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Influence of the phenol substances on shoot buds development of ap-
ple rootstock M7 in tissue culture

Summary

The in vitro culture of the apple-tree rootstock M7 was established from api-
cal and lateral shoot meristems as initial explants. The growth of lateral buds,
which leads to branch development is limited by the apical dominance. The ef-
fect of exogenous growth regulators on axillary bud stimulation was examined.
Additionally, the relationship between the position of axillary buds on the stem
and their potential growth were investigated. The results indicate that buds
from the upper region, near the shoot apex, developed better in comparison
with those located below. The participation of endogenous inhibitor of gradi-
ent distribution in stem is suggested. We analysed the possible role of phenolic
compounds on the initiation and growth stimulation of axillary buds. Several
phenols which are known to be specific for apple rootstock M7 was examined
to evaluate their effect on bud development.

Key words:
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1. Wprowadzenie

Polifenole naleza do zrdznicowanej grupy potaczen aroma-
tycznych zaliczanych do metabolitéw wtérnych, ktérych znacze-
nie w fizjologii roslin nie zostato poznane. Funkcje zwigzkow fe-
nolowych badacze wiazg z inhibicja wzrostu (1-3). Niektore
zwigzki fenolowe, a w szczegdblnosci kwasy fenolowe sg uznawane
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za inhibitory kietkowania nasion (4). Wystepujacy u watrobowcow kwas lunularowy
zastepuje nieobecny u tych roslin kwas abscysynowy i petni role hormonu spoczyn-
ku (5). Wiete fenoli ma dziatanie allelopatyczne, np. florydzyna. Zwigzki te wydziela-
ne do gleby, hamujg rozwdéj innych rodlin w swoim otoczeniu (6).

Wielu badaczy stara sie wyjasni¢ role substancji fenolowych obecnych w pakach
$piacych (7-9). W zahamowanych pakach, a gtéwnie w ich primordiach lisciowych
notowano nagromadzenie fenoli, takich jak: naringenina (10), florydzyna (11), kwas
kawowy (12) oraz kwercytryna (13). Prunina odnajdywana w uspionych pakach brzos-
kwini, jak podaje Erez i Lavee (7) wykazuje hamujgce dziatanie w teScie elongacji
koleoptyli pszenicy. Niektorzy badacze (14) wykazywali, ze przerwaniu spoczynku
pakdéw towarzyszyt obnizony poziom endogennych fenoli, natomiast inni (15,16) nie
wigzali zwigzkéw fenolowych z procesem spoczynku.

Pedy podktadki jabtoni M7 w warunkach in vitro syntetyzujg szereg fenoli (17),
ktére moga odpowiadaé za jej staby wzrost wydtuzeniowy oraz silng dominacje
wierzchotkowsa, zwigzang z korelacyjnym hamowaniem pakow pachwinowych.

Duzym zainteresowaniem cieszg sie zwigzki fenolowe wystepujgce w owocach
lub tez w nasionach (18). Odnotowano zmiany w zawartosci florydzyny w czasie
rozwoju nasion u jabtoni (19). Podobnie pewne fluktuacje w stezeniu tego zwigz-
ku wigze sie z rozwojem korzeni przybyszowych u podkitadek jabtoni (17). W lite-
raturze mozna znalez¢ doniesienia 0 wahaniach w ilosci endogennych fenoli
u jabtoni podczas sezonu wegetacyjnego (20). jednakze brakuje danych na temat
ewentualnej roli fizjologicznej zwigzkéw fenolowych wystepujacych w pedach
u tego gatunku.

Wielu badaczy wykazato (21-23), ze zwiazki fenolowe wptywaja na rozwoj roslin.
U gatunkdw Molus jednym z wazniejszych fenoli endogennych jest florydzyna. Jones
donosi (24), ze florydzyna stymuluje wzrost pedéw jabtoni. Podobny pozytywny
wptyw florydzyny oraz produktu jej degradacji - floroglucynolu wykazano u ja-
btoni podczas rozwoju lisci (24) oraz ukorzeniania pedéw (25).

