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WSPOLDZIALANIE KWASU ABSCYSYNOWEGO, GIBERELIN
I CYTOKININ W REGULACJI SPOCZYNKU
NASION JABLONI

Szereg czynnikéw natury chemicznej o charakterze regulatorow
wzrostu, a szczegdlnie hormony roslinne, moze wplywaé¢ na procesy
wzrostu i rozwoju ro$lin. Hormony ro$linne to drobnoczgsteczkowe
zwigzki chemiczne o dzialaniu regulujgcym wzrost i rozwdj roslin, wy-
twarzane przez roéline endogennie w okreslonych tkankach i oddziatu-
jace na procesy wzrostowe w innych tkankach rosliny. Do hormonow
rodlinnych zaliczamy zwiazki z grupy auksyn, giberelin, cytokinin, kwa-
su abscysynowego i etylenu. ‘

Dysponujemy olbrzymig iloscia danych uzyskanych na drodze dos-
wiadczalnej wskazujacych na wplyw hormonéw roslinnych na podsta-
wowe procesy biochemiczne i fizjologiczne zwigzane ze wzrostem i roz-
wojem organizmu roslinnego, jednakze mechanizmy ich dzialania nie
zostaly dotad w pelni wyjasnione. Trudne jest, ustalenie zdecydowanej
specyfiki w oddzialywaniu poszczegélnych hormonéw w stosunku do
odpowiednich proceséw. Najbardziej ogélnie mozna przypisac auksynom,
giberelinom i cytokininom role stymulatoré6w proceséw zwigzanych ze
wzrostem i rozwojem, natomiast kwas abscysynowy uwazany jest za in-
hibitcra tych proceséw. Nie ulega jednak watpliwosci, ze wplyw jaki
wywiera dany hormon na proces fizjologiczny czy biochemiczny w da-
nej tkance ro$linnej jest wynikiem rownoczesnego wspoéldzialania in-
nych hormonéw, zalezy od typu tkanki lub organu ros§linnego, rodzaju
procesu fizjologicznego oraz wzajemnego sto§unku stezen innych hor-
monoéw. ‘

W rolnictwie i ogrodnictwie strefy umiarkowanej spoczynek ro$lin |
i ich organéw jest zagadnieniem szczegélnie intensywnie badanym ze
wzgledéw praktycznych. Poznanie endogennych mechanizméw regulu-
jacych indukcje, utrzymywanie i ustepowanie spoczynku roslin stwarza
mozliwo§é sterowania tymi procesami w szerokiej praktyce rolniczej.
Coraz powszechniejsze zastosowanie retardantéw wzrostu; herbicydéw
i innych zwigzkéw chemicznych w rolnictwie i ogrodnictwie jest od-
zwierciedleniem mozliwoSci zewnegtrznej regulacji procesami wzrosto-

wymi roslin.
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Przyjmuje si¢ powszechnie (35, 36), ze indukcja i ustepowanie spo-
czynku ro§lin i ich organéw znajduje sie pod kontrolg endogennych hor-
monéw. Badania nad wspéldzialaniem hormonéw roélinnych w regula-
cji spoczynku ro$lin wymagaja wybrania odpowiedniego materialu ros-
linnego. Wyniki badan uzyskane na takim modelowym materiale roslin-
nym mozna w pewnym zakresie uogélniaé¢ a uzyskane informacje prze-
nosi¢ na inne obiekty badawcze. Spoczynkowe nasiona .réznych ro$lin
pelnig czesto role takiego materialu modelowego. _

Jednym z najbardziej interesujacych probleméw fizjologii nasion jest
okresowa niezdolno$é nasion niektérych roslin do kielkowania po umie-
szczeniu ich zaraz po zbiorze w optymalnych warunkach uwodnienia,
temperatury i dostepu tlenu. Ta okresowa niezdolno$é do kielkowania —
zwana powszechnie spoczynkiem nasion — moze ustgpi¢ na skutek po-
traktowania nasion dodatkowym bodZcem fizycznym. Zjawisko spoczyn-
ku, wystepujace powszechnie u nasion ro$lin klimatu umiarkowanego,
uwaza sie za ewolucyjnie uzyskang zdolno§é adaptacyjng do sezonowo
zmieniajacych sie warunkéw $rodowiska. Spoczynek nasion jest stadium
rozwojowym ro$liny, charakteryzujacym sie zahamowaniem wzrostu
i rozwoju przy réwnoczesnym zachodzeniu, z obniZong intensywnoscia,
szeregu przemian biochemicznych prowadzgcych do kielkowania.

Ogolnie przyjetym kryterium zakonczenia przez nasiona stadium spo-
czynku jest uzyskanie przez nie zdolnosci do kielkowania. Objawia sie
ono wzrostem korzenia zarodkowego spowodowanego wydluzaniem sig
i podzialami komérek. Spoczynek, a tym samym zahamowanie kielko-
wania i wzrostu, moze by¢ wywolany (1, 2, 35): 1) niedojrzatoécig mor-
fologiczng lub fizjologiczng zarodka, 2) nieprzepuszczalnoscia okryw na-
siennych dla wody i gaz6éw, 3) mechaniczng twardoscia okryw nasien-
nych, 4) istnieniem w zarodku bloku metabolicznego wywolanego obec-
noScig inhibitoréw wzrostu, 5) wspoéldzialaniem wyzej wymienionych
przyczyn.

