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Porrzednio przytoczcne dane (62) dowodzg, ze kumaryna nie jest od-
padowym produktem przemiany materii, lecz syntetyzowana z kwasu cy-
namonowego — podlegajgcego hydroksylacji w pozycji orto — zostaje
w komorce roslinnej przemieniana nastepnie na kwas melilotowy i sze-
reg innych, nie zidentyfikowanych pochodnych. Podana z zewngtrz, ku-
maryna ulega oksydatywnemu rozpadowi w nasionach pszenicy (92) oraz
moze oby¢ wykorzystywana przez mikroorganizmy jako jedyne zrodio
wegla. Substancje te spotyka sie pospolicie w swiecie roslinnym, gtéwnie
w ilosciach $ladowych, lecz u niektérych gatunkow wystepowaé¢ moze
w ilosciach bardzo znacznych, rzedu 4—59% suchej masy. Zaznaczy¢
wszakze nalezy, ze in vivo kumaryna wystepuje zasadniczo pod postacig
B-glikozydu kwasu cis-o-hydroksycynamonowego. Wolna kumaryna, na-
wet u takich roslin jak Melilotus sp. czy Asperula sp., w warunkach nor-
malnych wystepuje prawdopodobnie tylko w ilo$ciach sladowych.

Fakt powszechnego wystepowania kumaryny w $wiecie roslinnym —
w tym réwniez w nasionach — nasuwa mysl, ze jest to substancja spra-
wujgca kontrole nad okreslonymi funkcjami fizjologicznymi rosliny. Ce-
lem obecnego przeglgdu jest przedstawienie znanych faktéow odnosnie
wplywu kumaryny na proces kietkowania nasion.

Uwagi o naturze zjawiska kietkowania nasion

Kielkowanie, z fizjologicznego punktu widzenia, oznacza skojarzenie
oddychania ze wzrostem (152). Jezeli przyja¢, ze jest to specyficzne sta-
dium w cyklu rozwojowym rosliny, oddzielajgce okres uspienia (dor-
mancy) od wzrostu, to mozna je zdefiniowa¢ jako 6w nieprzerwany ciag

Skréty: B995, 1.1-dwumetylohydrazyd kwasu bursztynowego; CCC, chlorek
(2-chloroetylo) tréjmetyloamoniowy; Phosfon D, chlorek 2,4-dwuchlorobenzylotroj-
butylofosfoniowy; GA, kwas giberelinowy; IAA, kwas indolilo-3-octowy; DNP,
2.4-dwunitrofenol; 2.4-D, kwas 2.4-dwuchlorofenoksyoctowy; R, Swiatlo czerwone;
FR, daleka czerwien.
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nej zawartosci tlenu lub dwutlenku wegla. Przy zbyt niskich lub zbyt
wysokich temperaturach nasiona nie kietkujg. Jednakze nasiona niekto-
rych gatunkow roslin kietkujg dopiero po przebytowaniu przez okreéloﬁy
przecigg czasu przy zmieniajgcej sie niskiej i wysokiej, lub tylko niskiej
temperaturze (77, 144), przy czym dodatkowym warunkiem niezbedne
jest zapewnienie dostatecznego doplywu wody. Nasiona wymagajgce stra-
tyfikacji, tzn. przechowywania w niskiej temperaturze w stanie wilgot-
nym, mozna niekiedy pobudzi¢ do kietkowania w inny sposob, na przy-
klad przez catkowite usuniecie tupin nasiennych lub odciecie liscieni (36);
jednak wyrastajgce w tym ostatnim przypadku siewki sg zdeformowane.
Wreszcie bardzo istotny wplyw na kielkowanie nasion wielu gatunkéow
roslin wywiera $wiatto, zar6wno jego rodzaj jak i okreslony cykl zmian
oswietlenia w polgczeniu z jednoczesnymi zmianami temperatury (35).
Niekiedy kielkowanie tego typu nasion mozna przysSpieszy¢ przez podzia-
lanie na nie takimi substancjami jak tiomocznik, kinetyna, giberelina,
etylen, lub przez catkowite usuniecie otoczek nasiennych. Stan uspienia
pierwotnego w wielu przypadkach uwarunkowany jest przez wystepo-
wanie endogennych inhibitoréw, lub przez brak stymulatorow.

