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АНОТАЦІЯ

Робота викладена на 58 сторінках, містить 12 таблиці, 29 малюнків, 45 джерел літератури.

Ключові слова: ауксин (ІОК), абсцизова кислота (АБК), гібереліни, цитокініни, яровизація, біотести, озима пшениця.

Мета дослідження – вивчити динаміку вмісту чотирьох основних фітогормонів (ІОК, АБК, гіберелінів, цитокінінів) в проростках пшениці в процесі яровизації. 

Результати досліджень показали, що в процесі яровизації відбуваються значні зміни у вмісті та співвідношенні фітогормонів у двох сортів. Динаміка вмісту та співвідношень в цілому побібна у двох пшениць, хоча видно і сортові відмінності. 
АННОТАЦИЯ

Работа изложена на 58 страницах, содержит 12 таблицы, 29 рисунков, 45 источников литературы.

Ключевые слова: ауксин (ИУК), абсцизовая кислота (АБК), гиббереллины, цитокинины, яровизация, биотесты, озимая пшеница.
Цель исследования – изучить динамику содержания четырех основных фитогормонов (ИУК, АБК, гиббереллинов, цитокининов) в проростках пшеницы в процессе яровизации. 

Результаты исследований показали, что в процессе яровизации происходят существенные изменения в содержании и соотношении фитогормонов у обоих сортов. Динамика содержания и соотношений в целом сходна у двух пшениц, хотя видны и сортовые отличия.
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1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ
1.1. Яровизація

Яровизація – це процес або сума процесів, що проходять під впливом знижених температур, і призводять до прискорення розвитку рослин з переходом їх до генеративної фази. Причому такі явища спостерігаються після перенесення рослин у сприятливі для росту умови (оптимальна температура) [26]. 

вырезано
Таким чином, на даний момент не знайдені будь-які значні біохімічні зміни в клітинах, які б складали основи яровизації, її механізм, і дозволили б її виділити в окремий етап онтогенезу рослинного організму. Всі зміни, які спостерігалися різними авторами в обміні речовин, виявилися відображенням протікання процесів росту. У зв’язку з тим, що яровизація призводить до прискорення розвитку і прискорення переходу до цвітіння, визиває зацікавлення можливий зв’язок між явищем яровизації та змінами фітогормонального балансу рослини.

1.2 Фітогормони

Фітогормони – це хімічні сполуки, за допомогою яких здійснюється взаємодія клітин, тканин та органів, і які в низький кількості необхідні для запуску та регуляції фізіологічних програм.

Сполуку можна віднести до фітогормонів, якщо вона характеризується наступними властивостями: 

1) викликає специфічну фізиологічну відповідь; особливість рослинних гормонів полягає у тому, що вони запускають складні програми розвитку не тільки на рівні клітин, але й на рівні тканин, органів, цілої рослини [28];

2) фітогормони включають і регулюють цілісні фізіологічні та морфогенетичні програми (наприклад, поділ чи розтягнення клітин, коренеутворення, дозрівання), причому, спосіб їх дії полягає в тому, що вони в якості ефекторів взаємодіють з регуляторними субодиницями в мембранах і з регуляторними білками генного апарату (цим фітогормони відрізняються від вітамінів, наприклад групи В, які необхідні для синтезу ряду ферментів, через те що вони входять до їх складу в якості каталітичних центрів [20]);

3) вырезано

Розглянемо основні процеси, в регуляції яких бере участь ауксин.

1. Ріст клітин

Найбільше вивчений такий ефект ауксину як стимуляція клітинного росту розтягненням в колеоптилях та пагонах (завдяки активації Н+-помпи) [28]. Це явище особливо виражене в тканинах, які виросли в темряві, і менше проявляється в зелених тканинах. Для стимуляції росту клітин необхідні такі концентрації ауксинів, які звичайно знаходяться в тканинах (10-8 – 10-6 моль/л). Цей факт також підтверджує уявлення про регуляцію клітинного розтягнення ауксинами, основане на багаточисельних експериментальних даних. Ауксини сприяють також збільшенню об’єму клітин зі слабо вираженою полярністю, наприклад, клітин в клубнях, плодах, тканині калуса [20].