Rézne przyczyny spoczynku nasion nie wykluczajg jednak wspdlne-
go podstawowego mechanizmu jego kontroli (1). Dzialanie §wiatla na fo-
toblastyczne nasiona mozna zastapié dzialaniem gibereliny lub cytokini-
ny (13, 14, 15), a takze odpowiednig temperaturg kietkowania. Hamujace
dzialanie endogennych inhibitoré6w wzrostu na kietkowanie nasion moz-
na eliminowaé¢ lub réwnowazy¢ dzialaniem egzogennych stymulatorow.
Z analizy wynikéw badan doswiadczalnych jak i syntetyzujacych je prac
kompilacyjnych wynika, ze regulacja indukecji i ustepowania spoczynku
nasion wiekszosci gatunkéw zachodzi — niezaleznie od réznic termino-
logicznych i interpretacyjnych — jedng wspdlng droga; to jest w wyni-
ku zréznicowanego w czasie i miejscu dzialania szeregu hormonéw ro-
Slinnych (1, 2, 35, 36).
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Nasiona wymagajace dla normalnego kielkowania weczeéniejszego
traktowania niskg temperaturg potrzebujg szeregu réwnocze$nie dziala-
jacych czynniké6w — odpowiedniego zakresu temperatury, czasu jej
trwania, odpowiedniej wilgotnosci, warunkéw tlenowych — niezbed-
nych do przerwania stanu spoczynku. Mechanizmy kontroli spoczynku
w tego typu nasionach, wykazujgce zlozono$¢ dzialania i wspoéldziatania
szeregu czynnik6w roznigcych sie znacznie w zalezno$ci od gatunku na-
sion, pozostajg ciggle jeszcze stosunkowo malo poznane. Stad tez prowa-
dzone od szeregu lat, w rdéznych pracowniach na $wiecie badania nad
regulacjg spoczynku nasion jabloni, doprowadzily do poznania szeregu
wspotzaleznoéci i pozwalajg na poczynienie wielu uogélnien, o wiele
pewniejszych niz w przypadku poréwnywania danych uzyskanych na
nasionach fizjologicznie i genetycznie znacznie si¢ réznigcych.

Nasienie jabloni sklada sie z trzech zasadniczych elementéw: okrywy
nasiennej, endospermu i zarodka wraz z liScieniami. Zdaniem Wierszyl-
towskiego (37) stosunek wagowy poszczegdlnych elementéw wynosi,
w przeliczeniu na procent suchej masy calego nasienia: okrywa nasien-
na 21,7, endosperm 12,3, zarodek 66,09, Badania Wierszyllowskiego wy-
kazaly poza tym, ze nasiona jabloni, ze wzgledu na sklad chemiczny, mo-
zna zaliczy¢é do grupy nasion bialkowo-tluszczowych. Zawierajg w swym
skladzie ponad 309/, bialka, ponad 219, tluszczu, okolo 26%, weglowoda-
noéw oraz 3,209, zwigzké6w mineralnych (popio?).

Nasiona jabtoni wymagaja do rozpoczecia normalnego kielkowania
przejscia okresu tzw. posprzetnego dojrzewania, ktére odbywa si¢ w nis-
kiej temperaturze i nosi nazwe stratyfikacji. Okres posprzetnego dojrze-
wania nasion jabloni waha sie w granicach 9—25 tygodni w zaleznosci
od odmiany, stosowanej temperatury i terminu rozpoczecia stratyfika-
cji (7). Nasiona jabloni, ktére nie przeszly posprzetnego dojrzewania mo-
zna zmusié¢ do kielkowania i dalszego wzrostu zdejmujgc okrywy nasien-
ne wraz z endospermem (3, 8), jednakze rosliny wyrosle z takich nasion
tworzg formy karlowate. Przeniesienie tych ro$lin do niskiej tempera-
tury na okres kilku tygodni przywraca im zdolno$¢ do normalnego wzro-
stu. Pozwala to sadzié, ze ani utrudniona wymiana gazowa, ani twardos¢
i nieprzepuszczalno$é okryw nasiennych nie sa czynnikami determinujg-
cymi ustepowanie spoczynku nasion jabloni. Traktowanie wysokimi ste-
zeniami stymulatoréw wzrostu i rozwoju przyspiesza kielkowanie na-
sion, ale nie daje w efekcie normalnego wzrostu siewek (3, 12). Dane te
wskazuja na decydujaca role niskiej temperatury w procesie ust.epowa-
nia spoczynku nasion, lecz nie tiumacza mechanizmu dzialania tego
czynnika.

Wydaje sie wiec, ze jakoSciowe i iloSciowe okre§lenie roli horrr.ionéw
ros§linnych w nasionach jabloni w réznych stadiach ich dojrzewania po-
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sprzgtnego, okreslenie wplywu hormonéw na metabolizm jak réwniez
poznanie mechanizméw laczgcych efekt hormonu z bodZcem grodowis-
kowym — moga ulatwié zrozumienie mechanizmu regulacji spoczynku
tych nasion. W wyniku weczeéniej przeprowadzonych badah stwierdzono
wystgpowanie w nasionach jabloni hormonéw z grup auksyn (17, 22), gi-
berelin (6, 18, 34), cytokinin (38) i kwasu abscysynowego (19, 20, 23) oraz
ich dzialanie na szereg proceséw biochemicznych w nasionach.