Z drugiej strony nasiona zdolne do kielkowania przy sprzyjajgcych
warunkach mogg zdolno$¢ te utraci¢ w wyniku zadziatania czynnikow
fizykochemicznych, przechodzgc w stan uspienia wtornego.

Jezeli rozpatrywanie czynnikéw wplywajgcych na kielkowanie ogra-
niczy¢ tylko do okreslonych substancji chemicznych, to mozna je po-
dzieli¢ na stymulatory i inhibitory (44, 155). Inhibitorem kietkowania
okresla sie substancje zapobiegajgca kietkowaniu w warunkach, przy kto-
rych bez jej udzialu nasienie kietkuje. Jest oczywiste, ze kietkowanie na-
sion hamowaé bedg wszystkie substancje hamujgce normalny tok prze-
miany materii, takie jak cyjanki, DNP, kwas jodooctowy itp; ich dzia-
lanie, z punktu widzenia fizjologii kietkowania, jest niespecyliczne.

Wewnatrz klasy inhibitoréw wyréznié nalezy grupe substancji indu-
kujacych stan uspienia wtornego: sa to zwigzki chemiczne, wobec ktorych
nasienie nie kietkuje, lecz ich niekorzystne dzialanie moze byé¢ odwroco-
ne lub przynajmniej znacznie obnizone przez ktérys z czynnikow, prze-
rywajgcych stan uspienia pierwotnego (por. 106).

Wedlug Evenariego (34) wlasciwe kielkowanie konczy sie z chwilg za-
konczenia pierwszej mitozy. W zwigzku z tym tylko substancje dziatajgce
na trzy pierwsze fazy sg rzeczywistymi regulatoraml kietkowania; sub-
stancje dziatajgce na faze czwartg sg, w sc1slym znaczeniu slowa, regula-
torami wzrostu. Za specyficzny inhibitor kietkowania mozna uznac¢ tylko
takg substancje, ktéra albo

I. hamuje przebieg procesu specyficznego dla kielkowania; albo
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II. interferuje z jednym ze specyficznych stymulatoréow kielkowania;
albo tez

ITI. taka, ktorej wystepowanie w naturze ograniczone jest wylgcznie
do nasion, owocow, strgkéw itp.

Jezeli dana substancja hamuje ten sam proces przy kielkowaniu co
i przy wzroscie, to powinna by¢ ona rozpatrywana tylko jako inhibitor
wzrostu.

Kumaryna od z gorg pét wieku (26, 139, 140) uwazana jest za jeden
z najbardziej aktywnych inhibitorow kietkowania (por. 32). Na jej dzia-
lanie wrazliwe sg nasiona zaré6wno roslin jednolisciennych jak i dwulis-
ciennych: np. salaty (117), cykorii (41), pszenicy (102), jeczmienia (79, 80)
i innych (por. 6, 63). Zwraca uwage, ze kumaryna w niskich stezeniach
przyspiesza kietkowanie nasion jeczmienia (58, 81), ryzu (110), wiosnicy
(Setaria italica L., 47), Lepidium virginicum (151), jak rOwniez przyspiesza
kietkowanie spor Puccinia graminis (147) i Rhizopus nigricans (56). We
wszystkich wymienionvch przypadkach kumaryna silnie hamuje wzrost
juz przy stezeniach, przy ktoérych jeszcze nie wplywa, lub wplywa nie-
znacznie na kietkowanie; przy stezeniach bardzo niskich moze wystepo-
waté pobudzenie wzrostu siewek. Nasuwa si¢ wiec pytanie, czy kumaryna
jest specyficznym inhibitorem kietkowania?

Aby zagadnienie to rozstrzygng¢ nalezy stwierdzic,

I. ktora faza kietkowania pozostaje pod jej kontrolg;

II. jaki jest mechanizm jej dziatania; i

II1. jakie wspolzaleznosci zachcdzg pomiedzy kumaryng i pozostatymi
czynnikami fizykochemicznymi, regulujgcymi kietkowanie.

