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lzviedcdek

Spremljali smo spremembe giberelinske in citokininske aktivnosti
v jelovih semenih (Abies alba Mill.) med hladno stratifikacijo
in med gojenjem semen pri sobni temperaturi. Giberelinska
aktivnost snovi na Rf 0,7 - 0,8 in Rf 1,0 je v zaEetkb strati=-
fikacije nizka, nato naras€a in doseze vrh 2 dni po prenosu

semen na sobno temperaturo, to je tik pred pricetkom kalitve.
Giberelinska aktivnost snovi na Rf 0,4 je visoka med stratifi~
kacijo, nato upade. V nestratificiranih semenih doseZe giberelinska
aktivnost vseh treh snovi th tretji dan po omolenju semen in

6 dni pred pridetkom kalitve. Citokininska aktivnost v n-butanolu
topne snovi na Rf 0,5 med stratifikacijo ne doseZe vrha, v ne-
stratificiranih semenih pa je vrh aktivnosti deveti dan, takrat,

ko semena pricno kaliti.



Abstract.

Changes in gibberellin - like and cytokinin - like
activities were investigated in silver fir (Abies alba _
Mill.) seeds during cold stratification and growth

at room temperature. At the beginning of stratification
are the activities of gibberellin - like substances at

Rf 0,7 - 0,8 and Rf 1,0 low,thern they increase and

feach the highest point 2 days after having been trans-
ferred to room temperature i.e. directly before the
germination start. Activity.. of gibberellin - like sub-
stance ‘at Rf 0,4 is high during the stratification period,
then it drops. In nonstratified seeds gibberellin - like
activities of all three substances culminate the third

day after soaking and 6 days before the germination start.
Cytokinin - like activity of the n-butanol soluble sub-
stance at Rf 0,5 does not culminate, while in nonstratified
seeds the activity culminate the ninth day i.e. when
germination begins. | '



1. UVOD

Nastanek zigote je zacetni,prodor korenifice skozi semensko lupino
pa konéni dogodek v razvoju semena. Med tema mejama je nerazjasnjenih

Se vrsta fizioloSkih in biokemi&nih procesov.

Po oploditvi se celice hitro delijo, v nastajajofe seme pritekajo
hranilne snovi, oblikujejo se rezervni organi in embrio. Ta burni
razvoj pa se z dozoritvijo semena nenadoma ustavi. Seme izlo&i ali
kako drugaCe izgubi vodo, dihanje skoraj preneha, mnoge zuhanje ce=-
lice semena odmro., V tekem stanju lahko semena preZivijo razliéno
‘delga obdobja in to je Cas, ko se seme obiEéjno 1o€i od materinske
rastline in je preneSeno na bodole rastisCe. 0d mnogih dejavnikov
izven semena in tistih v njem je'odvisno, kdaj bo seme pricelo spre-
jemati vodo, kdaj bodo aktivirani posamezni encimi, kdaj bo na vol jo
dovolj energije, da bo embrio pricel rasti in da bb seme konéno vzkii=
lo (Thimann, 1977). a

V Stevilnih laboratorijih raziskujejo predvsem procése v semenu od
osamosvojitve do kalitve. Glede na bioloSki in ekonomski pomen kali-
tve moramo obravnavati te raziskave kot'témeljne. Gre namre za
proces , s katerim pricne deﬁovati (iiveti).biolo§ki sistem, za kate=
rega pred tem né moremo reéi, da Zivi in ki je kljuénega pomena za

kmetijstvo in gozdarstvo.

Rastline so razvile razli&ne mehanizme, s katerimi kontrolirajo kali=-
tev. Ti mehanizmi zagotavljajo preZivetje potomcev v specifiéni eko-
loSki nisi doloEené rastline. Skupna znailnost vseh teh mehanizmov

" je, da ostanejo semena viabilna (viabilnost je sposobnost ohraniti ka-
livost) tudi po razli&no dolgih obdobjih. in kalijo, ko so ekoloske

razmere ugodne za rast.



Semena, ki se morfolosko ne spreminjajo, biokemi&no in fiziolosko

pa so malo aktivna zaradi neugodnih ekoloSkih razmer za rast, imenu-
jemo mirujota (angl quiescent, quiescence ~ Jann in Amen, 1977, imposed
dormancy - Nikolajeva, 1977). Sehena, ki so mirujofa zaradi aktivne
“inhibicije rasti, pa imenujemo dormantna. (tudi slov. spefa, polivajola,

spanje, politek -in ang!-dormant, dormancy - Jann in Amen, 1977). *

Nikolajeva (1977) je 1~:urstila dormantna semena po vzrokih, ki pov=
zrolajo dormanco. Loli eksogeni, endogeni in kombinirani tip dormance.
Vzroki eksogene dormance so fizikalni (semenski ovoji so nepropustni
za vodo) ,kemi jski (semenska lupina ali perikarp vsebujeta inhibitorje)
ali mehanski (mehanska trdnost semenskih ovojev prepreluje rast em -
bria.Endogeno dormanco povzro€ajo morfoloiki (embrio ni razvit)‘ali
fiziolo3ki dejavniki (kalitev prepreCuje fiziolo%ki inhibicijski meha-
nizem). Fiziolo%ki dejavniki imajo glede na jakost inhibicijskih meha-
nizmov kalitve tri podtipe. Razlikuje tudi kombinacije razli&nih tipov
endogene dormance, obstojajo pa verjetno tudi kombinacije med eksogeno
in endogeno dormanco. Ta razvrstitev ima tudi prakticen pomen, kajti
semenom z istim tipom dormance, lahko dormanco prekinemo z'enakimi

postopki.

Pregled konceptov in teorij dormance podaja Khan (1977). Ugotavlja,

da so se teorije o vzrokih dormance in njeni prekinitvi opirale na
naslednje trditve : 1) semenski ovoji prepreujejo izmenjavo snovi

z okoljem, 2) inhibitorji so prisotni ali ne , 3) rastlinski hormoni
imajo selektivno vlogo, ) fitohrom je v aktivni ali neaktivni obli-
ki, 5) v oksidativnih poteh pride do premika, 6) translacija in trans-

kripcija genetskega materiala poteka ali ne.

*

Horvat-Maroltova (1979) uvaja nov slovenski izraz 'kalilni zastoj"

in ga razloZi: " Kalilni zastoj predstavlja obdobje mirovanja kalitve
odn, &akalno dobo.'" |z razlage v preostalem tekstu lahko razberemo, da
ima avtorica v mislih dormanco semen. Morfolo3ko je kalitev prodor
korenilice skozi. semenske ovoje, torej je kalilni zastoj zacasna pre-
kinitev Ze zafete kalitve.-lzraza kalilni zastoj zato ne moremo uporabu-
ti namesto izraza dormanca.



Med temi teorijami imajo pomembno mesto tiste, ki upoStevajo vlogo
rastlinskih hormonov pri dormanci in njeni prekinitvi. Hormoni namred&
pospeSujejo ali zavirajo rast in razvoj rastline ali njenih organov,
povzroajo pa tudi kvalitativne spremembe . Seme je razvbjna stopnja

v Zivljenju vsake rastline in ni &udno, da tudi v tem obdobju rastlin=
ski hormoni odloCilno vplivajo na njegov razvoj.