Celem omawianych nizej badani bylo poznanie roli i wspéldzialania
kwasu abscysynowego, giberelin i cytokinin w regulacji ustepowania
spoczynku i dojrzewania posprzetnego nasion jabloni w niskiej tempe-
raturze. W badaniach starano sie okreslié z jednej strony role kwasu
abscysynowego w indukeji i utrzymywaniu spoczynku nasion jabloni
oraz z drugiej strony wplyw tego zwigzku na biosynteze lub aktywacje
endogennych giberelin i cytokinin, i dzialanie tych hormonow na proces
posprzetnego dojrzewania nasion.

Materialem stosowanym do badan byly owoce i nasiona jabloni (Py-
rus malus L.). W wigkszo$ci doswiadczen stosowano nasiona odmiany
Antonéwka Zwykla. Stosowang metodyke opisano szczegélowo w cyto-
wanych publikacjach.

Wielu autoréw wysuwa hipoteze, ze endogenne zwiazki o charakterze
inhibitoréw wzrostu wspéluczestnicza wraz z giberelinami i cytokinina-
mi w regulacji ustgpowania spoczynku nasion (2, 4, 15, 16, 35, 36).
Z chwila wyizolowania kwasu abscysynowego z nasion i pakéw wielu
roznych roélin i poznania jego wspdldzialania z innymi hormonami ros-
linnymi w regulacji szeregu proceséw fizjologicznych i biochemicznych
— obecnosci endogennego kwasu abscysynowego w nasionach przypisuje
si¢ role czynnika kontrolujacego, w réwnowadze z endogennymi gibere-
linami i cytokininami, spoczynek nasion.

Stwierdzono wczeéniej, ze kwas abscysynowy jest silnym inhibito-
rem kietkowania nasion i izolowanych zarodkéw jabloni (11, 12, 19, 20, 24,
27) oraz obserwowano zanikanie tego zwiazku w nasionach w miare poste-
pujace]j stratyfikacji (23). Obserwowano przy tym, ze kietkowanie cze§cio-
wo stratyfikowanych nasion izarodkéw jabloni jest tym lepsze im dluzszy
by! okres stratyfikacji. Jednakze, jak wykazala praktyka ogrodnicza, kiel-
kowanie nasion przetrzymywanych dluzszy czas w jabtkach podczas
przechowywania tych owocéw w chlodni jest slabe, a wyrosle z takich
nasion siewki charakteryzuja sie slabszym wzrostem w poréwnaniu
z siewkami uzyskanymi z nasion stratyfikowanych normalnie. Badania
przeprowadzone przez Kaminskiego (11) wykazaly silnie hamujacy
wplyw soku z jablek na kielkowanie izolowanych zarodkéw i nasion
wyjetych z jablek przechowywanych przez kilka miesigcy w niskiej tem-

\
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peraturze. Siewki otrzymane z nasion traktowanych sokiem charaktery-
zowaly sie slabym wzrostem i skréconymi miedzywezlami. Odkrycie kwa-
su abscysynowego w soku z jablek (20) oraz stwierdzenie zmiany jego
poziomu w owocach podczas przechowywania (5, 28), zasugerowaly mo-
zliwo§¢é hamowania przez ten zwigzek kielkowania nasion podczas stra-
tyfikacji w owocach. ~
| Przeprowadzono badania korelacji miedzy poziomem kwasu abscy-
synowego w owocach przechowywanych w chlodni przez 5 miesiecy
w niskiej temperaturze, sprzyjajacej posprzetnemu dojrzewaniu nasion
poza owocem, a zdolno$cig do kielkowania wyjetych z tych owocéw na-
sion i wyizolowanych zarodkéw (21). |

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze w miare dojrze-
wania jablek, jak réwniez podczas ich przechowywania w chtodni, wzra-
sta w nich poziom endogennego kwasu abscysynowego (21, 29). Zdol-
no$é¢ do kielkowania zarodkow i nasion izolowanych z owocoéw trzech od-
mian jabloni przechowywanych w chlodni wzrastala wraz z dlugoscig

okresu przechowywania owocéw (tab. 1).

Tabela 1

Zawarto§é kwasu abscysynowego w migiszu u 3 odmian jabloni w pg/kg Swiezej
masy owocéw oraz kietkowanie w 20°C masion i zarodkow wyjetych z owocow pc
réznym okresie przechowywania w chlodni, w procentach (21)

| Boiken Cox’s Orange Jonathan
Termin analizy 5 b c 5 b 5 a iy c
|
Pazdziernik 36 0 — 66 0 30 0 —
Listopad — 0 7 28 9 10 105 0 17
Grudzien 100 1 — 34 31 — 93 3 —_
Styczen 91 6 61 41 42 48 67 15 70
Luty 150 6 74 109 46 90 148 17 64
Marzec 112 4 — — — — 56 20 —

a — zawarto§¢ ABA, b — kietkowanie calych nasion, ¢ — kietkowanie izolowanych
zarodkéw.

Procent wykielkowanych nasion réznil si¢ jednak w zaleznosci od od-
miany. Obserwowano takze znaczne réznice we wrazliwosci izolowanych
zarodkéw na egzogenny kwas abscysynowy (tab. 2).

