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Wystepowanie i zmiany zawartosci inhibitora wzrostu
w stratyfikowanych nasionach dzikiej czeresni (Prunus avium L.)

WSTEP

Stan spoczynku roslin pozwala na przetrwanie niekorzystnych dla ich
wegetacji warunkéw (zima, susza) i jak sugeruje to VVegis [45] jest wy-
nikiem ewolucyjnego przystosowania. Stan spoczynku nasion nie dopusz-
cza do skietkowania w niekorzystnej porze roku dla ich dalszego rozwoju.
W praktyce ogrodniczej ustepowanie spoczynku nasion przebiega podczas
stratyfikacji w odpowiedniej dla gatunku temperaturze, podobnie jak
w naturze podczas stratyfikacji naturalnej. Stratyfikacja polega na wy-
mieszaniu nasion z medium stratyfikacyjnym utrzymujacym odpowiednig
wilgotno$¢ i zapewniajgcym swobodng wymiane gazowa.

Optymalne warunki termiczne stratyfikacji nasion dzikiej czeresni
(Prunus avium L.) ustalit eksperymentalnie Suszka [37]. W podanych
przez tego autora warunkach stratyfikacji ciepto-chtodnej nasiona kiet-
kujg w znacznie wyzszym procencie anizeli podczas stratyfikacji w statej
obnizonej temperaturze. Poza Suszka nikt nie badatl dotad procesow
fizjologicznych przebiegajgcych w nasionach dzikiej czeresni stratyfiko-
wanych metodg ciepto-chtodng. Szczegdlnie interesujace i wazne dla po-
znania natury spoczynku nasion sg badania substancji wzrostowych.
Suszka w 1964 r. (nie opublikowane) wykryt w kwasnej frakcji etero-
wej wodnych wyciggdw z nasion dzikiej czeresni aktywny inhibitor w te-
scie odcinkow koleoptyle owsa. Celem niniejszej pracy byto szczegotowe
zbadanie natury inhibitora oraz jego udziatlu w spoczynku nasion dzikiej
czeresni.

I. PRZEGLAD LITERATURY

Przyjmuje sie, ze inhibitory wzrostu wystepujace w ro$linach biorg
udziat w ich spoczynku [5, 8, 11, 12, 13, 16, 17, 18, 32, 35, 41, 42, 45, 46,
47, 49, 50, 51]. Obecno$¢ inhibitoréow wykazano u przedstawicieli wielu
rodzin, w réznych czesciach roslin: w paczkach [12, 16, 48, 49], w bulwach
[13], w lisciach [9, 10, 29, 31, 38, 39], w korzeniach [44], w owocach [1, 2,
29, 40, 41, 42, 47] oraz w nasionach [5, 17, 18, 32, 33, 35, 46, 49].
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Substancje inhibujace znajdowano w ekstraktach ro$linnych po ich
rozdziale chromatograficznym dzieki zastosowaniu testdw biologicznych,
gtéwnie testow wydtuzeniowych odcinkéw koleoptyle owsa i pszenicy,
opracowanych przez Nitscha w 1956 r. [19, 20]. Substancje aktywne
w testach identyfikowano z plamami ujawniajgcymi sie w odpowiednich
strefach RF chromatogram6w, po zastosowaniu roznych wywotlywaczy.
Hemberg [12, 13], Lane [16], Varga [40, 41, 42, 43, 44] i inni
badacze nazywali inhibitor ze strefy RF 0.5-0.85 (izopropanol-amoniak-
-woda 10:1:1) RB-inhibitorem, za Benet-Clarkiem i Keffor-
dem. Hemberg [13] w szczegotowych badaniach stwierdzit, ze inhi-
bicja powodowana przez ekstrakty z bulw ziemniaka ze strefy chromato-
gramu ze zlokalizowanym (-inhibitorem, byta duza w fazie spoczynku
i malata w miare jego ustepowania.

Proby identyfikacji zwigzkéw wywotujacych hamowanie wzrostu ro-
$lin testowych napotykaty na duze trudnosci. Varga [40, 41] badata
ekstrakty wielu gatunkow roslin, ktére zawieraty inhibitor wykazywany
testem, sugerowata przy tym, ze hamowanie wzrostu roslin testowych
powodujg zwazki fenolowe.

Addicot ze wspdtpracownikami [1, 2, 22] badat substancje obecne
w owocach bawelny przyspieszajace odcinanie ich szypulek, przy czym
udato sie im wykrystalizowaé jedng z tych substancji i ustali¢ jej wias-
nosci fizyczne i chemiczne. Nazwano ja ,,Abscisin 11" [2, 22].

