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Versuch einer chromatographischen und biologischen Analyse
von Wuchsstoffen in Extrakten aus Haselstrauch Pollen
(Corylus avellana L.)
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WSTEP

Badacz belgijski Massart juz w roku 1902 zwrocil uwage na sty-
mulacje wzrostu zalgzni przez martwy pylek, dopatrujac sie w tym fak-
cie czysto chemicznej natury.

Badania nad charakterem aktywnych substancji zawartych w pytku
roslin zapoczatkowane pracag Fittinga (1910), a rozwiniete nastepnie
przez Laibacha (1932), Thimanna (1934), Yasude (1934),
Gustafsona (1937) i innych, potwierdzily wlasciwosei tych sub-
stancji polegajace na pobudzaniu komérek do podziatu.

Laibach (1932) zaliczyl je nawet do hormonéw wzrostowych, na-
zywajac ,,hormonami pylkowymi”, bowiem przy stosowaniu na testy
owsiane wykazujg one analogiczne dzialanie z syntetycznymi substancja-
mi wzrostowymi. Obserwacje te potwierdzit Thimann (1934). Doswiad-
czenia ze stosowaniem ekstraktéow z pylku na zawigzki réznych roslin,
przeprowadzone przez Yasude (1934) i Gustafsona (1937), do-
prowadzilty do otrzymania ta droga owocoéw partenokarpicznych. Podob-
ne efekty zaobserwowano takze przy zadzialaniu na zawigzki roslinne syn-
tetycznymi substancjami stymulujacymi wzrost, np. kwasem f-indoloocto-
wym, co nasunelo wielu badaczom przypuszczenia, ze hormon pylkowy
jest identyczny z hormonem wzrostu. Nie moze by¢ to przyjete jako pew-
nik, poniewaz Mitchell i Whitehead (1941) spowodowali na te-
stach intensywniejszy wzrost miedzywezli siewek fasoli pod wplywem
zadzialania ekstraktami z pytku kukurydzy, podczas gdy rownolegle sto-
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sowane typowe substancje wzrostowe takie jak: kwas p-indolcoctowy,
kwas fenylooctowy, kwas a-naftalenooctowy, amid kwasu u-naftalenoocto-
wego, wykazaly stabsze dzialanie stymulujace. Jakuszkina (1947)
nawigzujgc do pracy Mitchella i Whiteheada i eksperymen-
tujac ekstraktami z pylku leszczyny i sosny, przyjmuje prawdopodobien-
stwo istnienia w pyltku obok substancji wzrostowej typu auksyny, jeszcze
innej aktywnej substancji, przyspieszajgcej wzrost.

Stosowana 6Owcze$nie metodyka badan stymulatoréw wzrostu z ma-
terialu roslinnego nie pozwalala na dokladne rozdzielanie tych substancji.
Dopiero wprowadzenie do badan metod chromatografii rozdzielczej przez
Linsera (1951), Luckwilla (1952), Bennet-Clarka, Tam-
biaha i Kefforda (1952), Kefforda (1955) i innych rozsze-
rzylo perspektywy badan nad substancjami wzrostowymi. Sen i Leo-
pold (1954) podaja zestawienie wartosci Rf i warunki rozdzialu na bi-
bule chromatograficznej znacznej liczby zwiazkéw indolo-, naftaleno-,
i benzoeso- pochodnych, o charakterze substancji wzrostowych.

Celem mojej pracy jest, w oparciu o obserwacje Jakuszkiny
(1947), rozdzielenie substancji wzrostowych zawartych w ekstraktach
z pylku leszezyny, przy zastosowaniu metod chromatografii bibutowej.