2. Materialy i metody

Kultury in vitro podkfadki jabtoni M7 (Malus pumila Mili.) wyprowadzono z mery-
stemOw wierzchotkowych oraz lateralnych pedu wyszczepianych na pozywke QL wg
Quoirin i Lepoivre (26) zawierajacg dodatkowo kinetyne (KIN 0,2 mg/dm”) oraz kwas
indolilooctowy (IAA 0,2 mg/dm”). Pedy rozwijajace sie z merystemdw przenoszono
na pozywke Quoirin-Lepoivre zawierajagcg mikroelementy wg Murashige i Skoog
(27), sacharoze (20 g/dm”), agar (8 g/dm”) oraz odpowiednio dobrane stezenia fito-
hormondéw zaproponowane przez Kromer (28): 6-benzyloadenina (BA 0,5 mg/dm*),
kwas indolilomastowy (IBA 0,1 mg/dm”), kwas giberelinowy (GA3 2 mg/dm”). Pozyw-
ke te stosowano jako optymalng do mikrorozmnazania poprzez podziat pedow
i stymulacje rozwoju pakéw zlokalizowanych w pachwinach lisci.
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Zjawisko dominacji wierzchotkowej analizowano w dwdch systemach doswiad-
czalnych, a mianowicie inicjujagc rozwéj pakéw podwierzchotkowych po odcieciu
wierzchotka oraz stymulujac rozwdj pakéw pachwinowych w Kkulturach pojedyn-
czych weztow. Przesledzono wptyw wieku plastochronowego na rozwéj pakéw kato-
wych z izolowanych fragmentéw jednoweztowych. Pedy (dl. 2,5 cm) podzielono na
strefy: podwierzcholkowg zawierajacg wezty od VI (pierwszy mozliwy do izolacji
wezel) do VIII, srodkowa (wezty V111-XI1) oraz bazalng (wezty X1I1-XV1).

Endogenne fenole ekstrahowano ze $wiezego materiatu roslinnego na podsta-
wie Amorim i wsp. (29). Ekstrakty etanolowe frakcjonowano octanem etylu i uzyski-
wano frakcje octanowg oraz wodng. Rozdziat poszczeg6lnych fenoli przeprowadzo-
no przy uzyciu chromatografii cienkowarstwowej (TLC) stosujgc uktady: BAW dla
frakcji wodnej i 5% kwas octowy dla frakcji octanowej. Identyfikacje zwigzkéw feno-
lowych prowadzono na podstawie ich barwy i fluorescencji pod wptywem promie-
niowania UV oraz zmian we fluorescencji po amoniaku i po AICI3. W analizie jako-
Sciowej wykorzystywano ponadto charakterystyczne reakcje barwne opisane przez
Harborne (30).

Catkowitg zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych w ekstraktach, w poszczeg6lnych
frakcjach oraz eluatach po rozdziale TLC oznaczano opierajgc si¢ na metodzie Foli-
na i Denisa (31) przy uzyciu odczynnika opracowanego przez Folina i Ciocalteu (32).
Catkowitg zawarto$¢ zwigzkdéw fenolowych okres$lano tez z zastosowaniem bilekitu
pruskiego wg metody podanej przez Budini i wsp. (33). llos¢ florydzyny i tanin
okreslono za pomocg reakcji barwnej z waniling, ktorg Swain i Hills (34) stosowali
do oznaczania proantocyjanidyn, a McMurrough i Dowell (35) do oznaczania dihy-
drochalkondw. Jako Kkatalizatora uzyto kwasu siarkowego zgodnie z metodyka jakg
przyjeli Goldstein i Swain (36). Zawarto$¢ tanin oraz katechiny i epikatechiny ozna-
czano na podstawie reakcji barwnej przy uzyciu aldehydu p-dimetyloaminocynamo-
nowego (35).

