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Test biologiczny do wykrywania biologicznie czynnych
giberelin na chromatogramach

Biological test for detecting biologically active gibberellins in chroma-
tograms

A. ADAMIEC, L. PASS, P. WIERZCHOWSK!

WSTEP

W pismiennictwie podano szereg testow biologicznych do wykrywa-
nia substancji biologicznie czynnych, a w szczegélnosci giberelin, na
chromatogramach. W wielu wypadkach metody te sg trudne do za-
adoptowania, ze wzgledu na stosowanie w nich specyficznych warun-
kéw do$wiadczenia, oraz uzycie specjalnych gatunkéw i odmian roslin.
Poza tym sa one niejednokrotnie zbyt pracochlonne i dlugotrwate,
a pod wzgledem statystycznym malo pewne.

Y. Murakami (1957) stosowal miode siewki ryzu, ktére kladl na
odcinkach bibuly chromatograficznej umieszczonej na dnie zlewki.
Siewki nas$wietlal $wiatlem dziennym i po siedmiu dniach mierzy?
przyrosty dlugosci drugiego liScia w stosunku do roslin kontrolnych.
B. O. Phinney (1957) sporzadzal wyciagi acetonowe z poszczeg6l-
nych odcinkéw bibuly chromatograficznej. Pozostalo§¢é po odparowaniu
acetonu. rozpuszczal w minimalnej ilo$ci wody z dodatkiem detergentu
i nakraplal na wierzcholki lisci mutanta kukurydzy Dwarf-1, wrazli-
wego wylacznie na gibereliny. G. M. Simpson (1958) nakraplala wy-
ciggi acetonowe (10% wodny aceton) z odcinkéw chromatogramu na
siewki grochu karlowego odmiany Meteor. M. Radley (1958) umiesz-
czala na zwilzenych woda, pocietych odeinkach chromatogramu, 4-mili-
metrowej diugosci skrawki koleoptyli 4-dniowych siewek pszenicy od-
miany Victor. Po 48-godzinnej inkubacji w wilgotnej kamerze przy
temperaturze 23°C mierzyla liniowy przyrost skrawkéw.

W poszukiwaniu odpowiednich roslin testowych do wykrywania
substancji giberelinowych przebadaliémy wiele gatunkéw i odmian ro-
slin latwo dostepnych w Polsce. Do testow seryjnych wybraliSmy mlode
siewki salaty inspektowej, ktére nadajg sie doskonale do tego celu, gdyz
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na malej przestrzeni mozna umiesci¢ stosunkowo wiele roslin, co po-
zwala na statystyczne ujecie koncowych wynikéw. W pismiennictwie
spotkaé mozna réwniez prace, w ktérych do testéw biologicznych uzy-
wano siewek salaty (J. Krekule (1959), B. Frankland (1960).

W pracach tych nie podano jednak jak zachowuja sie pod wplywem
giberelin rézne odmiany salaty oraz rozne serie nalezace do tej same]
odmiany sataty. Jak wykazano (L. Pas$s, A. Adamiec) rozne od-
miany zachowujg sie w tych samych warunkach doswiadczalnych w spo-
s6b zasadniczo rézny. Wszystkie odmiany salaty sg wprawdzie wrazliwe
na gibereliny, lecz przyrosty liniowe hypokotyli oraz calych pedéw sa
dla poszczegblnych odmian bardziej lub mniej zréznicowane. Najlepsze
wlasciwosci wzrostowe pod wplywem giberelin wykazuja siewki salaty
odmiany Krélowa Majowych. Optimum jednorazowego zadzialania gibe-
relin na siewki salaty tej odmiany uwidacznia sie w trzecim dniu
doswiadczenia. Liniowe przyrosty hypokotyli lub calych pedéw sa sto-
sunkowo duze. Siewki pod wplywem optimalnych stezen niektérych
giberelin osiaggaja wzrost dwa a nawet trzykrotnie wickszy niz rosliny
kontrolne. Stosowanie siewek salaty tej odmiany daje dobre wyniki
przy wykrywaniu, a nawet ilosciowym oznaczaniu giberelin na chro-
matogramach, z ktérych mozna je wyeluowaé i doda¢ do podloza w po-
staci roztworu wodnego, niskoprocentowego roztworu alkoholowego lub
acetonowego. Sporzgdzanie wyciggow alkoholowych lub acetonowych
z kazdego odcinka bibuly jest jednak bardzo pracochlonne, a poza tym
przy takim postepowaniu nie daje sie unikngé¢ strat, zwlaszcza wtedy,
gdy substancje giberelinowe obecne sg w ilosciach sladowych. Posta-
wiono wigc odpowiednie doswiadczenia majace na celu wyjasnienie,
czy istnieje mozliwo$¢ wykrycia, przy pomocy testu salatowego, sub-
stancji giberelinowych bezposrednio na odcinkach rozwinietego chro-
matogramu bez ich uprzedniego wyeluowania rozpuszczalnikami orga-
nicznymi. Poza tym nalezalo sprawdzi¢, w jakiej mierze rozpuszczal-
niki, zawarte w wysuszonym na powietrzu chromatogramie, moga wply-
wac na wzrost siewek salaty w warunkach doswiadczenia oraz ustali¢
optymalne warunki prowadzenia testu i czasu trwania doswiadeczenia.