Розпускання деревних бруньок весною та швидкий ріст молодих пагонів є ще одним прикладом ростових процесів, які переважно, хоча, можливо, і не виключно, залежать від дії ауксинів. Бруньки дерев, які набрякають і розпускаються, і молоді пагони, багаті на ауксин, в першій фазі ростуть головним чином шляхом розтягнення клітин [4].

2. Клітинний поділ

Присутність ауксину (поряд з цитокініном) абсолютно необхідна для індукції поділу клітин. Ауксин необхідний також перш за все для ініціації реплікації ДНК [20]. Видалення бруньок призводить до відсутності вторинного росту в товщину. В цьому відношенні видалення бруньок може бути до певного ступеня компенсовано накладенням фуксинової пасти. Активатор камбію, що виділяється брунькою, - це, в основному, ауксин. Активний камбій містить велику кількість ауксину. У дводольних трав’янистих рослин вторинний ріст у товщину також індукується ауксином, який надходить із молодого листя та верхівкової бруньки. Безперечно, в діяльності камбія беруть участь і інші гормони, особливо гібереліни [4].

вырезано

Проте у багатьох рослин між рівнем ауксину і гіберелінів існує своєрідний взаємозв΄язок, значення якого поки що не зрозуміло. У деяких рослин, наприклад, у проростків гороху, визване гібереліном прискорення росту пов΄зане з підвищенням рівня ауксину. Це підвищення буває інколи значним: вміст ауксину може підвищуватись в 40-200 разів. У зв΄язку з цим висловлюють припущення, що стимуляція росту гібереліном здійснюється шляхом підвищення рівня ауксину в зоні росту; але ця гіпотеза ще не достатньо підтверджена експериментальними даними [4].

1. Проростання

У насіння злаків гібереліни беруть участь в процесах мобілізації запасних речовин [20, 28]. У деяких випадках обробка гібереліном може перервати спокій у насіння салату (Lactuca sativa), яке потребує світла, і у насіння ліщини (Corylus avellana), яке потребує холоду [4]. Обробка гібереліном може визвати припинення спокою і в інших органах, наприклад, у вічок клубнів картоплі і бруньок різних дерев. Це узгоджується з даними про те, що закінчення спокою багатьох органів пов΄язано із збільшенням вмісту в них гіберелінів [4].

2. Цвітіння

Гібереліни приймають участь в регуляції цвітіння рослин, проте результат залежить від часної фізиології об΄єкту. Так, у деяких видів, що зазвичай зацвітають на довгому дні, наприклад у рода рудбекія (Rudbekia) та моркви звичайної (Daucus carota), можна викликати цвітіння за допомогою гіберелінів [28].

4. вырезано

Стресові реакції та стійкість рослин

При дії несприятливого фактору знижується величина співвідношення цитокініни-АБК, зменшується інтенсивність фотосинтезу і швидкість росту рослин, в репараційній фазі збільшується величина цього співвідношення, включаються репараційні механізми, посилюється інтенсивність фотосинтезу і росту [32].

Було показано, що високі концентрації цитокінінів можуть викликати апоптоз клітин рослин [23].

Встановлено, що екзогенні цитокініни підвищують теплостійкість загартованих і незагартованих проростків томату, огірка та ячменю, що пов΄язують з індукцією синтезу стресових поліпептидів [24]. Також цитокініни перешкоджають закриттю продихів під час осмотичного стресу, зменшують водний потенціал клітин [21].

В якості одного з методів для визначення вмісту цитокінінів використовують біотест, що ґрунтується на вимірюванні  кількості амарантину (за оптичною щільністю) в сім΄ядолях  Amarantus caudatus L.