Analizowano wptyw kilku fenoli: florydzyny, floretyny, kwasu chlorogenowego,
katechiny i kwercetyny na rozwdéj pedoéw podktadki jabtoni M7 z pakéw pachwino-
wych w warunkach kultury in vitro. Substancje te stosowano w dawkach: 5, 10, 20,
50 i 100 pM w pozywce QL. Badano wybijanie pakéw w hodowli jednoweztowych
fragmentow peddw oraz rozwoj pakéw podwierzchotkowych na zdekapitowanych
pedach.

3. Wyniki i dyskusja

w badaniach wykazano, ze rozwijajace sie paki pachwinowe podkiadki jabtoni
M7 w hodowli in vitro cechuje niejednakowe tempo wzrostu. Whrew przewidywa-
niom wynikajacym ze zjawiska dominacji wierzchotkowej najszybciej i najintens>o\'-
niej rozwijajg sie pedy z najmiodszych pakéw, co wigze sie prawdopodobnie ze
zwiekszong wrazliwoscig miodych tkanek na stymulatory wzrostu podawane w po-
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Zywece. Niejednakowe zdolnosci do rozwoju pakéw zalezne od ich potozenia na pe-
dzie, a zatem wieku plastochronowego stwierdzili takze Miguel i wsp. (37), badajgc
u Lupimis angustifolius rozwdj pedéw z pakéw pochodzacych z réznych regionéw
pedu. Paki boczne podlegajace korelacyjnej inhibicji zapadajg w uspienie krétko po
uformowaniu ich na wierzchotku, badz po krdtkim czasie rozwoju. Po zabiegach
znoszacych dominacje wierzchotkowa, badZ po zadziataniu fitohormonami nastepu-
je odblokowanie aktywnosci mitotycznej (38). Diugosé oczekiwania na oznaki wzro-
stu pakéw podktadki jabtoni w przeprowadzonych doswiadczeniach zalezata od ro-
dzaju eksplantatu oraz podania fitohormondéw (tab. 1).

Optymalna dla wzrostu peddw pozywka wymagata obecnosci zaréwno cytokini-
ny (BA) jak i ustalonych ilosci auksyny (IBA) oraz gibereliny (GA3), ktére indukowaty
wzrost wydtuzeniowy peddéw. W rozwoju pakéw pachwinowych wyrézniono trzy
fazy: indukcji, aktywacji wzrostu i elongacji. Po zniesieniu dominacji wierzchotko-
wej paki przechodzity faze latencji, ktdrej dtugos¢ zalezna byta od aplikacji fitohor-
monow. Intensywno$¢ wydtuzania miodych pedéw réwniez uwarunkowana byla
obecnoscig w pozywce stymulatoréw wzrostu (tab. 1).

Po uwolnieniu od dominacji wierzchotkowej paki na zdekapitowanych pedach
rosty szybciej i odznaczaty sie wiekszg wrazliwoscig na aplikowane w pozywce sty-
mulatory, niz te hodowane z pojedynczych weztéw (tab. 1). Thumaczy¢ to mozna
tym, ze ped poddawany dekapitacji w kulturze in vitro jest razem z pozywka Zrodiem
sktadnikéw zywieniowych niezbednych do zainicjowania rozwoju i wzrostu. Nato-
miast jednoweztowy fragment pedu wyszczepiony in vitro bardziej zalezny jest od
substancji podanych w pozywce. Taki maty eksplantat (2-3 mm), ktéry zawiera wezet
wraz z lisciem jest lepszym uktadem modelowym do badan, i pozwala przesledzic¢
rzeczywisty wptyw substancji aplikowanych w pozywce na rozwdj pakdw.