Ze zgodnje raziskave dormantnih semen so pokazale, da je prisotnost
inhibitorjev lahko vzrok dormance. Inhibitorje kalitve so izolirali
iz perikarpa, teste, endosperma in embria. Kemiéno nedifinirane so

, - inhibitor kompleks. Za inhibitorje
kalitve so spoznali tudi fenole in kumarin (ve& avtorjev po Khan,
1977).  Z odkritjem a@éizinske kisline (ABA) v letu 1963 Jje kazalo,

da bo inhibicijska teorija dormance postala splo¥no veljavna. Ugo-

imenovali npr. blastokolin

tovilf so pozitivno korelacijo med koli€ino ABA in globino dormance
pri vrsti semen ( Fraxinus americana, jablani, Juglans regia,Acer
saccharum, Acer pseudoplatanus). Nadaljnje raziskave pa so to teo-
rijo omajale, kajti nekatera dormantna semena ne vsebujejo inhi-
bitorjev, v nekaterih nedormantnih ﬁa so ugotovili visoko aktivnost

ABA. (npr. Acer saccharinum).

Naslednje teorije upo3tevajo tudi vpliv drugih hormonov. Po eni

od teh teorij (Amen, 1968, po Khan, 1977) je vzrok dormance prisot=-

nost inhibitorjev, dormanca semen pa se prekine z aktivnostjo
"sromotorjev' (angl. promotor). Med "promotorje'' Steje endogene gi-
bereline ter citokinine in najvaZnejso vlogo pri prekinitvi dorman-

ce pripisuje giberelinom. Druga teorija (Webb in sod., 1973, Lewak in sod.,
1975,po Khan, 1977) vkljuduje spoznanja, da se dololeni hormoni med
stratifikacijo pojavljaju v doloenih obdobjih. Najprej se zniZa aktiv-
nost ABA , v naslednji fazi postanejo aktivni giberelini in citokinini,
v tretji fazi pa pride do sprememb, ki povzrole kalitév. Vsaka faza
sproZi dololene procese, pomembne za kalitev. Posebno Qlogo citokininov
v teorijah prekinitve dormance je poudaril Khan (1971). Po tej teo-
riji dormanca in njena prekinitév pri razlic¢nih semenih nimata enotne~
ga mehanizma (npr. inhibitorji - dormanca, "promotorji'' - kalitev),
ampak obétaja véEje Stevilo kombinacij hormonov, od katerih nekatere

povzro&ijo dormanco semen, druge pa kalitev. V tem modelu imajo odlo-



¢ujol pomen giberelfni (angl.primary role), citokinini kalitev dopu-
stijo (angl.permissive role), inhibitorji pa jo prepreujejo (angl.
preventive role). Kontrola kalitve je po tej teoriji regulirana z
medsebojno interakcijo inhibitorjev in citokininov, ki kontrolirajo
aktivnost giberelinov, hormonov, ki imajo odioilno vlogo v preki-
nitvi dormance. Enak mehanizem kontrole rasti je bil ugotovljen tudi
pri brstenju, rasti poganjkov, delitvi celic, odpiranju listnih reZ,

prepustnosti celi&nih membran itd. (Khan, 1975, po Thomas ., 1977).

Mehanizem hormonalne kontrole kalitve v jelovih semenih smo sku3ali
ugotoviti s priCujofo raziskavo. Delne raziskave hormonov jelovih se=
men so bile %e opravlijene (Vardjan, 1978), vendar so ostali odprti

Stevilni problemi.

Po stratifikaciji kalijé jelova semena hitro in z dobro konlno kapa-
citeto. Kalijo pa tudi brez stratifikacije, a z manjSo energijo in
konno kapaciteto. Vardjan (1978) jih oznaduje kot relativno slabo dor-
‘mantna, MuZalo in Regent (1966) postavljata, da jelovo seme ne spada

v skupino dormantnih sémen v prébem pomenu besede. V klasifikacijo po
Nikolajevi (1977) uvrila Vardjan (1980) dormanco jelovih semen v
kombiniran tip . Eksogeni povzrolitelji dormancé so trda semenska lu-
pina in eterina olja v njéj, endogeni pa eterina olja v embriu in

endospermu,

Glede ha poudarjen pbmen rastlinskih hormonov v razvoju semena, smo
ieléli'ugotoviti spreminjanje aktivnosti giberelinov in citokininov

v jelovih seménih med hladno stratifikacijo in gojénjem pri sobni tem=-
peraturi. Nadejali smo se, da'bodovugotovljene spremembe aktivnosti
hormonov nakazale postopkg, sk katerimi bi v prihodnosti poizkusali

dormanco prekiniti in dose&i hitro in dobro kalitev jelovih semen.



2. MATERIAL IN METODE DELA

2.1, lzvor, obdelava in gojenje semen

Pri vseh poizkusih smo uporabljaii jelovo seme (Abies alba Mill.),
ki je bilo nabrano jeseni 1980. leta na Papuku (SR Hrvaka, ob&ina
Slavonska PoZega) v semenskem sestoju z republiko oznako Djedovica
23 c. Seme so nabrali delavci podjetja Semesadike MengeS. V tem
podjetju so storZe posusili, seme olistili, odstranili so mu krilca
in ga shranili v plastidni vregi pri --§ do - 8°C.

. Seme, ki smo ga priﬁesli iz hladilnice v MengSu, smo v laboratoriju

hranili v plastiéni vrelki pri + 3% najve 2 meseca.

Seme, ki smo ga nameravali stratificirati, smo najprej namakali 24

ur v destilirani vodi pri + 3°C. Nato smo ga namestili med vermikulit
v cvetlnEne lonéke in ga hranll: pri + 3 C. Med stratifikacijo smo
seme enkrat zalili z ohlaJeno destilirano vodo. Po 21 .dneh smo seme
velkrat sprali z destilirano vodo, ga namestili v petrijevke na

2 plasti vlaZnega filtrirnega papirja in ga prenesli v kalilno komoro.

Seme, ki smo ga nameravali gojiti na sobni temperaturi, smo najprej
namakali 24 ur v destilirani vodi pri + 18°C, nato smo ga namestili

v petrijevke na 2 plasti vlaZnega filtrirnega papirja. Petrijevke

smo hranili v kalilni komori, ki je bila osvétljena 12 ur dnevno s
fluorescentnimi Zarnicami Sylvania gro-lux FLOT12GRO. Na povrsini,
kjer smo gojili seme, je imela svetloba energijo sevanja 3,2 Watt/m .
Nihanje temperature smo beleZili s termografom (slika 1). V nadalje-
vanju teksta oznaCUJemo te temperaturne in svetlobne razmere kot sobna

temperatura aln +25% .



/ i

/

/

2022 2 4 6 81012 141618202224 2 4 6 8 1012 141618202224 2 ¢ 6 8 101214 1618202224 2 4 6 & 10 121416 18202224

} U M SV SNV SN S SR S S .
P SEAS SIS SIS R S (S DY SR S S

f Suind Sumil SOOI SIS AUV MUY S Sum Sl S S §
it e 11

et e SAD S Sy} Vet St S S R? -
S — S— S S i S SRS SAS S 5

S Snhied SOARS Soey S G SIS SN SES S SO

S —— S S ST ST Bt S S §

} A NS SR S SMY S S SRR SO S |

y Pt S il St ) St S SN ST S

) A A S g M S SUVE W S p—{

Y et et SV W ST S S S S ST ey |
) ey GEAY S S . A S S S S— — |
I {7
¥ SO ey S S S SN S S S N—"—{
) A S S S Sl R Y S SU S S §
) i A S S S R U S Sm P, S |
) SVOE G SN S Ay S S S Sum— S——
) S SON GRS SN S S S S | l"llg[ [ F F—=F ’ " I:M':Sl

1

e
=

’ 4
1.

