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Biologiczna metoda iloSciowego oznaczania kwasu
giberelinowego testem pierwszego liScia owsa

A biological assay for gibberellic acid with the first oat leaf

M. MICHNIEWIC/

WSTEP

Stwierdzenie u roélin wyzszych wystepowania substancji giberelino-
podobnych (Radley 1956, 1958, Murakami 1957, Ritzel 1957,
Corcoran i Phinney 1958, MacMillan i Suter 1958,
Nickell 1958, Phinney i Neely 1958, West i Mura
shige 1958, Simpsomn 1958, Kawarada i Sumiki 1960)
wywolalo konieczno§é wynalezienia odpowiednich metod ich ilosciowego
ozZnaczania.

Metody chemiczne zaréwno kolorymetryczne, jak i fluorescencyjne nie
sa dostatecznie czule dla oznaczania tak znikomych ilosci tych substancji,
jakie wystepuja w ro§linach wyzszych (Overbeek i wspolautorzy
1957, Kavanagh i Kuzel 1958, Simpson 1958, Hender-
son i Graham 1960). Ponadto substancje giberelinopodobne, wy-
ekstrahowane z materialu roélinnego, nie zawsze 33 identyczne z prepara-
tami, jakimi dysponujemy w chwili obecnej w stanie krystalicznym
(Henderson i Graham 1960). Dotychczas wyodrebniono bowiem
z roSlin wyzszych substancje identyczng tylko z gibereling A; (Phin-
ney i Neely 1958, McMillan i Suter 1958, West i Mu-
rashige 1958, Kawarada i Sumiki 1960).

Znacznie czulsze sg natomiast metedy biologiczne, oparte na stymulu-
Jacym wplywie gibereliny na wzrost pedéw. Pozwalaja one ponadto na
stwierdzenie obecnosci kazdej substancji o wlasnosciach gibereliny.

Niewatpliwie najbardziej niezawodnymi z tych metod sa te, w ktérych
jako testu uzywa sie calych roslin. Tak np. test karlowatych mutantéw
kukurydzy reaguje na kwas giberelinowy juz w ilosci 0,0001 ng na rosline,
a w granicach od 0,001 do 10ng umozliwia iloSciowe oznaczanie tego
zwigzku (Neely i Phinney 1957). Podobnie reaguja siewki karlo-
watego grochu (MacComb i Carr 1957). .

Mozliwosci stosowaniar tych metod sy jednak ograniczone konieczno-
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$cig posiadania szklarni, a poza tym wyniki uzyskujemy tu po stosunkowo
dlugim okresie czasu.

Znaczne uproszczenie stanowi niewatpliwie metoda Aytouna
i wspélautorow (1959), w ktorej test stanowia siewki ryzu. Ro$liny te
zanurza sie korzeniami w badanych roztworach i po pewnym czasie mie-
rzy sie przyrost lodygi. Test ten jest jednak mniej czuly, reaguje bowiem
dopiero na gibereling w stezeniu 0,1ng/ml i wymaga stosunkowo duzej
ilosci badanego roztworu (8 ml). !

Bardzo wyraznie reaguja na gibereline nie tylko cale rosliny, ale takze
i niektore organy: liScienie ogorka (Kribben 1957), lidcie, np. Rapha-
nus (Kuraishi i Hashimoto 1957), a nawet ich fragmenty, np.
krazki wyciete z etiolowanych lisci fasoli (Scott i Liverman 1957).
dalej odcinki etiolowanych pedow grochu (Purves i Hillman
1959), czy wreszcie odeinki wasow ogorka (G alun 1959).

Jako testy ma gibereline najbardziej przydatne, ckazaly sie jednak
przede wszystkim odcinki pierwszego liscia traw — jeczmicnia (Hay-
ashi i Murakami 1954), owsa (Hayashi i Murakami
1954, Harada i Nitsch 1959) i pszenicy (Radley 1958). Me-
tody, ktore tu stosuje sie, przypominaja w zasadzie test cylindryczny
Bonnera (Audus 1959) z ta rodznica, ze uwzglednia sie przyrost
odcinka pierwszego liscia, a nie koleoptyla, jak to ma miejsce przy oznacza-
niu substancji wzrostowych typu auksyny.

Testy te nie sa jednak wystarczajaco czule. W doswiadczeniach
Radley (1958) na przyklad liscie pszenicy reagowaly na stezenie
kwasu giberelinowego o stezeniu 0,01 ug/ml, a réznice w intensywnosci
reakcji wzrostowych dla poszczegdlnych stezen, réznigeych sie pomiedzy
soba dziesieciokrotnie, ckazaly sie nieistotne. Test ten, a takze testy
odcinkéw pierwszego liscia jeczmienia i owsa opisane przez Hayashi
i Murakami (1954) nie sy przy tym specvficzne tylko dla gibereliny.
lecz reagujg rowniez na auksyne.