вырезано

Експериментальних доказів того, що АБК виконує специфічні функції в процесі яровизації немає. Проте відомі факти вказують, що безпосередня участь АБК у яровизації можлива. Так, наприклад, був зафіксований високий вміст АБК в апексах [7]. Не виключено також і посередній вплив метаболізму АБК на процес яровизації. Якщо під дією знижених температур відбувається не тільки перетворення зв΄язаної форми АБК у вільну, а й синтез АБК de novo, значить обробка холодом забезпечує посилений синтез попередника АБК – мевалонової кислоти, яка є одночасно попередником гіберелінів. Тому можливе зниження потреби в АБК у процесі яровизації може сприяти швидкому переключенню з синтеза АБК на синтез гіберелінів. Посилене ж утворення останніх є невід΄ємною частиною процесу яровизації [19]. 

При вивченні зв΄язку між ендогенним вмістом етилену і цвітінням [16] було знайдено, що у рослин редьки та гороху, що піддавалися дії низьких температур, утворення етилену поступово підвищується, а потім знижується. Після повернення до нормальних для росту умов утворення етилену в яровизованих рослинах відбувається менш активно, ніж в неяровизованих [16].

Таким чином, огляд літератури показує, що яровизація є довготривалим процесом, проходження якого забезпечується, напевно, всим комплексом фітогормонів, співвідношення між якими змінюється, можливо, в процесі переходу рослин у генеративну фазу. Проте, це, в основному, припущеня, а змінення кількості кожного з фітогормонів у процесі яровизації практично не вивчено, тим більше нічого не відомо про взаємодію фітогормонів у гормональному комплексі. У той час, як дослідження цього питання є досить цікавим, оскільки вивчення стану гормонального балансу в період яровизації може сприяти регуляції процесу розвитку рослин взагалі і переходу їх до репродуктивної фази зокрема. Враховуючи все вищевказане, а також той факт, що практично немає данних про динаміку вмісту фітогормонів у процесі яровизації, в нашій роботі було поставлено задачу вивчити динаміку активності чотирьох основних фітогормонів (ауксину, абсцизинів, цитокінінів та гіберелінів) в проростках двох сортів озимої пшениці в процесі яровизації.

2. ОБ΄ЄКТИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

2.1. Об΄єкти дослідження

В якості об΄єктів дослідження були використані сорт пшениці озима Харус, що була виведена в Інституті рослинництва імені В.Я. Юрьєва Української академії аграрних наук, та сорт пшениці озима Миронівська-808, що була виведена в Миронівському інституті пшениці імені В.Н. Ремесло. Обидва сорти мають підвищену зимостійкість.

2.2. Методика яровизації

Насіння кожного з сортів відділяли від сміття, відкидали недорозвинене та пошкоджене. Відібранне здорове насіння (по 20 г) замочували в 3-4 кратному об΄ємі дистильованої води на 24 години. Потім воду зливали і насіння поміщали до 30% розчину перекису водню на 5 хвилин, після чого декілька разів промивали дистильованою водою. Промите насіння розкладали в ростильні кювети, які були попередньо підготовлені (на дно кожної кювети, обробленої засобами для миття, промитої дистильованою водою та протертої 70% етанолом, клали тканину, змочену у дистильованій воді). Кожна ростильна кювета відповідно підписувалась. Кювети з насінням розташовували у підготовленому термостаті (ретельно вимитому усередині та протертому 70% етанолом) при температурі +23 +25˚С на дві доби.  Трьохденні проростки (колеоптелі 1-2 см) розташовувалися у холодильнику  при температурі +1 +3˚С з метою яровизації. З ростильних кювет регулярно видалялося насіння, яке не проросло, та проростки, вражені інфекцією. 1-2 рази на тиждень насіння зволожували дистильованою водою по 5мл на ростильню. Проростки брали для фіксації перед яровизацією та на 15-й, 30-й, 35-й, 40-й, 45-й і 50-й день яровизації.

вырезано


[image: image1.wmf]Малюнок 27. Співвідношення вмісту цитокініни/АБК у 

сорта Миронівська-808 в процесі яровизації
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Таблиця 12.