CZESC DOSWIADCZALNA
Materiaty

Roslina testowa

Do testow uzywano nasion salaty inspektowej odmiany Kroélowa
Majowych. Cze$¢ nasion otrzymano z laboratorium Centrali Nasien-
nictwa Ogrodniczego i Szkoélkarstwa w Warszawie, czes¢ natomiast za-
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kupiono w sklepach nasiennych. Sila kielkowania u wszystkich nasion
byla dodatkowo sprawdzona we wlasnym zakresie.

Preparaty giberelinowe

Stosowane preparaty giberelinowe byly produkowane przez Kut-
nowskie Zaklady Farmaceutyczne w Kutnie. Czesciowo uzywano pre-
paratéw otrzymanych droga fermentacji laboratoryjnych przy pomocy
hodowli trzesawkowej. Preparaty skladaly sie z okolo 90°% kwasu
giberelowego. oraz z okolo 10 innych skladnikéw giberelinowych.
Temperatura topnienia preparatu wynosila 225—230°C, skrecalnos¢
wlasciwa [a]3) + 86°.

Bufor

Siewki sataty hodowano na 0,02 M buforze fosforanowym o pH 6,5.
Bufor przygotowano przez rozpuszczenie dwuzasadowego fosforanu po-
tasu w wodzie destylowanej i doprowadzenie pH do wartosci 6,5 przy
pomocy kilku kropli 85%0 kwasu o-fosforowego. Uzywano odczynnikéw
czystych do analizy produkeji krajowej.

Zrodlo oswietlenia

Do naswietlania roslin uzywano swietlowek ,,Telam”, wyproduko-
wanych przez Zaklady Wytworcze Lamp Elektrycznych im. Rézy Luk-
semburg w Warszawie. Lampy posiadaly moc 40 watt. W wiekszosci
wypadkow stosowano lampy dajace $wiatlo dzienne. Lampy te moga
byé réwniez zastgpione $wietlowkami dajacymi swiatlo barwy bialej.

Chromatografia bibulowa

Rozdzial giberelin przeprowadzono przy pomocy chromatografii bi-
bulowej zstepujacej w komorach szklanych, na bibule Whatmann Nr 1.
Do rozwijania chromatograméw uzywano dwoéch solwentow:

Solwent pierwszy — podany przez M. L. Birda i C. T. Pugha
(1958), skladal sie z benzenu, kwasu octowego i wody w stosunku
10:2,5:5. Komore nasycano przez noc dolng faza tego rozpuszczalnika.
Przed rozwinieciem, chromatogram umieszczano w komorze na okres
pél godziny, nastepnie do zbiornika wlewano faze goérng i chromato-
gram rozwijano oryginalng metoda przeplywowa przez 48 lub 72 go-
dziny.

Solwent drugi, byl solwentem wlasnym. Sporzadzono go w na-
stepujacy sposob: dokladnie wstrzasano toluen, kwas octowy i wode
zmieszane w stosunku 9:1:10. Po rozwarstwieniu mieszaniny dolng faze
uzywano do nasycania komory, natomiast do 100 ml fazy goérnej dodano
65 ml kwasu octowego lodowatego, oraz 165 ml wody destylowanej.
Po ponownym wstrzasaniu i rozdzieleniu mieszaniny otrzymano faze
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gorng, ktérg uzywano do rozwijania chromatogramu. Faze dolna odrzu-
cono. Chromatogram zawieszano na jedna godzine w komorze nasyconej
przez noc faza dolna, a nastepnie rozwijano go przez trzy godziny faza
gorng. Solwent ten porusza sie szybko po bibule chromatograficznej
i daje dobry rozdziat giberelin. Gibereliny A, A,, A; pozostajag na miej-
scu startu, poruszajg sie natomiast giberelina A, oraz giberelina D
podana przez H. Borrisa i S. Schmidta (1961).

Chromatogram, po rozwinieciu w jednym z wymienionych solwentow,
suszono na powietrzu i rozdzielano na dwa paski. Pasek przewidziany
do testu biologicznego suszono dodatkowo strumieniem zimnego powie-
trza przy pomocy fenu. Drugi pasek wywolywano przez spryskanie
5%-owym roztworem kwasu siarkowego w etanolu i podgrzanie w su-
szarce przy temperaturze 70—80°C przez 5 minut. Fluoryzujace plamy
obserwowano pod analityczng lampa rteciows, z filtrem przepuszeza-
jacym fale w zakresie 365 muw.