Podobne wady ma takze metoda oparta na pomiarach przyrostu odcin-
kow wasow ogorka (Galun 1959), a poza tym klopotliwa wydaje sie
takze uprawa tych roslin.

Doswiadczenia Radley (1958), Purvesa i Hillmana (1958)
wykazaly, ze badane fragmenty lisci, czy tez lodygi reagowaly tym silniej
na gibereline, im blizsze bylo ich polozenie w stosunku do merystemu
szezytowego. Rowniez V1itos i Meudt (1957) oraz Brian
i Hemming (1958) stwierdzili, ze fragmenty pedéw, w ktérych za-
chowano przy cieciu tkanke merystematyczna, sa bardziej wrazliwe na
dzialanie gibereliny anizeli odcinki nie zawierajgoe merystemow. Podobna
zalezno$é obserwowali Bojarkin i Dmitriewa (1959), takze od-
no$nie reakeji liSci na ten preparat.
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Spostrzezenia te daly podstawe Bojarkinowi i Dimitriewie
(1959) do opracowania nowego zmodyfikowanego testu lisciowego na gi-
bereling, w ktérym rosling testowa stanowig mlode siewki kukurydzy
o przebitych koleoptylach. Siewki takie ucina sie powyzej i ponizej wezla
tak, Ze uzyskane w ten sposéb odcinki maja zaréwno cze$é koleoptyla
z lisciem, jak i gérng cze$é pierwszego miedzywezla. Odceinki te umieszeza
sie miedzywezlem do maczyniek z badanym roztworem, a nastepnie mie-
rzy sie przyrost pierwszego liscia.

Metoda ta jest bardzo prosta, szybka i wymaga malej ilosci roztworu
tak, ze moglaby znalezé zastosowanie w badaniach chromatograficznych
i elektroforetycznych materialu roslinnego. Wazny przy tym jest fakt,
ze test ten reaguje na auksyne tylko w malym stopniu i to hamowaniem
wzrostu. Czuloé¢ tej metody nie jest jednak duza, umozliwia bowiem
iloSciowe oznaczanie gibereliny w granicach stezen od 0,2 do 1,0 ng/ml.

W badaniach chromatograficznych i elektroforetycznych materialu ro-
slinnego chodzi jednak zwykle nie tylko o oznaczenie zwiazkéw gibere-
linopodobnych, ale takze o rozdzial poszczegélnych regulatoréw wzrostu,
zwlaszeza zwigzkow indolowych, ktore okresla sie w tym przypadku glow-
nie przy pomocy testu owsianego. Wydaje sie wiec bardziej celowe sto-
sowanie testu owsianego takze przy oznaczaniu gibereliny.

Konieczne jest rowniez, z uwagi na znikome iloSci zwigzkéw gibere-
linopodobnych, jakie uzyskuje sie¢ przy rozdziale chromatograficznym
i elektroforetycznym substancji aktywnych zawartych w materiale roslin-
nym, podjecie prob majacych na celu zwiekszenie czulosci tego prostego
testu biolegicznego.

Dla osiggniecia tego uzasadnione wydaje sie¢ zbadanie wplywu czyn-
nikéw Srodowiska zewnetrznego warunkujacych reakcje rosliny na gibe-
reline oraz odpowiednie przygotowanie materialu testowego pozwalajace
ra maksymalne zwiekszenie jego czulosci.

Przebadanie wiec przydatno$ci owsianego testu lisciowego do iloscio-
wego oznaczania gibereliny oraz ustalenie najbardziej optymalnych wa-
runkéw wzrostu owsa, pozwalajacych na uzyskanie najwyzszego stopnia
czulodei testu, bylo celem niniejszej pracy.

OPIS METODY OZNACZANIA GIBERELINY PRZY POMOCY TESTU
PIERWSZEGO LISCIA OWSA

Test owsiany okazal sie bardzo przydatny do ilosciowego oznaczania
gibereliny, a wyniki szeregu do$wiadczen opisanych w dalszej czesci ni-
niejszej pracy pozwolily na osiagniecie znacznej czuloci ro§liny na te
substancje wzrostowa.