I

T
b m— -

=00
gt

o
1

-t
a

+F

f
i—1
1
11
T—t—1—%
 S— S— A S §

T
1

}

ISR
il

=

» r T P 1 T ’ § 7 iy
T
¥ " 1 ) § ’ e 1 ¥ 1 1
IEEEEEEEE
5 P R o e
e
T H T T I b & 3. ¥
{n] 1 p 1 1 I i H *
8 —_F T
; f

1

N

kalilni komori.

Slika 1 : Nihanje température v dnevno-notnem ciklusu v

rerd T

T |
T
ﬂu

T il
nin f%%
T =~m
x{}{,nu jil 5
Wiy -Iumw
]| 1 1#
HilieS --“”ﬁ
HEHTH =

et = %1

W RLSESSEIm

K

I Fel 1]

| S i
TeH &
i -.%
T [
1ikin LT

e (i e e e e e e )

Je semen

iran

n homogeni

njé

Luplje

2

2

v

smo odstranili velino povrSinsko razraslih plesni. Seme smo s skal-

Za vse poizkuse smo seme najprej sprali z destilirano vodo; s tem

aso z

¢

Endosperm in embrio smo skupaj dajali v

" pelom podolZno prerezali in s preparirno iglo 1oili endosperm in
embrio od teste,

ja

Je

80% metanolom, ki

bila v vodni kopeli z ledom. Endosperm obda

z zunanje strani koZasta endotesta (Vardjan, 1978). V razlignih ob-

no povezana ali s sklero-

~

manj moc

dobjih kalitve je endotesta bolj:'ali

'

. testo, ali pa z endospermom. Ekstrakt je zato viasih vseboval vel,
viasih pa manj endoteste.

d kalitvijo zgni=

Poseben problem so predstavljala polna semena, ki me

tempe=

*

in gojenja pri sobn

etnih obdobjih stratifikacije
tezko oceniti, katera semena bodo zgnila, katera pa bodo

v
C

je

.

V za

jejo.
raturi



vzklila. Nepravilno bi bilo ekstrahirati semeﬁa, ki so mrtva in ki
kasneje zgnijejo, saj bi tako v zgodnjih obdobjih kalitve ekstfak;
vseboval manj3e Stevilo viabilnih semen kot v kasnej3ih. Zato smo
odstranjevali vsa semena, ki so imela rumen ali prozoren endosperm,
rumen embrfo, embrio z rjavo korenilico, semena, ki so bila mehka

in sluzasta, prelomljena ali kako drugace po3kodovana.

TABELA 1_
Zdrava Gnila Gluha
semena semena semena
Suha ‘ 100 - 25 39 -
1, dan namo&ena i 100 b3 51
1 teden stratificirana 100 4 51
2 tedna stratificirana | 100 L6 42
3 tedne " . 100 34 39
3 t.str. + 2 dni (+ 25°C) 100 26 54
3 t.str. + 4 dni (+ 25°C) 100 29 67
3 t.str. + 6 dni (+ 25°¢C) 100 by 34
.3 dni sobna temp. 100 27 36
‘6 dni sobna temp. . 100 20 34
9 dni sobna temp. 100 3 32

Tabela 1 prikazuje Stevilo zdravih semen,ki smo jih uporabili za .
ekstrakcijo, nato 3tevilo semen , ki smo jih odstranili, ker so bila
gnila (ali smo ocenili, da bodo zgnila) in Etevilo gluhih semen.

V zdravih semenih smo merili aktivnost giberelinov.

2.3.1.Ekstrakcija in &isenje giberelinov

Ekstrakcijo in &i8Cenje giberelinov smo izvedli po mo&no spremenjeni me-
todi, ki jo opisujeta Oegama in F]etcher,(19721.Spremembe temel jijo na
izsledkih, ki so jih objavili Coombe in sodelavci (1967/b)in Glenn in so-
delavei (1972}, | , |



Olupl jena semena smo strli v terilnici v 80% metanolu . Ekstrahirali smo
3 % 24 ur pri + 3°C , vsaki& s 100 ml topila za 150 semen (ali 65 ml topila
za 100 semen). Po filtriranju smo ekstrakt uparili do vodne faze z rota-
vaporjem pri + 30°¢C . Vodni ekstrakt smo shranili pri = 15°¢C . Fenole smo
iz vodnega ekstrakta odstranili z netopnim polivinilpirolidonom (PVP =
ime pripravka je Polyclar AT insoluble = Glenn in sod.,1972).PribliZno

50 mg PVP /ml ekstrakta smo stresali 15 minut in PVP odstranili z vakum-
sko filtracijo. PVP smo sprali 2 x , vsaki® z 10 ml distilirane vode in
filtrate 2druZiii, Tako dobljen filtrat (pH 7 = 7,2) smo umeriii na pH 8,5
z 0,25 M KOH in stresali 2 x 20 minut z enakim volumnom petrol etra

4o - 70°C . Petrol etrovo fazo smo od vodne loCili s centrifugiranjem

10 minut pri 3000 obratih na minuto., Vodno fazo smo iz centrifugirk
odpipetirali in jo umerili na pH 2,5 z 0,1 N HCl . Petrol eter smo za=
vrgli, vodni ekstrakt pa smo stresali 5 x 15 minut z enakim volumnom

etil acetata. Vodo in etil acetat smo logili v 1iju loéniku (obe fazi se
dobro lo&ita po pribliZno 15 minutah). Vodo smo zavrgli, etil acetatne
faze pa z2druZili in etil acetat odparlln z rotavaporjem pri 30 C . Pri
zmanjZevanju volumna etil acetata se izloli voda, ki smo jo odstranili s
pipeto, ko se je volumen etil acetata zmanj%al na pribliZno 1/5 prvotnega
(iz 250 ml etil acetata se izlo&i 0,2 = 2 m} vode). PosuSen ekstrakt smo
shranili pri = 15°C .

2.3.2. Papirna kromatografija

Posufen ekstrakt smo povzeli z 90% etanolom (1 ml + 0,4 ml + 0,4 mi) in
ga nanesli na 6 cm $irok kromatografski papir Whatman 1. Kromatogram smo
ekvilibrirali pribliZno 4 ure nad topilom }zopropanol : voda(l : 1) in ga
razvili v Istem topilu do vi§ine 20 cm, Kromatogram se je razvijal 12 =
17 ur , odvisno od temperature okolja. Razvit kromatogram smo posuSili,
ga tako] zavili v steriliziran papir in Se isti dan opravili biotest.



2.4,

Biotest na gibereline

Giberelinsko aktivnost smo ugotavljali s spremenjenim biotestom na jeimenov
endosperm (Nicholls in Paleg, 1963). Spremembe temeljijo na izsledkih, ki
Jih opisujejo Coombe in sod. (1967/a, b )in Tomaszewska ( 1976),

Uporabl jali smo je&menovo seme neznane sorte, kupljeno pri kmetu 1979ile~
ta. Rezultati biotesta so bili s tem semenom bolj8i , kot s semenom drugih

sort (npr. Union).