Nizej przytoczone rozwazania, zmierzajgce do uzyskania odpowiedzi
na postawione pytania, dotyczy¢ bedg w glownej mierze nasion salaty,
bowiem jest to obiekt dotychczas stosunkowo najlepiej poznany.

Wplyw kumaryny na pobieranie wody przez kielkujgce nasiona

W roku 1960 Blaim, badajgc pobieranie wody przez cale ziarna psze-
nicy i mniej lub bardziej oddzielone od endospermu zarodki, doszedi do
wniosku, ze kumaryna hamuje kielkowanie nasion dzigki zahamowaniu
pobierania wody (13, 14). Lahiri i Kharabanda (76) rowniez stwierdzili,
ze kumaryna nie wplywa na pobieranie wody przez endosperm, decz po-
waznie hamuje pobieranie wody przez zarodki.

Zagadnienie to bylo wczesniej badane przez Ishikawe (47), ktéry za-
obserwowal, ze kumaryna w stezeniu catkowicie blokujgcym kietkowanie
(1000 p.p.m.) nie zaburza pobierania wody przez nasiona Setaria italica
w ciggu poczgtkowych 24 godzin doswiadczenia.

Poniewaz efektywne stezenia kumaryny w wymienionych na wstgpie
doswiadczeniach byly stosunkowo duze, wobec tego wydaje sieg, ze wy-
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suniete przypuszczenie (13, 14, 76) nie jest stuszne. Kumaryna hamuje
pobieranie wody, lecz efekt ten prawdopodobnie nie jest przyczyng lecz
skutkiem zahamowania poézniejszych faz kietkowania, zwlaszeza fazy
aktywacji. Stwierdzono bowiem, na przyklad, ze w nasieniu juz od pierw-
szych minut pecznienia wzbudza sie synteza kwasu ribonukleinowego
i biatka (89, 154) — te ostatnie do$wiadczenia wykazujg zarazem, jak
bardzo umowne i sztuczne jest wyroznianie odrebnych faz pecznienia
1 aktywacji.

Wplyw temperatury i $wiatla na fizjologiczng aktywnosé kumaryny

W roku 1949 Nutile sygnalizowal, ze kumaryna wzbudza stan uspie-
nia nasion salaty, przy czym jej dzialanie moze by¢ zniesione czesciowo
przez tiomocznik, swiatlo 1 azotan potasowy (117).

Nasiona szeregu gatunkoéw roslin wrazliwe sg na dzialanie swiatla (31,
33, 39, 72, 152), przy czym na szczegbdlng uwage zastuguje dziatanie $wia-
tta czerwonego (R) i dalekiej czerwieni (IFR); nasiona wrazliwe na R i FR
Evenari zaproponowal nazywaé¢ nasionami fotoblastycznymi. Swiatto czer-

wone o dilugosci fali 6500—6600 A pobudza kietkowanie, natomiast daleka

czerwien o di fali 7200 A wywiera dziatanie hamujgce (18, 20). IFotome-
chanizm uwarunkowany jest wystepowaniem specyficznego biatka, zwa-
nego fitochromem (25), ktére — w zaleznosci od rodzaju oswietlenia —
wystepuje w 2 konfiguracjach (17). Biochemiczne zmiany, indukowane
przez swiatlo czerwone, mogg by¢ rowniez osiggniete na innej drodze:
w przypadku niektorych nasion fotoblastycznych (np. satata, Lactuca sa-
tiva L. odm. ,,Grand Rapids”) zamiast $§wiatla czerwonego mozna stoso-
wa¢ tiomocznik (33) i kinetyne (109). Nadmieni¢ wszakze nalezy, ze sub-
stancje te nie zastepujg $wiatta czerwonego, gdyz nie we wszystkich przy-
padkach pobudzajg kielkowanie nasion fotoblastycznych, przetrzymywa-
nych w ciemnosci. Co sie tyczy kinetyny — stwierdzono, ze dziala ona
uczulajgco na masiona, tzn. minimalna dawka $wiatla wystarcza do po-
budzenia kielkowania (por. 106).