Співвідношення вмісту АБК/гібереліни в процесі яровизації

	Доба яровизації
	Співвідношення вмісту АБК/гібереліни сорта Харус
	Співвідношення вмісту АБК/гібереліни сорта Миронівська-808

	0
	0,56
	0,9

	15
	0,32
	0,5

	30
	1,12
	0,46

	35
	1,12
	0,31

	40
	26,67
	1,5

	45
	0,61
	0,62

	50
	1,09
	1,1



[image: image2.wmf]Малюнок 28. Співвідношення вмісту АБК/гібереліни у 

сорта Харус в процесі яровизації
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[image: image3.wmf]Малюнок 29. Співвідношення вмісту АБК/гібереліни у 

сорта Миронівська-808 в процесі яровизації
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Для вивчення та розуміння взаємодії фітогормонів у комплексі необхідно перед усим знати дію кожного фітогормону. Тому ми вибрали для вивчення чотири основних фітогормони: ауксини, абсцизини, гібереліни та цитокініни.

В таблицях 1, 2  та на малюнках 6 – 9 представлена динаміка вмісту і активності ауксину в колеоптилях пшениці сортів Харус та Миронівська-808 в процесі яровизації. Із отриманих даних видно, що в процесі впливу зниженої температури відбувається змінення вмісту даного фітогормону в обох сортів. В перші 30 днів у сорта Харус вміст ауксину збільшується (в 2,5 рази), на відміну від цього у сорта Миронівська-808 вміст ауксину піддається незначним коливанням у цей період: зменшення вмісту в 4 рази з 1 по 15 добу і зростання концентрації в 3 рази з 15 по 30 добу. З 30 по 35 день вміст ІОК в обох сортів значно знижується: у Харуса в 16,7 рази, у Миронівської-808 в 7,5 рази. 35 доба – доба найнижчого вмісту ауксину в обох сортів. Протягом періоду з 35 доби до кінця яровизації в обох сортів спостерігається зростання вмісту ауксину: у Миронівської-808 в 35 разів, у сорта Харус в 11. Але у сорту Харус це зростання вмісту відбувається у 2 етапи: з 35 по 40 та з 45 по 50 добу, а з 40 по 45 добу кількість ауксину знижується. Коливання вмісту ауксину, які ми спостерігали, очевидно пов΄язано зі змінами співвідношення фітогормонів у гормональному комплексі в цей період.  

Розглянемо активність ауксину в процесі яровизації (табл.1-2, мал.7, 9). Хід кривих, які відображають динаміку активності даного фітогормону, співпадають з  кривими його вмісту.

У таблиці 3, 4 і на малюнках 10-13 представлені дані по вивченню вмісту та активності АБК. Із даних таблиць 3-4 та  мал.10, 12 видно, що вміст АБК у процесі яровизації також піддається значному коливанню. У перші 15 діб вміст АБК у обох сортів залишається майже на одному рівні. Протягом наступних 15 діб у сорту Харус вміст АБК зростає (в 2,3 рази), а у сор вырезано

Порівнюючи отримані данні як ті, що відображають вміт окремих фітогормонів, так і ті, що відображають їх співвідношення, можна сказати, що в обох сортів  спостерігається більше подібності між спіівдношенням фітогормонів, ніж між їхнім вмістом. Якщо перше можна вважати сортовою особливістю, то друге очевидно відображає універсальність процесу яровизаціі, який потребує певного співвідношення між фітогормонами в гормональному комплексі.

Як видно з представлених кривих, частота взяття проб була нерегулярною. Період, через який брали проби, після 30 доби був зменшений (з 15 до 5 діб). Це пов΄язано з тим, що раніше на нашій кафедрі було показано, що в районі 30 доби відбуваються особливо значимі зміни у рослин. Спостерігали значну зміну таких параметрів: вмісту білка, ДНК, РНК; активності ряду ферментів (протеолітичних, амілолітичних) [5]. Це дало можливість припустити. Що в період 30 доби відбуваються якісь події, важливі для процесу яровизації. Ми спробували, скоротивши період взяття проб, вияснити, де знаходиться період значних змін вмісту  фітогормонів у процесі яровизації. Особливості метаболізму яровизованих проростків у період 30 доби, які спостерігалися раніше, знайшли підтвердження і в наших даних. 