METODYKA

Ekstrakcje substancji wzrostowych z pylku leszczyny (Corylus avella-
na L.) przeprowadzono dwoma metodami:

W pierwszym przypadku zastosowano metode Thimanna (1934)
z modyfikacjami podanymi przez Jakuszkine (1947). Metoda ta
przedstawia sie nastepujaco: Powietrznie suchy pytek w ilosci 1 g staran-
nie rozcierano w mozdzierzyku z 10 ml $wiezo oddestylowanego chloro-
formu z dodatkiem 1 ml 1 n. HCl. Ekstrakt chloroformowy po oddzieleniu
w lejku rozdzielezym od frakeji wodnej, przesaczono przez sgczek pian-
kowy 11 G 3 i zageszczono pod zmniejszonym ci$nieniem do objetosci
1 ml, z czego 0,1 ml naniesiono na bibule chromatograficzna.

W drugim przypadku, w celu przebadania kwasnych i obojetnych sub-
stancji wzrostowych, uzyto metody Larsena (1939—40). Jeden gram
pytku wytrzasano przez 24 godz. w temperaturze okoto —4°C z 10 m!
eteru etylowego pozbawionego nadtlenkéw i przedestylowanego. Surowy
ekstrakt eterowy zageszczono pod zmniejszonym cisnieniem do objetosci
1 ml. Zageszczony ekstrakt ponownie wytrzasano przez 30 min. z 10 ml
nasyconego wodnego roztworu cukru gronowego. Po rozdzieleniu frakcji
na lejku rozdzielczym, frakcje eterowa odrzucono, frakcje za§ wodng
przesaczono przez saczek piankowy, a nastepnie po dodaniu 1 ml nasyco-
nego wodnego roztworu NaHCO, wytrzasano 3-krotnie po 5 min., kazdo-
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razowo z 10 ml eteru. W ten sposéb otrzymang neutralng frakcje eterowg
zageszezono do objetosci 1 ml, z czego 0,1 ml uzyto do chrecmatografii.
Pozostalg frakcje wodng zakwaszono 1 ml 15% wodnege roztworu kwasu
winowego, a nastepnie wytrzgsano 3-krotnie po 5 min., kazdorazowo
z 10 ml eteru, w celu otrzymania we frakcji eterowej kwasnych substan-
cji wzrostowych. Po rozdzieleniu frakcji, eterowa zageszczono i uzyto do
chromatografii.
Rozdzial ekstraktu przedstawia ponizszy schemat:

material pylkowy

wylrzgsanie
2 eterem etylowym
. 1
sucha pozostalosc surowy ekstrakt eterowy

zageszczanie
wylrzgsanie z nasyc. wodnym
roztw. cukru gronowego
I I
frakcja etero frakcja wodna
+ nasyc. wodny roztw. NaH(0;
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neutralna frakcja eterowa frakcja wadna

do chromatografii
. + 15 % wodny roztw. kw. winowego
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' |
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do chromatografi(

Chromatograficznego rozdzialu ekstraktéw dokonano metodg zasto-
sowang przez Bennet-Clarka, Tambiaha i Kefforda (1952).
Na chromatogram zstepujgcy uzyto bibuly Whatmann nr 1, a jako roz-
puszczalnika mieszaniny alkoholu izo-propylowego: amoniaku (d = 0,88);
wody w stosunku 10 :1: 1. Chromatogramy rozwijano w komorze zaciem-
nionej w temperaturze +23°C. Po wysuszeniu w temp. pokojowej, paski
bibuly podzielono poprzecznie na odcinki w liczbie 15 o powierzchni ca
4 cm?® i eluowano kazdy z nich w 1 ml 1% wodnego roztworu glikozy
przez 24 godz. w temp. 23°C.

