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Badania nad rola endogennych giberelin
W procesie jaryzacji pszenicy ozimej

Studies on the role of endogenous gibberellins during the process of vernalization
of winter wheat

T. KENTZER

WSTEP

Proby wyjasnienia mechanizmu jaryzacji na zasadzie dzialalnodci czynnika
natury hormonalnej podejmowane byly juz niejednokrotnie przez wielu badaczy.

Wielkie nadzieje na mozliwo$¢ ustalenia istoty tego procesu wzbudzity wyniki
prac Langa (1956), ktéry zdolal zastapi¢ proces jaryzacji u lulka czarnego dzia-
faniem gibereliny.

Nie wszystkie jednak ro$liny wymagajace jaryzacji reaguja w jednakowym
stopniu na ten zwigzek. Do grupy roélin stabo reagujacych na gibereling naleza prze-
de wszystkim zboZa. Doswiadczenia przeprowadzane na tym materiale roslinnym
daly wyniki bardzo rézne. Znane sa prace w ktérych uzyskano zdecydowanie ne-
gatywne rezultaty (Lona i Bocchi 1956; Lang 1957; Krekule i Martinovska
1958: Weibel i Futrell 1958; Paleg i Aspinall 1958; Beldenkowa 1962;
Fedorovi Szinkarowa 1966). Z drugiej strony istnieja fakty, ktére wskazuja
na pozytywny efekt dzialania gibereliny w przypadku jej zasiosowania przy nie-
pelnej jaryzacji (Weibel 1960; Razumov i wsp. 1960; Markowski i Jurkow-
-Pawlowska 1963; Pop i wsp. 1963; Suge i Yamada 1963; Rejowski 1965).
Ostatnio wykazano réwniez mozliwo$¢ catkowitego zastapienia efektu jaryzacji
u Zyta, dziatajac gibereling na roéliny ulistnione (Caso i wsp. 1960; Purvis 1960;
Bruinsma i Patil 1963).

Réznorodnoéé uzyskiwanych wynikéw nie pozwolita dotad na definitywne okre-
$lenie roli giberelin w procesie jaryzacji. Na podstawie szeregu faktow mozna jednak
przypuszczaé, Zze podobnie jak przy zastosowaniu pewnych bodzcow zewngtrznych
mozliwe jest zahamowanie lub calkowite niwelowanie efektu jaryzacji, tak poprzez
zastosowanie gibereliny proces ten moze w pewnych warunkach ulega¢ przyspie-
szeniu.

Obok wielu prac dotyczacych wplywu egzogennych giberelin na przebieg ja-
ryzacji, znajdujemy nieliczne tylko dane na temat endogennych giberelin w tym
procesie. W do$wiadczeniach z chryzantema wymagajaca jaryzacji stwierdzono,
7e w trakcie dzialania niskiej temperatury zwigksza si¢ ilo$¢ tych zwiazkéw (Ha-
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rada i Nitsch 1959). Istotne zmiany naiury ilosciowej i jakoSciowej w zawartosci
substancji giberelinopodobnych pod wplywem dziatania chtodu wykazaly doSwiad-
czenia Reinharda i Langa (1961), u lulka czarnego. Podobnie Czajtachjan
i Loznikowa (1962) stwierdzaja, ze jedna z zasadniczych zmian, jakie zachodza
podczas jaryzacji, jest akumulacja substancji giberelinopodobnych lub ich prekur-
sorow (Czajtachjan 1966).

Michniewicz (1965) stosujac chlorek 2-chloroetylotréjmetyloamoniowy (CCC)
obserwowal zahamowanie efektu jaryzacji u pszenicy ozimej i jednoczesne obnizenie
poziomu endogennej gibereliny. Autor ten uwzgledniajac fakt, ze CCC hamowal
efekt jaryzacji tylko woéwcezas gdy stosowany byl przed jaryzacja, wysunat wniosek,
7e giberelina moze mie¢ istotne znaczenie w poczatkowym okresie tego procesu.

Isnieje szereg zwiazkéw chemicznych, powodujacych wyrazne zahamowanie
jaryzacji bez istotnego wplywu na wzrost jaryzowanych objektéw, ktére okreslans
sa przez niektérych autoréw jako ,antivernalizing agents” (por. Chouard 1960).
Krekule (1960, 1961) stwierdzil, ze azydek sodu, KCN, ca-dwupirydyl i 2,4-dwu-
nitrofenol, stosowane przed rozpoczeciem jaryzacji blokowaly kompletnie efekt
tego procesu u pszenicy ozimej. Hamujacy wplyw pewnych inhibitoréw na przebieg
jaryzacji wykazali réwniez Szwedskaja i Kruzilin (1961), u rzepy i wezesnej
kapusty. Istota oddzialywania tego typu inhibitoréw nie zostala dotad w pelni
wyjasniona. Pewne sugestie odno$nie mechanizmu dziatania niektérych inhibitorow
jaryzacji podaje Krekule (1961). Szwedskaja i Kruzilin (1961) badajac wplyw
szeregu réznych inhibitoréw, miedzy innymi azydku sodu na przebieg jaryzacji
stwierdzaja, ze wplyw ten urzeczywistnia si¢ poprzez oddzialywanie na system enzy-
matyczny uczestniczacy w przemianie weglowodandow.