Wareing i inni badacze [31, 49, 50] badali inhibitory w lisciach
brzozy (Betula pubescens L.) i jawora (Acer pseudoplatanus L.) ze wzgledu
na ich zwigzek ze spoczynkiem. Ustalili oni, ze inhibitor nie jest zwigz-
kiem fenolowym, jak to sugerowata \VVarga [41, 42]. Udalo im sie usta-
lic jego wiasnosci fizyczne i chemiczne. Nowo wykrytg substancje na-
zwano ,,Dorming”. Cornforth [9] stwierdzit identyczno$¢ abscysyny Il
i dorminy, bo spektrum absorbcji w podczerwieni, temperatura topnienia
i krzywa absorbcji w ultrafiolecie, byly identyczne [10]. Ohkuma ze
wspotpracownikami [23] ustalit, ze abscysyna jest sesquiterpenoidem i po-
dat jej wzbér chemiczny. Cornforth (8] potwierdzit badania Ohkumy
i uzyskat syntetycznie abscysyne. Syntetyczna abscysyne uzyto w wie-
lostronnych badaniach prowadzonych w celu ustalenia jej wptywu na
rodliny, aktywno$ci w biotestach i udziatlu w procesach biochemicznych
[4, 6, 7, 14, 21, 25, 32, 36, 38]. Stwierdzono przy tym, ze abscysyna jest
bardzo aktywna w testach koleoptyle owsa i pszenicy [21], w testach dla
giberelin [4, 6, 7] 1 w testach wykazujacych jej wpltyw na kietkowanie na-
sion [4, 21, 36]. Abscysyna jest zwigzkiem dziatajgcym antagonistycznie
w stosunku do auksyny i giberelin [4, 6, 7, 21, 38]. W 1968 r. nazwano
abscysyne, ze wzgledu na jej budowe chemiczng, kwasem abscysyno-
wym [3].

Ostatnie badania endogennych substancji wzrostowych przyno-
szg dane, ktére nasuwajg nowe koncepcje spoczynku. W mysl tych kon
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dla ustgpienia spoczynku wymagany jest odpowiednio wysoki po-
ziom stymulatoréw. Zostato to stwierdzone w nasionach jesiona (Fraxi-
nus excelsior L.) i w orzechach leszczyny (Corylus avellana L.) przez Vil-
liersa i Wareinga [46, 47] oraz Frankland [11]. W przypadku
nasion leszczyny chtodzenie powoduje wzrost poziomu giberelin [11], te
za$ odwracajg efekt inhibitoréw [4, 21, 35].
Jackson [15] wysuwa koncepcje regulacji spoczynku, ktoéra polega
na interakcji zachodzacej miedzy stymulatorami i inhibitorami.

Il. MATERIAL | METODY
1. MATERIAL NASIENNY

a) Stratyfikacja i ustgpowanie spoczynku nasion

Suszka [37] ustalit eksperymentalnie, ze nasiona dzikiej czeresni
kietkuja w znacznie wyzszym procencie podczas stratyfikacji ciepto-chtod-
nej obejmujacej 2 tygodnie w 20°C i kilkanascie tygodni w 3°C, niz pod-
czas stratyfikacji w stalej temperaturze +3°C dotagd powszechnie stoso-
wanej [27, 28, 26, 30, 52].

Nasiona dzikiej czeresni uzyte do doSwiadczen zebrano w 1968 r.
z drzewa nr 8, z matecznika nasiennego Zaktadu Dendrologii i Arbore-
tum Kornickiego w Koérniku. Natychmiast po zbiorze w peini dojrzatych
owocOW 0CzyszCzono je z migzszu i pestki suszono w ocienionym miejscu
w temperaturze pokojowej do stanu powietrznie suchego (9,3% wody
w Swiezej masie). Oznaczenia zawarto$ci wody dokonano metodg standar-
dowa (suszenie w 105°C przez 24 godziny). Caty zapas pestek przechowy-
wano az do momentu rozpoczecia doswiadczenia w napetnionych do poi

Ryc. 1. Przebieg pekania pestek i kietkowania nasion dzikiej czeresni (Pranus avium
L.) podczas stratyfikacji ciepto-chtodnej i chtodnej
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zalakowanych butelkach, w temperaturze + 1°C. Pestki zastratyfi-
kowano 25 XI 1968 r. wedtug wspomnianej metody w mieszaninie skita-
dajacej sie w jednej czesci z piasku kwarcowego i w jednej czesci z torfu
ogrodniczego przetartego przez sito. Zdrowotno$¢ nasion na poczatku
stratyfikacji wynosita 97,0%, co ustalono metodg barwienia indygokarmi-
nem 1 : 2000.