Wykonanie testu biologicznego

Wysuszony chromatogram pocieto na poprzeczne paski o odpowied-
niej szerokosci. Paski ponumerowano i umieszezono na dnie zlewek
o objetosci 100 ml i rozmiarach 5,5X7,5 cm. W zlewce kontrolnej umiesz-
czono pasek bibuly identycznych rozmiaréw, zanurzony uprzednio
w rozpuszezalniku, ktérym byl rozwijany chromatogram i suszony
w identycznych warunkach. Do kazdej zlewki wlano 3 ml buforu fosfo-
ranowego 1 2 ml wody wodociagowej. W roztworze zanurzono, réwno-
miernie na cala przestrzen dna, niewielkg ilosé waty, ktoéra przykryto
dopasowanym do S$rednicy zlewki krgzkiem gazy. Gaze wraz z wata
przyprasowano do dna przy pomocy plasko zakonczonej bagietki, a na
powierzchni gazy umieszczono siewki salaty. Nasiona salaty pozosta-
wiono do kielkowania na zwilzonej bibule ulozonej w duzej szalce Pe-
triego, w temperaturze pokojowej i normalnych warunkach $wietlnych,
przez 48 godzin. Dwudniowe siewki poddano selekcji i po wybraniu
W miare moznosci réwnomiernie rozwinietych siewek ulozono je, po
10 sztuk, w uprzednio przygotowanych zlewkach. Zlewki przykryto
plytkami szklanymi lub szkielkami zegarkowymi i umieszczono w $wie-
tle cigglym, pod trzema sSwietlowkami dajacymi $wiatlo dzienne lub
biale o lgcznej mocy 120 watt, w odleglosci 20 cm od lampy. Doswiad-
czenie przeprowadzano w pomieszczeniu o S$redniej temperaturze 15°C.
Okres doswiadczenia trwal trzy dni. Po tym czasie rosliny wyjeto ze
zlewek i zmierzono dilugosé¢ hypokotyli oraz calych pedoéw, odkladajac
odpowiednie odcinki tych roslin na papierze milimetrowym. Z kazdych
dziesieciu wartosci obliczono warto$é $rednia.
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Wyniki badan

W tabeli 1 podane sa wyniki uzyskane po podaniu do podloza roéz-
nych rozpuszczalnikow w zmiennych stezeniach. Dane cyfrowe wyka-
zujg, ze wplyw badanych rozpuszczalnikéw na rozwdj siewek salaty
jest minimalny. Sredni wzrost hypokotyli i calych pedéw pokrywa sie,
w granicach rozrzutu statystycznego, ze srednim wzrostem roélin kon-
trelnych. Réznica w przyrostach pod wplywem samych rozpuszczalni-
kéw jest znikoma w pordéwnaniu z przyrostem liniowym tych czesci
roélin pod wplywem preparatu giberelinowego.

Tabela 1 — Table |1
Wplyw rozpuszezalnikow organicznych na wzrost siewek salaty inspektowej odmiany Krolowa
Majowych
The influence of organic solventson the growth of lettuce seedlings
(hotbed variety Krolowa Majowych)

Stezenic procentowe rozpuszczalnikoéw organicznych
w jednej zlewce* Kontrola
Concentration of the organic solvents in one dish* Control
Roz- 2101 2102 I 2103
‘PI“ISZ_‘k ir. dugosé $r. diugosé §r. dlugoéé ér. dlugosé
u‘s :“ av. length of av. length of [ av. length of av. length of
Sol- _— - _—
| 1 |
vent  hypoko- | pedu hypoko- = pedu hypoko- pedu hypoko- padu
Ctylu (cm) (cm) tylu (cm) | (em) | tylu (cm) (cm) | tylu (cm) (cm)
hypoco- shoot hypoco- shoot | hypoco- shoot | hypoco- schoot
| tyle cm. cm. tyleem. | cm. ! tyle cm. cm. i tyle cm. om.
= - — A : - — _! - L - | — _._!
Butanol | 0.0 | 1,60 0,80 I 1,6¢ | 085 1,66 | 085 | 1,60
Benzen 08 | 1,50 | 0,75 | 145 0,70 Les | 09 1,65
Toluen 075 | 1,50 0,80 ! 1,66 | 0,90 Leo | 09¢ | 1,60

* 0,2 ml poszczegdlnych, chemicznie czystych rozpuszczalnikéw rozpuszczono w 100 ml roztweru, sluzacego jako
podioze dla siewek salaty. Dwa dalsze stezenia uzyskano przez odpowiednio 10 i 100-krotne rozcieficzenie roztworu
pierwszego. Przy wyzszych stgkeniach rozpuszczalniki nie rozpuszczaja sie¢ w podioiu.