Aktywnos¢ eluatéw z poszczegdlnych odcinkéw chromatogramu ba-
dano za pomoca owsianego testu cylindrycznego. Za material testowy po-
stuzyly podwierzchotkowe odcinki koleoptile owsa (Siegeshafer — Svalof)
hodowanego wg metody Sédinga (1952), ciete na przyrzadzie, o diu-
gosci poczatkowej 3,168 mm ze $rednig generalng zawarta, z prawdopo-
dobienstwem 0,99 — w granicach 3,168 £ 0,005, Cylindry te umieszczono
kazdorazowo po 10 szt. w eluatach odcinkéw chromatogramu w temp.
23°C. Po uplywie 20 godz. mierzono przyrost dlugosci codcinkéw ko-
leoptile pod lupa okularem mikrometrycznym.
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Wszystkie czynnosci poczawszy od ekstrakcji do testowania wykony-
wano w $wietle ciemnoczerwonym.

Dla wyznaczenia wartosci Rf dla heteroaksyny, uzyto w chromatogra-
mie kontrolnym roztworu alkoholowego kwasu f-indolooctowego. Wy-
barwienie chromatogramu kontrolnego odczynnikiem ztozonym z HClO,+
+FeCl, dalo plame rézowa, odpowiadajaca polozeniu kwasu p-indolo-
octowego.

Opracowane wyniki pomiaréw postuzyly do wykreSlenia histograméw.

WYNIKI I DYSKUSJA

Wyniki pomiaréw przyrostu odcinkéw koleoptile dla kazdego odcinka
chromatogramu przeliczono na procenty. Srednie bledy Srednich przy-
rostu dla wszystkich do$wiadczen zawarte sg, z prawdopodobienstwem
0,95, w granicach * 5,7 i & 1,7%. Histogramy wykreslono wykazujac za-
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wyniki lezace powyzej tej linii wskazuja na stymulacje wzrostu, a lezgce
ponizej na hamowanie wzrostu. Polozenie kwasu p-indolooctowego, otrzy-
mane z chromatogramu kontrolnego, oznaczono symbolem KIO.

Wydaje sie, na podstawie otrzymanych wynikéw, ze poszczegélnych
odcinkéw chromatogramu nie mozna interpretowaé¢ indywidualnie, lecz
w zespolach. Te zespoly wyraznie réznicuja uklady stymulatoréw i inhi-
bitorow na strefy, eliminujgc dodatkowo ewentualnie usterki w rozdziale
chromatograficznym ekstraktow.

Histogram 1 przedstawia uklad stymulatoréw i inhibitoréw wzro-
stu rozdzielonych z ekstraktu chloroformowego. Uklad ten charakteryzuje
sie duzym zroznicowaniem aktywnosci wzrostowej. Szczegélng uwage
zwraca tu polozenie stymulatoréw i inhibitoréw wzgledem polozenia
kwasu p-indolooctowego, ktérego wartos¢ Rf, jak wynika z barwnej pla-
my na chromatogramie kontrolnym, wynosi aktualnie 0,43. Strefa o war-
tosci Rf nizszej od KIO odpowiada inhibitorom wzrostu (0,03—0,16). Po-
lozenie natomiast bardzo aktywnego stymulatora powyzej KIO (Rf 0,63)
a przede wszystkim jego obecnos¢ zdaje sie potwierdza¢ obserwacje J a-
kuszkiny (1947) co do wystgpowania w ekstrakcie chloroformowym
z pyltku leszczyny, obok kwasu f-indolooctowego, drugiej aktywnej sub-
stancji wzrostowej.