Wyniki powyzszych do$wiadczen wykazaly, ze w nasionach prze-
chowywanych w owocach odbywa si¢ proces posprzetnego dojrzewania,
jednakze znacznie wolniej niz w warunkach normalnych. Wyniki te su-
gerowaly, ze kwas abscysynowy obecny w migzszu owocéw moégl wply-
waé hamujaco na ten proces i powodowac przediuzenie okresu spoczyn-
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Tabela 2

Wplyw kwasu abscysynowego (3 pg/ml) na kietkowanie w 21°C zarodkéw jabloni
wyizolowanych z nasion przebywajgcych w owocach w temp. 4°C od paidziernika (21)

Procent wykielkowanych zarodkéw
po dniach
. Termin kwas
Odmiany kielkowania kontrola - abscysynowy *
3 4 5 3 4 5
Boiken luty 27 42 64 0 0
Boiken marzec 16 72 92
Cox’s Orange luty 50 70 90 12 12 12
Cox’s Orange marzec ** 60 100 — 8 44 84
Jonathan luty 17 44 64 0 0 0
Jonathan marzec 32 84 100 12 21 29

*) Nie wykielkowane izolowane zarodki jabloni traktowane kwasem abscysynowym
przeniesiono do temperatury 4°C ma 1 miesigc, a nastepnie przeniesiono ponow-
nie do temperatury 20°C. Wszystkie wykielkowaly w tej temperaturze po 3 dniach

**) Nasiona wyjete z gnijgcych owocéw w celu sprawdzema czy sg zywotne i zdolne
do kielkowania

ku nasion, gdyz zdolno§é do kieltkowania nasion badanych odmian znaj-
dowala sie w odwrotnej proporcji do stezenia ABA w miazszu. Na taky
role kwasu abscysynowego wskazujg réwniez wyniki do§wiadczen nad
przebiegiem posprzetnego dojrzewania nasion w przechowywanych owo-
cach jabloni uzyskane przez Grzyba i in. (10).

Zmniejszanie si¢ poziomu kwasu abscysynowego w nasionach jabloni
w czasie stratyfikacji, w miare ustgpowania spoczynku nasion (23) oraz
hamowanie przez ten zwiazek klelkowama nasion przechowywanych
w owocach, moze Swiadezyé o Jego udziale w regulacji spoczynku nasion
jabloni. Zmniejszajaca sie, w trakcie stratyfikacji wrazliwosé izolowa-
nych zarodkéw jabloni na syntetyczny ABA, popiera te hipoteze.

Nie majgc mozliwoéci badania bezpoéredniego wplywu endogennego
kwasu abscysynowego na przebieg procesu stratyfikacji, badano wplyw
egzogennego ABA, podawanego nasionom przez moczenie ich w roztwo-
rach ABA przed stratyfikacja (30). Moczenie niestratyfikowanych na-
sion jabloni w roztworach kwasu abscysynowego wplywalo hamujaco na
kietkowanie w 20°C. izolowanych z tych nasion zarodkéw w poczatko-
wych etapach stratyfikacji, ale praktycznie nie wplywalo na ich kietko-
wanie w koncowym okresie stratyfikacji.
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IntensyWnoéé kietkowania nasion traktowanych ABA i stratyfikowa-
nych w 4°C byla w niskiej temperaturze znacznie mniejsza, niz nasion
nie traktowanych ABA (tab. 3).

Tabela 3

Wptyw moczenia nasion przed stratyfikacjg, w roztworach kwasu abscysynowego
na ich kietkowanie w 4°C (30)

Nasiona ze zbioru

1969 | 1970
tygodnie stratyfikacji

Nasiona moczone przed
stratyfikacjg w

9 ’ 10 I 11 9 0 | 1
H.O (kontrola) 6,0 52 95 2,7 80 98
10 ppm ABA 38 25 88 14 14 75
20 ppm ABA — — . 1,2 10 70
40 ppm ABA 2,0 23 34 1,0 6 50

Obserwowano przy tym, ze gdy nasiona traktowane ABA przeniesio-
no do temp. 20°C ich kietkowanie bylo znacznie stabsze, w poréwnaniu
z nietraktowanymi nasionami w kontroli.

thiej'szone pod wplywem ABA kielkowanie calych nasion jabloni
w koncowych etapach stratyfikacji mogloby wskazywac¢ na hamowanie
przez ten zwigzek procesu ustepowania spoczynku nasion. Z drugiej stro-
nyrjednak. kielkowanie zarodkéw izolowanych z nasion traktowanych
ABA nie réznilo sie praktycznie od kielkowania zarodkéw z nasion nie-
traktowanych. Wydaje sie wiegc, ze podwyzszony poziom ABA w nasio-
nach w poczatkowym etapie stratyfikacji powodowal raczej zahamowa-
nie procesu kielkowania calych nasion niz ustgpowanie spoczynku em-
brionalnego. Nie mozna tez wykluczy¢, ze hamowanie kielkowania ca-
Iych nasion przez kwas abscysynowy bylo wywolane modyfikowaniem
oddzialywania tego zwigzku przez tkanki okrywajace zarodek, co w spo-
$6b poéredni moglo wplynaé hamujaco na kietkowanie.

Hamowanie procesu kietkowania, a nie ustepowania spoczynku w na-
sionach stratyfikowanych po potraktowaniu syntetycznym ABA potwier-
dzaja w pewnym stopniu wyniki do$wiadczen nad przemieszczaniem sie
radioaktywnego 1-“C-ABA w nasionach jabloni podczas moczenia i stra-
tyfikacji (26). W wyniku tych badan stwierdzono, ze catkowita radioakty-
wnoéé znakowanego ABA, obecnego w nasionach po 24 godzinach mocze-
nia suchych, niestratyfikowanych nasion w roziworze 1-14C-ABA, zani-

ka stopniowo podezas ich stratyfikacji (tab. 4).
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. Tabela 4
Zmiany w poziomie 1-1“C-ABA w tkankach nasion jabloni,
wyrazone w impulsach min/gram suchej masy (26)
Dni stratyfikacji
Badana tkanka 9 7 l 21 35 ‘ 63

Okrywy nasienne 28 546 28 265 20 492 19 607 8 326
Endosperm *16 271 11 038 12 331 11 364 7 250
LiScienie 43 247 388 414 101
Korzen zarodkowy 326 1917 2914 3557 2003

Obserwowano przy tym spadek radioaktywnosci w okrywach nasien-
nych i endospermie, przy réwnoczesnym znacznym jej wzroscie do 35
dnia stratyfikacji w liScieniach i korzeniu zarodkowym.