0.2 ml of different chemically pure solvents were dissolved in 100 mi of the mzdium on which lettuce was grown.
Two other concentrations are 10 and 100 times diluted. In higher concentrations the solvents do not dissolve in the medium.

W tabeli 2 ujete sa wyniki doswiadczenia, w ktérym badano zalez-
nos¢ przyrostu liniowego hypokotyli i pedéw od stezenia preparatu
giberelinowego. Zalezno$¢ te przebadano w szerokim zakresie stezen.
Z danych cyfrowych podanych w rubrykach d oraz f wynika, ze dla
calych pedéw istnieje szerszy zakres zaleznosci liniowej przyrostow
od logarytmu stezenia, niz dla samych hypokotyli. Roéznica ta moze by¢
zwigzana z nieco odmienna dynamika rozwoju lisci w poréwnaniu z roz-
wojem hypokotyli pod wplywem réznych stezen giberelin. Optymalne
stezenie giberelin wynosi okolo 5 wg/ml podloza. Stezenie to zalezy
oczywiscie od ilosci siewek hodowanych na danym podiozu. Stezenia
wyzsze od optymalnego daja mniejsze przyrosty hypokotyli i pedoéw.
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Tabela 2 —Table 2

Whplyw stezenia preparatu giberelinowego na wzrost hypokotyli i lisci dwudniowych siewek salaty
inspekfowej odmiany Krolowa Majowych

The influence of gibberillinic preparation on the growth of the hypocotyle and leaves of two-days
old seedlins of lettuce hotbed variety Ke6lowa Majowych

| Ped Hypokotyl I Lis¢
Stezenie | Shoot Hypocotyle Leaves
giberelin T = | [~ . »
(ug/ml §r. dlu- ' przyrost | $r. diu- | przyrost | §r. diu- | przyrost | Wartosc
podloza) log gos¢ iw stos. do| gos¢ |w stos. do| gos$¢ |w stos. doi PI'O-“
The con- | SteZenia | kontroli kontroli :- kontroli i DOff}_':
centration | logofthe | €M | (@m) | (@m) | (m) | (m) | (m) | I/
of gib- | concen- mean increase | mean | increase f mean increase | (cn'_”_
berillins | tration length | in com- | length | in com- | length | in com- ' Ra“::‘
pg/ml | parison | parison parison ]{!c !:n\
of the | with the with the with the
medium | control control control
em. | om. cm. em. | cm. cm.
a b c | d e [ . h i
s [ [ I } :
kontrola | — 212 | — | L18 | — | 094 | — 0.79
control | | !
0,05 | 1,3011 2,65 | 0,53 | 1,64 = 046 Ler o007 0,61
0,5 | 0,3011 301 | 089 | 1,98 i 1,98 1,03 | 0,09 0,52
5,0 | 0,6989 344 1,32 | 2,23 | 1,05 1,21 0,27 0,54
10,0 - 1,0000 3,14 | 1,02 I 202 | 0,84 1,12 i 0,18 0,55
15,0 1,1760 3,13 1,01 201 0,83 L2 | 018 | 055
20,0 - L3elo 305 | 094 | 200 | 082 1,06 | o012 | 054
25.0 1,3979 3,05 092 | 1,99 | 0,81 1,06 0,12 i 0,53
3. L 1,977 2,92 0.80 | 1,87 i 0,65 | 1,05 0,15 0.56
* Pomiar przeprowadzono w trzecim dniu doswiadczenia. RoZnica we wzroicie roslin w obregbie jednej zlewki jest
stosunkowo mata. ,,Odchylenie przecietne” (d) od wartosci sredniei (x) (obliczone ze wzoru d = 2¢ {—x" — Sr:] ) waha
sig dla roélin dla calej serii zlewek od 0,004—0,025 em.
The measurements were done in the third day of the experiment. The differences in one dish in the growth of the plants
are relatively small. The mean deviation (d) from the average (x) (calculated from the formula d = ;r [f(" —x) range
n

for the whole series of dishes from 0,004 to 0,025 cm.
**|fh proporcja liés/hypokotyl (ratto leaf/hypocotyl).
W miare zwiekszania stezenia giberelin przyrosty ustawicznie malejg.
W tabeli 3 podane sg przyrosty hypokotyli i pedéw siewek salaty
w zaleznoSci od czasu, przy stalym stezeniu giberelin 5 wg/ml podloza.
Maksymalny przyrost liniowy hypokotyli i pedéw wystepuje w trzecim
dniu do$wiadczenia. W czwartym i piatym dniu zachodzi wyrazny spa-
dek przyrostéow, a rozpoczynajac od pigtego dnia doswiadczenia spadek
ten przebiega bardziej lagodnie. Zaznaczy¢ nalezy, ze w rozpatrywa-
nym okresie czasu liniowe rozmiary catych roslin, zar6wno kontrolnych,
jak i doswiadczalnych, ustawicznie zwiekszaly sie (rubryka b i e na
tablicy 3). Koncowych pomiaréw przyrostow w doswiadczeniach seryj-
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nych, dokonywano w trzecim dniu do$wiadczenia, w ktérym przyrosty
sa najwieksze. WartoSci liczbowe przyrostow hypokotyli i pedéw nie
sg stale. Zalezg one od warunkéw naswietlania, od temperatury w po-
mieszczeniu do$wiadczalnym, a takze od serii nasion danej odmiany.
Ogolny charakter krzywych przyrostéw, oraz wzajemny stosunek mie-
dzy przyrostami hypokotyli i lisci, pozostaja jednak stale. Przy bada-
niach jako$ciowych wahania w przyrostach pod wplywem wspomnia-
nych czynnikéw nie posiadajg wiekszego znaczenia.