Szczegdly metody przedstawiaja sie nastepujaco.
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Material testowy uzyskuje sie tu tak samo jak przy oznaczaniu auk-
syny. Nasiona owsa odmiany ,Zwyciezca“ (Svalof), wyselekcjonowane
uprzednio pod wzgledem wielkosci i moczone przez dwie godziny na $wie-
tle, wysiewa sie do wilgotnych trocin i kielkuje w ciemnosci w tempera-
turze okolo 25°C, w atmosferze nasyconej para wodng do okolo 95%. Po
czterech dniach kietkowania, gdy tylko koleoptyle zostang przebite, ro-
§liny pozostawia sie przez 6 godzin w Swietle dziennym, a nastepnie
w tych samych warunkach swietlnych tnie sie je na odeinki obejmujace
fragment tkanki 20 mm nad i 5 mm pod wezlem. Istotne jest, aby wszyst-
kie rodliny testowe uzyte w doswiadczeniu byly dobrze wyroéniete,
zwlaszeza zas, aby byly w tej samej fazie wzrostu.

Odcinki zawierajgce dolng czesé koleoptyla z pierwszym lisciem oraz
goérng czeS¢ pierwszego miedzywezla umieszeza sie miedzywezlem w ma-
lutkich probéwkach z !/>—1 ml badanego roztworu. Do kazdej probowki
wkilada sie po 12 takich odcinkéw. Roztwory przygotowuje sie na 2% glu-
kozie.

Inkubacje prowadzi si¢ w ciemnosci, w temperaturze 30°C przez okres
doby, a nastepnie mierzy sie przyrost pierwszego liscia. Przyrost okresla
si¢ na podstawie pomiaru 10 odecinkéw z kazdej probowki odrzucajac
po 2 odcinki skrajnej wielkosci najbardziej odbiegajace od sredniej. Ce-
lem uzyskania bardziej miarodajnych danych, do$wiadczenie wykonuje
sie w dwu powtoérzeniach, uzyskujac ostateczny wynik na podstawie 20 po-
miarow.
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Rye. 1. Wzrost pierwszego liscia owsa w zaleznosci od stezenia kwasu giberelinowego;
linia ciggla — réznice istotne; linia przerywana — réznice nieistotne

The growth of the first oat leaf in relation to the concentration of gibberellic acid:
the continuous line — significant differences; the broken line — lack of significant
differences



Lz1) = 10%0d

£e6'0 = S0°0d
egrfo= 104
DIPIIP JTUSIS 15¥I] YL — BUOIUPOMOPN BIIUZQI ®Zs[dIUWlaN
6£°L61 _ Y800 | 9v'661 _ 8T'061 m IL08I | €S°ILI 7 SOET _ 9E8IT | 60°TTI | 96901 |  +090T 001 %
= e ——— { ! s T —
08°6T _ §T°9T L0°9T _ L8'¥T __ 9T w'Te | SOLl | ST | Ts'pI 86°¢1 98¢l | LOEl | ww
Y [PE— |_ == = . all ) I - -
001 " 0l w m.o 1o 7 SO0 | 100 | S000 | 1000 | S000°0 | 1000°0 0 [Ul Jed[ Jo 2sednd
RESLAIE SR S | I IR B BN DA _ -ul qIMoIn
[w/gr u :o:m.:cuu:ou VO — [w/Sr m <O EINEFEHN IM BIDSI] 1S01AZ1g

PIoe 21][223¢qIS JO UONBIIUIIUOD ) 0} UOTIL[AI Ul Jed] 180 1SIY 211 JO YIMOIS oy |
08amoulja12q18 nsemy BIUaz3)S PO I0SOUZIEZ At BSMO BIOSI] 0F0zsmIald 1501z

I 2198l — T ®leqelL



558 M. Michniewicz

Przykladowe wyniki z doswiadczen nad zaleznoscig wzrostu pierw-
szego liscia owsa od stezenia kwasu giberelinowego (Kyowa Fermenta-
tionindustry Co., LTD. Tokio) uzyskane przy pomocy wyzej opisanej me-
tody zebrane sa w tabeli 1 i przedstawione graficznie na wykresie rye. 1.

Dane tes wskazuja, ze test reaguje juz na kwas giberelinowy w stezeniu
0,0001 ug/ml, jednak réznica w stosunku do kontroli istotna jest w tym
przypadku dopiero przy P==0,1, tj. przy dopuszczalnym bledzie = 10%,.

Najnizsze stezenie gibereliny, przy ktorym ujawnia sie réznica istotna
przy P==0,05 wynosi tu 0,001 ug/ml.

Istotne roznice przy P =0,05 wystepuja takze pomiedzy wariantami
réznigeymi sie pieciokrotnym stezeniem gibereliny. Tylko w przedzialach
stezen od 0,01 do 0,05ug/ml dadzg sie ujawnié¢ réznice mniejsze.