Mozna sadzié¢, ze podobnemu do radioaktywnego ABA przemieszcza-
niu sie w stratyfikowanych nasionach podlega endogenny kwas abscysy-
nowy. Na taka mozliwos§¢ wskazujag wyniki do§wiadczenia nad akumula-
cjg endogennego kwasu abscysynowego w nasionach jabloni podczas ich
dojrzewania (24). Stwierdzono, ze poziom endogennego ABA w nasionach
zwigksza sie w miare dojrzewania nasion i osigga maksimum w nasionach
w pelni dojrzalych (rys. 1).

Zawarto$¢ tego zwigzku w okrywach nasiennych jest okoto 8 razy
wyzsza niz w zarodkach (rys. 2). Jezeli stezenie tego zwigzku przeliczyé
na jednostki suchej masy tkanek, to jest ono okolo 16 razy wyzsze w o-
krywach nasiennych niz w zarodkach (24).

Wyniki powyzszych doSwiadczen wskazujg na to, Ze przemieszczanie
sie endogennego kwasu abscysynowego, podczas pecznienia nasion,
'z okryw nasiennych do liScieni i korzenia zarodkowego w poczatkowych
etapach stratyfikacji, moze hamowaé wzrost i wydluzanie sie korzenia
zarodkowego pod koniec stratyfikacji. Wydaje sie wiec, ze rdznice
w energii kietkowania i dlugosci okresu posprzetnego dojrzewania na-
sion jabloni z réznych sezonéw wegetacyjnych, zalezg od poczatkowego
poziomu kwasu abscysynowego w suchych niestratyfikowanych nasio-
nach i od zdolno$ci nasion do dezaktywacji tego zwigzku w poczatkowym
okresie stratyfikacji.

Wysoki poziom kwasu abscysynowego w dojrzalych nasionach jablo-
ni moze byé wynikiem jego przemieszczania sie z migzszu dojrzewaja-
cych owocow do nasion. Przeprowadzone badania nad zmianami stezen
kwasu abscysynowego w owocach jabloni, w miare ich dojrzewania na
drzewie (29), wykazaly kilkakrotny wzrost stezenia tego zwigzku w migz-
szu owocOw w pelni dojrzalych, w poréwnaniu z owocami z wczeSniej-
- szych stadiéw rozwoju.
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Rys. 1. Zmiany w poziomie kwasu abscysynowego ABA i flory-

dzyny Ph w dojrzewajgcych nasionach jabloni oznaczone na pod-

stawie aktywnosci w teScie wydluzeniowym koleoptyli pszenicy.

Nasiona zbierane: A — 13.07, B — 31.07, C — 14.08, D — 29.08,
E — 6.09, F — 14.09.1972 roku
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Rys. 2. Rbéznice w zawartoSci kwasu abscysynowego w izolowa-
nych zarodkach jabloni i okrywach nasiennych z tej samej iloSci
nasion. Oznaczono ma podstawie aktywmnoS$ci w teScie wydiuzenio-
wym koleoptyli pszenicy. A-D — krzywe wzrostowe koleoptyli
w obecnoéci szeregu geometrycznych rozcienczen; A — ABA izo-
lowanego z-zarodkéw, B — ABA izolowanego z okryw nasiennych,
C — 1,0 ug/ml syntetycznego ABA, D — 0,12 pg/ml syntetycznego
- ABA.

Rezultaty badan nad wplywem kwasu abscysynowego na synteze
i aktywno$é niektérych enzyméw w nasionach jabloni (16, 31, 33) wska-
zujg na wspéludzial ABA w regulowaniu w nasionach tych proceséw fi-
zjologicznych i biochemicznych, o ktérych wiadomo, Ze s sterowane
przez gibereliny i cytokininy. Stad tez w kolejnym etapie pracy starano
sie okreSli¢ wplyw egzogennych giberelin i cytokinin na przebieg straty-
fikacji i ustepowania spoczynku nasion jabloni oraz poznaé wplyw kwa-
su abscysynowego na aktywno$¢ endogennych giberelin i cytokinin,
w roéznych etapach stratyfikacji nasion.
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W nasionach jabloni zidentyfikowano gibereliny Ay, A, (6) oraz A,
(Lewak i in., niepublikowane dane). Wykazano takze stymulujgcy wplyw
giberelin i cytokinin na kielkowanie czeSciowo stratyfikowanych nasion
i zarodkéw jabloni (3, 9, 12, 27).

W badaniach nad wplywem egzogennych cytokinin i giberelin — po-
danych spoczynkowym nasionom przed stratyfikacja — na zdolno$¢ na-
sion do kielkowania i diugo$é ich spoczynku (31), stwierdzono stymulu-
jacy wplyw tych zwigzkéw, szczegdlnie GA,4,, na kielkowanie izolowa-
nych zarodkéw i nasion w poczgtkowym okresie stratyfikacji. Po diuz-
szym okresie stratyfikacji stymulujgce dzialanie tych zwigzkéw zanikato.