Istnicja takze dane, ktére wskazuja na istotne powiazanie aktywnosci niektorych
enzymow z dzialalnodcia gibereliny (Stowe i Yamaki 1957; Weller i wsp. 1957;
Bergqvist i wsp. 1959; Istakov 1963; Michniewicz i Stanistawski 1962,
1965). Szczegdlnie sugestywne sa w tym wypadku do$wiadczenia, w kidrych stwier-
dzono, ze zaréwno giberelina doprowadzona z zewnatrz, jak i endogenna wydzic-
lana przez embriony kietkujacego ziarna zboz ma decydujacy wplyw na system
enzymatyczny regulujacy metabolizm weglowodandéw w endospermie (Paleg 1960
a, b; 1961; Paleg i wsp. 1962).

Uwzgledniajac przytoczone fakty starano si¢ w pracy niniejszej okresli¢ droga
posrednia role gibereliny podczas jaryzacji, stosujac azydek sodu, ktory wykazuje
zdolno$¢ hamowania tego procesu. Badano wplyw azydku na efekt jaryzacji ziai-
na pszenicy ozimej oraz dynamike endogennej gibereliny, oznaczajac takze wplyw
kwasu giberelowego wprowadzanego z zewnatrz, w réznych etapach jaryzacji,
na efekt dzialania tego inhibitora.

METODA BADAN
Prace zwigzane z omawianym zagadnieniem prowadzono giéwnie na pszenicy
ozimej *Dankowska’ Selekcyjna (S.H.R. — Dankéw), wymagajacej 6065 dni
jaryzacji. Badano takze dwie inne odmiany, a mianowicie ’Dankowska Graniatke’
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(W.S.R. — Olsztyn) o $rednim okresie jaryzacji (40 dni) oraz 'Leszczynska Wezesna'
o bardzo malym zapotrzebowaniu na niska temperaturg (20 dni).

Metoda i kryteria oceny efektu jaryzacji. Ziarno przeznaczone do jaryzacji kiel-
kowano przez 20 godz. w temp. 23°C, a nastgpnie przenoszono do lodéwki poddajac
je dziataniu temperatury jaryzujacej (2 1°C), przez okreslony okres czasu, odpowied-
nio do wymagan badanej odmiany pszenicy. W trakcie jaryzacji oraz przed rozpo-
czeciem tego procesu wprowadzono azydek sodu (NaNj) w stezeniu 10-3 M. Jako
kontrola stuzyla préba jaryzowana bez inhibitora. Wyboru stezenia inhibitora
dokonano na podsiawie doSwiadczen wstepnych, ktére wykazaly, ze potraktowanie
ziarna przed jaryzacja wodnym roztworem azydku sodu o danym steZeniu, powo-
dowato bardzo silne lub catkowite zahamowanie rozwoju generatywnego pszenicy
ozimej 'Dankowska Selekcyjna’, nie wplywajac na rozw¢j pszenicy jarej 'Ostka
Chtopicka’.

W doswiadczeniach, w ktérych badano taczny wplyw gibereliny i azydku na efekt
jaryzacji, ziarno traktowano inhibitorem w okresie wstepnego kietkowania przed
jaryzacja, a roztwor gibereliny w stezeniu 0.1 i 0.01 p.g/ml wprowadzano jednoczesnie
z inhibitorem lub w réZnych odstepach czasu podczas dziatania chlodu.

Efekt przedsiewnej jaryzacji okre$lano na podstawie szybkosci rozwoju roslin,
oznaczajac okres od wysiewu do strzelania w Zdzblo i kloszenia si¢ roslin. Przy
ocenie szybkosci (tempa) kloszenia przyjeto dwa kryteria. Pierwsze z nich stanowita
liczba dni do zapoczatkowania kloszenia (10—15% wykloszonych rodlin), jako
drugie kryterium przyjeto okres do pehni ktoszenia (60—70 9, wyktoszonych roslin).
Po zakonczeniu wegetacji przeprowadzano analize morfologiczna stdzkow wzrostu
w przypadkach, w ktérych nie mozna bylo stwierdzi¢ obecnosci ktosa makroskopo-
wo. Na podstawie stopnia zroznicowania wierzchotka wzrostu ustalano ostateczna
liczbe roélin, ktdre przeszly w stan generatywny, zaliczajac tu takie rodliny, u kto6-
rych stwierdzono przynajmniej obecno$¢ zawiazkéw kwiatowych. Tlos¢ roslin
generatywnych wyrazano w procentach ogélnej liczby roélin wyrostych w poszcze-
gélnych powtdrzeniach kazdej kombinacji doswiadczenia, z ktérych wyliczano
érednia. Wyniki koncowe poddano analizie statystycznej, obliczajac najmniejsza
roznice udowodniona (N.R.U.) dla P =10.051 P = 0.01.

Oznaczanie substancji giberelinopodobnych. Ekstrakcje substancji giberelinopo-
dobnych prowadzono w 709, acetonie. Probki ziarna (50 g) zamrazano, rozdrab-
niano i ekstrahowano 7-krotna ilodcia acetonu. Po 24 godzinach aceton odsgczano
i zalewano probki nowa porcja. Polaczone ekstrakty acetonowe odparowywano
do pozostaloéci wodnej, zakwaszano do pH=2 i frakcjonowano wedlug metody
Murakami’ego (1959). Oczyszczone ekstrakty odparowywano i badano chro-
matograficznie w polaczeniu z testem biologicznym wedtug metody opisanej przez
Michniewicza i Kopcewicza (1966).

