of the test plant it is midway
between the “Deseeded test” and the “Coleoptile test” methods, it is
composed of the decapitated colecptile (without the cotyledon — primary
leaf) and of the part of hypocotile, while in the “deseeded test” there
remains almost the whole decapitated seedling with the lower half of the
scutellum (with some roots), and’ in the “coleoptile test” the test plant is
limited to the upper part of the decapitated coleoptile 1,2 em of length
(with the primary leaf in it).

5. As to the sensibility to auxin applied unilaterally, it gwes curvatures
at least seven times greater than the “coleoptile test’” method and even
surpasses by the intensity of the curvatures the “deseeded test” method
by means of extending the time of auxin action from 5—7 hours to about
15 hours. effective in the complete cycle of 24 hours growth experiment.
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The presence of 2 glucose in the solutions of IAA increased the
intensity of curvatures.

The results of experiments undertaken to determine the time of the
effective activity of the indoleacetic acid (IAA) included in agar blocks
on curvatures of coleoptiles showed its duration of about 15 hours and
further stopping of curvatures till the end of the test (Fig. 6). In the same
way behaved all series of various IAA concentrations with single and
double blocks (put one on the other). This stopping of curvatures at the
same time in about 15 hours of the test, independently of the concentra-
tions of IAA or the size of agar blocks, and the stability of the achieved
curvatures in the last hours: of the experiments seems to be due to the
“physiological aging” of the “empty” side of coleoptiles. This phy-
siological period is connected with the stiffness of the tissues because of
lack of auxin for several hours in the empty side, which probably balances
the strength of the curvature of the opposite “induced” side. The physiolo-
gical aging of the coleoptiles does not attain hypocotiles, they remain
active several days longer producing each a pair of adventige roots in
the limiting zone with the coleoptile and the second leaf, which emerges
in the decapitated test plant in five or six days (Fig. 5).

The direct application of paper chromatograms of auxin from natural
saps will be discussed in a separate report.
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