Oprocz fotomechanizmu w nasionach sataty czynny jest rowniez nie-
zalezny od $wiatla skotomechanizm, ktéry ze swej strony uzalezniony
jest od temperatury. Dzieki skotomechanizmowi czes¢ nasion sataty dane]
populacii skietkuje w ciemnosci bez uprzedniego potraktowania tiomocz-
nikiem lub R; kielkowanie tej czeSci nasion nie jest hamowane przez
FR (rys. 1).

Swiatlo czerwone cze$ciowo znosi. zahamowanie kielkowania nasion
salaty, wywolane przez kumaryne i 2.4-D, nie niweluje natomiast tok-
sycznego dzialania 2.4-dwunitrofenolu. Kumaryna dziala wiec na foto-
mechanizm (34, 35); dziala ona réwniez na skotomechanizm, bowiem
w . odpowiednim stezeniu calkowicie hamuje kietkowanie w ciemnosci.
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Rys. 1. Schematyczne przedstawienie mechanizméw,

kontrolujgcych kietkowanie nasion saltaty (34). A, A!;

A*, ATio, B; X, X1; C — poszczegblne etapy procesu
kietkowania

W tym ostatnim przypadku aktywnosé kumaryny zalezna jest od tempe-
ratury. Jest regulg, ze fizjologiczna efektywnos¢ kumaryny jest tym stab-
sza im nizsza jest temperatura otoczenia; jej hamujgce dzialanie gwal-
towni¢ wzmaga sie po przekroczeniu 26° C. I tak, na przyklad, z nasion
sataty potraktowanych roztworem kumaryny o stezeniu 860 p.p.m. przy
temp. 26° C na $wietle kielkuje 93.4% a w ciemnosci 73.4%, podczas gdy
przy temperaturze 29° C kietkowanie zostaje catkowicie zablokowane (34).

Tak wiec wyzsze temperatury i kumaryna dziatajg synergistycznie in-
hibitorowo na proces kieltkowania nasion salaty, bowiem sita kietkowania
tych ostatnich réwniez obniza sie ‘po przekroczeniu 30° C. (Odwrotng za-
leznos$¢ obserwuje sie w przypadku wzrostu korzeni pszenicy, ktére przy
temp. 30° C sg okolo 1000 razy mniej czule na dzialanie kumaryny niz
przy temp. 10° C (22, 25). Szczegélowe badania wykazaly, ze skotome-
chanizm jest bardziej wrazliwy w stosunku do kumaryny niz fotomecha-
nizm. Dopiero w wysokich stezeniach substancja ta zaburza [otomecha-
nizm — i wtedy §wiatlo czerwone nie wywiera dzialania odwracajgcego,
a na skotomechanizm kumaryna dziata juz w stezeniach 10—20 razy
nizszych.

Pod wplywem kumaryny niefotoblastyczne nasiona sataty odm. ,,Pro-
gress” stajg sie fotoblastyczne. Z drugiej strony, naturalnie fotoblastyczne
odmiany (np. ,,Grand Rapids”) sg bardziej wrazliwe na dziatanie kuma-
ryny. Nalezy jednak nadmienié, ze nasiona odm. ,Grand Rapids” staja
sie niefotoblastyczne po zdjeciu lupiny nasiennej; rownoczesnie zmniej-
sza sie ich wrazliwos$¢ na dzialanie kumaryny.

W sumie: kumaryna wplywa zar6wno na foto- jak i na skotomecha-
nizm, przy czym jej aktywno$¢ jako inhibitora wzmaga sie wraz ze wzro-
stem temperatury. Fakty te jednak nie wyjasniajg zagadnienia mecha-
nizmu dzialania kumaryny. W dodatku fotomechanizm nie jest ograni-
czony tylko do nasion, gdyz Swiatlo czerwone i daleka czerwien wply-
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wajg na wzrost siewek, morfogeneze, kwitnienie itp. (18, 113, 114, 139a).
Pewne jest w kazdym razie, ze kumaryne — w mys$l przytoczonej na
wstepie definicji — nalezy uwaza¢ za substancje indukujgcg stan uspie-
nia wtornego, bowiem skutki jej dzialania sg niwelowane przez $wiatto
i tiomocznik.