Widzimy takze, Zze w miare wzrostu stezenia kwasu giberelinowego
przyrost lisci zwieksza sie, osiagajac maksymalna warto$¢ w roztworze
o stezeniu 1,0—5,0 ug/ml; w wyzszych stezeniach przyrost ten maleje.

Wyzej opisana metoda pozwala zatem na iloSciowe oznaczanie gibe-
reliny w granicach stezen od 0,001 do 1ug/ml, co stawia ja w rzedzie
najbardziej czulych metod okreslania tej substancji wzrostowej.

WPEYW AUKSYNY NA WZROST PIERWSZEGO LISCIA OWSA

Wsréd naturalnych regulatorow wzrostu roslin, obok zwigzkow gibere-
linopodobnych, wystepuje przede wszystkim auksyna — kwas' indolilo-
octowy i jego pochodne. Istotne jest wiec stwierdzenie, czy i w jakim
stopniu test na gibereline reaguje na auksyne.

Tabela 2 —Table 2

- Wplyw auksyn na wzrost pierwszego liscia owsa
The effect of auxin on the growth of the first oat leaf

Stezenie IAA w pg/m! — [AA concentration in pg/ml

0 | 0,001 001 | 01 0 | 100
Przyrost liscia w mm 1 ' ‘
1245 13,10 | 1230 | 11,80 | 1105 | 11,00
Growth increase of leaf in mm |
Najmniejsza réinica udowodniona. — The least signif, differ.: P,,, = 0914
Py,ps = 1,095
Po.m = 1,460

Wyniki specjalnego doswiadczenia z kwasem indolilooctowym, wyko-
nanego Scisle wedlug metody opisanej w poprzednim rozdziale, zebrane
sa w tabeli 2. Wskazuja one, ze substancja ta wywiera tylko lbardzo nie-
znaczny wplyw hamujacy na test liSciowy, obnizajac w sposob istoiny
przyrost pierwszego liScia dopiero w stezeniu 1,0 ng/ml.
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CZYNNIKI WPLYWAJACE NA EFEKTYWNOSC TESTU PIERWSZEGO
LISCIA OWSA

1. Wielkosé odcinkéw i ilo§é roztworu

Jak wynika z literatury cytowanej we wstepie, odcinki rosliny tym
silniej reagujg na gibereling, im blizsze jest ich polozenie w stosunku do
merystemu. Zalezno$é te badano réwniez w niniejszej pracy.

Stwierdzono, ze wielko$¢ pierwszego miedzywezla nie ma istotnego
wplywu na reakcje rosliny. Istotny wplyw ma natomiast poczgtkowa diu-
go$é¢ pierwszego liscia (tab. 3). Im odcinki te sg krotsze, tym efekt dzia-
lania gibereliny jest wyzszy. Przy bardzo kroétkich odcinkach obserwuje
sie jednak zbyt duza zmienno$¢ w przyroscie poszczegélnych odcinkéw
w obrebie wariantéw. Wielko$¢ odcinkéw pierwszego liScia nie ma jednak
wplywu na granice czulosci testu.

Tabela 3 —Table 3

Wplyw kwasu giberelinowego na wzrost pierwszego liScia owsa w zaleznosci od jego diugosci po-
czatkowej

The effect of gibberellic acid on the growth of the first oat leaf in relation to its initial lenght

Przyrost liscia w Dhugo$é poczatkowa w mm
Ssieni o Growth increase Initial length in mm
¢zenic G _ ’ Lo e . A :
w pg/ml ' “*ff e L Lo R
GA Concentration in pg/ml T~ | mm % mm % mm %
I :
0 . 8,11 100 13,01 100 17,83 100
0,001 | 10,16 125,27 14,62 112,37 19,03 106.73
0,01 . 13,76 169,66 16,94 130,20 21,26 119,23
0,1 !' 16,87 208,01 21,37 164,25 26,34 147,72
Najmn. rozn. udowod. . |
The least signif. differ. [ 2107 — | 1,584 — | 1,187 —
P = 0,05

Wykazano dalej brak istotnej réznicy w reakcji roslin testowych w za-
lezmosei od iloSci roztworu. Bez znaczenia okazal sie réwniez poziom za-
nurzenia odcinkéw.

W wyniku tych doswiadczen ustalono, ze najbardziej odpowiednie sg
odcinki uzyskane przez uciecie kielka 20 mm powyzej i 5 mm ponizej
wezla (oddzielajacego koleoptyl od pierwszego miedzywezla), a ilo$¢ roz-
tworu ustalono na /e—1 ml.
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2. Zawarto$¢ cukru w roztworze

Jak wynika z danych z literatury, 2% sacharoza (Nitsch i Nitsch -
1956) i 2% glukoza (Wilczyriska 1958) wzmagaja czuloéé testéw na
auksyne. Stwierdzono takze dodatni wplyw sacharozy na efektywnosc
dzialania gibereliny (Hayashi i Murakami 1957, Purves
i Hillman 1959).