Tabela 1

Dhugos¢ fai rozwoju pakéw pachwinowych w hodowli fragmentéw jednowezlowych i na zdekapitowanych pe-
dach na pozywce kontrolnej i zawierajacej fitohormony (BA 0,5 mg/dm”, IBA 0,1 mg/dm”, GA3 2,0 nig/dm”)

Faza rozwoju pakéw (dni kultury)

. | - pobudzenie Il - inicjacja wzrostu Il - elongacja
pozywka
Rodzaj ek.splantatu - Wezly
QL (kontrola) 5 12 po 14 dniach
QL + fitohormony 3 7 po 10 dniach
Rodzaj eksplantatu - Zdekapitowane pedy
QL (kontrola) 3 8 po 10 dniach
QL + fitohormony 2 6 po 7 dniach

W przeprowadzonej analizie zwigzkéw fenolowych endogennych dla pedow
podktadki jabtoni hodowanej w warunkach in vitro wykazano stosunkowo wysokie.
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jak na metabolity wtorne, nagromadzenie ich w tkankach. Wystepujace w pedach
fenole cechuje réznorodno$¢ form: od prostych - kwas chlorogenowy, poprzez
potaczenia z cukrowcami - florydzyna, glikozydy kwercetyny, po polimery - tani-
ny skondensowane.

Najwiecej zwigzkéw fenolowych zlokalizowanych jest w najmtodszych, inten-
sywnie rosnacych czesciach pedu podkiadki jabtoni M7 (tab. 2). W miodych primor-
diach lisciowych na wierzchotku pedu odnotowano szczegélnie wysokie nagroma-
dzenie wszystkich fenoli z wyrazng przewaga florydzyny. Réwniez Turetskaya i wsp.
(39) oznaczali u kilku gatunkéw roslin fenole w miodych, zielonych tkankach.

Wyro6znione w pedzie podktadki M7 strefy: wierzchotkowa, podwierzchotkowa,
srodkowa i bazalna charakteryzujg sie réznicami w stezeniu endogennych fenoli.
Catkowita ilo$¢ fenoli, w tym réwniez zawarto$¢ tanin i florydzyny uklada sie
wzdtuz pedu w gradient malejacy wraz z odlegtoscig od wierzchotka. Im starsza pla-
stochronowo cze$¢ pedu, tym mniej zawiera tych zwigzkow (tab. 2).

Tabela 2

Zawarto$¢ fenoli oznaczana w 4 strefach pedu: wierzchotkowej, podwierzchotkowej, srodkowej, bazalnej

Zawarto$¢ fenoli ()jM/g Swiezej masy)

Strefa pedu A - calkz fengle B - florydzyn:a.i taniny C_— taniny_ozn. aldehydem
ozn. odcz. Folina-Ciocalteu ozn. waniling p-dimetyloaminocynamonowym
wierzchotkowa 105,6 49 14,5
podwierzchotkowa 75,67 37,23 8,98
Srodkowa 49,33 21,57 8,26
bazalna 31,67 17,63 3,15
Zawartos¢ fenoli (yiM/g Swiezej masy)
Strefa pedu D - f!qry_'dzyna E -__inne _fenolej_ni_e ozn.
obi. z réznicy B-C waniling obi. z réznicy A-B

wierzchotkowa 345 56,61
podwierzchotkowa 28,25 38,44
$rodkowa 1331 27,76
bazalna 14,48 14,04

W badaniach nad rozwojem peddéw wykazano, ze im wiecej fenoli zawiera frag-
ment pedu, tym paki pachwinowe pochodzace z niego sg bardziej reaktywne na fi-
tohormony i odpowiadajg silniejszym wzrostem po uwolnieniu ich od dominacji
wierzchotkowej. Paradoksalne, jak sie wydaje, jest zatem przypisywanie roli inhibi-
torowej zwigzkom fenolowym, odnajdywanym w wysokich stezeniach w miodych
rozwijajacych sie organach.