Histogramy 2a i 2b wykres$laja aktywnos¢ biologiczng stymula-
toréw i inhibitoréw z frakcji kwasnej i neutralnej ekstraktu eterowego.
Na chromatogramie z frakcji kwasnej (2a) zaznacza si¢ wyrazny podzial
na strefy o znacznie zroznicowanej aktywnoséci w ukladzie typowym dla
aktywatora a, kwasu p-indolooctowego i inhibitora f (Kefford (1955).
Luckwill (1952), Lexander (1953) i in. stwierdzaja w réznorod-
nym materiale roslinnym wystepowanie aktywatoréw o wartosci Rf niz-
szej od kwasu p-indolooctowego i inhibitoréw o wartosci Rf wyzszej od
KIO. Bennet-Clark i Kefford (1953) badajac frakcje kwasne
ekstraktéw eterowych podaja, ze pobudzanie wzrostu odpowiadajgce
aktywatorowi o przypada na strefe Rf 0,0—0,2, a hamowanie wzrostu
charakterystyczne dla inhibitora p na Rf 0,57, przy utrzymaniu warunk6w
rozwijania chromatogramu w mieszaninie alkoholu izo-propylowego —
amoniaku (10 : 1). Pewne roznice w otrzymanych wynikach, Rf 0,23—0,36
dla aktywatora « i Rf 0,83 dla inhibitora p, w poréwnaniu z obserwacjami
Bennet-Clarka i Kefforda przypisa¢ mozna niepowtarzalnosci
wszystkich warunkéw rozdzialu chromatograficznego. Umiejscowiony na
czole chromatogramu jeszcze jeden stymulator wzrostu, wykazujacy
aktywnoé¢ auksyny (Rf 0,9—1,0), méglby by¢ identyfikowany wg Ke {-
forda (1955) jako nitryl kwasu P-indolooctowego, przechodzacy wg
Thimanna (1953) przy sprzyjajacych warunkach w kwas p-indolo-
octowy. Nitryl kwasu f-indolooctowego wg Sena i Leopolda (1954)



80 L. Michalski

w warunkach naszego rozdziatlu powinien posiada¢ wartosé¢ Rf 0,99, a po
opryskaniu odczynnikiem HCIO,—FeCl; da¢ charakterystyczng dla tego
zwiazku plame zielona. Nieuzyskanie tego efektu, jak nalezy przypusz-
czat, jest nastepstwem zbyt niskiej koncentracji substancji wzrostowych
w badanych ekstraktach, lezacej ponizej stezenia warunkujgcego otrzy-
manie barwnej reakcji (107%), podczas gdy aktywnosé¢ biologiczna zwiaz-
kéw indolowych siega rzedu 105,

Na chromatogramie z frakeji neutralnej ekstraktu eterowego (2b) mak-
simum wzrostu lezy (Rf 0,7) poza polozeniem KIO (Rf 0,5), minimum na-
tomiast, ktoére odpowiada polozeniu inhibitoréw, posiada wartosci Rf 0,03
i 0,16. Porownujgc oméwione histogramy, zauwazy¢é mozna pewne podo-
bienstwo w ukladzie stymulatoréw i inhibitoréw wzrostu na chromato-
gramach z ekstraktu chloroformowego i z frakeji neutralnej ekstraktu
eterowego. Ulozenie sie w czole chromatogramu z frakcji neutralnej, po-
dobnie jak i z frakcji kwasnej ekstraktu eterowego, stymulatora wzrostu
(Rf 0,9—1,0) o identycznych wartosciach Rf i aktywnosci wzrostowej
zdaje sie wskazywa¢ na analogicznos$é¢ tych substancji wzrostowych.

STRESZCZENIE WYNIKOW

1. Maksimum aktywnosci wzrostowej (Rf 0,63) dla chromatogramu
z ekstraktu chloroformowego z pytku leszczyny lezy poza polozeniem kwa-
su p-indolooctowego (Rf 0,43), wskazujac na wystepowanie drugiej aktyw-
nej substancji wzrostowej.

2. Maksimum wzrostu odcinkéw koleoptile dla chromatogramu z frak-
cji kwasnej ekstraktu eterowego, lezace (Rf 0,36) ponizej polozenie kwasu
p-indolooctowego (Rf 0,50), oraz minimum wzrostu odpowiadajace inhibi-
torowi wzrostu (Rf 0,83), lezace ponizej KIO, zdaja sie odpowiada¢ typo-
wemu ukladowi: aktywator «, kwas p-indolococtowy, inhibitor 8.