Tabela 4 — Table 4

Wplyw kwasu giberelinowego na wzrost pierwszego liscia owsa w zaleznosci od zawartoci cukru
W roztworze

The effect of gibberellic acid on the growth of the first oat leaf in relation to the sugar content in
the solution

—_—— . e —— ——
\\\ Przyrost I.lsc13 w Warianty | Najmn. roz-
- Growth increase : .
: Variants nica udowod.
Stezenie \ of leaf in |—m——m—— i |
Gf:‘w /ml ~ bez cukru 29, glukoza 29, sacharoza | _Th_c |Cflﬁt
GA céjn.'lgc::)tralion " without sugar 29, glucose 29, saccharose | signif. differ.
in pg/ml ~ mm % | mm 9% mm 9 =05
mpem - A ’ - I e
0 | 13,07 100 13,29 100 13,47 100 | 1,027
0,001 | 13,96 106,80 15,38 115,72 14,92 110,76 | 1,004
0,01 J 15,92 121,80 17,31 130,24 17,84 132,44 | 1,285
0.1 | 20,39 156,00 | 23,77 178,85 | 23,60 17520 _ 1,625

Fakty te znajduja rowniez potwierdzenie w wynikach niniejszej
pracy (tab. 4). Wskazuja one, Ze cukier wzmaga efekt, jaki wywiera gibe-
relina na test pierwszego liscia owsa. Rezultaty, jakie uzyskano przy
zastosowaniu 2% glukozy i 2% sacharozy, sa zasadniczo podobne.

3. Temperatura

Efekt wzrostowy wywolany dzialaniem regulatoréw wzrostu zalezy
w znacznej mierze od temperatury (Audus 1959). Czynnik ten wplywa
rowniez na efektywnos¢ dzialania gibereliny. Wskazuja na to Hayashi
i Murakami (1957) oraz Neely i Phinney (1957), ktorzy
stwierdzili, Zze w temperaturze' 30°C giberelina stymulowala wzrost
w  wigkszym stopriiu anizeli w temperaturze pokojowej. Temperatura
30°C okazala si¢ takze bardziej odpowiednia dla wywolania silniejszej
reakcji wzrostowej odcinkow pierwszego liScia owsa przy teScie na gibe-
reling opisanym w niniejszej pracy (tab. 5).
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Tabela 5 -

-Table 5

Wplyw kwasu giberelinowego na wzrost pierwszego liscia owsa w za-
leznosci od temperatury inkubacji odcinkow -
The effect of gibberellic acid on the growth of the first oat leaf in
relation to the temperature of incubation of sections

Przyrost liscia w |

~~__Growth increase |

Stezenie
GA w pg/ml
GA concentration
in pg/ml

et

0
0,001
0.01
0.1

-,

of leaf in |

7,16
7,70
8,79
9,58

Temperatura
Temperature
20°C ’ 30°C
9% | mm 9
100 | 13,35 100
107,54 | 15,40 115,35
122,76 16,80 125.84
133.79 20.33 152,28

4. Wiek kietkow i okres trwania inkubacji odcinkow

561

Reakcja rosliny na regulatory wzrostu zalezy niewatpliwie od wieku
1 fazy rozwoju rosliny (Audus 1959).

Tabela 6

-Table 6

Whplyw kwasu giberelinowego na wzrost pierwszego liscia owsa w zaleznosci od wieku i fazy wzros-
tu kietkow
The effect of gibberellic acid on the growth of the first oat Ieaf in relation to the age and the growth
phase of shoots

Przyrost liscia w |
Growth increase |
of leaf in [~

Stezenie GA w pg/ml
GA concentration

differd. |

in pg/ml . ‘
S s PS—— =
0 |
0,001
0,01 .
0,1 |
Najm. réznica | p _ o
udowodniona
The least signific. | P - 0,05
|

|
Koleoptyl nie

przebity

non-perforated

The age of shoots in days

4 l 5

Koleoptyl ledwie . Koleoptyl w dzien

przebity

. po przebiciu
. hardly perforated | coleoptile one day

coleoptile coleoptile after perforation
mm % | mm % | mm 9
10,70 100 10,65 100 12,55 100
10,92 102,05 11,89 111,64 13,64 108,68
12,49 116,72 14,62 137,27 _ 15,85 126,29
15,00 140,18 20,30 190,61 I 20,65 164,54

1,356 0,991 — 1,001 —

1,622 1,185 — 1,198 —
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Dane zebrane w tabeli 6 wskazuja, ze przy oznaczaniu gibereliny
testem pierwszego liScia owsa majbardziej przydatne sa kietki o zaledwie
przebitych koleoptylach. Faze te osiagaja rosliny po czterech dniach ho-
dowli w temperaturze okolo 25°C w komorze o 95% wilgotnosci wzgled-
nej powietrza. Kielki mlodsze i starsze slabiej reaguja na te substancje
wzrostowa.