W oddzielnym doswiadczeniu obserwowano przebieg pekania i kietko-
wania nasion, dzieki czemu uzyskano obraz ustepowania spoczynku tych
nasion podczas stratyfikacji ciepto-chtodnej (2 tygodnie 20°C, a nastepnie
3°C) oraz stratyfikacji jedynie w chtodzie, w +3°C. Wyniki przedsta-
wiono na ryc. 1

b) Charakterystyka fizjologiczna stratyfikowanych nasion

Zawarto$¢ wody dobrze charakteryzuje stan fizjologiczny nasion, jak
to stwierdzit Suszka [37]. Zewnetrznym objawom ustepowania spo-
czynku nasion odpowiadajg zmiany zawartosci wody w zarodkach i okry-
wach nasiennych. Rowniez w niniejszej pracy badano zmiany zawartosci
wody w kolejnych terminach pobierania probek do analiz. Zawarto$¢ wody
oznaczano oddzielnie w zarodkach, w okrywach nasiennych oraz w sko-
rupkach. Wyniki wyrazono w procentach wody w $wiezej masie. Prze-
bieg krzywych wyrazajacych zmiany zawartosci wody w zarodkach, okry-
wach nasiennych, skorupkach oraz w catych pestkach (z wyliczenia)
przedstawiono na ryc. 2.

W podsuszonych pestkach zawarto$¢ wody w zarodkach (5,2%) byta
nizsza od wilgotnosci catych pestek (9,3%).

Pobieranie wody w czasie stratyfikacji miato charakter dwufazowy.
Pierwsza faze charakteryzowato silne imbibicyjne. pobranie wody i od-
tworzenie stosunkdw wilgotnosciowych, ktore istniaty w Swiezych nasio-
nach. Po stratyfikacji cieptej zarodki zawieraly wiecej wody niz cate
pestki (zarodki — 60,5%, cate pestki — 40,7%). W pierwszych 12 tygod-
niach chtodnej stratyfikacji imbibicyjny stan uwodnienia zarodkéw nie
ulegat zmianom. Zmiany zawartosci wody w okrywach nasiennych miaty
bardziej dynamiczny charakter. Obserwowano w nich staty powolny
wzrost uwodnienia. Po 15 tygodniach chtodnej stratyfikacji do oznaczenia
zawartosci wody pobrano réowniez liczne juz wowczas pestki pekniete.
W stosunkach wilgotnosciowych nasion z tych pestek obserwowano duze
zrdznicowanie. Najwiecej wody zawieraly okrywy nasienne (71,6%), co
oznacza wzrost o 10,2% w stosunku do okryw z nasion pestek niepeknie-
tych, a pobranych w tym samym terminie. W zarodkach z pestek peknie-
tych poziom uwodnienia rowniez wzrastat. Jeszcze wiecej wody zawieraty
zarodki i okrywy nasienne nasion skietkowanych (zarodki 68,2, okrywy
nasienne 78,0%). Wilgotno$¢ skorupek stratyfikowanych pestek nie pod-
legata istotnym zmianom.



143

Ryc. 2. Zmiany zawartosci
wody w zarodkach, okrywach
nasiennych, skorupkach i w
catych pestkach dzikiej cze-
resni (Prunus avium L.) pod-
czas stratyfikacji ciepto-chtod-
nej (2 tygodnie 20°C, a na-
stepnie 3°C)

2. METODYKA

a) Ekstrakcja

Do ekstrakcji pobierano kazdorazowo ze stratyfikowanej duzej partii oddzielnie
dwie probki po 300 nasion. Po wyjeciu nasion ze skorupek zdejmowano z nich okry-
wy nasienne z bielmem. Wyjete w ten sposéb zarodki i okrywy nasienne ekstraho-
wano oddzielnie zimng woda destylowang w temperaturze + 1°C przez 168 godzin,
zgodnie z metoda Lipe'ai Crane’a [17]. Co 24 godziny wyciagi zlewano, a ma-
teriat zalewano nowymi porcjami wody powtarzajgc te czynnos¢ w odstepach do-
bowych. Potaczone wyciagi saczono, zakwaszano 10% kwasem siarkowym do pH
2,8 i 3-krotnie wytrzasano z eterem dwuetylowym wolnym od nadtlenkdéw. Potgczone
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ekstrakty eterowe wytrzgsano z 5% kwasnym weglanem sodu o pH 9,0. Ekstrakty
weglanowe natychmiast zakwaszano kwasem siarkowym do pH 25 i wytrzasano
z eterem dwuetylowym. We frakcji eterowej znajduja sie substancje wzrostowe
o charakterze kwasnym. Ekstrakt eterowy umieszczano na noc w zamrazarce o tem-
peraturze —20°C, dzigki czemu wymrazano wode. Eter zlewano znad lodu i odparo-
wywano. Oleistg pozostatos¢ podejmowano etanolem. Kolbe przemywano porcjami,
a ekstrakt przenoszono do kalibrowanej probéwki, w ktérej delikatnym Strumieniem
azotu zageszczano do 1 ml.

b) Chromatografia

Rozdzielenia substancji dokonano przy pomocy chromatografii bibutowej techni-
ka wstepujaca: Ekstrakt nanoszono na bibute Whatman Nr. 3 jednostronnie, paskiem
o dhugosci 5 cm, przy czym 1 cm biezacy odpowiadat 60 nasionom. Chromatogramy
rozwijano do wysokosci 20 cm w uktadzie izopropanol-amoniak-woda (10:1:1) we-
diug Nitscha [19]. Chromatogramy ogladano pod lampa Minerallight Ultra Violet
Lamp, Short Wave-11, o emisji fali 254 nm zaznaczajgc przy tym sSwiecace lub wy-
gaszajace plamy.