Oceniajac aktywno$¢ eluatéw opierano sig bezposrednio na reakcji wzrostowej
roslin testowych, badz tez uzyskiwane efekty wzrostowe poréwnywano z krzywa
wzorcowa wyznaczona dla szeregu znanych stezen kwasu giberelowego (GAj).
Na tej zasadzie obliczano prawdopodobna zawartos¢ endogennej gibereliny, wyra-
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zong w ekwiwalentach GA3 (GA;E), w odniesieniu do 100 g $wiczej lub suchej
masy badanego materialu roélinnego.

Jednocze$nie z proba biologiczna podjeto takze préobe identyfikacji badanych
substancji na drodze chemicznej, stosujac metode opryskiwania st¢zonym lub 59
roztworem kwasu siarkowego w 96% etanolu, w polaczeniu z technika stopnio-
wego nagrzewania chromatogramow wedlug Adamca i wsp. (1964). Swiecenie
aktywnej biologicznie strefy chromatogramu badano w $wietle U.V.

WYNIKI DOSWIADCZEN

1. Hamujacy wplyw azydku sodu stosowanego w réznych okresach jaryzacji ziarna
pszenicy ozimej na tozwdj generatywny ro$lin

Badania przeprowadzono na pszenicy ozimej ‘Dankowska Selekcyjna’. Azydek
stosowano przed rozpoczeciem jaryzacji (w okresie wsigpnego kietkowania ziarna)
oraz po 5, 10, 20, 40 i 65 dniach trwania tego procesu.

Tabela 1 — Table 1

Wplyw azydku sodu stosowanego w roznych okresach jaryzacji ziarna pszenicy na rozwdj ge-
neratywny roslin

The influence of sodium azide applied at different stages of vernalization of wheat kernels on the
generative development of plants

Dni jaryzacji przed za- | Liczba dni od wysicwu| el Aol sl Procent wykloszo-
stosowaniem inhibitora | do poczatkow kloszcniai ;Z 4 ; I E] \:y: ks rocn ch rzslin )
Days of vernalization No. of days from SR SRR ?
befure inhibitor appli- | sowing to beginning Nof of days fro,m Posmtol Sned
et of earing sowing to full earing | plants
|
g+ . — 18.7*
5 | — 22.8%
10 | g == 23.4*
20 ; 77 98 71.3
40 ' 72 ! 86 86.6
65 ; 72 i 86 87.5 )
K o i 86 88.6
KN — | - -~

K — kontrola jaryzowana bez NaM,; — control vernalized without NaMN,
KN — kontrola niejaryzowana — non-vernalized control
* przejécie roélin do fazy generatywnej stwierdzone na podstawie analizy morfologiczne]j stozka wzrostu — passage
into generative stage determined only by the analysis of the shoot apex.
** NaN, stosowany przed jaryzacja — NaNy applied before vernalization.
M. R. U. dla koficowej liczby wykloszonych roélin — L. S. D. for the final number of eared plants: P 0.05 = 15.5;
P0.0I = 21.8

Wyniki do$wiadczen przedstawiono w tabeli 1 oraz graficznie na rycinie I.
Zastosowanie inhibitora w poczatkowej fazie jaryzacji ziarna obejmujacej okres
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okolo 20 dni prowadzito do wyraznego zahamowania rozwoju generatywnego roslin.
Zjawisko to w wariancie traktowanym po 20 dniach dzialania niskiej temperatury
wyrazalo si¢ opoznieniem terminu kloszenia oraz obnizeniem ogodlnej liczby wykto-
szonych ro$lin. Hamujacy wplyw inhibitora ujawnial si¢ najsilniej w przypadku
jego zastosowania przed rozpoczeciem jaryzacji oraz po 5 i 10 dniach dzialania
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Ryc. 1. Wplyw azydku sodu stosowanego w roznych okresach jaryzacji ziarna pszenicy ozimej
na rozwdj generatywny roslin

The influence of sodium azide, applied at different stages of vernalization of winter wheat kernels,
on the generative development of plants

K — kontrola jaryzowana bez NaN, (control vernalized without NaNg) 20, 40, 65 — dni jaryzacji przed zastosowaniem
MNaMy (days of vernalization before NaNy treatment)
NaN, stosowany przed jaryzacja oraz po 5 i 10 dniach jaryzacji hamowal kompletnie proces kloszenia sig roslin
NaN, applied before or after 5 and 10 days of vernalization inhibited the earing of plants completely

niskiej temperatury. W tych wypadkach nastgpowalo kompletne zahamowanie
efektu jaryzacji. Analiza morfologiczna stozkoéw wzrostu wykonana po 111 dniach
wegetacji ro$lin wykazala u nielicznych tylko egzemplarzy zawiazki ktoséw. Dziala-
nie preparatu w pozniejszych okresach jaryzacji nie wywieralo istotnego wplywu

na pojaryzacyjny rozwoj pszenic.

2. Wplyw inhibitora na zawarto$¢ endogennej gibereliny

w trakcie jaryzacji ziarna

Dynamike substancji giberelinopodobnych oznaczano w ziarnie poddanym
normalnej jaryzacji oraz zakloconej dzialaniem azydku. Inhibitor ten wprowadzano
przed rozpoczeciem jaryzacji, to jest w kombinacji, w ktérej ujawnial si¢ najsilniej
efekt jego dzialania.