W testach biologicznych wazne jest réwniez ustalenie odpowiedniego
okresu, po ktorym nalezy okreSla¢ przyrost ro§liny po zadzialaniu pre-
paratem, aby uzyska¢ najbardziej wyrazne wyniki. W zaleznosci od me-
tody wprowadzania substancji i gatunku rosliny okres ten moze by¢ bar-
dzo rézny.

Tabela 7— Table 7
Wplyw kwasu giberelinowego na wzrost pierwszego liscia owsa w zaleznosci od diugosci okresu
inkubacji odcinkow

The effect of gibberellic acid on the growth of the first oat leaf in relation to the length of incuba-
tion period of sections

]
\ Przyrost liscia w Okres inkubacji w godz
\Growth increase i _
\\ of leaf in | Incubation period in hrs.
Stgzenie "\ ' . '
TR . 24 ; 48 72
GA concent-
ration in pg/ml \: mm o : mm -8 mm o
| | |
N ) ',l- N .
0 13,35 100 | 31,00 100 38,05 100
0,001 | 1540 115,35 | 33,27 107,32 40,35 . 106,04
0,01 16,80 125,84 38,35 123,70 46,20 121,41
0,1 ! 20,33 152,28 43,50 140,32 | 52,30 137,45

Wyniki specjalnego do$wiadczenia przedstawione na tabeli 7 wskazuja,
ze w przypadku testu pierwszego liScia owsa, najwyrazniejszy efekt
wzrostowy osiaga sie po 24 godzinach inkubacji odcinkéw. Krotszych
okresow czasu nie uwzgledniano, z uwagi na konieczno$¢ objecia doswiad-
czeniem calego cyklu dobowego rytmu wzrostu (Biinnin g 1953).

5. Wiek nasion

Jak wynika z pracy Ty ce (1957) pochewki lisciowe wyrosle z nasion
starszych sg mniej czule na kwas indolilooctowy anizeli roSliny wyrosle
z nasion pochodzacych z weze$niejszego zbioru.
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. Tabela .8 — Table 8

Wplyw kwasu giberelinowego na wzrost pierwszego liscia owsa w zaleznosci od wieku nasion.
(Dos$w. wykonano w pazdzierniku 1960 r.) !

The effect of gibberellic acid on the growth of the first oat leaf in relation to the age of seeds
(Experiment period — October 1960)

. Przyrost liscia w Rok zbioru nasion

Growth increase
\ of leaf in | The year of harvesting
Stezenie \ ' - :
GA w pg/ml ™ 1957 1958 1959
GA concent- B
ration in pg/ml '\\\ mm % mm % mm %
0 14,03 100 14,00 100 11,94 100
0,001 15,10 107,62 15,30 109,28 13,33 111,64
0,01 15,21 108,41 16,26 116,14 | 15,41 129,06
0,1 23,05 164,29 21,36 152,57 {2344 19631

| L2621 186,81 26,63 190,21 2733 228,89

Najmn. rozn. |

udowod. P=01" 103  — 1206 — - 1,003 —
The least sig- [ g s [
nific. differ. {F — 0,05 1,319 — _ 1,442 — 1,199 —

Zalezno$é te zbadano takze w niniejszej pracy. Dane zebrane w ta-
beli 8 wskazuja, ze kielki owsa wyrosle z nasion starszych reaguja na
gibereline slabiej.

6. Odczyn roztworu

Pobieranie regulatorow wzrostu przez rosline uzaleznione jest w znacz-
nym stopniu od odczynu srodowiska. Hansemn i Bucholtz (1952)
oraz Hauser (1955) stwierdzili to odnosnie do kwasu 2,4-D, a wyniki
nie opublikowanych dotychczas prac, prowadzonych w Zakladzie Fizjo-
logii Roslin UM.K., wykazaly taka samg zalezno$¢ w przypadku kwasu
indolilooctowego.