Badano réwniez wplyw egzogennych hormonéw roslinnych na pobie-
ranie tlenu przez izolowane z nasion zarodki i ich homogenaty oraz akty-
wno$¢ enzyméw oksydacyjnych katalazy i oksydazy fenolowej. Stwier-
dzono podwyzszong aktywno$é oksydazy fenolowej i katalazy w nasio-
nach traktowanych GA,:+; i obnizong aktywnos$¢ tych enzymoéw, w po-
réwnaniu do kontroli, w nasionach tranktowanych ABA (tab. 5).

Pobieranie tlenu przez stratyfikowane przez 80 dni izolowane zarodki
i ich homogenaty bylo w poréwnaniu do kontroli, wyzsze w przypadku
nasion traktowanych GA,:, i kinetyng i znacznie obniZone w nasionach
traktowanych ABA. Dane te wskazuja na wspoldzialanie ABA, giberelin
i cytokinin w regulacji proceséw oksydacyjnych w nasionach.

Wplyw traktowania spoczynkowych nasion przed stratyfikacja roz-
tworami giberelin i kinetyng na kielkowanie nasion w niskiej tempera-
turze (4°C) byl zréznicowany w zaleznosci od stosowanego hormonu ro-
slinnego (rys. 3; 31).

Obserwowano, ze nasiona traktowane GA; kielkowaly w 98 dniu stra-
tyfikacji w znacznie wyzszym procencie niz nasiona kontrolne. Nasiona
traktowane GA; i GA, kielkowaly najintensywniej o tydzien wczedniej.
Nasiona traktowane kinetyna wykietkowaly w 80 procentach juz w 10
tygodniu ‘stratyfikacji. Jezeli zdolnos¢ nasienia do kielkowania w niskie]
temperaturze $wiadczy o zakonczeniu przez nie procesu posprzetnego
dojrzewania — to mozemy przyjac, ze traktowanie nasion przed stratyfi-
kacjg roztworem kinetyny spowodowalo skrocenie okresu stratyfikacji
nasion co najmniej o 4 tygodnie. Wyniki tych doswiadczen wykazaly po-
nadto, ze poziom giberelin i cytokinin W nasionach jabloni w poczgtko-
wym okresie pecznienia nasion podczas stratyfikacji decyc'luje (’)'cza.so-
kresie posprzetnego dojrzewania, intensywno$ci i réwnomiernosci kiel-
kowania nasion po stratyfikacji.

. Réwnoczesne wystepowanie W spoczynkowych nasionach jabloni en-
dogennych cytokinin, giberelin i kwasu abscysynowego w réznych wza-
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| Tabela 5
Aktywno$é oksydazy fenolowej i katalazy w zarodkach izolowanych z nasion
jabloni po réznym okresie stratyfikacji. Aktywno$é wyrazona w pM O,/g Swiezej
masy/min (31)

Dni stratyfikacji
) oksydaza fenolowa l katalaza
Kombinacje ' '
‘ 7 l 37 57 80 ' 37 57
Kontrola 0 0,027 - 0,040 0,040 114,29 224.6
GA44+7— 200 ppm 0 0,190 0,396 0,336 141,84 310,3
Kinetyna 50 ppm 0 0,010 0,040 0,047 106,38 255,3
IAA — 20 ppm 0 0,012 0,012 0,032 85,69 239,3
ABA — 10 ppm 0 0,000 __ 0,004 0,028 98,70 236,0
ABA — 50 ppm 0 0,000 0,000 0,008 73,87 209,6
ABA — 50 ppm-
-~ kinetyna 50 ppm 0 0,004 0,000 0,012 92,60 176,2
A
700 +
80 -
PN o
'Q
S 64,
N}
S 60-
1S
N
b -
§ -
X w- Kontrola
LY /AA
* et
G
201 A3
i 6A,
D e S o)

63 70 77 84 §7 96
dni stralyfikacji

Rys. 3. Kielkowanie nasion jabloni w 4°C podczas stratyfikacji,
po uprzednim traktowaniu roztworami hormonéw ro$linnych



Wspétdzialanie kwasu abscysynowego, giberelin i cytokinin 47

jemnych proporcjach oraz zmiany stezen tych zwigzkéw podczas straty-
jacych sie pod kontrolg endogennych giberelin i cytokinin, 5) réwno-
réw-stymulatoré6w w regulacji ustepowania spoczynku nasion jabloni.
O zmianach w tej rownowadze decyduje aktywno$é ukladéw biosyntety-
zujacych i inaktywujgcych poszczegélne hormony. Aktywnosé tych ukla-
déw moze byé regulowana czynnikami fizycznymi §rodowiska, moze by¢
takze regulowana hormonalnie poprzez wplyw jednych hormonéw na
produkcje innych. Wychodzac z zalozenia, ze kwas abscysynowy jest
czynnikiem indukujgcym i utrzymujacym spoczynek nasion jabloni, ba-
dano jego wplyw na biosynteze lub aktywacje endogennych giberelin (32)
i cytokinin (25) w nasionach.

Doswiadczenia Sinskiej i Lewaka (34) wykazaly, Zze poziom endogen-
nych giberelin A, i A; w nasionach jabloni podlega znacznym fluktua-
cjom podczas stratyfikacji. Obserwowano znaczny wzrost stezenia GA,
w nasionach miedzy 3 i 5 tygodniem ich stratyfikacji.