3. Przypuszcza sie, ze stymulatorem wzrostu ulozonym na czole chro-
matogram3w (Rf 0,9—1,0) z frakcji kwasnej i neutralnej ekstraktow ete-
rowych jest nitryl kwasu f-indolooctowego.

Zaktad Fizjologii Roslin UMK
w Toruniu (Wplynelo dn. 14.6.1957)

ZUSAMMENFASSUNG

Zur Verteilung der Wachstumregulatoren aus Haselstrauch-Pollen-
extrakten wurde die Papierchromatographiemethode angewandt. Neben
der nach der Thimannmethode (1934) mit Hilfe von Chloroform durch-
gefithrten Extraktion des Pollenmaterials wurde zwecks Untersuchung
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der sauren und neutralen Wuchsstoffe ebenfalls die Atherextraktion
(Larsen 1939—40) angewandt. Zum Absteigchromatogramm benutzte
man Whatmannpapier no. 1 und als Losungsmittel nahm man das Ge-
misch von Isopropanol-Wasser-Ammoniak (10:1:1). Das im verdun-
kelten Behilter entwickelte Chromatogramm teilte man in 15 Abschnitte,
von denen jeder 24 stundenlang in Glucoselosung eluiert wurde.

Die Aktivitit der Eluate der einzelnen Chromatogrammabschnitte
wurde mit Hilfe des Avenazylindertest untersucht. Als Testmaterial dien-
ten die jedesmal zu 10 Stiick in den Eluaten eingetauchten Koleoptil-
zylinder des nach der Methode von S6ding (1952) geziichteten Hafers
(Siegeshafer — Svalof). Nach Verlauf von 20 Stunden wurde der Lén-
genzuwachs der Koleoptilzylinder gemessen. Der Rf — Wert fiir Hetero-
auxin wurde auf Grund des mit HCIO,—FeCl;, Reagens gefiarbten Kon-
trollchromatogramm festgesetzt. Die bearbeiteten Ergebnisse der Messun-
gen dienten zur Ausfertigung von Histogrammen. '

Indem man die Ergebnisse interpretiert, darf man annehmen, dass das
Maximum der Wachstumsaktivitat (Rf 0,63) flir das aus dem Chloroform-
extrakt des Haselstrauchpollens angefertigte Chromatogramm ausserhalb
der Lage der f-Indolylessigsdure liegt (Rf 0,43). Diese Tatsache zeigt das
Vorkommen eines zweiten sehr aktiven Wuchsstoffes an, welches die
Beobachtungen von Jakuszkina (1947), gleichsam bestitigt. Die
einen niedrigeren Rf — Wert, als die f-Indolylessigsdure aufweisende Zone
entspricht der Lage der Inhibitoren (0,03—0,16).

Das unterhalb der Lage der p-Indolylessigsdure (Rf 0,50) sich befin-
dende (Rf 0,36) Wachstumsmaximum der Koleoptilzylinder fiir das aus
der sauren Faktion des Atherextrakts hergestellte Chromatogramm gleich-
wie das oberhalb der Zone der p-Indolylessigsiure liegende, dem Wachs-
tumsinhibitor (Rf 0,63 und 0,83) entsprechende Minimum scheinen auf
das typische System: Accelerator a, P-Indolylessigsdure, Inhibitor f
[Bennet-Clark, Kefford (1953), Kefford (1955)] hinzuweisen.

Auf dem aus der neutralen Fraktion des Atherextrakts hergestellten
Chromatogramm befindet sich das Wachstumsmaximum (Rf 0,70) ober-
halb, das Minimum dagegen (Rf 0,03 und 0,16) unterhalb der Lage der
p-Indolylessigsdure (Rf 0,50).

An der Front der aus der sauren und neutralen Fraktion der Ather-
extrakte angefertigten Chromatogramme (Rf 0,9—1,0) liegt noch ein
Wachstumsstimulator der sich als f-Indolyl-Acetonitril (K efford 1955)
identifiziren liesse.
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