Wspdtdzialanie kumaryny z regulatorami i substancjami czynnymi przy
kietkowaniu

Tiomocznik przyspiesza kielkowanie nasion fotoblastycznych (93, 117,
149, 150) dziatajgc jako czynnik zastepujgcy swiatlo czerwone (130, 131);
odwrotnie dziala kumaryna, ktéra przedluza stan uspienia i powoduje,
ze niefotoblastyczne odmiany stajg sie fotoblastycznymi. Tiomocznik dzia-
ta wiec antagonistycznie w stosunku do kumaryny (47, 79, 80, 98, 120,
130). Co wiecej, tiomocznik wobec kumaryny wywiera dziatanie pobudza-
jace w stezeniach nizszych niz to sie dzieje normalnie (131).

Tiomocznik odwraca réwniez hamujgce dzialanie 2.4-D na kietkowa-
nie nasion saltaty. Jednakze pierwszorzedowe mechanizmy dziatania 2.4-D
i kumaryny muszg by¢ r6zne bo:

I. 2.4-D nie wzbudza fotoblastycznosci nasion;

II. niwelujgce dzialanie tiomocznika zaznacza sie silniej w przypadku
2.4-D niz kumaryny; i

ITI. cystyna i arginina przeciwdzialajg, a kwas glutaminowy i aspara-
gina oraz cysteina wzmagajg toksyczne dzialanie 2.4-D, nie wplywajac
istotnie na aktywnos¢é kumaryny (34, 101).

Ro6znice mechanizméw dzialania obu regulatoréw stajg sie jeszcze
bardziej oczywiste w §wietle faktu, iz glukoza i sacharoza w pewnej mie-
rze odwracajag hamujgce dzialanie kumaryny (11) wzmagajgc takiez dzia-
lanie 2.4-D (84). Kwas askorbinowy wzmaga inhibitorowg czynnos¢ obu
omawianych substancji.

Wiekszos¢ z przebadanych aminokwaséw nie wywiera wplywu na
aktywno$é kumaryny (34). Jedynie B-alanina niweluje, a cysteina wzma-
ga jej aktywnosé jako inhibitora kietkowania nasion pszenicy 1 safaty
(101). W przypadku nasion Lepidium sativum cysteina nieznacznie od-
wraca dzialanie kumaryny (88). BAL (dwumerkaptopropanol) nie wplywa
istotnie na aktywnos¢é kumaryny w przypadku kietkujgcych nasion Se-
taria italica (47). Rowniez glutation i pantotenian wapnia nie odwracaja
hamujgcego dzialania tej substancji na kielkowanie nasion rzodkwi (11).
Glukozo-1-fosforan obniza inhibitorowg aktywnos¢ kumaryny w przypad-
ku nasion sataty (por 104).

Kwas giberelinowy (GA), dzialajacy jako stymulator kietkowania na-
sion salaty (46, 49, 50) i pod wzgledem fizjologicznym zastepujgcy $wia-
tlo czerwone, odwraca hamujgce dzialanie kumaryny (96) lecz efektywne
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stezenia GA w tym przypadku sg stosunkowo bardzo wysokie, rzedu
10—* M. Spostrzezenie to zostalo nastepnie potwierdzone i rozszerzone
na uspione pgki brzoskwini przez Phillipsa (121), ktory udowodnit réw-
noczes$nie, ze identycznie jak kumaryna dziala naringenina — inhibitor
wyizolowany z uspionych pgkéw brzoskwini (45), odpowiedzialny za ich
stan spoczynkowy.

Doswiadczenia przeprowadzone z nasionami jarmuzu niskiego zielo-
nego kedzierzawego (Brassica oleracea L. var. acephala) wykazaly, ze GA
w stezeniach 10—5—10—% M poczatkowo nie zmniejsza hamujgcego dzia-
lania kumaryny na kieltkowanie; dopiero po 4—5 dniach hodowli obser-
wuje sie nieznaczne dziatanie dodatnie (65, 67, 69).