Fakt réznej reakecji rosliny na substancje wzrostowe w zaleznosci od
odezynu $rodowiska brany jest pod uwage w testach biologicznych na
auksyne. Celem utrzymania najbardziej cdpowiedniego pH roztworu sto-
suje sie tu czesto bufory (Nitsch i Nitsch 1956).

W niniejszej pracy uwzgledniono takze to zagadnienie, badajagc wplyw
pH roztworu na reakcje pierwszego liScia owsa na gibereling. Jak wida¢
z danych zebranych w tabeli 9, reakcja ta jest w duzym stopniu nie-
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zalezna od odczynu roztworu. Tylko w roztworze najbardziej kwasnym
(pPH 1,7) i w mniejszym stopniu w roztworze najbardziej zasadowym
(pH 11,0) reakcja testu na gibereling jest wyraZnie slabsza.

Wyniki doswiadezenia tego wskazuja wiec, ze stosowanie buforéw
w tescie pierwszego liScia owsa na gibereline jest niecelowe.

7. Swiatlo

Szybkos¢ wzrostu ro$liny jest w znacznym stopniu uzalezniona od
swiatla. Sg dane, ktére wskazuja, ze wplywa ono w znacznym stopniu na
poziom i przemieszczanie sie kwasu indolilooctowego w roélinie. Wiadomo
takze, ze Swiatlo moze wywola¢ fotochemiczna inaktywacje auksyny
(Strebeyko 1956).

Wiele autoréw wykazalo takze wspoélzaleznos¢ w dzialaniu $wiatla
i gibereliny na wzrost ro§liny (Curry i Wassink 1956, Lock-
hart 1956, 1958a,b). Konieczne wchec tego bylo przebadanie reakeji
wzrostowej pierwszego liScia owsa na gibereline, w zalezno$ci od warun-
kow Swietlnych, zar6wno w okresie poprzedzajacym zadzialanie prepara-
iem, jak i w momencie jego dzialania.

Doswiadczenie majace na celu wyjasnienie tego zagadnienia prowa-
dzono w luminostatach, na swietle bialym zblizonym skladem do natu-
ralnego, o intensywnos$ci promieniowania na wysokosei roslin okolo
3500 pW/em? (okolo 6000 lux).

Dzialanie swiatlem w okresie inkubacji odcinkéw nie wplywalo w spo-
sob istotny na reakcje testu na gibereline. Wyrazny efekt wzrostowy za-
obserwowano natomiast w przypadku naswietlania roslin, przed cieciem
kieltkow.

Dane obrazujace te zalezno$¢ zebrane sa w tabeli 10. Wskazuja one,
ze naswietlanie roélin w okresie poprzedzajacym ciecie poteguje dziala-
mnie gibereliny, przy czym najlepszy efekt daje naswietlanie 6-godzinne.
W wyniku tych do$wiadezen stwierdzono dalej, ze wszystkie prace zwig-
zane z przygotowywaniem testu pierwszego liscia moga byé¢ wykonywane
na swietle.

WNIOSKI

Opisano metode iloSciowego oznaczania gibereliny przy pomocy testu
pierwszego liscia owsa. Wszystkie szczegély metody opracowano na pod-
stawie wynikéw specjalnych eksperymentow, w ktoérych zbadano wplyw
czynnikéw $rodowiska zewnetrznego warunkujacych reakcje rosliny na
gibereline oraz okre§lono sposob przygotowania materialu testowego, po-
zwalajacy na zwiekszenie jego czuloSci.
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pH 17 -- 44
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()

0.1

13,35
17,10

100
1 28.0%

Tabela 9 - Table 9

Wplyw kwasu giberelinowego na wzrost pierwszego liscia owsa w zaleznosci od pH roztworu
The effect of gibberellic acid on the growth of the first oat leaf in relation to solution pH

e — e e e —— e — e i

pH roztworu
pH of solution

il —— -

2.5 3,6 3.9 44 5.6 5.3
m-m o - mm_" \ mm Y, mm 7, mm Y, | mm | 9
ey BT S : S, =S o | b Ryl A Seme R SRR Snoken P
12,05 100 11,35 100 (2,35 100 11,75 100 12,40 100 ‘ 13,71 100
Y185 1Nl 32 21.70 191,27 21.91 177.40 21.62 184.00 2201 177,50 2328 169 RO

. wzyskano preez dodame HCH (obtained by adding HCI)
azvskano przez dodanie NaOH (obtained hy adding NaOH)

:,*{I_H-.'. 7

“6H ipH of 2

e

8.6)

1.3
mm 7
12,41 100
2207 177,84

9.7
mm 2 &
13,11 100
21.27 162.24

12,92
20.3]