Aby sprawdzi¢ jak substancje fenolowe endogenne dla pedéw podktadki jabtoni
M7 wplywajg na jej rozwdj prowadzono doswiadczenia z egzogenng aplikacjg wy-
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branych fenoli. Okres$lano ich dziatanie w procesie rozwoju i wzrostu peddéw
z pakoéw pachwinowych. Stosowano: florydzyne, floretyne, kwercetyne, katechine
oraz kwas chlorogenowy w ro6znych stezeniach (5, 10, 20, 50 i 100 pM) w pozywce.
Efekt fenoli w testach in vitro przede wszystkim zalezny byt od ich dawki. Wszystkie
substancje fenolowe uzyte w wysokich koncentracjach (100 pM) wobec braku fito-
hormonéw w pozywce hamowaty rozwoj pakéw, a nawet powodowaly zamieranie
tkanek. Wptyw testowanych stezen fenoli zalezat takze od uktadu badawczego sto-
sowanego w przetamywaniu dominacji wierzchotkowej. Dodawane fenole silniej od-
dziatywaty na paki z izolowanych fragmentéw jednoweztowych niz na paki pod-
wierzchotkowe w kulturze catych pedéw poddanych dekapitacji. Mozna to wigzac
z silniejsza ekspozycja pojedynczych weztéw na aplikowane w pozywce zwigzki.

Przypuszczalnie fenole ograniczajg wzrost ostabiajgc metabolizm komdrkowy
(40). Ich efekt zalezy od stezenia oraz budowy chemicznej. Niektorzy badacze sa
zwolennikami teorii, ze para- i ortodifenole ujawniajg swoj inhibitorowy charakter
dopiero po konwersji w para- i ortochinony (41). W badaniach potwierdzono, ze chi-
nony znacznie silniej hamowaty wzrost koleoptyli i korzeni niz odpowiadajgce im
fenole (42). Chinony prawdopodobnie odpowiadajg za hamowanie podziatéw mito-
tycznych komorek (43).

Zupetnie inne dziatanie do notowanego przy wysokich stezeniach aplikowanych
fenoli, wywieraty substancje te stosowane w niskich koncentracjach - takich jakie
odnajduje sie w tkankach. Wszystkie badane zwigzki: florydzyna, floretyna, kwerce-
tyna, katechina i kwas chlorogenowy w stezeniach 5, 10 i 20 pM stymulowaly roz-
woj peddw pachwinowych podkiadki jabtoni. Efekt ich dziatania ujawniat sie na réz-
nych etapach rozwoju pakdéw uwalnianych od dominacji wierzchotkowej. Niektore
zwigzki: floretyna i florydzyna skracaty czas inicjacji rozwoju pakow, przy$pieszajgc
pierwsze widoczne makroskopowo oznaki wzrostu. Natomiast wptyw innych zasto-
sowanych substancji: kwercetyny, katechiny i kwasu chlorogenowego uwidaczniat
sie w pdzniejszym okresie hodowli. Wspieraty one wzrost elongacyjny miodych pe-
déw pachwinowych, ktérych diugos¢ przewyzszata znacznie przyrosty pedéw kon-
trolnych (tab. 3).

Tabela 3

Wptyw zwigzkéw fenolowych (20 ;uM) w pozywce QL na rozwoéj pedéw podwierzchotkowych na pedach pod-
danych dekapitacji

Przyrosty dtugosci pedéw (%) (kontrola QL = 100%)

Zwigzki fenolowe QL + kwas chlo-

QL - floretyna QL + florydzyna QL + kwercetyna QL + katechina

Czas hodowli rogenowy
2 tygodnie 200 *15,2 300 +8,6 125 7,5 125 +6,3 120 5,1
i tygodnie 150 +4,8 175 £2,5 100 *1,6 150 1,0 112 +8,3
6 tygodni 121 +3,5 143 +6,0 146 +2,3 171 +2,5 142 +7,2
8 tygodni 168 +11,2 193 +4,5 225 +7,2 212 +10,5 275 £5,0
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Wedtug doniesien literatury florydzyna oraz produkt jej degradacji - floroglu-
cynol dziataty synergistycznie z auksyng w stymulacji wzrostu owsa (44). W bada-
niach prowadzonych nad efektem floroglucynolu w hodowli kilku rodlin drzewias-
tych wykazano, ze zwigzek ten stymulowat proliferacje pedéw (24) oraz promowat
ich ukorzenianie (25). Sg podstawy, jak sie wydaje, by sadzi¢, ze kwas chlorogenowy
jest zwigzany z intensywnymi podziatami komdrkowymi (45). W kulturach in vitro
wzmagat on proliferacje kalusa z miedzywezli Prunus avium. U gatunku tego stwier-
dzono wyzszg zawartos¢ kwasu chlorogenowego w pedach roslin o silnym wzroscie
elongacyjnym niz w roslinach o zwartym pokroju (46). Wedtug Goudarzi i wsp. (47)
oraz Demiralay i wsp. (48) okrestone fenole moga zwieksza¢ przezywalnos¢ tak
matych eksplantatéw jak wierzchotki pedu, czy merystemy i stymulowaé rozwoj
z nich pedéw w kulturach in vitro.