Jedmenova semena smo naTakali 3 ure v 50% HZSOQ , ki deloma razgradi se-
mensko lupino in seme sterilizira (Coombe in sod., 1967/a) . Seme smo nato .
stresali 10 x 5 minut v déstilirani sterilizirani vodi (skupna koli&ina vo
de je 1,5 1 za pribliZno 500 semen). S tem smo semenom odstranili semen=
ske ovoje. V sterilni komori smo vsako seme precno prerezali s skalpe=

lom in dele z embriji zavrgii. Endospermalne dele je&menovih semen (doigi
so pribl.b mm) smo sterilizirali 20 minut v 10 % raztopini natrijevega
hipoklorita (varikina , 3,6 % aktivnega klora). Nato smo jih 5 x sprali

z destilirano sterilizirano vodo (skupna koli&ina vode je 0,5 1 za pribl.
250 endosmermainih delov). Shranili smo jih v.sterilni destilirani vodi,
16 = 18 ur pri + 3% ;

V steriini komori smo razrezali kromatogram na 10 delov (Qsak predstavi ja
ustrezno Rf vrednost), jih namestili v sterilizirane petrijevke (premer
5 ¢m), dodali 3 ml sterilne destilirane vode in 4 dele je¥menovega endo=
sperma. Vse delo pri biotestu je bilo opravlijeno tako, da bi se kar naj-
bolj izognili kontaminaciji téstnih petrijevk z mfkroorganizmi. Kontrolo
s Cistim kromatografskim papirjem smo izvedli v 5 ponovitvah, standarde
z gliberelint (10-7 , 1056, 10#5, 10-h
inkubirall smo 24 ur pri 30°C . Koli&ino reducirajoih siadkorjev v'testni

Mg GA3/mi), pa v 3vponovitvah.
raztopini smo ugotavljali po metodi, ki jo opisuje Paleg, 1960.

iz vsaké petri jevke ‘smo odpipetiréli 1 ml. sladkorne raztopine in jo 20 mi-
nut segrevali z bakrovim reagentom (1 mi). Ko smo dodall arzen-molibdatni
reagent (1 mi), se je raztopina obarvala in po redienju smo izmerili ek=
stinkcijo pri 560 nm s spektrofotometrom Beckman., Acta |1 C. lzradunali
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smo kolic¢ino reducirajofih sladkorjev v vsaki petrijevki.s primer-
javo z ekstinkcijami raztopin znanih koli€in glukoze. Koli¢ine redu-
cirajo€ih sladkorjev navajamo v odstotkih od popre&ne kontrolne vred-

nosti.

Rezultate biotestov smo statisti&no obdelali z analizo variance.
PribliZno polovica biotestov je bila opravljena v treh ponovitvah,

polovica pa v dveh.

2.5. Spremembe metodike dela

Spremembe, ki smo jih uvedii pri &isenju ekstrakta in pri biotestu

na gibereline, so se pokazale kot pozitivne,

S PVP smo odstranili fenole (Glenn in sod., 1972), s petrol etrom

smo odstranili maZZobe. Oegama in Fletcher (1972) ne omenjata, da se

ob uparevahju etil acetata izlo&i voda. Coombe in sod. (1966), opo-
zarjajo, da vode iz etil acetata ne smemo odstraniti z natrijevim

sul fatom (ta na&in navajajo nekatere metodike), kajti neznane snovi
povzrotijo giberelinsko aktivnost pri kasnejSem biotestu z jecmenovim
endospermom. (ta aktivnost pa ni aktivnost endogenih hormonov). Vodo

smo zato iz etil acetata odpipetirali. Biotest z jelmenovim endospermom
smo izvajali s Stirimi deli endosperma, ne pa z dvema (Coombe in sod.,
1966) zato, da smo dobili ve&je koli&ine sladkorjev, ki smo jih laZe
ugotavl jali. Tomaszewska (1976) je pred biotestom kromatograme avto-
klavirala. To nismo izvedli zaradi predpostavke, da bi z avtoklaviranjem
delno zmanj3ali giberelinsko aktivnost snovi iz ekstrakta. Domneve
nismo preverjali. Ker nismo'avtoklavirali, je moZnost okuZbe testnih
petrijev veija, zato smo test skrajZali od 48 ur (Tomaszewska,1976)

na 24 ur (Coombe in sod.,1966  uporabljajo 24 ~48 urno inkubaci jo).
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2.6, 1 .Ekstrakcija in Eislenje citokoninov

Ekstrakcijo in Cisenje citokininov smo izvedii po spremenjeni meto-

di’ , ki jo opisujeta Brown in Van Staden (1973).

Citokinine smo ekstrahirali enako kot gibereline (300 ml 80% metanola
za 150 semen, 3x 24 ur pri + 3°C, uparjanje do vodne faze pri + 30°C).
Vodno fazo smo centrifugirali 1,5 ure pri 16.000 G in 0% , S centri=
fugo Janetzki K 24, Supernatant smo previdno prefiltrirali in filter
papir sprali s 5 ml distilirane vode. Filtrat smoumerili na pH 2,5 z
0,1 N HC1 in ga stresali 15 minut s trikratnim volumnom etil acetata.

Z lijem loCnikom smo loEfli etil acetat od vode fn etil acetat zavrgli.
Vodo smo umerili na pH 7,0 z 0,1 M KOH in jo stresali 15 minut s
Stirikratnim vdlumnom z vodo nasifenega n-butanola. Obe fazi smo lolili
v 1iju To&niku (24 ur pri + 3°C). Butanolovo in vodno fazo smo vsako
posebej odparili z rotavaporjem pri + 40°C in ekstrakta shranili pri

- 15°.

2.6.2, Papirna kromatografija

Vodni ali n-butanolov ekstrakt smo povzeli s 35 % etanolom (1 m} +

0,2 ml + 0,2 ml) in nanesli ekvivalent 50. semen na 4 cm §irok kroma-
tografski papir Whatman 3 MM. Kromatogram smo ekvilibrirali 6 ur nad
topi lom izopropanol: amoniak (25%): voda (16:1:1) in ga v isfem topilu
razvili do vi¥ine 20 cm. Kromatogram z naneSenim butanolovim ekstraktom
se je razvijal 9 - 11 ur, kromatogram z nanesenim vodnim ekstraktom

pa 10 ~ i3 ur.
2.7, Biotest na citokinine

Citokininsko aktivnost smo.ugotavijali s spremenjenim biotestom s
sojinim kalusom (Miller,1967). Sojin kalus (Glycine max./L./Murill
cv.Acme) je bil pred testiranjem vzorcev gojen na gojiscu po Millerju,
ki mu je bil dodan kinetin (1 mg/1), v temi pri + 25°C. Za biotest smo

uporabljali 3 - 6 tednov stare kalusne kulture.
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Dele kromatograma, ki so u;trezali doloenim Rf vrednostim kromatograma,
smo namestili v epruvete (premer 2,5 cm, dolZina 16 cm) in nanje na-
1i1i 10 ml podlage brez kinetina. Ob vsakem biotestu kromatograma smo

za kvantitativno primerjavo opravili tudi biotest razliénih koncentra-
cij kinetina (1, 3, 10, 30, 100 ' Ng Kin/1) in biotest kontrol brez
kinetina. V epruvete s kinetinom in brez njega smo dodali enak ko¥&ek
¢istega kromatografskega papirja, kot so ga vsebovale epruvete z je-

lovim ekstraktom.

Epruvete z gojisfem smo zamaSili z vato in jih prekrili z alumini-

o
jevo folijo. Avtoklavirali smo jih 12 minut pri 14,7 N in 120 C .