2 -J-“"L l—————i———ﬂl_J',_‘ ‘_1—1————[_—

L= ~
T
{ | |
| & 17

f
i
A

,.\I
s
zolo

u

-
| —
|
|
|
I
|
4

1]
I
|
45
|
I
J
]

Ryec. 1. Wzrost siewek salaty inspektowe] odmiany Krélowa Majowych na odcin-
kach chromatogramu nr 1

Chromatogram preparatu giberellnowego, otrzymanego z brzeczki pochodzacej =z fermentacjt

hodowli trzgsawkowe] Giberella jujikuroi. Rozwijano dwie réwnolegle prébki solwentem tolue-

nowym. Po godzinnym nasycaniu chromatogramu w komorze z faza dolng solwentu, rozwl-

jano go fava gorng przez 3 godz. Chromatogram rozeieto na dwa oddzielne paski. Jeden pasek

wywolano 57, roztworem kw. siarkowego w etanolu, drugiego uzywano do testu biologicznego.

The growth of the lettuce seedlings hotbed variety Krélowa Majowych on
chromatogram No. 1
Chromatogram of gibberelline preparation from the culture of Gibberella fujikuroi. Two
parallel samples were developed in toluene solvent. After one hour saturation of the chroma-
togram with lower phase of the solvent it was unfold durlng 3 hours with upper phase. It was
cut in two stripes. One was developed with 57 solution of sulphuriec acid in ethanol and the
second was used for blological test

2
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Ryc. 2. Wzrost siewek saltaty inspektowej odmiany Krélowa Majowych na odcin-
kach chrcmatogramu Nr 2
Chromatogram preparatu otrzymanego przez wyeluowanie odeinka Nr 14 chromatogramu Nr 1
iplama o Rf 0,93). Dwie réwnolegle probki rozwijano w solwencie toluenowym. Po godzinnym
nasycaniu chromatogramu w komorze z faza dolna solwentu, rozwijano go faza gorna przez
3 godz. Chromatogram rozcieto na 2 paskil. Jeden pasek wywolywano 59 roztworem kw. slar-
kowego w etanolu, drugiego uZywano do testu biologicznego.

The growth of the lettuce seedlings hotbed wvariety Krolowa Majowych on
chromatogram No. 2
The chromatogram was obtalned by eluation of the segment 14 of the chromatogram 1 (spot
with Rf 0,93). Two parallel samples were unfold in toluene solvent. After one hour saturation
in the lower phase of the solvent it was unfold during three hours in the upper phase of the
solvent. The chromatogram was cut in two stripes. One stripes was developed with 5% solution
of sulphurie acid in ethanol and the second was used for blologleal test
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Na rysunku 1 przedstawiony jest jeden z typowych testéw biologicz-
nych przeprowadzony przy pomocy siewek salaty, w celu wykrycia gi-
berelin na chromatogramie nr 1. Na dnie ponumerowanych zlewek
znajdowaly sie odpowiednio ponumerowane odcinki chromatogramu.
Chromatogram ten rozwijano w solwencie toluenowym. Gibereliny roz-
winiete na chromatogramie otrzymano z brzeczki pochodzacej z fermen-
tacji hodowli trzesawkowej grzyba Giberella fujikuroi. Srednie war-
tosci wzrostu hypokotyli i pedéw podane sg w postaci stupkéw odpo-
wiedniej wysokosei obok chromatogramu na rysunku 1. Przy pomocy
testu fluorescencyjnego na chromatogramie nr 1 wykryto trzy wyraine
plamy posiadajace R; odpowiednio 0,00, 0,35 i 0,51, oraz plame o R;
0,93 dajgcg bardzo stabg fluorescencje koloru niebieskiego. Wysokosc
stupkdow wzdluz chromatogramu wskazuje jednak, ze substancji tych
jest wiecej. Poza odcinkami 11 i 13, biologicznie aktywne substancje
znalezé mozna na wszystkich pozostalych odcinkach chromatogramu.