100
157,19



Flabela 10— Table 10

Wplyw kwasu giberclinowego na wzrost prerwszego liscin owsa w zaleznoscr odow wrunkow swietlnveh podcezas hodowh kietkKow

The effect of gibberellie acid on the growth of ‘the first oat leaf in relation to the light conditions during the growth of shoots

e

N

. Przyrost liscia w Czas naswictlania kielkow bezposrednio przed cigciem w godz,
\\Gmmh Increasce |
. of leaf in | The time of lighting of shoots immediately before the cutting, in hirs
" |
Stezenie "\ 0 1 | 7 ( 12 24 a8
(EA w ue/ml LA . _ I, i L - . RS SlICYY, I 0SSRy ...
(A concent-
ration in pg/mi \ mum M %o mm mim nmm mm L mn
0 15,95 1060 15.62 1O 14,37 100 13,09 100U 13,01 100 12,81 | 0 1 1.27 100
0,001 16.55 103,76 16,51 105,69 15,55 108,2) 14.55 111,09 14,58 112,17 13,48 105.23 11,29 100,17
0,01 19,32 121,12 [R.80 120,35 18.17 126,44 17,10 130,45 16,55 127,20 1595  124.51 1410 125.11
0.1 24.97 156,55 23,56 150,83 2411 167,78 23,85 180.7) 22,93 176,24 21,16 165,18 18.51 164,24
1.0 27.55 172,72 27.04 173,11 27,28 189,83 25,95 198,24 24.65 189,46 22,83 178.22 19,18 17018
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Przedstawiona w niniejszej pracy metoda pozwala na ilosciowe ozna-
czanie gibereliny w granicach stezen od 0,001 do 1,0 ug/ml, co stawia ja
w rzedzie najbardziej czulych metod okreslania tych substancji wzrosto-
wych. Metoda ta jest przy tym bardzo prosta, szybka i moze znalez¢ za-
stosowanie w badaniach chromatograficznych i elektroforetycznych ma-
terialu ros$linnego. Sluzy¢ moze takze jako bardzo prosty i wygodny test
w doswiadczeniach fizjologicznych nad wspélzaleznoscia réznych czyn-
nikow i gibereliny we wzroscie rosliny.

Zaktad Fizjologii Roslin
Uniwersytetu M. Kopernika (Wptyneto dn. 14.4.1961)
w Toruniu

SUMMARY

A quantitative method of gibberellic acid determination with the first oat leaf
is described. All details of the method are based on the results of special experi-
ments. In these experiments the effect of several factors influencing oat leaf sen-
sitivity to gibberellin was investigated namely that of the shoots and seeds age,
the sections length, the solutions quantity and its pH, sugar addition, light, the
period of incubation of the sections and of temperature conditions.

The details of the method are as follows.

The plant material is obtained in the same way as in the method of auxin
determination. The same size oat seeds of Victory variety (Svalov) soaked in water
for 2 hours, in daylight, are sowed in wet sawdust. They are germinated in darkmess
at about 25°C and at about 95 p.c. air humidity. After 4 days of germination, as
soon as the coleoptiles are just pierced, the plants are set for 6 hours in daylight
and immediately after they are cut into sections containing parts 20 mm above
and 5mm below the node. All test plants should be in the same growth phase
and well developed.

The sections containing the part of coleoptile with the first oat leaf and part
of the first internode are put into small test-tubes with '/>—1ml of determined
solutions. The gibberellic solutions are prepared in 2p.c. glucose. Twelve such
sections are put into every test-tube with their basal part down.

The incubation of sections lasts 24 hours at 30°C. After this period the elongation
of the first leaf is measured. For the measurement only 10 most typical sections
from every test-tube are taken.

In order to make the results more veliable, experiments are repeated twice.
In this way definitive results of 20 measurements of sections in every variant are
obtained.

The results of gibberellic acid quantity determination obtained by using the
method described above are illustrated in the table and in figure 1.

The outcome of the present investigations show a very high sensitivity of first
oat leaf test to gibberellin. This test allows to determine gibberellic acid in con-
centration of 0.001 pg/ml assuming the significant differences at P = 0.05 or even
in a concentration of 0.0001, at P = 0.1. (Details in the table and in figure 1).
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The oat leaf test is not sensitive to IAA. The inhibitory effect appears only
in high concentration, starting from 1.0 pg IAA in ml. (Tab. 2).

The biological test for gibberellic acid presented in this paper is very sensitive,
simple, quick and can be used in chromatographic and electrophoretic study of
pla'n-t material. It can be also used as a convenient and simple test in physiological
experiments, especially in researches on the interactions of some factors and gib-
berellin in plant growth.

Department of Plant Physiology
Copernicus University, Torun
Poland
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