Prébki ziarna do analizy pobierano bezposrednio przed jaryzacja, a nastgpnie
po 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 1 70 dniach trwania tego procesu. Rezultaty analizy chro-
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matograficznej substancji giberelinopodobnych w ziarnie nie poddanym dziataniu
inhibitora przedstawiono graficznie w formie histograméw 1—9 (Ryc. 2). Aktyw-
noéé tych zwiazkéw w ekstraktach z ziarna traktowanego inhibitorem ilustruja
histogramy, la—9a (Ryc. 2).

Substancje biologicznie czynne o wlasnosciach gibereliny lokalizowaly si¢ w da-
nych warunkach do$wiadczenia zasadniczo w irzech koficowych odcinkach chroma-
togramu (Rf 0.7—1.0), obejmujacych stref¢ wystgpowania kwasu giberelowego,
kiéra wyznaczono na chromatogramach kontrolnych przy pomocy reakcji barwnej
z H,SO4 w $wietle U.V.

Dynamika tych zwiazkéw w wariancie traktowanym inhibitorem wykazywala
znaczne réznice w poréwnaniu z kontrola nie traktowana. Aktywnos$¢ giberelin
w ziarnie kietkowanym w obecnosci inhibitora oznaczona bezposrednio przed jary-
zacja oraz po 5 dniach dziatania chlodu byla juz wyraZnie nizsza w poréwnaniu
z aktywnoscia tych zwigzkéw w analogicznych prébach kontrolnych. Roznica ta
poglebiata si¢ znacznie w dalszych fazach jaryzacji. Po 201 30 dniach jaryzacji ekstrak-
ty z ziarna potraktowanego inhibitorem nie wykazywaty zadnej aktywnosci biolo-
gicznej. W tym samym czasie w wariancie kontrolnym (bez NaN3) aktywnos¢ sub-
stancji giberelinopodobnych byla znaczna i nie ulegala istotnym zmianom W sto-
sunku do warto$ci poczatkowej.

Ponowne pojawienie si¢ tych zwiazkéw w wariancie poddanym dzialaniu inhibi-
tora obserwowano po 40 i 50 dniach jaryzacji ziarna. W wariancie kontrolnym
widoczny jest na tym etapie jaryzacji wzrost aktywnoéci eluatéw w stosunku do po-
czatkowego okresu jaryzacji. Roéznice pomigdzy obu wariantami doswiadczenia
malaly stopniowo w miarg trwania procesu jaryzacji. Po 70 dniach wynik proby
biologicznej ekstraktéw z ziarna potraktowanego inhibitorem byt bardzo zblizony
do tego jaki charakteryzowal ziarno poddane normalnej jaryzacji.

Préba chemicznej identyfikacji badanych substancji oparta na zasadzie reakcji
z H,S04 przy stopniowym nagrzewaniu chromatogramow, wykazala zaleznie od
fazy jaryzacji pewne zréznicowanie barwne aktywnej strefy chromatogramu. Na
chromatogramach ekstraktéw z ziarna w koficowych fazach jaryzacji obserwowano,
zaleznie od stopnia nagrzania chromatograméw, trzy réznie fluoryzujace plamy.
Przy stabym i krétkotrwalym nagrzaniu (okoto 40 sek.) pojawiala si¢ plama o zie-
lononiebieskiej fluorescencji typowej dla GAjy. Dhuzsze i intensywniejsze nagrzanie

Ryc. 2. Dynamika substancji giberelinopodobnych podczas jaryzacji ziarna pszenicy ozimej, pod-
danego dzialaniu azydku sodu oraz w ziarnie nie poddanym dzialaniu tego inhibitora

The dynamics of gibberellin-like substances during vernalization of winter wheat kernels treated
with sodium azide, and in non-treated kernels

] — analiza bezposrednio przed jaryzacja, ziarno nie poddane dzialaniu NaNg
analysis before vernalization, kernels without NaNy
Ja — analiza bezposrednio przed jaryzacja, ziarno kielkowane w obecnosci NaNg
analysis before vernalization, kernels germinated in the presence of NaNy
2—9 — kolejne analizy po 5, 10,20, 30, 40, 50, 60 i 70 dniach jaryzacji bez NaNg
successive analyses after 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 and 70 days of vernalization without NaN;
2a—9a — oznacza te same analizy dla ziarna traktowanego NalNy
means the same analyses for kernels treated with NaNg



14 T. Kentzer

chromatogramu powodowalo kolejne pojawienie sig¢ dwu dalszych plam, Scisle
przylegajacych do strefy wystgpowania GAj. Pierwsza z nich dawala barwe jasno-
261ta, druga natomiast intensywnie niebieska.

W ekstraktach z ziarna traktowanego inhibitorem, strefa zofto fluoryzujaca
miala charakter tylko sladowy i pojawiala si¢ w pozniejszym okresie jaryzacji niz
w wariancie nie traktowanym.

Obok substancji stymulujacych o wlasnosciach gibereliny w ziarnie poddanym
dzialaniu azydku, wystgpowaly rowniez pewne substancje hamujace wzrost pierw-
szego liscia owsa, zajmujgce zmienng pozycje w granicach Ry 0.2 — 0.51 R;0.6 — 0.9,
Zwiazkow tych nie stwierdzano w ziarnie jaryzowanym bez inhibitora. Pierwsza
z wymienionych substancji ujawniata si¢ z mniejsza lub wigksza akiywnoscia we
wszystkich analizach do momentu zakonczenia jaryzacji. Obecno$¢ drugiego inhi-
bitora (Ry 0.6 — 0.9) notowano tylko w poczatkowych fazach jaryzacji.