W badaniach nad wplywem egzogennego kwasu abscysynowego na
biosynteze lub aktywacje giberelin poré6wnano poziom giberelin w na-
sionach stratyfikowanych w obecnosci syntetycznego ABA, z poziomem
giberelin w mnasionach stratyfikowanych bez kwasu abscysynowego (32).
W wyniku tych do§wiadczen stwierdzono, ze traktowanie nasion kwasem
abscysynowym wywolywalo drastyczne zmniejszenie poziomu gibereli-
ny A, i znaczne zmniejszenie poziomu gibereliny A; w nasionach
w pierwszych 4 tygodniach stratyfikacji (tab. 6 — A, B).

Tabela 6

Zawarto$é giberelin (10-12 M) w 100 zarodkach jabtoni izolowanych z nasion
A. stratyfikowanych w wodzie i kietkujacych przez 7 dni w obecnosci wody lub ABA

(7X10-8 M; 32)

H.O ABA

Dni
stratyfikacji GA4 GA7 GAs GA7
7 12,6 33,0 3,9 6,6
14 21,0 43,5 6,4 16,5
21 214,0 32,0 13,6 27,5
28 143 000,0 31,0 64,0 31,0
10,6 43,5 99 36,5

35
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Talbela 6

B. stratyfikowanych w obecnosci ABA (7)X10-% M) i kielkujagcych w obecnosci tego
samego stezenia ABA (32)

Swiezo izolowane zarod.| Zarodki po 7 dn, kielk.

Dni
stratyfikacji GA4 GA7 GA4 _ GA1
7 6,6 8.2 11,6 10,0
14 9.9 3,1 8,2 -
21 9,7 — 12,6 31,0
28 12,6 31,0 9,9 37,5
35 12,6 31,0 12.6 210

W nasionach nietraktowanych ABA gwaltowny wzrost poziomu en-
dogennej GA, miedzy 3 i 5 tygodniem stratyfikacji jest skorelowany
z réwnoczesnym zanikaniem endogennego kwasu abscysynowego. Dane
te, jak réwniez wyniki doswiadczen nad wlgczaniem znakowanego me-
walonianu do GA, w nasionach jabloni (I. Sinska, St. Lewak, niepubli-
kowane dane) wskazujg na hamowanie przez kwas abscysynowy biosyn-
tezy giberelin w tych nasionach podczas stratyfikacji.

Badanie wplywu kwasu abscysynowego na poziom endogennych cy-
tokinin w nasionach jabloni (25) wykazalo znaczne zmniejszenie aktyw-
nos$ci zwigzkéw cytokinino-podobnych w stratyfikowanych nasionach,
traktowanych przed rozpoczeciem stratyfikacji kwasem abscysynowym

(tab. 7).
Tabela 7

Przyrost masy tkanki kalusowej tytoniu w obecnosci zwiqzkéw cytokinino-podo-

bnych, izolowanych z nasion po réznym czasie stratyfikacji, wyrazony w procen-

tach przyrostu powyzej kontroli. Frakcje zawierajqce cytokininy rozdzielono chro-
matograficznie przed i po ich hydrolizie (25)

Aktywno§é w ekstraktach |Dodatkowa aktywnos$é w eks-
bez hydrolizy traktach po hydrolizie
Tygodnie . . . ]
stratyfikacii nasiona moczono w:
H,0 ABA-40 ppm H,O ABA-40 pom
0 43 —_ 611 . —
1 113 ‘ — 279 —_
3 256 202 80 182
5 2817 93 310 26
7 213 100 107 —25

12 156 138 —62 —906
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Obserwowano przy tym, Zze w nasionach niestratyfikowanych aktyw-
no$¢ zwigzkéw ‘cytokininowych obecnych w ekstrakcie po hydrolizie jest
znacznie wyzsza niz w ekstrakcie niehydrolizowanym. Dane te wskazuja
na mozliwo$¢ uwalniania sie w nasionach, podczas stratyfikacji, aktyw-
nych cytokinin z mniej aktywnych lub nieaktywnych ich komplekséow.
Hipoteze te potwierdza wysoka aktywnos$¢ cytokinin w ekstraktach hy-
drolizowanych, otrzymanych z nasion niestratyfikowanych i stopniowy
spadek ich aktywnos$ci, oraz stopniowy wzrost aktywnosci wolnych cyto-
kinin w ekstraktach niehydrolizowanych, w miare wydluzania stratyfi-
kacji mnasion. Maksymalny poziom wolnych cytokinin obserwowano
W nasionach po 5 tygodniach ich stratyfikacji.

Wyniki tego do$wiadczenia pozwalajg sadzi¢, ze dzialanie kwasu ab-
scysynowego w nasionach jabloni polega na hamowaniu rozkladu nieak-
tywnych kompleksowych zwigzkéw cytokinin lub hamowaniu ich bio-
syntezy.

Wyniki przeprowadzonych do$wiadczen wskazujg, ze hamowanie
przez kwas abscysynowy biosyntezy giberelin i cytokinin moze powodo-
waé w efekcie hamowanie, w sposob posredni, biosyntezy i aktywnosci
niektérych ukladéw enzymatycznych, ktérych aktywnos¢ jest kontrolo-
wana przez endogenne gibereliny i cytokininy.