Kwas indolilo-3-octowy (IAA), tym silniej przyspieszajgcy kietkowa-
nie nasion salaty im glebszy jest ich stan uspienia i im nizsza temperatura
otoczenia, nie odwraca hamujgcego dzialania kumaryny (127). IAA w stg-
zeniach wyzszych niz 10 p.p.m. i kumaryna juz w stezeniu 1 p.p.m. ha-
mujg rozwijanie sie pgkow etiolowanych siewek Pisum sativum. Najbar-
dziej interesujgce jest jednak, ze inhibitorowa aktywnos¢ IAA wzrasta
okolo 100-krotnie jezeli zastosowa¢ go w mieszaninie z roztworami ku-
maryny o stezeniach 0.01—0.1 p.p.m. (86). Meinl i Guttenberg (108) row-
niez stwierdzili, ze kumaryna hamuje wzrost pakéw Phaseolus multiflo-
rus, lecz w tym przypadku IAA w stezeniach 0.1—1.0 p.p.m. odwracal
skutki dzialania tej substancji. Poniewaz w tych 2 pracach uzyskano wy-
' niki sprzeczne, wiec zagadnienie domaga sie dalszej analizy (por. 4).

IAA albo nie zmniejsza albo wzmaga hamujgce dzialanie kumaryny
na kielkowanie nasion jarmuzu (65, 66) i kapusty czerwonej ,Kissen-
drup’.

Chromatograficzne analizy skladu i ilosci naturalnych inhibitorow
i stymulatoréow w nasionach salaty poddanych dzialaniu wody, tiomocz-
nika i kumaryny wykazaly, ze inhibitory — wystepujace w suchym na-
sieniu — w przeciggu poczgtkowych 12 godzin kietkowania rozpadajg sie,
cze$ciowo pojawiaja sie inne inhibitory, a przede wszystkim wzrasta po-
ziom stymulatoré6w (15, 16). Tiomocznik przyspiesza pojawianie sie sty-
mulatoréw, a w nasieniu inkubowanym w roztworach kumaryny poziom
inhibitorow zwieksza sie. Wydaje sie wiec, ze kumaryna by¢ moze ha-
muje kielkowanie nasion m. in. dlatego, ze

I. zapobiega rozpadewi inhibitoré6w juz obecnych w nasieniu;

II. hamuje synteze stymulatorow; i

III. prawdopodobnie sama w nasieniu przemieniana zostaje na po-
chodne o wlasciwo$ciach inhibitorow.

To ostatnie przypuszczenie nalezy przyjmowaé bardzo ostroznie, gdyz
stwierdzono, ze jakakolwiek zmiana w strukturze czgsteczki kumaryny
prowadzi do powaznego obnizenia jej aktywnosci biologicznej (104, 106).
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Kinetyna w polgczeniu ze $wiatlem czerwonym odwraca hamujgce
dzialanie kumaryny na kielkowanie nasion salaty odm. , Grand Ra-
pids” (52); efektu takiego nie zanotowano w doswiadczeniach przeprowa-
dzanych w ciemnos$ci. Natomiast Knypl stwierdzil, ze kinetyna silnie
obniza lub catkowicie odwraca dzialanie kumaryny na kielkowanie nasion
jarmuzu, kapusty czerwonej odm. , Kissendrup”, kalafiora odm. ,,ir-
furcki” i innych (65—69).