Wyniki niniejszych doswiadczen wykazaly ponadto, Zze w miar¢ trwania procesu
jaryzacji zawartos¢ substancji giberelinopodobnych wykazywata wyrazna tendencje
zwyzkowa. Zagadnienie to stanowilo przedmiot odrgbnych badan.

3. Zmiany zawartosci substancji giberelinopodobnych w ziarnie roznych odmian
pszenicy pod wplywem jaryzacji

Badania przeprowadzono na trzech odmianach pszenic ozimych: 'Dankowska
Selekcyjna’, "Dankowska Graniatka’ i ‘Leszczynska Wczesna'.

Zawartos¢ tych zwiazkdw oznaczano w ziarnie bezposrednio po zakonczeniu
okresu jaryzacji, typowego dla danej odmiany pszenicy oraz w ziarnie niejaryzo-
wanym, podkietkowanym do stanu, w jakim znajdowalo si¢ ziarno jaryzowane.
Wyniki przedstawiono w Tab. 2.

Tabela 2—Table 2

Zawartos¢ substancji giberelinopodobnych w jaryzowanym (V) i nie jaryzowanym (N) ziarnie
pszenic ozimych

The content of gibberellin-like substances in vernalized (V) and non-vernalizad (N) kernels of
winter wheats

| GASE w p1g/100 g materiatu roélinnego *

GASE in pg/100 g of plant material
Odmiana pszenicy = ST . e
| $wieza masa 5 sucha masa

Variety of wheat . | -
fresh weight ! dry weight

| g — : | —= | ——— —
Dankowska Selekcyjna 0.85 0.63 ! 1.54 ‘ 1.30
Dankowska Graniatka 1.01 i 0.88 I 1.80 | 1.65
Leszczyriska Wezesna 1.05 | 0.83 i 1.94 ‘ . 1.69
N.R.U.—L.S.D. ! P0.05 =0.12 | P0.05 = 0.15

| P 0.01 = 0.19 | P 0.01 = 0.21

* kazdy wynik stanowi s$rednia z trzech powtorzen — cach value represents average {rom three repetitions
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Ryc. 3. Wplyw kwasu giberelowego (GA3) na hamujace dzialanie azydku sodu w procesie jaryzacji
The influence of gibberellic acid (GA3) on the inhibitory action of sodium azide in the process
of vernalization
a — GAz0.1 pg/ml; b — GA30.01 uz/ml; K — kontrola jaryzowana b2z NaNy (control vernalized without NaNy)

I — ziarno traktowane NaNj przed jaryzacja
kernels treated with NaNy before vernalization
2 — ziarno traktowane NaMNy+GAy przed jaryzacja
kernels treated with NaNy-+GAg before vernalization
3,,45,6 — ziarno trakiowane przed jaryzacja NaMNy a nastgpnie GA4 w 10, 20, 40 i 60 dniu jaryzacji
kerenls treated before vernalization with NaNy and subsequently with GA, after 10, 20, 40 and 60 days of vernalization
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Rezultaty analiz wykazaly istotne réznice w zawartosci giberelin w ziarnie nie-
jaryzowanym i jaryzowanym na korzy$¢ tego ostatniego. Wyzsza aktywnos¢ biolo-
giczna ekstraktéw z ziarna po jaryzacji stwierdzano u wszystkich badanych odmian.
Najwigksze roznice siggajace 0.24—0.25 pg GA3E/100 suchej masy ujawnialy si¢
pomigdzy wariantem jaryzowanym i niejaryzowanym u pszenicy ‘Dankowska
Selekcyjna” i ‘Leszczynska Wczesna’, znacznie nizsze natomiast u pszenicy ‘Dan-
kowska Graniatka’. Fakt ten wydaje si¢ $wiadczy¢, ze proces ksztaltowania sie
poziomu endogennej gibereliny w trakcie jaryzacji ziarna przebiega z réZng inten-
sywnoscia u 16znych odmian pszenic niezaleznie od dlugosci okresu termoindukcji,
charakterystycznego dla danej odmiany.

Tabela 3 —Table 3
Wplyw kwasu giberelinowego (GAj3) na efekt jaryzacji ziarna traktowanego azydkiem sodu przed
rozpoczeciem procesu jaryzacji

Influence of gibberellic acid (GA3) on the effect of vernalization of kernels treated with sodium
azide before vernalization

Procent wykloszo-
Dni jaryzacji przed L. Dni od wysiewu . . nych roélin po za-
zastosowaniem GAj; Stgzen; Cl};h do tworzenia Dgl c]»:: wym’.:wu konczeniu doswiad-
w pg/m i o kloszenia :
Days of vernalization B zdzbet ) czen
before GAj appli- C.onc. GA3 Days sowing- Day: sow1}'|g-ear Percent of eared
cation in pg/ml -shoot formation onnation plants at the end of
experiments
] ] |
0** 61(4) == 18.0*
10 5 46(18) 83(20) 38.0
20 | 0.1 46(22) ‘ 83(26) 42.0
40 57(10) — 22.0*
65 : 57(4) ‘ — : 18.0*
SR | -| | ;
0** : | 57(12) _ s ! 22.0*
10 ! . 46(30) | 83@48) | 64.0
20 | 0.01 46(34) \ 83(50) | 78.0
40 57(6) | — J 14.0*
65 57(8) | — ,n 16.0*
A I 68(5) j = : 20.0
K ’ | 46(32) 83(62) ‘ 90.0

K — kontrola jaryzowana bez NaN; — control vernalized without NaNjy

A — ziarno traktowane tylko NaNy — kernels treated only with NaMNy

** — GA, stosowany lacznie z NaNy przed jaryzacja — GA, applied simultaneously with NaNy before vernali-
zation

* — jak w Tab. 1 — as in Tab. 1

Liczba w nawiasach oznacza procent roélin, ktére osiagnely w danym czasie odpowiednig faz¢ fenologiczna.