Réznica we wzroscie salaty w poszezegélnych zlewkach nie jest spo-
wodowana fluktuacja wzrostu siewek salaty w danych warunkach. Wi-
da¢ to z danych przytoczonych na rysunku 2, przedstawiajgcym rechro-
matografie plamy o R; 0,93 z chromatogramu nr 1. Wzrost siewek sa-
laty na odcinkach od nr 2 do nr 6 jest praktycznie jednakowy. Staby
wzrost wysokosci salaty zaczyna sie na odcinkach nr 7 i nr 8. Maksy-
malny wzrost, jak tego nalezalo oczekiwaé, ma miejsce na odecinku nr 9.
7 przyczyn nie wyjasnionych nastapil pewien przyrost na odcinku nr 1,
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Ryc. 3. Wzrost siewek salaty inspektowej odmiany Krélowa Majowych na odcin-
kach chromategramu nr 3
Dwie réwnolegle prébki krystalicznego preparatu giberelinowego rozwijano, na chromatogramie,
w solwencie benzenowym o skladzle podanym przez M, L. Birda 1| C. T. Pugha (1953).
Po pélgodzinnym nasycaniu w komorze z faza dolng chromatogram rozwijano fazs goérna sol-
wentu metodsg przeplywows przez 72 godziny. Nastepnile chromatogram rozcleto na dwa paski.
Jeden pasek wywolano 5% roztworem kwasu slarkowego w etanolu, a drugl uzywano do testu
blologlcznego

The growth of the lettuce seedlings hotbed wvariety Kroélowa Majowych on
chromatogram No. 3
Two parallel samples of cristallin gibberilline preparation were unfold on chromatogram
in benzene solvent after M. L. Bird and C. T. Pugha (1958). After half an hour satura-
tion in the lower phase of the solvent the chromatogram was unfold with the upper phase
of the solvent during 72 hours (flowing method). The chromatogram was cut in two stripes.
One was developed with 5% solution of sulphuric in ethanol and the second was used for
biological test
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to jest na miejscu nalozenia preparatu o R; 0,93, przed rozwinieciem
chromatogramu. Zjawisko to powtérzylo si¢ wielokrotnie i mozna przy-
puszczaé, ze aktywno$é na miejscu startu pochodzi od produktow izo-
meryzacji preparatu o R; 0,93.

Table 3 —Table 3
Wzrost siewek sataly inspektowej odmiany Krélowa Majowych w zaleznosci od czasu, po jedno-
razowej dawce preparatu giberelinowego (5 pg/ml podtoza)
The growth of seedlings of the lettuce hotbed variety Krélowa Majowych in dependence of time
after one dose of gibberillinic preparation (5 pg/mg of the medium)

Ped — Sh(-J_o_lm - Hy.pa(;wi — H}Bbcot_vlc
§r. dlug. sr. diug. przyrost §r.dlug. | §r. dhug. przyrost
rosliny | rosliny w stos. do rosliny rosliny w stos. do
Czas traktowanej : kontrolnej | kontroli traktowanej | kontrolnej = kontroli

(dni) (cm) | em) | (m) | () | (cm) (cm)
Time | mean length | mean length | Increase in | mean length ‘ mean lenglh! increase in
(days) of the treated|of the control| comparison |of the treated|of the control comparison

plant | plant " with the plant : plant . with the

! control | control
(cm) (cm) { (cm) (cm) (cm) i (cm)

Ca , b ¢ | d ¢ T E

2 2,14 L2 0,70 1,49 0,71 0,60
3 | 3,53 1,94 1:35 2,27 1.11 1,00
- ; 4,13 2,71 1,20 | 2,60 1,54 | 0,50
5 i 4,35 3,08 | 1,05 292 1,81 0,76
6 4,71 3,44 1,04 3,00 2,05 0,75
7 4,69 2,48 1,00 2,81 1,94 0,73
8 5,13 293 0,98 2,91 2,04 0,71

Na rysunku 3 przedstawiony jest chromatogram krystalicznego pre-
paratu giberelinowego, ktéry rozwinieto metoda przeplywowa w sol-
wencie M. L. Birda i C. T. Pugha (1958), przez 72 godziny. Przy
pomocy testu fluorescencyjnego wykryto na tym chromatogramie trzy
plamy. Jedna, stabo fluoryzujaca plama pozostala na miejscu startu,
dwie natomiast odsunely sie na nieznaczng odleglos¢ od miejsca startu.
Test biologiczny wykazal, ze dwie z tych plam (odcinek nr 1 i nr 4)
sa nieaktywne. Wystepuja natomiast trzy wyrazne strefy aktywnosci
biologicznej na odcinkach nr 3, nr 5 i 6 oraz nr 13 chromatogramu.
Wartosci liczbowe rozmiaréw liniowych roslin testowych hodowanych
na tym chromatogramie podane sa w tabeli 4. Tabela ta zawiera dwie
dodatkowe rubryki: w jednej podane sg $rednie diugosci samych lisci,
otrzymane przez odjecie diugosci hypokotyli od diugosci pedéw, w dru-
giej stosunek $redniej dlugosci lisci (1) do $redniej diugosci hypoko-
tyli (h).
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Tabela 4 —Table 4