Wedlug Khana i Tolberta jeden z retardantéw wzrostu — chlorek
(2-chloroetylo)tréjmetyloamoniowy (CCC) w polgczeniu ze $wiatltem czer-
wonym odwraca skutki hamujgcego dzialania kumaryny lub IAA na kiet-
kowanie nasion sataty odm. ,,Grand Rapids”, oraz na wzrost korzeni mto-
dych siewek. Zgola odmiennie reagujg nasiona jarmuzu — tutaj CCC
wzmaga inhibitorowe dzialanie kumaryny (65, 69), przy czym ten syner-
gistyczny inhibitorowy efekt obniza zaréwno GA jak i kinetyna. Przy-
puszcza sie, ze w omawianym przypadku dzialanie kinetyny jest ograni-
czone do fazy aktywacji, bowiem substancja ta w stezeniach obnizajacych
biologiczng aktywmo§¢ zaré6wno CCC jak i kumaryny, silnie hamuje
wzrost siewek (65). Dwa inne retardanty wzrcstu — Phosfon D i B995,
roOwniez wzmagajg efektywnos¢ kumaryny jako inhibitora kielkowania
nasion jarmuzu, przy czym w obu przypadkach kinetyna wywiera silne
dzialanie odwracajgce. Kwas giberelinowy jest stosunkowo slabo aktyw-
ny jako czynnik zmniejszajgcy synergistyczne inhibitorowe dziatanie ku-
maryny zastosowanej w mieszaninie z Phosfonem D. Warto nadmienic,
ze wraz ze wzrostem stezenia B995 liczba skielkowanych nasion podda-
nych dzialaniu 100 p.p.m. kumaryny poczgtkowo maleje, osiggajac war-
to$¢ minimalng w zakresie 10—3—5X10—3 M B995, a nastepnie przy
zwiekszeniu stezenia B995 rosnie pomimo, iz w stezeniach wyzszych niz
5>10— M B995 sam jako taki hamuje kielkowanie; wystepuje tu wiec
trudne do wytlumaczenia paradoksalne dzialanie omawianego retardantu
(66, por. 70).

W celu wyjasnienia synergistycznego inhibitorowego dziatania retar-
dantéw wzrostu i kumaryny na kielkowanie nasion jarmuzu wysunigto
przypuszczenie, ze substancje te blokujag alternatywne procesy fazy ak-
tywacji; procesy te sg przy$pieszane przez kinetyne — sg one niezbedne
dla weczesnych faz wzrostu, kontrolowanych przez uktad giberelinowy
(por. rys. 12 w pracy 65).

Wpltyw kumaryny na oddychanie nasion

Ishikawa (48) badajagc wplyw kumaryny na oddychanie nasion wios-
nicy i grochu stwierdzil, ze w ciggu poczatkowych 24 godz. doéwiadczt?—
nia substancja ta w stezeniach calkowicie hamujacych kietkowanie
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(1000 p.p.m.) nie wywiera wplywu na oddychanie. Jednakze przy stezeniu
100 p.p.m., ro6wniez hamujacym kielkowanie, kumaryna pobudza oddy-
chanie nasion grochu o okolo 20%. Podobny efekt wywiera DNP w za-
kresie stezen 10—6—10—* M.

Poniewaz dwunitrofenol rozkojarza proces oksydacyjnej fosforvlacji
(9) wobec tego mozna by przypuszczaé, ze kumaryna dziata podobnie. Jed-
nak w syntezie ATP biorg udzial enzymy posiadajgce grupy —SH jako
centra aktywne, a BAL — ochraniajgcy grupy —SH, nie znosi hamuja-
cego wplywu kumaryny na kielkowanie; wydaje sie wiec, ze mechanizm
jej dziatania jest bardziej skomplikowany i nie da sie wttoczy¢ w ramy
prostego zalozenia, iz kumaryna rozkojarza oksydacyjng fosforylacje
w taki sam sposob jak DNP.

W przeciwienstwie do powyzszych danych (48) kumaryna tylko nie-
znacznie wplywa na oddychanie nasion salaty (34, 55, 83) — wspoétczynnik
oddechowy serii nasion potraktowanych kumaryng jest z reguly o kilka
procent nizszy od Qo, serii kontrolnych; DNP w poczatkowych kilkunastu
godzinach do$wiadczenia silnie przy$piesza oddychanie. Jednakze w obu
przypadkach wyniki ilosciowe zalezg od rodzaju nasion. Stwierdzono, ze
Qo, niefotoblastycznej odmiany ,Progress” jest wyzszy od Qo, fotobla-
stycznej odmiany ,,Grand Rapids”. Intensywnos$¢ pobierania tlenu przez
nasiona odm. , Grand Rapids” wzmaga sie po naswietleniu ich przez
kilka sekund $wiatlem czerwonym (R), i woéwczas wspolczynniki odde-
chowe obu odmian sg prawie rowne. R nieznacznie przyspiesza oddycha-
nic nasion niefotoblastycznych; nieznacznie wplywa ono réwniez na
oddychanie nasion odm. ,,Grand Rapids” pozbawionych lupiny, ktore
dzieki temu zabiegowi stajg sie niefotoblastyczne, z jednoczesnym wzro-
stem wartosci Qo, do wartosci charakterystycznych dla odmiany ,,Pro-

gress”.