Number in brackets represents plants, which attain at the given time the correspondent phenological phase.

N. R. U. dla koncowej liczby wykloszonych roslin — L. 8. D. for the final number of eared plants: P 0.05 = 17.1;
P 0.01 = 22.6
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4. Wplyw kwasu giberelowego na efekt jaryzacji ziarna traktowanego
przed jaryzacja azydkiem sodu

Ziarno pszenicy ozimej 'Dankowska Selekcyjna’ traktowano kwasem giberelo-
wym jednoczesnie z azydkiem przed jaryzacja, a nastgpnie po 10, 20, 40 i 65
dniach jaryzacji w obecnosci tego inhibitora. Rosliny uprawiano w wazonach w wa-
runkach naturalnych.

Dane ilustrujace przebieg rozwoju roslin zestawiono w tabeli 3, w ktdrej przed-
stawiono zalezno$¢ pomigdzy iloscia roslin i czasokresem (liczac od wysiewu),
w jakim osiggaly one dana faz¢ rozwojowa. Koncowe wyniki doswiadczen ilu-
struje takze rycina 3.

Jak wykazaly wyniki doswiadczen, dodatkowe wprowadzenie GA3 w odpowied-
nim okresie jaryzacji ziarna obnizato efekt dzialania inhibitora na rozwdj genera-
tywny ro$lin. Wplyw GAj; zaznaczal si¢ najsilniej po 10 i 20 dniach jaryzacji. Ziarno
jaryzowane w obecnos$ci inhibitora, a nastgpnie traktowane roztworem kwasu
giberelowego w stezeniu 0,1 pg/ml i 0,01 wg/ml po 10 dniach jaryzacji dato odpo-
wiednio 38 % —64 % normalnie wykloszonych roslin. Dodatni wpltyw GAj3 na rozwdj
pszenicy obserwowano takze w przypadku zastosowania tego zwiazku po 20 dniach
jaryzacji od momentu zadzialania inhibitorem. Koncowa liczba wykloszonych
roslin wahala si¢ w tym wariancie doswiadczenia w granicach 42 9,—78Y%,, zaleZnie
od stezenia GAj;. Roéliny wyroste z ziarna poddanego tylko dzialaniu inhibitora
nie wyklosily si¢ do konca okresu wegetacji. Na podstawie obserwac)i rozwoju
stozka wzrostu stwierdzono u 20% roslin stan odpowiadajacy przejsciu w faze ge-
neratywna. Kontrola niejaryzowana pozostala w stanie wegetatywnym do zakon-
czenia dos$wiadczen.

Kwas giberelowy podany lacznie z inhibitorem przed jaryzacja ziarna oraz
po 40 i 65 dniach dzialania chtodu nie niwelowal hamujacego wplywu inhibitora
na efekt jaryzacji.

OMOWIENIE WYNIKOW

Pomimo intensywnych badaf nie zdolano dotad wykazaé istnienia jakiego$
specyficznego metabolizmu, typowego dla procesu jaryzacji.

Proby wyjasnienia mechanizmu tego procesu dzialaniem giberelin nie pozwolity
rowniez na zajecie jakiego$ zdecydowanego stanowiska, jezeli chodzi o znaczenie
tych zwiazkéw dla procesu jaryzacji. Pomimo wielu pozytywnych danych o mozli-
woéci zastapienia jaryzacji dzialaniem gibereliny, w przypadku zbdz proby te da-
ty wyniki negatywne.

Omawiajac powyzsze zagadnienie nalezaloby jednak uwzgledni¢ fakt, ze wszelkie
wnioski dotyczace mozliwo$ci zastapienia jaryzacji dzialaniem gibereliny, oparte
sa gléwnie na wynikach doswiadczen, w ktorych badano wplyw jednej sposrod
poznanych dotad 13 giberelin (Paleg 1965), a mianowicie kwasu giberelowego.

Doéwiadczenia Michniewicza i Langa (1962 a, b) wskazuja natomiast wy-
raznie na niejednocenny efekt dziatania réznych giberelin. Zastapienie termoindukcji
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u niezapominajki obserwowano tylko przy zastosowaniu gibereliny A; i A, podczas
gdy GA; — pomimo wyraznych symptoméw jego dzialania, objawiajacych sig
wytworzeniem pedu kwiatowego — nie doprowadzit do zakwitania roslin. Podob-
nie niepelny efekt dziatania GAj3 na rozwdj generatywny roslin obserwowali rowniez
Margara (1959) i Wellensiek, (1961).

Przytoczone fakty sugeruja wniosek, ze pod wplywem GAj; moga by¢ wyzwa-
lane tylko niektore reakcje charakterystyczne dla pewnych etapdw rozwojowych
i odosobnione dzialanie tego zwiazku nie moZe zastapi¢ kompleksowego dziatania
szeregu czynnikéw, warunkujacych prawidlowy przebieg rozwoju ontogenetyczne-
go rosliny.