V vsako steriiizirano epruveto smo v sterilni komori cepili pribl.
100 mg sojinega kalusa. Kalusne kulture so rasle 28 dni v temi pri

v » v 3 -l’
+ 25°C , nato smo sve¥e kaluse stehtali z natan&nostjo 10 ' g
Vsak biotest smo izvedli z ekvivalentom 50.semen in smo ga opravili
v 3.ponovitvah . Kontrole brez kinetina smo opravili v 5.pohovitvah,

s kinetinom pa v 4, ponovitvah.

Rezul tate navajamo v odstotkih prirastka soje, ki smo jo gojili brez

kinetina.

Podatke smo statisti¢no obdelali z analizo variance.
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3. REZULTATI
3.1, Kalitev

Slika 2 prikazuje kalitev jelovih semen v zaletnem in kon&nem ob-
dobju dela. Kalivost stratificiranih semen se je v tem &asu zniZa-
la za pribl. 20%, kalivost nestratificiranih semen je ostala enaka.

Dinamika kalitve se je le malo spremenila.
3.2. Giberelinska aktivnost

Slike 3, 4 in 5 prikazujejo giberelinsko aktivnost v razliénih ob-
dobjih kalitve . Snovi z giberelinsko aktivnostjo so na treh odsekih
kromatograma in to na Rf 0,4; Rf 0,7 - 0,8 in Rf 1,0. Aktivnost na '
Rf 0,7 - 0,8 ni ostro omejena na ta odsek, ampak jo lahko ugotovimo
tudi na Rf 0,6 in 0,9. Pri analizi rezultatov smo uposStevali le

. odsek Rf 0,7 - 0,8, zato, ker je na tem mestu aktivnost najvedja

in bi popre&na vrednost vseh Stirih Rf odsekov z giberelinsko aktiv-

nostjo prikazala manj3o aktivnost, kot je resnicna.

V stratificiranih semenih je glbereilnska aktivnhost vseh treh aktivnih
snovi v nekaterih obdobjih kalitve signifikantno vi§ja od kontrol brez
GA, . Pri nestratificiranih semenih sta signifikantno viSji aktivnosti
na Rf 0,7 - 0,8 in Rf 1,0, na Rf 0,4 pa razlika ni signifikantna.

Najve&jo giberelinsko akvitnost kaZe snov na Rf 0,6 - 0,9, manjso

tista na Rf 1,0, najmanj%o pa snov na Rf 0,L,

Sliki 6iin 7 prikazujeta spreminjanje giberelinske akvitnosti snovi
na posameznih odsekih kromatograma v razli&nih obdobjih kalitve
stratificiranih in nestratificiranih semen. Najvedjo giberelinsko
aktivnost v stratificiranih semenih smo ugotovili v semenih, ki so
bila po 3 tedenski straEifikaciji 2 dni gojena pri sobni temperaturi.
(Slika 6, Rf 0,7 - 0,8 in Rf 1,0), to je tik pred kalitvijo.
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Slike 3,4,5

‘Endogena giberelinska aktivhost v jelovih sémenih.

Vsak histogram'predstavlja ekvivalent 50, semen., Ekstrakt je bil
olisen po spremenjéni metodi Oegama in Fietcher (1972),razvit
~je bil na kromatografskem papirju Whatman 3t.1 s topilom izopro=-
panol ¢ voda (b : 1).Giberelinska aktivnost je bila ugotovljena

s spremenjenim biotestom na jedmenov endosperm (Nicholls in Paleg,
1963). Vrednosti 1079, 107 in 107" ug/mi so standardi z GA3.
Vrednosti na ordinati so koli&ine reducirajogih sladkorjev, izraZe=
ne v odstotkih.  kontrole. Vodoravni prekinjeni &rti pod in nad
100% prikazujeta interval zaupanja s 5% stopnjo tveganja (4 ali 5
ponovitev). Navpigna &rta pri vsaki Rf prikazuje interval za=
upanja s 5% stopnjo tveganja (2 ali 3 ponovitve),
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Slika 6 :

ZdruZeni podatki giberelinske aktivnosti snovi na doloceni Rf
vrednosti in aktivnost & - amilaz v raziiZnih obdobjih ka=

litve stratificiranih semen.

Legendé:

giberelinska aktivnost

kalitev semén, v katerih je bila merjena
giberelinska aktivnost

o e aktivnost o = amilaz v nekale&ih, a kalitve
' -+ sposobnih semenih

- 1t aktivnost & -amitaz v kale&ih semenih

kalitev semen , v katerih je bila merjena
amilazna aktivnost

Boboanssunsasnsassras

S suha semena

N 1 dan namotena semena (+ 3°C)
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Zanimivo je variiranje aktivnosti na Rf 0,4, saj krivulja kaZe obraten

potek = ko je aktivnost snovi na Rf 0,7 = 0,8 in Rf 1,0.majhna, je aktivnost
snovi na Rf 0,4 najvelja, nato pa upada z nara§5anjem'aktivnosti drugih

dveh snovi.

: Ali‘ugotovljeno spreminjanje aktivnosti snovi na Rf 0,4 v suhih in 1:.dan
namocenih semenih prikazuje resnicno aktivnost teh snovi v semenu je
vprasljivo, kajti v bliZini tega obmoclja na kromatogramu je opazna naj=
mocne j3a inhibicfja. Znano je, da abscizinska kisl}na zavira sintezo

.- amilaz (Walton, 1980), na amilazni aktivnosti pa temelji ugotavljanje
giberelinske aktivnosth v biotestu z jelmenovim endospermom . Inhibi=
torji med stratifikécijo jelovih semen od visokih vrednosti 'v zaCetku
potasi izginjajo (Vardjan, 1978) in morda v zaCetnih obdobjih kalitve:
prepreéujejo detekci jo giberélinsko aktivnih snovi na Rf 0,4. Morda seme
med stratifikacijo ne sintetizira giberelinov, ampak jih spro3%a iz manj

aktivnih vezanih kompleksov.

V nestratificiranih semenih (slika 7) doseZejo giberelinske aktivnosti

vrh 3.dan po namakanju semen, kar je pribliZzno 1 teden pred kalitvijo.
Aktivnost posameznih snovi dosega pribl. polovico aktivnosti istih

snovi v stratificiranih semenih.

Na sliki 6 in 7 so vrisane tudi spremembe aktivnosti ol - amilaz med

"kalitvijo stratificiranih in nestratificiranih semen (Jurc, 1977).
3.3. Citokininska aktivnost

Slika 8 prikazuje citokininsko aktivnost v butanolovi in vodni fazi
ekstrakta stratificiranih jelovih semen. V obdobjih, v katerih smo
ugotavl jali citokininsko aktivnost le-ta ne doseZe vrha. Najvisja
aktivnost je v butanolovi fazi na Rf 0,5, manj3%a, nesignifikantno
vitja od kontrol, pa ma Rf 0,1; Rf 0,2; Rf 0,8 in Rf 1,0, "V vodni

fazi ni snovi z izrazito citokininsko aktivnostjo. Aktivnost na Rf 0,5
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Sliki 8, 9:

Endogena citokininska aktivnost v jelovih semenih.

Vsak histogram predstavlja ekvivalent 50. semen. Ekstrakt je
bil ofi%&en po spremenjeni metodi Brown in Van Staden (1973),
razvit je bil na kromatografskem papirju Whatman 3MM, s
topilom izopropanol : amoniak (25%) : voda (10:1:1). Cito-
kininska aktivnost je bilé ugotovljena s spremenjenim
biotestom s sojinim kalusom (Miller, 1967). Vrednostf 1, 3,
10 pg/l SO standardf s kinetinom. Vrednosti na ordinati so
prirastki sojinega kalusa v odstotkih kontrole. Vodoravni
prekinjeni &rti pod in nad 100% prikazujeta interval za-
upanja s 5% stopnjo tveganja (5 ponovitev). Navpi&na

érta pri vsaki Rf vrednosti prikazujé interval zaupanja

s 5% stopnjo tveganja (3 ponovitve).