c) Test biologiczny

Oceny aktywnosci biologicznej rozdzielonych chromatograficznie substancji do-
konano stosujgc opracowany przez Nitscha test wydtuzeniowy odcinkéw koleop-
tyle pszenicy (Ostka Chitopicka jara). Chromatogramy dzielono pionowo na paski
o szerokosci 1 cm, z kazdego chromatogramu brano 2 paski, ktére dzielono poziomo
miedzy linig startu a czolem rozpuszczalnika na 20 odcinkéw 1><1 cm. Podobne od-
cinki chromatogramu wyciete ponizej linii startu uzywano jako kontrolne. Odcinki
zalewano 1 ml 0,5% roztworu wodnego sacharozy i wytrzagsano w matych butelecz-
kach przez 20 min. Po dodaniu odcinkéw koleoptyli (po 10 sztuk) buteleczki umie-
szczano W termostacie o temperaturze 25°C. Po 20 godzinach mierzono odcinki pod
lupg binokularowa, po czym obliczano wartosci $rednie, ktdre wyrazano w procen-
tach przyrostu kontroli. Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej. Indywidual-
ne wartosci procentowe obliczone dla kazdej ekstrakcji oddzielnie stanowity podsta-
we do obliczenia wartosci, poza ktorymi istotne sg wychylenia na uzyskanych histo-
gramach.

d) ldentyfikacja inhibitora

Do ekstrakcji uzyto niestratyfikowanych, przechowywanych przez 1 rok nasion
dzikiej czeres$ni ze zbioru 1968 r., z drzew nr 4, 8, 10 rosngcych w mateczniku na-
siennym Zaktadu Dendrologii i Arboretum Kornickiego PAN w Korniku. 262,7 g
nasion zmielono na make, ktérg odtluszczono eterem naftowym w aparacie Soxleta.
Suchg pozostato$¢ ekstrahowano dalej 3-krotnie woda o temperaturze 80°C po 20 mi-
nut, po czym odwirowywano kazdorazowo ekstrakty przy 2000 obr./min. Supernatanty
zbierano i po zakwaszeniu ekstrahowano eterem dwuetylowym wedtug podanej juz
metody. Po odparowaniu kwasnej frakcji eterowej suchag pozostatos¢ podejmowano
woda i przepuszczano przez kolumne AIl203 Fluka 5016 A w celu oddzielenia poli-
fenoli wedlug metody Tomaszewskiej [39], po czym kolumne przemywano
woda. Eluat odparowywano do sucha i podejmowano etanolem. Chromatograficznego
rozdziatu dokonano technika chromatografii cienkowarstwowej na zelu krzemionko-
wym FG-254 Mercka. Obok ekstraktu nanoszono na ptytce jako wzorzec syntetyczny
kwas abscysynowy. Ptytki oglagdano w S$wietle ultrafioletowym (254 mm i 365 nm),
spryskiwano 5% roztworem H2S04 w etanolu. Kwas abscysynowy daje z tym reagen
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barwng reakcje w postaci zielonej fluorescencji widocznej w ultrafiolecie
(365 nm).
Badano nastepujace solwenty:

1. Benzen — kwas octowy — woda (1:1:1) RF 0,25
2. Chloroform — 96% kwas octowy (95 : 5) RF 0,44
3. Benzen — octan etylu — kwas mrowkowy (70 :30 : 5) RF 0,60

We wszystkich trzech solwentach stwierdzono identyczno$¢ pozycji RF badanego
inhibitora z nasion dzikiej czere$ni oraz identyczno$¢ barwnej reakcji z wzorcem
syntetycznym. Zachowanie sie w biotestach, pozycja aktywnej strefy w biotescie zgod-
na z pozycja, ktérag zajmuje syntetyczny kwas abscysynowy naniesiony na tym sa-
mym chromatogramie jako kontrola oraz barwne testy w trzech réznych solwen-
tach, sa identyczne z syntetycznym wzorcem i stanowig dowod identycznosci inhi-
bitora naturalnie wystepujacego w nasionach dzikiej czere$ni z kwasem abscysyno-
wym.

1. WYNIKI

W suchych, niestratyfikowanych nasionach dzikiej czeresni wykryto
inhibitor wzrostu odcinkéw koleoptyle pszenicy. Nieznang substancje
zidentyfikowano na podstawie wiasnosci chromatograficznych, reakcji
barwnej oraz zachowania sie w tescie biologicznym z kwasem abscysyno-
wym. Obecno$¢ kwasu abscysynowego wigze sig, by¢ moze, ize stanem spo-
czynku nasion. Jest bardzo prawdopodobne, ze zmiany zawartosci kwasu
abscysynowego w nasionach podczas stratyfikacji sg zwigzane z procesem
ustepowania spoczynku tych nasion. Przy zastosowaniu biotestu starano
sie wykaza¢ zmiany zawartosci inhibitora (kwasu abscysynowego) w roz-
nych okresach stratyfikacji. Uzyskanie wyniki przedstawiono graficznie
przy pomocy histograméw na ryc. 3.