Звертає на себе увагу те, що стрімкі зміни у вмісті та співвідношенні фітогормонів мають місце в двух часових точках: на 15 добу та 35-40. Перша точка ( 15 доба яровизації) можливо пов΄язана з розгортанням яровизаційних процесів, в той час, як друга можливо вказує на завершення основної частини цих процесів та перехід яровизації в завершувальну стадію. 

3. ВИСНОВКИ

1. Показано, що кількістний вміст чотирьох основних фітогормонів (ауксинів, абсцизинів, цитокінінів та гіберелінів) у проростках двох сортів пшениці змінюється в процесі яровизації. Одночасно змінюється і співвідношення між парами фітогормонів (ІОК/АБК, цитокініни/ІОК, цитокініни/АБК, АБК/гібереліни).

2. Знайдені сортові відмінності в динаміці вмісту та співвідношення фітогормонів в період яровизації у вивчених пшениць.

3. Встановлені стрімкі зміни ходу кривих, що відображають вміст і співвідношення фітогормонів на 15 та 35-40 добу, що дозволяє припустити зміни в направленості яровизаційних процесів в цей період та впливу на них тих чи інших фітогормонів.

SUMMARY

“The dynamic of concentrations plant hormones in winter wheat during vernalization”
The aim of research was to study the concentration dynamic of four main hormones of plants in winter wheat during vernalization. 

It was shown, that during vernalization concentration and proportions of plant hormones varies.

Key words: auxine, ABA, gibberellin, cytokinin, vernalization, biotests, winter wheat.
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Малюнок 28. Співвідношення вмісту АБК/гібереліни у сорта Харус в процесі яровизації
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Малюнок 17. Співвідношення вмісту ІОК/АБК у сорта Харус в процесі яровизації
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Малюнок 18. Співвідношення вмісту ІОК/АБК у сорта Миронівська-808 в процесі яровизації
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Малюнок 19. Співвідношення вмісту цитокініни/ІОК у сорта Харус в процесі яровизації

0

0

0

0

0

0

0



ЦК-ИУК М-808

		6.25		0

		160		15

		33.33		30

		287.5		35

		12.5		40

		3.64		45

		4.29		50





ЦК-ИУК М-808

		0

		0

		0

		0

		0

		0

		0



Співвідношення вмісту ІОК/АБК

дні яровизації

Малюнок 20. Співвідношення вмісту цитокініни/ІОК у сорта Миронівська-808 в процесі яровизації
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Малюнок 21. Співвідношення вмісту цитокініни/АБК у сорта Харус в процесі яровизації
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Малюнок 22. Співвідношення вмісту цитокініни/АБК у сорта Миронівська-808 в процесі яровизації
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Малюнок 23. Співвідношення вмісту АБК/гібереліни у сорта Харус в процесі яровизації
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Малюнок 24. Співвідношення вмісту АБК/гібереліни у сорта Миронівська-808 в процесі яровизації
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Малюнок 29. Співвідношення вмісту АБК/гібереліни у сорта Миронівська-808 в процесі яровизації
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Малюнок 17. Співвідношення вмісту ІОК/АБК у сорта Харус в процесі яровизації
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Малюнок 27. Співвідношення вмісту цитокініни/АБК у сорта Миронівська-808 в процесі яровизації
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Малюнок 17. Співвідношення вмісту ІОК/АБК у сорта Харус в процесі яровизації

0

0

0

0

0

0

0



иук_абк М-808

		0.044		0

		0.01		15

		0.055		30

		0.005		35

		0.027		40

		0.059		45

		0.051		50





иук_абк М-808

		0

		0

		0

		0

		0

		0

		0



Співвідношення вмісту ІОК/АБК

дні яровизації
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