Slika 8 :

Histogrami citokininske aktivnosti v n-butanolovi fazi ekstrakta
jelovih semen , ki so bila:

A - 1 teden stratificirana pri + 3°C

B - 2 tedna " "

c-3 tedné n "

Histogrami citokininske aktivnosti v vodni fazi ekstrakta

jelovih semen, ki so bila:

¢ - 1 teden stratificirana pri + 3°C
D - 2 tedna " "
E ~ 3 tedne " "
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je nizka in ni signifikantno viSja od aktivnosti kontrol brez kinetina.

Citokininska aktivnost butanolovega ekstrakta nestratificiranih semen
(stika 9) doseZe najvi§je vrednosti v semenih, ki so bila 9 dni gojena

pri + 25% , to.je 6 dni po vrhu giberelinske aktivnosti in solasno s
prietkom kalitve, V teh semenih je aktivnost signifikantno viSja od
aktivnosti kontrol . V nestratificiranih semenih je citokininska aktivnost

vigja kot v stratificiranih, *

Razvit kromatogram zeatina je pokazal najviSjo citokininsko aktivnost
na Rf 0,6 (slika 10).

Zeatin reagira v biotestu s sojinim kalusom v nizkih koncentraci jah

bolje kot kinetin, v visokih pa le malo slabse (slika 10).

Z biotestom razvitega kromatograma, na katerega nismo nanesli ekstrakta
semen, smo ugotovili rahel inhibicijski vpliv kromatografskega papirja

ali mobilne faze (diagram 10). -

Zaradi pomanjkanja &asa nismo uspeli izvesti toliko biotestov, kot

pri ugotavljanju giberelinske aktivnosti . Ne glede na zakljuZek naloge
pa bomo, zaradi pomembnosti manjkajoih rezultatov, izvedli 3e 3 bio-
teste aktivnosti citokininov.
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Slika 9 :

Histogrami citokininske aktivnosti v n-butanolovi fazi ekstrakta
jelovih semen, ki so bila:

A - 6 dni gojena pri + 25°¢
B - 9 dni n 3]
C - 12 dni " n

Histogrami citokininske aktivnosti v vodni fazi ekstrakta
jelovih semen , ki so bila:

- 6 dni gojena pri + 259¢ -

D -9 dni 7] . , 1

E - 12 dni " "
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L., DISKUSIJA

Razliéne pFovenience jelovih semen imajo razliéno stopnjo dormantnosti,
isto lahko opazimo tudi pri semenih razli¢nih semenskih let iste prove=
nience (Vardjan, 1978 , Horvat-Marolt, 1979). V primerjavi z rezultati
kalitve jelovih semen pri drugih avtorjih (Mugalo in Regent, 1966 ,
Vardjan, 1978 in Horvat-Marolt, 1979) imajo semena iz Papuka kratek la=
. tendni &as, razlika v dinamiki kalitve med stratificiranimiiin nestra-
tificiranimi semeni pa je majhna. Efekt stratifikacije se pri semenih,
s katerimi smo delali, kaZe po 1,5 letnem shranjevanju le v bolj3i

dinamiki kalitve, ne pa tudi v boljsi koncni kapaciteti.

V nestratificiranih semenih je aktivnost inhibitorjev najvelja takoj po
namakanju (Vardjan, 1978), giberelinska aktivnost doseZe vrh po 3.dneh ,

citokininska pa po 9. dneh, ko pricne kalitev.

V stratificiranih semenih inhibitorji od visokih aktivnostih takoj po
- namakanju postdpoma izginjajo (Vardjan, 1978), nara3la pa giberelinska
aktivnost. Po prenosu semena na sobno temperaturo doseZe giberelinska
aktivnost vrh in kallitev semen sledi najvi§ji giberelinski aktivnosti
snovi na Rf 0,7 -~ 0,8 in Rf 1,0. Po analogiji z nestratificiranimi se-
meni lahko pridakujemo solasno s kalitvijo tudi vrh aktivnosti cito-
kininov (analiza citokininske aktivnosti v tem obdobju na Zalost Se ni

izvriena).

NaraSZanje giberelinske aktivnosti med stratifikacijo so zasledili Ste-
vilni avtorji. V semenih Tilia platyphyllos nara3€a giberelinska aktiv=-
nost od 6.tedna in dosefe vrh 12 teden stratifikacije (Nagy, 1980), v
_stratificiranih semenih Pinus taeda nara3%a od 4., do 8. tedna. (Paul in
sod., 1973), v semenih Pinus lambertiana nara3la prav tako od 4, do 8.
tedna (Taylor in Wareing, 1978 a), v semenih Acer platanoides doseZe gi-
berelinska aktivnost vrh po 80.dneh stratifikacije (Tomaszewska, 1976).

Na¥i rezultati giberelinske aktivnosti se vkljufujejo v navedene.
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Tudi citokininska aktivnost med stratifikacijo navadno naras€a. V semenih
Acer pseudoplatanus je najvi3ja 20. dan stratifikacije (Julin-Tegelman in
Pinfield, 1982), v semenih Protea compacta 30.dan (Brown in Van Staden,
1973 ), v semenih Leucadendron daphnoides 60.dan (Brown in Van Stadén,
1973) . Med tritedensko stratifikacijo v jelovih semenih nismo ugotovili
~vrha citokininske aktivnosti, ugotovili pa smo ga sofasno z zacletkom
kalitve nestratificiranih semen. V semenih Acer pseudoplatanus je bil poleg
vrha aktivnosti med stratifikacijo ugotovljen tudi vrh citokininske
aktivnost! ob kalitvi (Julin-Tegelman in Pinfield, 1982). Avtorja domne-

vata, da je ta citokininska aktivnost povezana z rastjo korenilice.

Doslej je bilo opravljenih le malo raziskav, ki bi zasledovale aktivnost
razli&nih hormonov v semenih istih vrst. Tomaszewska (1976) je proulila
spremembe aktivnosti Stirih skupin hormonov v semenih Acer platanoides.ABA
izgine med stratifikacijo v 30. dneh, citokinini doseZejo vrh 30.dan, gi-
berelini 80.dan, auksini pa 117.dan, ko pri&ne kalitev. Enako zaporedje
aktivnosti ABA, citokininov in giberelinov so ugotovili Wareing in sod.
(1973) tudi v semenih Acer saccharum . V obeh primerih se citokininska
aktivnost pojavi prej kot giberelinska, kar je obratno kot smo ugotovili

v jelovemusemenu;

V semenih jablane (Sinska in Lewak, 1970, Borkovska in Rudnicki, 1975,
po Taylor in Wareing, 1979 a) je vrh giberelinske in citokininske aktiv=~

nosti sofasen - v 5.tednu stratifikacije.