Nasiona pobierane do analiz dzielono na zarodki i okrywy nasienne.
Aktywnos$¢ strefy hamowania na chromatogramach ze suchych, niestra-
tyfikowanych zarodkéw, w przeliczeniu na 1 kg suchej masy, odpowiada
aktywnosci biologicznej 210 ug czystego kwasu abscysynowego. Na histo-
gramie A (ryc. 3) strefa hamowania rozciaga sie od Rf 0,65-0,90 i po-
krywa sie z pozycja, ktorg zajmuje naniesiony na tym samym chromato-
gramie wzorzec — syntetyczny kwas abscysynowy.

W okrywach nasiennych, suchych, niestratyfikowanych nasion wy-
kryto prawie 2,5-krotnie wiecej inhibitora niz w zarodkach; zajmuje on
pozycje identyczng z wzorcem (Rf 0,70 - 0,90). W 1 kg suchej masy okryw
nasiennych stwierdzono obecno$¢ 488,59 g réwnowaznika kwasu abscy-
synowego.

Po 2 tygodniach stratyfikacji w 20°C ekstrakty z zarodkéw hamuja
wzrost odcinkéw koleoptyle w mniejszym stopniu. Strefa hamowania od-
powiada pozycji kwasu abscysynowego (Rf 0,70 - 0,90). W przeliczeniu
na 1 kg suchej masy zarodki zawierajg 88,0 yg réwnowaznika kwasu ab-
scysynowego, co stanowi okoto 40% iloSci poczatkowej.

10 Arboretum Kornickie t. XV
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Ryc. 3. Zmiany zawartosci kwasu abscysynowego w zarodkach i okrywach nasien-
nych dzikiej czeres$ni stratyfikowanych metoda ciepto-chtodng (2 tygodnie w 20°C
+20 tygodni w 3°C). Test wydtuzeniowy odcinkéw koleoptyle pszenicy. Solwent: izo-
propanol — amoniak — woda (10 :1 :1). Testowane prébki z chromatogramow od-
powiadaja ekstraktowi z 60 nasion
Poziome linie oznaczajg najmniejsze istotne réznice w stosunku do kontroli (100%) przy po-
ziomie ufnosci P=0,95. Kazdy histogram jest oparty o 4 biotesty (2 biotesty po 2 powtoérzenia).
A — suche nlestratyflkowane nasiona, B — 2 tygodnie stratyfikacji w 20°C, C — po 3 tygod-
niach stratyfikacji w 3°C, D — po 6 tygodniach stratyfikacji w 3°C, E — po 9 tygodniach stra-
tyfikacji w 3°C, F — po 12 tygodniach stratyfikacji w 3°C, G — po 15 tygodniach stratyfikacji
w 3°C (pestki pekniete), H — po 20 tygodniach stratyfikacji w 3°C (nasiona skietkowane)
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Analiza biologiczna ekstraktu z okryw nasiennych z nasion stratyfi-
kowanych w 20°C przez 2 tygodnie nie wykazata obecnosci strefy ha-
mowania na chromatogramach. Mozna zatem przypuszcza¢ ze inhibitor
znika catkowicie z okryw nasiennych.

Dalsze analizy przeprowadzano w odstepach 3-tygodniowych liczonych
od poczatku chtodnego okresu stratyfikacji. Po 3 tygodniach zarodki za-
wieraty 10% poczatkowej ilosci inhibitora, bo 32,4 yg rownowaznika ABA
na 1 kg suchej masy (histogram C, Rt 0,75 - 0,85). W ekstraktach z okryw
nasiennych tych nasion nie wykazano obecnosci substancji hamujacych.

W kolejnych terminach stratyfikacji (6 i 9 tygodni) w zarodkach wy-
kryto 15,7 i odpowiednio 17,5 pg réwnowaznika kwasu abscysynowego.
W nastepnym terminie (12 tygodni) nie stwierdzono statystycznie istotne-
go hamowania w tesScie, mozemy zatem przyja¢, ze inhibitor w stratyfiko-
wanych przez taki okres nasionach dzikiej czeres$ni, nie byt juz obecny.
Nie wykryto réwniez stref inhibicji w ekstraktach z zarodkéw z pestek
peknietych i nasion kietkujgcych. Nalezy podkresli¢, ze obok inhibitorow
wzrostu odcinkéw koleoptyle, stwierdzono réwniez obecno$¢ stymulato-
row. W niestratyfikowanych zarodkach obecna jest substancja (Rf 1,0
izopropanol-amoniak-woda 10 : 1 : 1) stymulujgca wzrost odcinkéw kole-
optyle, ktéra znika w cieptym okresie stratyfikacji.