Zgodnie z hipotezg Amena (2) okres spoczynku nasion mozna podzie-
li¢ na cztery zasadnicze fazy:

1) Faza indukujgca — charakteryzujaca sie uaktywnieniem lub nagro-
madzeniem sie czynnika indukujacego spoczynek.
2) Faza kryptobiotycznego mechanizmu kontroli — wytworzenie sie

i hamujace dzialanie bloku metabolicznego na kielkowanie.

3) Faza wyzwalajaca — charakteryzujaca sig akumulacja lub aktywacja
czynnikéw prowadzacych do zaktywowania metabolizmu.

4) Faza kietkowania — zwigzana z rozpoczeciem intensywnego rozmna-
zania sie komoérek, degradacja materialow zapasowych przez enzymy,
mobilizacjg skladnikéw pokarmowych i rozpoczeciem wzrostu.

Na podstawie przeprowadzonych badan wydaje sie, ze kwas abscysy-
nowy pelni w nasionach jabloni role czynnika indukujgcego i u.trz.ymu-
jacego ich spoczynek i wywiera swoje dzialanie gléwnie w fazie indu- |
kujacej i fazie kryptobiotyczne] kontroli. O taki.ej 'roli kw.a§u abscysy-
nowego w nasionach $wiadczy jego nagromadzenie si¢ w nas1.onach pod-
czas ich dojrzewania, hamowanie przez ABA kietkowania nasion w owo-
cach, hamowanie kielkowania — zaréwno w niskiej jak i wysokiej tem-
peraturze — mnasion traktowanych przed stratyfikacja syntetycznym

ABA.

~
4 — Postepy Nauk Roln. 8/74
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Dzialanie swoje moze kwas abscysynowy wywiera¢ poprzez: 1) ha-
mowanie biosyntezy giberelin, 2) hamowanie biosyntezy lub aktywacji
cytokinin, 3) hamowanie biosyntezy lub aktywacji enzyméw oksydacyj-
nych, 4) hamowanie produkcji lub aktywacji innych enzymoéw znajdu-
- jacych sie pod kontrolg endogennych giberelin i cytokinin. 5) réwno-
czesne dzialanie w kilku lub wszystkich wyzej wymienionych procesach.

Hamowanie przez kwas abscysynowy biosyntezy giberelin moze po-
wodowaé¢ posrednio hamowanie produkeji cytokinin, poprzez inhibicje
biosyntezy lub aktywacji enzyméw hydrolizujacych nieaktywne kom-
pleksy cytokinin, Wysoki poziom endogennego ABA w okrywach nasien--
nych, oraz jego przemieszczanie sie i akumulacja w korzeniu zarodko-
wym moze powodowaé¢ hamowanie wzrostu korzenia, szczgdlnie w nis-
kiej temperaturze. Na takie dzialanie endogennego ABA wskazuje ha-
mowanie przez syntetyczny ABA — podany nasionom przed stratyfikacja
— kielkowania nasion po dluzszym okresie stratyfikacji, w wysokiej
i niskiej temepraturze, mimo Zze nie obserwowano hamowania kietko-
wania izolowanych zarodkéw. Ten brak hamowania kietkowania zarod-
kéw mogl byé wywolany albo zastosowaniem zbyt niskiego stezenia
syntetycznego ABA w poczatkowym okresie stratyfikacji, albo wysokg
aktywnoscig w fazie kieltkowania ukladu metabolizujagcego nadmiar ABA.

Znaczny wzrost poziomu endogennych giberelin i cytokinin w na-
sionach w 4—5 tygodniu stratyfikacji — to jest po znacznym obnizeniu
poziomu endogennego ABA w nasionach — wskazuje na dzialanie tych
hormonéw glownie w fazie wyzwalajgcej. Obnizenie poziomu endogen-
nych giberelin i cytokinin w nasionach w pézniejszym okresie stratyfi-
kacji popiera te hipoteze.

- Traktowanie nasion przed stratyfikacjg kinetyng i przesuniecie réw-
nowagi hormonalnej na korzy$¢ cytokinin w poczatkowym okresie stra-
tyfikacji — powodowalo znaczne skrécenie okresu stratyfikacji mnasion.
Moze to wskazywaé na kontrolowanie i stymulowanie przez cytokininy
aktywnosci ukladu dezaktywujacego endogenny kwas abscysynowy, co
w konsekwencji prowadzi do skrécenia fazy kryptobiotycznej kontroli.
Na takg mozliwosé wskazuje z jednej strony wysoki poziom endogen-
nych cytokinin (w formie zwigzanej) w spoczynkowych nasionach, z dru-
giej strony szybkie zmniejszanie si¢ poziomu endogennego kwasu ab-
scysynowego w pierwszych tygodniach stratyfikacji przy réwnoczesnym
wzroscie aktywnosci cytokinin.

Wyniki te potwierdzajg postulowang przez Khana (15) hipoteze, ze

kwas abscysynowy hamuje stymulowane przez endegenne gibereliny
procesy prowadzace do kielkowania, a rola cytokinin polega przede
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wszystkim na przeciwdzialaniu ABA i umozliwienia dzialania gibereli-
nie. Nie mozna takze wykluczy¢ wzajemnego wplywu tych zmazkow
na ich biosynteze.

Traktowanie nasion przed stratyfikacjg gibereling powodowalo sty-

mulacje kielkowania nasion w niskiej temperaturze pod koniec straty-
fikacji. Wskazuje to na dzialanie tego hormonu, poprzez kontrole pro-
dukeji szeregu enzymoéw hydrolitycznych i rozklad substancji zapasowych,
gléwnie w fazie wyzwalajacej i kietkowania.
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