Giberelinska aktivnost pa doseZe vrh pred citokininsko v semenih Picea
sitchensis (Taylor in Wareing, 1979 b), Pinus lambertiana, Pseudotsuga
‘menziesii (Taylor in Wareing, 1979 a) in v jelovih semenih (vrh smo ugo-
tovili le v nestratificiranih semenih).Kijub majhnemu Stevilu raziska-

nih primerov pa razlien potek aktivnosti aktivacijskih hormonov v primer=
javi z listavci dopusia domnevo, da imajo igla?ci drugaen mehanizem

kontrole kalitve kot listavci.
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Posamezna semena iste vrsté lahko vsebujejo razli&ne koli&ine rastlinskih
hormonov, zato nimajo enako globoké dormance (Khan,1977). Aktivnost gi=
berelinov jje v stratificiranih semenih vi§ja kot v nestratificiranih,
Zunanji efekt'stra;ifikacijé jé enotna in hitra kalitev semen, kajti
semena postanejo med stratifikacijo fiziolosko enotnéan. Rezul tatj
giberelinske aktivnosti v stratificiranih semenih dopus&ajo domnevo
(omenjata jo Taylor in Wareing, 1979.a), da poSamézna sémena med stra-
tifikacijo akumuiirajo gibereline. Tako je v véEjem Stevilu semen, ob
prenosu na températbro,vugodno za kalitev, visoka aktivnost giberelinov,

kar vodi v hitro sinhronizirano kalitev.

Khanova teorija (Khan, 1971) o prekjnitvi dormance 'je predvidela tudi
kombinacijo hormonov, ki smo jo ugotovili v jelovih semenih in ki

povzroci kalitev,

Mehanizma kontrole kalitve jelovih semen pa seveda ne smemo zoZiti

le na aktivnost hormonov. Stevilni so podatki, ki dokazujejo, da za-
vira kalitev jelovih semen testa (kéijska in mehanska ovira) in ete-
ri¢na olja v vseh delih semena. (Vardjan, 1978; Horvat-Marolt, 1979).
Mehanizem s katerim vsiodlo€ujoli dejavniki vplivajo na kalitev, je

kompleksen in ga je zato tezko v celoti pojasniti.
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5. DODATEK

Analizo rastlinskih hormonov med kalitvijo jelovih semen smo ob pri-
Cetku dela nameravali izvesti drugade, kot navajamo v prvem delu po=
roila. Cis&enje in detekcija rastlinskih hormonov naj bi potekala
po.metodi, ki jo je za ugotavljanje hormonalne aktivnosti pri bukovih
semenih uporabil El-Antably (1976). Prednosti te metode so predvsem

v tem, da bi vse hormone pridobili iz istega ekstrakta in da bi ;=
indol ocetno kislino (1AA) in abgizinsko kislino (ABA) doloZili s
piinsko kromatografijo. Plinska kromatografija zagotavlja detekci jo
tono dololene kemitfne spojine, zazna manj3e koliine te shovi kot
biotest in rezultati manj variirajo kot rezultati biotesta (Brenner,
1981). Isti avtor pa je tudi zapisal, da je uporaba biotestov, kljub
njihovim pomanjkljivostim, vseeno primernejSa kot uporaba nedodelanih
fizikalno-kemijskih metod (npr. plinske kromatografije). Biotest
pokaZe bioloSko aktivnost snovi J vzorcu, ki je '"podobna'’ aktivnosti
snovi, ki jo Zelimo ugotoviti, medtem ko nedodelana fizikalno-kemi jska

metodalahko zasledi neznane nelistofe v vzorcu.

Za preizkuSanje te metode smo porabili pribliZno polovico &asa, ki smo
ga na&rtovali za izvedbo celotnega dela. Razlogi, ki so pripeljali

do opustitve preizkusov s to metodo, so predvsem nasiednji:

1. S plinsko kromatografijo nismo uspeli zaslediti tako majhnih koli-=
&in ABA , kot smo jih predvideli v vzorcu in kakr3ne zasiedijo v

drugih Taboratorijih.

2. V Zasu, ki nam je preostal za kon&anje naloge, ne bi mogli izvesti
vseh na&rtovanih analiz, tudi, & bi z izboljSavami uspeli zaslediti

ABA in {AA v vzorcu.

3. V laboratoriju, kjer smo delo izvéjali, nimamo nekaterih aparatur
(UV 1u& 254 nm, plinski kromatograf) in kemikalij (npr. za metilira-
nje vzorcev). Probleme smo imeli posebno takrat, ko so se pokvarile

nekatere za delo nujno potrebne aparature (npr. spektrofotometer).
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Popravilo aparatur in uvoz nekaterih kemikalij, ki bi jih hitro
potrebovali zaradi izboljSav metodike, pa je trajalo nerazumljivo

doigo.

Kljub temu, da metoda ni dala pozitivnih konénih rezultatov, pa lahko
preizkuSene vmesne stopnje CiSfenja uporabimo pri nédaljnjem delu z

rastlinskimi hormoni. To je tudi razlog, da metodiko navajamo.

Celoten postopek ekstrakcije in &isSlenja prikazuje Shema na strani 34,

v tekstu navajamo le podatke, ki v shemi niso navedeni.

Za Eiscenje in detekcijo citokininov smo uporabili enako metodo, kot
jo opisujemo v prvem delu poro&ila. Vodni ekstrakt smo umerili na pH

3,5 20,1 N in 1 N HC! . Vsakokratna kolilina etra, 5% NaHCO3 in nato
zopet etra, je bila enaka koli&ini vodnega ekstrakta. Eter smo uparili
do suhega z rotavaporjem pri +-30°C . Suh ekstrakt smo povzeli s 5 ml
25% NH3

s stekleno cevko 10 = 15 minut (Ze nekaj minut po tem, ko nismo ve& za-

in amoniak izpihali z dusikom. V raztopino smo duSik uvajali

znali vonja po amoniaku). Tako raztopljen ekstrakt smo nanesli na ste-
kleno kolono, vi%ine 30 cm in Zirine 1,9 cm (stacionarna faza netopni’
PVP , mobilna faza 0,1 M fosfatni pufer, pH 8), kot opisujejo Glenn

in sod. (1972).

Polivinilpirolidon (Polyclar AT, insoluble, GAF) smo pred polnjenjem
“kolon 6 x sprali z ve&jo koligino destilirane vode in vodo vsaki& od-
1i1i, preden se je ves PVP nabral na dnu (s tem smo delno odstranili
manjSe delce PVP, ki zavirajo pretok skozi kolono, Kljub temu je bil
pretok poasnej$i, kot opisujejo Glenn in sod., ki so PVP presejali.
S tem so odstranili delce, ki so bili manj$i od 60 mesh:. Hitrost pre-

" toka ne vpliva na kvaliteto loCitve hormonov) .

Pred nanosom vzorcev smo kolono ekvilibrirali z nekajkratnim volumnom
mobilne faze. Na vrhu kolone smo namestili disk filtrirnega papirja,

da se PVP ni meSal s pufrom. .