Analizy okryw nasiennych wykazaty, ze w miare przedituzania okresu
chtodnego pojawiajg sie na chromatogramach strefy stymulacji wzrostu
odcinkéw koleoptyle. Po 9 tygodniach na histogramach stwierdzono dwie
strefy stymulacji (Rf 0,80 - 0,90 oraz Rf 0,95 - 1,0). Po 12 tygodniach chio-
dzenia w okrywach nasiennych pojawia sie nowa strefa stymulacji
(Rf 0,70 - 0,80). Nie jest wykluczone, ze ten nieznany, aktywny w tescie
zwigzek, odgrywa jakas role w procesie pekania pestek.

Po 20 tygodniach stratyfikacji w 3°C do analiz pobrano nasiona skiet-
kowane. Na histogramach uzyskanych z analizy zarodkéw oraz okryw na-
siennych widoczne sg strefy stymulacji wzrostu odcinkéw koleoptyle
w strefach chromatogramu Rf 0,90 (zarodki) i Rf 0,55 (okrywy nasienne).

W przedstawionej tu pracy nie identyfikowano substancji stymuluja-
cych wzrost odcinkow koleoptyle.

Stymulatory obecne w pdznych fazach stratyfikacji w pestkach pek-
nietych i w skietkowanych nasionach w zarodkach i okrywach nasien-
nych, by¢ moze biorg udziat w regulacji procesu pekania pestek i kietko-
wania nasion.

IV. DYSKUSJA

Dobrze znane zjawisko spoczynku nasion nie zostato dotagd w petni
wyjasnione. Istnieje kilka teorii ttumaczacych mechanizm spoczynku na-
sion. VVegis [45] przywigzuje wielkie znaczenie do roli okryw nasieni

10*
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i przypuszcza, ze spoczynek jest spowodowany w podwyzszonej
temperaturze na skutek ograniczenia pobierania tlenu przez zarodek.
W stratyfikacji ciepto-chtodnej poczatkowy cieply okres ma wyraznie ko-
rzystny wptyw na proces ustepowania spoczynku, co dla dzikiej czere$ni
ustalit Suszka [37]. W poréwnaniu z dotychczas stosowang stratyfika-
cja w chlodzie [26, 27, 28, 30, 52] metoda ta okazata sie znacznie skutecz-
niejsza.

Hipoteze, ze spoczynek powoduje inhibitor wysungt Hemberg. Ba-
dat on inhibitory w bulwach ziemniaka [13] i w paczkach jesiona Fraxi-
nus excelsior [12] i ustalit zwigzek miedzy poziomem inhibitoréw a sta-
nem spoczynku. Podobne obserwacje poczynit Wareing [49]. Lane
[16] stwierdzit, ze inhibitor ten pochodzacy z roznych Zrodet ma podobne
wiasciwosci chemiczne i fizyczne. Szczegdlnie intensywnie pracowata nad
inhibitorem \Varga [40, 41, 42, 43, 44]. Sugerowata ona, ze to zwigzkKi
fenolowe powodujg inhibicje wzrostu odcinkéw koleoptyle.

Badania inhibitoréw wzrostu roslin (dormin) w lisciach jawora (Acer
pseudoplatanus) prowadzone przez Wareinga [50] oraz substancji przy-
spieszajacych odcinanie owocow bawetny (abscysyn) prowadzone przez
Addicota [1] uwienczone zostaty identyfikacjg tych inhibitoréw. Oby-
dwa okazaty sie identyczne pod wzgledem chemicznym, czego dowidodt
Cornforth [8, 10]. Nowo wykrytg substancje nazwano w 1968 r. kwa-
sem abscysynowym [3]. Inhibitor wzrostu odcinkéw koleoptyle pszenicy
wykryty w toku przedstawionej tu pracy w nasionach dzikiej czeresni
zidentyfikowano z kwasem abscysynowym.

Stan spoczynku nasion jak sie przypuszcza jest zwigzany z obecnoscig
kwasu abscysynowego [17, 32, 35, 36], a poziom tego inhibitora obniza sie
podczas stratyfikacji. Takie zaleznoSci w nasionach brzoskwini wykryli
Lipe i Crane [17], w nasionach jabtoni Rudnicki [32], a w na-
sionach jesiona (Fraxinus americana) Sondheimer, Tzou i Gal-
son [35, 36].

Rudnicki i Suszka [33] badali niespoczynkowe nasiona klona
srebrzystego (Acer saccharinum L.) i wykazali obecno$¢ kwasu abscysy-
nowego w S$wiezo zebranych nasionach. Podczas kietkowania w ciggu
8 dni inhibitor znika. Podobne wyniki uzyskali Sondheimer, Tzou
i Galson [36], ktorzy badali spoczynkowe nasiona Fraxinus ameri-
cana L. i niespoczynkowe nasiona Fraxinus ornus L. Stwierdzili, ze pod-
czas stratyfikacji w chlodzie paziom kwasu abscysynowego w nasionach
Fraxinus americana obnizyt sie do poziomu kwasu abscysynowego zawar-
tego w nasionach Fraxinus ornus nie wymagajacych stratyfikacji.