W zaprezentowanych wynikach sugeruje sie, ze fenole obecne w tkankach ros-
linnych (biorgc pod uwage ich stezenie fizjologiczne) raczej wspomagajg niz hamujg
wzrost w przypadku podkiadki jabtoni M7. W dotychczasowych badaniach nie wyja-
$niono czy dzialajg one bezposrednio, czy posrednio poprzez modulacje dziatania
innych regulatorow wzrostu. W testach in vitro wykazano, ze niektére naturalnie
wystepujace flawonoidy moga regulowaé stezenie auksyny, wptywajac na: aktyw-
nos¢ oksydazy IAA (49), synteze IAA z tryptofanu (50), polarny transport IAA (51).
Zenk i Muller (52) wykazali, ze fenole, takie jak: kwas chlorogenowy czy kwercetyna
moga posrednio stymulowa¢ wzrost wydtuzeniowy poprzez hamowanie rozkfadu
auksyny. W badaniach prowadzonych in vivo na Arabidopsis stwierdzono, ze kwerce-
tyna moze dziata¢ jako inhibitor transportu auksyny (53).

Badania nad substancjami fenolowymi sg niezwykle trudne ze wzgledu na mno-
gos¢ ich form oraz specyfike ich wystepowania w okre$lonych grupach taksono-
micznych ro$lin. Substancje te sg bardzo reaktywne i podlegajg przemianom pod-
czas réznych proceséw fizjologicznych (54). Tak jak zbadali to Dean i wsp. (55),
kwas salicylowy po krétkim czasie od podania roslinie podlegat w tkankach glukozy-
lacji. Taka modyfikacja chemiczna, jak wiadomo, moze zmienia¢ dziatanie zwigzku
fenolowego. McClure (56) wykazuje, ze glikozydy fenolowe majg inne fizjologiczne
wiasciwosci niz ich aglikony. Potwierdzono to na podstawie danych dotyczacych
floretyny, ktéra w testach na izolowanych mitochondriach hamowata ich aktywnosc,
podczas gdy florydzyna nie wykazywata takiego efektu (57). Wedtug Stenlida (58)
glikozyd naringina stymulowata bazypetalny transport auksyny in vitro, natomiast jej
aglikon naringenina dziatata przeciwnie - hamowata bazypetalny, a stymulowata
akropetalny przeptyw IAA w hipokotylu ogorka.

Wobec takiej ztozonosci problemu trudno okresli¢ fizjologiczna role tych
zwigzkow. Niektorzy sposrdd badaczy postulujg przede wszystkim ich udziat w me-
chanizmach obronnych przed roslinozercami oraz w odpornosci na patogeny
(59,60). Na podstawie uzyskanych wynikéw badan nad rozwojem pedéw pachwino-
wych sugeruje sie, ze polifenole obecne w tkankach podkiadki jabtoni mogg od-
dziatywac¢ jako czynniki wspierajagce zorganizowany wzrost. Dziatanie ich, jak sie
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wydaje, opiera sie na modulowaniu wptywu innych czynnikéw wzrostowych, takich
jak fltohormony. Przypuszczalnie substancje te przygotowujg tkanki i uwrazliwiajg
je na dziatanie stymulatorow wzrostu.
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