Wazrost siewek saltaty inspektowej odmiany Krolowa Majowych na odcinkach chromatogramu nr 3
(patrz rysunek 3)

The growth of seedlings of the lettuce hotbed variety Krolowa Majowych on the segments

Nr odcinka

chromatogra- |

mu
No. of the
chromato-

gram segment

Sr. dt. pedu
(cm)

Mean shoot
length (cm)

1,85 1,85

Sr. dL. hypo-
kotylu (h) (cm)
Mean hypo-
cotyle length
(cm)

§r. di. liscia
(1) (cm)
Mean leaves

0,95 0,95 | 120

0,90 0,920,850,95

2,05 1,85/2,15(2,00 1,75

|
0,90 ' 1,20

10,95
|

]

1,10 0.0

0,90 I 0,85

|
I
i
|
|
|

]
]

|
1,701| 1,65

0,80 0,85

i i
0,85 0,85 !0,85

of the chromatogram no. 3 (see fig. 3)

8!9!1()'

|
[ 1,70 1,60 1,60
|

11

0.80 0,80

0,80

12,20

10,80 1,00

10,80/ 1,30

,65

0,80

0,85

length (1) (cm)

1/h 0,95 16,97 10,71 {0,75|0,79 0,82 |0

,95

1,06 | 1,03} 1,00 1,00| 1,00 1,30 | 1,03

Stosunek 1/h moze stuzy¢ do dodatkowego zréznicowania rozdzielo-
nych substancji biologicznie czynnych pod wzgledem ich dzialania fizjo-
logicznego. Okazalo sig, ze rosliny rosngce na paskach bibuly nie za-
wierajagcych substancji biologicznie czynnych posiadajg wartosé I/h
zblizong do jednosci. Rosliny rosngce na paskach 3, oraz 5 i 6 posiadaja
warto$¢ 1/h znacznie nizszg od jedno$ci ($rednio okolo 0,75), natomiast
wartosé 1/h dla roslin rosnacych na pasku 13 wynosi 1,30, to jest znacz-
nie powyzej jednosci. Wartosci 1/h dla rodlin kontrolnych jednak nie
zawsze rowne sg jednosci. Zalezg one od serii i odmiany salaty, od wa-
runkéw naswietlania i od innych czynnikoéw. Natomiast bez zmian po-
zostaje stosunek wartosci 1/h rosliny rosngcej na podlozu z giberelina-
mi do wartosci 1/h rosliny rosnacej na podiozu bez giberelin. Pozwala
to na dodatkowy podzial giberelin pod wzgledem ich czynnosci fizjolo-
gicznej, a mianowicie na gibereliny powodujace zwigkszony wzrost
hypokotyli, na gibereliny powodujace zwigkszony wzrost lisci i na
gibereliny, lub substancje wzrostowe, powodujgce zwigkszenie wzrostu
roslin w tej samej proporcji, jaka wystepuje u roslin kontrolnych.
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DYSKUSJA WYNIKOW

Milode siewki salaty mozna z dobrymi wynikami stosowa¢ do testu
biologicznego na gibereliny rozdzielone na chromatogramach. Powszech-
nie stosowane w chromatografii giberelin rozpuszczalniki, takie jak bu-
tanol, benzen i toluen, w malych stezeniach nie wywierajg ujemnego
wplywu na rozwoj siewek salaty, co pozwala na przeprowadzenie testu
bezposrednio na rozwinietych i wysuszonych chromatogramach. Prze-
prowadzenie testu ta metodg zaoszczedza bardzo wiele czasu, a poza
tym unika sie strat, zwlaszcza wtedy, gdy substancja biologicznie czyn-
na znajduje sie na chromatogramie w iloSciach sladowych. Test jest la-
twy do przeprowadzenia i trwa stosunkowo krétko. Stwierdzono, ze do
testu najlepiej nadajg sie nasiona o prawie 100%-wej sile kielkowania,
gdyz odpada wtedy zagadnienie doboru siewek pod wzgledem fazy roz-
woju. Siewki salaty sa bardzo wrazliwe na preperaty giberelinowe;
w przypadku kwasu giberelowego wydluzanie sie hypokotyli i liSci na-
stepuje przy stezeniu 0,0025 wg/ml. Maksymalne przyrosty hypokotyli
i calych pedoéw uzyskuje sie po trzech dniach od poczatku doswiad-
czenia.