Niewiele jest prac poswieconych fizjologii spoczynku nasion dzikiej
czere$ni [26, 27, 28, 30, 37]. Jedynie Suszka [37] badat podczas straty-
fikacji ciepto-chtodnej niektére procesy fizjologiczne w nasionach tego
gatunku. Pozostate prace dotycza nasion stratyfikowanych w statej Ob-
nizonej temperaturze. Wyniki badan Pil laya [26, 27, 28], ktory rowe
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badat endogenne substancje wzrostowe w nasionach dzikiej czeresni
i stosowal podobne metody, budzg szereg watpliwosci. Stratyfikowat on
nasiona jedynie w chtodzie i wykazywat od poczatku stratyfikacji obec-
nos¢ stymulatoréw, a nigdy inhibitoréw, mimo ze stosowat test odcinkéw
koleoptyle pszenicy.

Zewnetrznym objawem ustepowania spoczynku jest pekanie pestki,
a dalej kietkowanie polegajgce na wydtuzaniu sie i wzroscie korzonka.
Podziat komoérek, a w konsekwencji wzrost korzenia, uwarunkowany jest
przez wzmozenie aktywnosci mitotycznej jader komdrkowych wierzchot-
ka wzrostu korzenia. Podziat mitotyczny komorki poprzedza replikacja
DNA. Rozpoczecie aktywnosci mitotycznej wigze sie réwniez z syntezg
enzymoOw i zwiekszeniem aktywnosci metabolicznej, po czym dopiero
rozpoczyna sie widoczne kietkowanie.

Hemberg [14] i van Overbeek [25] a réwniez Chrispeels
i Varner [6, 7] wykazali, ze kwas abscysynowy hamuje proces repli-
kacji DNA, syntezy RNA i biatek. Spadek poziomu inhibitora podczas
stratyfikacji nasion by¢ moze odblokowuje represje syntezy DNA, za
ktérym postepujg syntezy enzymOw, a nastepnie rowniez regulatorow
wzrostu. Nie znamy dotad odpowiedzi, podczas jakiej reakcji nastepuje
degradacja inhibitora.

W naszych badaniach stwierdzono, ze inhibitor obecny na poczatku
stratyfikacji w zarodkach stratyfikowanych metoda ciepto-chtodng w sto-
sunkowo duzym stezeniu, znika po 12 tygodniach stratyfikacji w 3°C.
Oznacza to, ze proces ustepowania spoczynku nasion zakorczyt sie i na-
siona zaczynaja Kietkowac. Przebieg tego procesu przedstawiono na ryc. 4.

Ryc. 4. Zmiany zawartosci inhibi-
tora wzrostu (kwasu abscysynowego)
w zarodkach i okrywach nasien-
nych podczas ustepowania spoczyn-
ku nasion dzikiej czere$ni (Prunus
avium L.) w warunkach stratyfika-
cji ciepto-chtodnej (2 tygodnie 20°C
a nastepnie 3°C

Ryugo [34] badat inhibitory zawarte w endokarpie migdatéw (en-
dokarp odpowiada skorupce pestek dzikiej czeresni) i stwierdzit, ze znaj-
duje sie tam kwas abscysynowy.
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V. WNIOSKI

1. Potwierdzano wyniki badan Suszki [37]:

a) Stan spoczynku nasion dzikiej czeresni ustepuje w warunkach stra-
tyfikacji ciepto-chtodnej znacznie efektywniej niz podczas stratyfikacji
jedynie w chtodzie,

b) Zmiany zawartosci wody w nasionach zwigzane sg z ustepowaniem
spoczynku tych nasion,

¢) W nasionach dzikiej czere$ni znajduje sie inhibitor (Suszka nie opu-
blikowane).

2. Zachowanie sie inhibitora w biotestach, pozycja aktywnej strefy
w bioteScie oraz barwne testy po spryskaniu 5% roztworem H2SO4, sg
identyczne z syntetycznym wzorcem i stanowig dowdd identycznosci in-
hibitora naturalnie wystepujagcego w nasionach dzikiej czere$ni z kwa-
sem abscysynowym.

3. Stanowi spoczynku nasion dzikiej czere$ni towarzyszy obecnos¢
inhibitora. Zmiany zawarto$ci inhibitora zwigzane sg z procesem ustepo-
wania spoczynku. Po 12 tygodniach stratyfikacji w temperaturze 3°C me-
toda ciepto-chtodng nie wykryto w zarodkach obecnosci inhibitora; na-
siona zaczynaja kietkowac.

4, W okrywach nasiennych niestratyfikowanych nasion stezenie in-
hibitora jest 2,5 krotnie wyzsze niz w zarodkach (w przeliczeniu na suchg
mase okryw i zarodkdw). Po 2 tygodniach cieptej stratyfikacji inhibitor
znika z okryw nasiennych. Mozna zatem przypusci¢, ze udziat okryw na-
siennych w spoczynku nasion jest mniejszy niz w procesie pekania pestki
i kietkowania nasion.