Wyniki pracy niniejszej dostarczyly pewnych danych, ktére pozwalaja na blizsze
okreslenie pozycji i znaczenia endogennych giberelin w procesie jaryzacji. Badania
nad wplywem azydku sodu, na efekt jaryzacji ziarna pszenicy ozimej ‘Dankowska
Selekcyjna’ wykazaly, Zze zwiazek ten stosowany w poczatkowym okresie tego
procesu blokuje rozwdj generatywny roslin. Inhibitor dzialajac w koficowych fazach
jaryzacji nie wptywal w sposéb istotny na rozwéj pszenicy. Stwierdzono dalej, ze
efektem dzialania azydku byl znacznie obnizony poziom endogennych giberelin
w poczatkowym okresie jaryzacji.

Fakt ten upowaznit do wniosku, ze hamujacy wplyw tego inhibitora na efekt
jaryzacji moze pozostawa¢ w $cistym zwigzku z obserwowana zmiana zawartosci
giberelin. Przekonywujacych dowodéw na poparcie tego zalozenia dostarczyly
prace eksperymentalne, ktére wykazaly wyrazne niwelowanie skutkéw dzialania
inhibitora, pod wplywem GA; wprowadzanego z zewnatrz w poczatkowych fazach
jaryzacji. Uzyskiwano tu zaleznie od terminu stosowania i st¢Zenia preparatu od
64 % —78% normalnie wykloszonych roslin. Efekiu takiego nie uzyskiwano wpro-
wadzajac GA; w poOzniejszych okresach jaryzacji ziarna traktowanego uprzednio
azydkiem.

Wiyniki pracy niniejszej potwierdzaja w pelni zaloZenie Michniewicza (1965)
méwiace, ze giberelina moZe mie¢ istotne znaczenie dla przebiegu jaryzacji zboz
ozimych, gléwnie w poczatkowym okresie tego procesu. Wskazuja one bowiem,
7e wszelkie zaklécenia w metabolizmie endogenngj gibereliny, jaka dysponuje
ziarno w poczatkowym okresie dzialania niskiej temperatury, odbijaja si¢ na prze-
biegu dalszych faz rozwojowych rosliny. Innymi stowy dla prawidlowego przebiegu
procesu jaryzacji niezbedny jest — przynajmniej w pierwszym etapie tego procesu —
pewien okreslony zapas substancii giberelinopodobnych, ktéry tworzy si¢ w rosli-
nie podczas wstgpnego kietkowania ziarna przed jaryzacja.

Proba identyfikacji wyodrebnionych chromatograficznie substancji giberelino-
podobnych, metoda reakcji barwnej z H,SOy, sugeruje z duza doza prawdopo-
dobienstwa, ze kwas giberelowy nie jest jedynym zwiagzkiem tego typu uczestni-
czacym w procesie jaryzacji ziarna. Interpretacj¢ uzyskanych wynikéw utrudnia fakt,
ze nie dysponowano odpowiednimi wzorcami badanych zwigzkéw. Na podstawie
danych dotyczacych charakterystyki pewnych giberelin (Jones i wsp. 1963) mozna
jednak przypuszczaé, ze pojawiajaca si¢ w koncowej fazie jaryzacji z6ito fluoryzu-
jaca substancja aktywna stanowi odpowiednik A;.
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Czajlachjan i Loznikowa (1962) oraz Czajlachjan i wsp. (1963) wykazali,
ze podczas jaryzacji nastgpuje wzrost zawartosci giberelin. W pézniejszej publikacji
(Czajtachjan 1966) skorygowano wnioski z poprzednich doswiadczen, stwierdza-
jac, ze jaryzacja prowadzi nie do bezposredniego nagromadzenia giberelin, lecz ich
prekursorow, ktore przeksztalcane sa w aktywna gibereling tylko w warunkach dnia
dlugiego.

Doswiadczenia niniejsze, w ktdrych oznaczano zawarto$¢ giberelin w ziarnie
bezposrednio po jaryzacji u trzech réznych odmian pszenicy ozimej, wykazaly, ze
ziarno jaryzowane charakteryzowal wyZzszy poziom substancji aktywnych o wlasno-
ciach giberelin niz ziarno niejaryzowane. Zwiazki te wykazywaly zdecydowana
aktywnos¢ wzrostowa w stosunku do stosowanego testu biologicznego, co wska-
waloby, ze nie chodzito w tym wypadku o nieaktywne ich prekursory, lecz czynna
biologicznie gibereling. Rozbiezno$¢ pomigdzy wynikami niniejszych dos$wiadczen
oraz stwierdzeniem Czajlachjana (1966) mozna tlumaczy¢ zastosowaniem od-
rebnych testéw oraz tym, Ze autor ten opieral si¢ na wynikach analiz wykonanych
w pozniejszych fazach pojaryzacyjnego rozwoju roélin, w ktoérych efekt jaryzacji
moglt juz ulega¢ znacznym modyfikacjom pod wplywem panujacych warunkow
swietlnych. Jak wiadomo bowiem z literatury, czynnik $wietlny oddziatywa w znacz-
nym stopniu na metabolizm endogennych regulatoréow wzrostu (Bronchart, 1957;
Kawase 1 Nitsch 1958; Alleweldt 1959; Kentzer 1966 i inni.).