Wyrazne przyrosty mozna stwierdzi¢ juz w drugim dniu do$wiadcze-
nia i gdy ilosciowa ocena rozdzielanego preparatu i charakter jego dzia-
lania odgrywaja drugorzedna role, likwidacja testu moze nastgpi¢ juz
po 48 godzinach. Istotne znaczenie ma wiek siewek salaty. Najlepsze
wyniki uzyskuje sie, gdy siewki przenosi sie do zlewek testowych po
uplywie 48 godzin od wylozenia nasion na wilgotnym podiozu, do kiel-
kowania. Najwieksze przyrosty uzyskuje sie, gdy siewki ulozone na pod-
tozu z preparatami giberelinowymi umieszecza sie od poczgtku doswiad-
czenia pod silnym zrédlem swiatla. Trzy swietlowki, ulozone réwnolegle
obok siebie, a lacznej mocy 120 watt, dajg dostatecznie silny strumien
swiatla. Przy optymalnych warunkach s$wietlnych rosliny kontrolne
rosng bardzo stabo: sa niskie i posiadaja liScie koloru ciemnozielonego.
Rosliny w obecnoéci preparatu giberelinowego rosng znacznie szybcie].
Nastepuje u nich (w zaleznosci od stezenia preparatu giberelinowego)
silne wydluzenie sie hypokotyli, poza tym liscie tych roslin wykazuja
charakterystyczne dla dzialania giberelin objawy chlorozy. Chloroza
wystepuje juz przy bardzo niskich stezeniach giberelinu i pozwala na
ich wykrycie nawet przy malych przyrostach hypokotyli.

Jako kontrola sluzy¢ moze pasek bibuly o tej samej szerokosci co
badany chromatogram, lecz bez preparatu, rozwiniety w tej samej ko-
morze i w tych samych warunkach co chromatogram z preparatem.
Jednak przy badaniach jakosciowych za kontrole uwazaé mozna odcin-
ki bibuly z badanego chromatogramu, na ktérych sredni wzrost siewek
sataty jest najmniejszy. O tym, Zze kontrola taka jest wystarczajgca
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Swiadczg wykresy aktywnosei obok chromatogramoéw na rysunkach 1,
2 i 3. Siewki salaty nadaja sie do testu biologicznego réwniez z tego
wzgledu, ze wystepuje u nich wyrazne rozgraniczenie czesci morfolo-
gicznych: korzenia, hypokotylu i liscia, co pozwala na latwy pomiar
dilugosci kazdej z tych cze$ci. Jednoczesny pomiar dlugosci obu czesci
nadziemnych pozwala na zréznicowanie substancji biologicznie czynnych,
odkrytych na chromatogramie, pod wzgledem ich dzialania na budowe
morfologiczng mlodych siewek salaty.

STRESZCZENIE

Opracowano prosty i szybki test biologiczny do wykrywania biologicznie czyn-
nych substancji, a w szczegélnosci giberelin na chromatogramach. Pociete paski roz-
winietego chromatogramu mozna bezposrednio umieszczaé w podlozu, na ktéorym
rosng siewki salaty. Wykazano, Ze solwenty organiczne powszechnie stosowane
w chromatografii giberelin, takie jak butanol, benzzn i toluen w stezeniu do 0,2%
nie wywierajg, w warunkach testu, ujemnego wplywu na normalny rozwoj siewek.
Stwierdzono, ze najwieksze przyrosty w stosunku do roélin kontrolnych moz-
na uzyskaé przy uzyciu siewek salaty inspektowej odmiany Krolowa Majo-
wych. Test salatowy jest latwy do przeprowadzenia, gdyz nasiona salaty sg latwo
dostepne, poza tym na malej przestrzeni umiesci¢ mozna wiekszg ilos¢ siewek,
co umozliwia statystyczne ujecie wynikow. Metodyka testu nie wymaga uzywania
specjalnych urzadzen. Wyniki doswiadczenia zaleza od serii danej odmiany salaty.
Uzycie siewek salaty do testu biologicznego pozwala na dodatkowe zroznicowanie
preparatu biologicznie czynnego pod wzgledem jego dzialania na odpowiednia
czesé morfologiczng rosliny.

Zaktad Biochemii Instytutu Antybiotykow (Wplynelo dn. 15.1.1962 r.)
w Warszawie
{Dyrektor mgr inz. F. Ulak)

SUMMARY

A simple and quick biological test for detecting biologically active substances
especially gibberellins on chromatograms was worked out. The stripes of developed
chromatograms were placed directly on medium on which lettuce seedlings are
grown. It was proved that such usual organic solvents as butanol, benzene and
toluene in concentrations to 0,2%% do not interfere in this test with the normal
growth of seedlings. The most sensitive test plant was Krolowa Majowych hotbed
variety of the lettuce. The lettuce test is easy to perform the seeds are easy to
get and many seedlings can be grown on small surface which makes possible sta-
tistical treatment of the experiments. This method is wery simple. Lettuce seed-
dings test gives also the possibility for disinction of the action of biologically
active preparations on different parts of the plants.
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