5. W stadium pekania i kietkowania nie wykryto w zarodkach inhibi-
tora, pojawiajg sie natomiast stymulatory wzrostu, ktérych obecnos$¢ wy-
kazano w tescie odcinkéw koleoptyle pszenicy. Stymulatory obecne
w tych fazach by¢ moze biorg udziat w procesach pekania i kietkowania.

Panu Docentowi Bolestawowi Suszce skladam serdeczne podzigko-
wanie za wskazéwki metodyczne i pomoc w czasie pracy.
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KAZIMIERZ KRAWIARZ

The occurance and variation in concentrations of a growth inhibitor
in stratified seeds of mazzard (Prunus avium L.)

Summary

In the acid ether fraction of mazzard seeds the presence of a growth inhibitor
has been established (wheat coleoptile test, RF 0.65-0.90, solvent: isopropanol —
ammonia — water 10 :1 :1) which is probably identical with abscisic acid.

The highest concentration of this inhibitor has been observed in non-stratified
dormant seeds.

In the embryos the level of this inhibitor declines during the course of stratifi-
cation. The seeds have been stratified in the optimal conditions for them that is at
20°C for two weeks and then at 3°C for 20 weeks and till the completion of seed
germination. Between the 9th and 12th week of the cold stratification period the
activity of the inhibitor has dropped below a level that could be detectable as statis-
tically significant.

In the seed coats of resting seeds the level of the inhibitor was 2.5 times as
high as in the embryos (with reference to the dry weight of the coats and the
embryos). During the first two weeks of the warm-followed-by-cold stratification the
activity of the inhibitor has disappeared completely.

It appears that changes in the activity of the inhibitor are associated with the
process of dormancy breaking taking place in the seeds.

At the time when the stones cracked and seeds started to germinate growth pro-
moters active in the wheat coleoptile test have been detected to extracts of the
embryos and of the seed coats. These substances have not been identified yet.
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KASMME>XX KPABAX

Hamune n n3meHeHne cofep>kaHus MHrMbuTOpa pocTa
B cTpaTuduumpoBaHHbix cemeHax (Prunus avium L.)

Pe3rome

B KWUCNOTHOMN 3athmpHOWM pakuuy CeMsiH AUKOW YepeLuHV YCTaHOB/EHO Hanyue
MHrubuTopa pocta (TecToM CAY>XWNOo KosieonTuie nweHuubl RF 0,65-0,90 pacTtBOpwU-
Tenb: M30MponaHoA — aMMumak — Boda B nponopuun 10:1:1), BEepoOATHO WAEHTUY-
HOro C abCUM3NHOBOW KUCIOTOW.

Copep>kaHve 3Toro MHrmbutopa Hanbosiee BbICOKOE B HecTpaTUULMPOBaHHbIX
MOKOSALLMXCA CeMeHax.

B 3apogblillax ypoBeHb COAep>XaHUS WUHIMouTopa CHUXaeTCA Mo Mepe MPOXOXK-
feHnsa  cTpatudukaumn. Crpatudukaymsa ceMsaH OCYLLEeCTBAsANacbk B  OMNTUMaIbHbIX
ONA HUX Tenso-XoNoAHbIX YcnoBusax (2 Hepenn npu 20°C mn 3atem 20 Hefesnb npu
3°C) BM/IOTb A0 Havana HakiéBbiBaHUA. Mexay 9 v 12 HedensmMu XO/04HOro re-
prvoga cTpaTuuKaunum akTUBHOCTb WHIMoutopa ynasia HWXKe TOro nopora, 3a Ko-
TOPbIM MOXHO CTaTUCTUYECKM ONpeaennTb Ha/myme ero CyLleCTBEHHOro [AelCTBUSA.

B ceMeHHbIX 060/104KaxX MOKOALWMXCA CeMSH cofepykaHue wHrubutopa 6b1s10
B 2,5 pasa Bbllle, YeM B cCaMbIX 3apopbillax (B MNepecyére Ha UX CyXyk Maccy).
B TeueHue ABYX Hefeslb cTpaTUUKauUM aKTUBHOCTb WHIMobutopa ucyessa coBpe-
LLIEHHO.

BepoATHO M3MeHeHUA aKTMBHOCTU WHIMbmuTOopa CBA3aHbl C MPOLLeCCOM BbIXOAa
CeEMSAH U3 nepuofa MoKos.

Bo Bpems pacTpeckuBaHWA W MNpopacTaHUs CeMsH B BbITSH)KKax W3 3apofblLuei
N CeMeHHbIX 060/104eK OTKPbITbl CTUMY/IATOPbI pocTa (TeCT TOT >Xe — KoneonTuie
nweHnubl). OfgHako BellecTBa 3TU He UAEHTUMDULMPOBaHbI.