Podsumowujac dotychczasowe dane z literatury oraz wyniki badan wlasnych
mozna wysung¢ wniosek, ze na proces jaryzacji sklada sig¢ szereg przyczynowo ze so-
ba powigzanych reakcji biochemicznych, w ktorych funkcje czynnikdéw ograniczaja-
cych przejmuja kolejno rézne regulatory wzrostu, miedzy innymi takze gibereliny.
Na lancuchowy charakter syntezy czynnika natury hormonalnej w procesach pro-
wadzacych do zakwitania wskazuje Listowski (1956). Wyniki badan Grzesiuka
(1961) wykazaly réwniez okresowe tylko dominowanie pewnych czynnikow w okreslo-
nych fazach rozwoju rosliny. Autor ten stwierdzit mianowicie w procesie dojrzewania
ziarna zb6z wyrazng tendencj¢ do wzajemnego zastgpowania si¢ dziatalnosci pew-
nych enzymow w poszczegdlnych etapach tego procesu.

Podobnie wyniki pracy niniejszej wykazaly, ze rola endogennych giberelin w pro-
cesie jaryzacji ziarna ma charakter okresowy i zaznacza si¢ wyraznie tylko we wczes-
nych etapach tego procesu.

W $wietle omowionych faktéw mozna si¢ zgodzi¢ z ocena Chouarda (1962),
wedlug ktoérej wplyw gibereliny na procesy prowadzace do zakwitania jest tylko
posredni i niepelny, nalezaloby jednak podkresli¢, ze dla prawidlowego przebiegu
niektérych etapéw rozwojowych w roélinie zwigzki te stanowia czynnik niezbedny
I niezastgpiony.

WNIOSKI
1. Azydek sodu stosowany w okresie jaryzacji ziarna pszenicy ozimej modyfi-

kuje w znacznym stopniu efekt tego procesu. Inhibitor ten stosowany przed jary-
zacja lub w poczatkowym okresie dziatania chlodu hamowal catkowicie rozwdj
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generatywny roélin. Zastosowanie tego inhibitora w kofcowych etapach jaryzacji
ziarna nie powodowalo istotnych zmian w rozwoju roslin.

2. Stwierdzono, ze efektem dzialania azydku sg istotne zmiany w mefabolizmie
endogennych giberelin. Potraktowanie ziarna tym inhibitorem przed jaryzacja po-
wodowalo znaczne obnizenie aktywnosci substancji giberelinopodobnych, a nawet
catkowite ich zanikanie w poczatkowym okresie tego procesu.

3. Kwas giberelowy wprowadzany w pierwszych fazach jaryzacji ziarna,
niwelowal w znacznym stopniu hamujacy wplyw inhibitora na pojaryzacyjny rozwoj
roslin.

4. Badania przeprowadzone na trzech odmianach pszenicy ozimej wykazaly
réwniez, Ze ziarno jaryzowane charakteryzuje wyzszy poziom substancji giberelino-
podobnych niz ziarno niejaryzowane.

5. Wyniki niniejszej pracy upowaznity do wniosku, ze dla prawidlowego prze-
biegu jaryzacji niezbedny jest pewien okreSlony poziom endogennej gibereliny
(prawdopodobnie kwasu giberelowego) w poczatkowym okresie tego procesu.

Katedra Fizjologii RoSlin
Uniwersytu M. Kopernika
w Toruniu

SUMMARY

In the course of vernalization and before the beginning of the thermic induction the kernels
of winter wheat Dankowska Selekcyjna were treated with sodium azide (103 M). The
influence of this inhibitor on the generative development of plants and on the metabolism
of endogenous gibberellins was investigated.

The gibberellin-like substances were estimated at various stages of vernalization in kernels
with azide and in non treated kernels. The frozen plant material was extracted in 70, acetone.
The extracts were purified after the method of Murakami (1959), evaporated to a small volume
and chromatographed on Whatman No 1 in: butanol, acetic acid, water (19:1:6 v/v). After drying,
the particular sections of the chromatograms were eluated in 1 ml 29 saccharose and assayed
by the first oat leaf test (Michniewicz 1961), showing a typical growth-response in the presence
of gibberellin.

Experiments concerning the influence of sodium azide on the effect of vernalization have shown
that the application of this inhibitor, before or in the early stages of vernalization, blocked the
generative development of plants completely. The same inhibitor did not show any significant
influence, when applied in the later stages of vernalization or after its termination.

As effect of the inhibitor treatment a diminished level of endogenous gibberellins in the first
stages of vernalization was observed. Exogenously applied gibberellic acid (GA3) in conc. 0.1 and
0.01 pg/ml suppressed the inhibitory influence of azide, when given in the initial period of vernali-
zation.

A closer characteristic of the active compounds extracted from the vernalized kernels revealed
that, besides a compound corresponding to GAj, also some other substances showing gibbere-
llin-like properties were present.

It was also established that vernalization lead to an increased amount of endogenous gibbe-
rellins. The possible content of these substances was estimated in vernalized and non-vernalized
kernels of three different varieties of winter wheat and expressed as an equivalent of the activity
of gibberellic acid (GA:E).
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On the basis of the present investigations a general conclusion might be drawn whereby for
an undisturbed vernalization-effect a suitable amount of endogenous gibberellins in the early stages
of vernalization of kernels is indispensable. A decreased level of these substances, as caused by the
inhibitor-treatment, lead to essential modifications in the further stages of plant development.

Department of Plant Physiology
Nicolaus Copernicus University
Torui — Poland
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