34

SHEMA EKSTRAKCIJE IN CISCENJA JELOVEGA EKSTRAKTA

Lupijenje ‘semen (300-500 semen) '
homogeniziranje, ekstrakcija v 80% metanolu (3x24 ur)
uparjanje do vodne faze z rotavaporjem

filtriranje, centrifugiranje (16 000 G ; 1,5 ure), filtriranjé
pH 3,5 _— | pH 2,5

3x ekstracija z etrom ‘ ekstrakcija z etil acetatom
\\\vodno fazo zavrZemo ' pH7 l\\“etil acetat zavrZemo

3x ekstrakcija s 5% NaHC 3 1x ekstrakcija z n-butanolom

pH 3,51\\~ eter zavrZemo vodna faza n-butan. faza

3x ekstrakcija z etrom : uparimo do suhega uparimo

‘\\vodno fazo zavrZemo

uparimo do suhega apirna kromatografija
povzamemo'z NH3, izpihamo 2z N2 B biotest s sojo - biotest s sojo
kolonska kromatografija , CITOKININI

(stac.faza PVP, pH 8, 30 cm)

frakcije z ABA in GA \ frakcije z IAA

| pH 3,5
ekstrakcija z etrom ekstrakcija z etrom
uparimo do suhega : tankoplastna kromatografija
povzamemo 2z NH3, izpihamo z N2 . metilacija
kolonska kromatografi ja ‘ plinska kromatografi ja
(stac.faza PVP, pH 4,4 , 120 cm) /A~ = INDOL-OCETNA KISLINA

[4

ABA
isti postopek \ ekstrakcija z etrom
kor pri 1AA

. papirna kromatografija
ABSCIZINSKA KISLINA ' biotest z jemenom i
GIBERELINI '
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Kolono smo izpirali 6 ur in zbrali 30 frakcfj po 10.ml.

Preden smo priceli s &isenjem jelovega ekstrakta, smo preizkusili
kvaliteto lo&itve hormonov na PVP koloni s tovarnifko pripravljenimi
hormoni (GA3,IAA, ABA). Na i:kolono smo nanesli raztopine 500 ug vsa-
kega hormona. Detekcijo hormonov v dobljenih 10 ml frakcijah smo iz-
vedli s spektrofotometriénim: merjenjem. ABA ima vrh absorpcije pri
245 nm , 1AA prf 280 nm, za detekcijo GA3
dali 3 mi stoh in merili pri 225 nm. GA3 in ABA sta v frakcijah
7 - 11, IAA pa v frakcijah 15 - 28 (Slika 11).

pa smo vsaki frakciji do~

Pred vsakim ponovnim kromatografiranjem ekstrakta smo iz kolone od-
stranili zgornjih 5 cm PVP in ga nadomestili s sveZim. V zgornjem delu

kolone se namre veZejo fenoli.

Frakcije z IAA smo nato &istili s tankoplastno kromatografijo, frakcije
z ABA in giberelini pa smo zdruzili in jih umerili na pH 3,5 2 0,1 N
HC1. Ekstrahirali smo jih z etrom in tega posu3ili z rotavaporjem pri

+ 30° . Ekstrakt smo povzeli :s 5 ml 25% NH, , izpihali amoniak. z
dugikom h\ﬂimesli na steklend kolono dolZine 110 cm in $irine 1,1 cm
(stacionarna faza netopni PVP,_mobilna faza 0,1 M pufer KHZPOQ - HCI,
pH 4,4). '

Kolono smo izpirali 15 ur in dobili 25 ffakcij’po 10 ml. Préd nanosom
jelovega ekstrakta smo kromatografirali tovarniSko pripravljeno ABA

in GA3 . Detekcijb ABA in GA3 smo opravili enako kot pri prejsnji PVP
koloni. ABA je bila v frakcijah 16 - 19, GA3 je bila v frakcijah 12 -

14 (Stika 12).

Frakcije iz prve PVP kolone, ki vsebujejo ]AA in.frakcije i; druge
PVP kolone, ki vsebujejo ABA smo vsake posebej zdruZili, umerili na

pH 3,5 in ekstrahirali z etrom. Etrova ekstrakta smo z rotovapor jem
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Stika 11 :

Loditev hormonov na PVP koloni, dolZine 30 cm, mobilna
faza fosfatni pufer, pH 8. Na ordinati je oznafena ab-
sorbcija pri dololeni valovni dolZini, za merjenje pri

225 nm smo vsaki frakciji dodali 3 ml stob'
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2.5nm = ABA (16-19)

1 5 10 15 2 25 frokeija
A .
10T
08 |- 225nm ?GA3 (12=14 )'ABA ‘
06t
. OA $
02+
| s 0 & D 2 fokeje
Slika 12 : Lo&itev hormonov.na PVP koloni, dolZine 110 cm,

mobilna faza pufer KH,PO, - HC1, pH 4,4,

Na ordinati je oznalena absorbcija pri doloeni
valovni dolZini, za merjenje pri 225 nm smo '
vsaki frakeiji dodali 3 ml stoh;*’
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osuSili pri + 30°C . Povzeli smo ju z etanolom (0,5 ml + 0,2 ml + 0,2
ml) in nanesli na kromatografske plo3le, prekrite s silikagelom GF 254
- Merck (25 x 25 cm,debelina silikagela 0,25 mm). Plo¥&e smo pred tem

1 uro aktivirali pri 105°C . Na vsakem robu plos€e smo nanesli standard
z2 -3 ug IAA ali ABA v etanolu. PloS€e smo razvili v topilu etil
acetat : kloroform : ocetna kislina (15:5:1). Lise s standardi ABA in
[AA smo locirali pod UV 1u€jo z valovno dolZino 254 nm in ozna&ili
ustrezna mesta kromatografiranega ekstrakta (na istem mestu kot 2~3 M9
IAA je bila na kromatogramu ekstrakta lisa, ki je bila temnejSa kot
standard 1AA, na mestu, kjer je bila lisa 2-3 Mg ABA, pa je bila na
kromatogramu ekstrakta lisa, ki je bila svetlej%a kot standard ABA).
Silikagel smo s teh mest ostrgali in ga 3 x eluirali z etanolom. Etanol

smo odparili z rotavaporjem in posuZen ekstrakt shranili pri - 15°C .

Frakcije, ki smo jih doEili izldruge kolone in vsebujejo gibereline,
smo zdruZili, umerili na pH 3,5 , jih ekstrahirali z etrom ter eter
odparili z rotavaporjem. Povzeli smo jih z etanolom in nanesli na
papirni kromatogram. Papirno kromatografijo giberelinov>in jecmenov

biotest smo izvedli kot je opisano v prvem delu tega porbEila.

Oci¥Zene ekstrakte jelovega semena in tovarniSko pripravljene ABA in

IAA smo metihlirali z diazometanom . Diazometan v etru je pripravil
prof.dr.Miha Ti3ler, Fakulteta za naravoslovje in tehnologijo, za kar

se mu zahvaljujemo.Po 16 urah pri sobni temperaturi smo eter odparili

in vzorce analizirali s plinsko kromatografijo. Delo je izvedla dr.
Leskovikova na InStitutu JoZef Stefan. Tudi njej se najlepSe zahval jujemo
za opravljeno delo. Detekcija z diazometanom metilirane ABA in [AA ni
uspela. Uspela pa je detekcija ABA s spremenjenim nacinom metiliranja,
vendar je ob&utljivost metode ostala premajhna (pribl. 100 Mg ABA) .
Metode zato nismo mogli uporabiti za detekcijo teh hormonov v ekstraktu

jelovih semen.

Celoten postopek ekstrakcije in CiZCenja smo izvedli. s suhimi semeni,
semeni, ki so bila 10 dni gojena pri + 25°C in z 1 teden stratificira-
nimi semeni, nato pa smo po neuspeli detekciji hormonov s plinsko
kromatografi jo delo’opusﬁili. Cis&enje giberelinov v nadaljnjem delu
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nismo opravili po opisani metodi zaradi dolgotrajnega postopka.

Na3i rezultati potrjujejo literaturne podatke o uporabi PVP kolone:
s to metodo odstranimo neistoce v ekstraktu in dobro loimo glavne sku=

pine hormonov - gibereline, ABA in IAA .
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