Jezeli za miare wrazliwosci na dzialanie kumaryny przyjaé¢ kietkowa-
nie, to niefotoblastyczne odmiany salaty sg mniej wrazliwe niz odmiany
fotoblastyczne. Z drugiej strony kumaryna stabo wplywa na oddychanie
nasion odmiany ,,Grand Rapids”, lecz do$¢ powaznie obniza Qe¢, odmiany
»Progress” i pozbawionych tupiny nasion ,,Grand Rapids”. DNP wzmaga
pobieranie tlenu we wszystkich wymienionych przypadkach. Swiatto
czerwone natychmiast, i to w znacznym stopniu, podwyzsza wspoétczynnik
oddechowy nasion ,,Grand Rapids” potraktowanych zaréwno kumaryng
jak i DNP, mimo iz nie znosi zahamowania kietkowania indukowanego

przez obie substancje.
Pierwszorzedowy mechanizm dzialania R (a raczej fitochromu) za-

sadniczo nie jest znany. Wiadomo tylko, ze znosi ono jedng 2z barier
ograpiczajgcych oddychanie, czyli synteze ATP, a tym samym ogranicza-
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jacych réowniez kietkowanie. Z przedstawionych faktow mozna wniosko-
wac, ze reakcje kontrolowane przez kumaryne (i DNP) lezg poza zasie-
giem reakcji wzbudzanych przez R. Poniewaz jednak R czesciowo
zmniejsza inhibitowang aktywnos¢ kumaryny, zwlaszcza w przypadku
nasion odmian niefotoblastycznych, wobec tego mozna przypuszczaé, ze
substancja ta nie blokujgc rozwijania sie i czynnosci R-katalizowanych
reakcji, blokuje ich fizjologiczne wykorzystanie.

Kumaryna wplywa wiec na oddychanie nasion; nagromadzone fakty
nie dajg jednak odpowiedzi na pytanie, czy owe zmiany sg pierwotne
czy wtorne, i czy sg one przyczyng czy tez konsekwencjg zahamowania
kietkowania.

Wplyw kumaryny ma metabolizm kielkujgcych nasion

Zagadnienie to szczegolnie dokladnie badano na przykladzie nasion
salaty (34, 98, 99, 100, 104, 106). Jak wida¢ z danych przedstawionych
w tabeli 1, aktywno$é szeregu podstawowych ukladéw enzymatycznych
w nasieniu potraktowanym kumaryng pozostaje na poziomie aktywnosci
w nasieniu suchym. Poniewaz in vitro kumaryna nie wpltywa na aktyw-
no$¢ tych enzyméw to mozna wnioskowaé, ze obserwowane zmiany nie
sa przyczyng lecz skutkiem zahamowania kietkowania. Do wyjatkow
nalezy lipaza i proteinaza. Sposrod 2 lipaz wystepujgcych w nasionach
salaty kumaryna in vitro unieczynnia lipaze kwasng (135). Fakt ten nie
ttumaczy aktywnoséci kumaryny jako inhibitora kietkowania, gdyz lipidy,
stanowigce gléwny material zapasowy nasion salaty, nie sg uruchamiane
w okresie kietkowania (rys. 2).

In wvitro kumaryna hamuje rowniez aktywnos¢ proteinazy (124).
Blizsze analizy wykazaly, ze w przypadku sataty wystepuja co najmniej
dwie proteinazy: pierwsza, zarodkowa, jest enzymem czysto hydrolitycz-
nym; proteinaza druga, wzrostowa, peini funkcje syntetyczne. In vitro
kumaryna hamuje aktywnos$¢ pierwszej lecz nie wplywa na akty'wnosc
drugiej; jednakze in vivo substancja ta nieznacznie pobudza czynnosé
proteinazy pierwszej i hamuje aktywnos¢ drugiej. Tak wiec mechanizm
‘dzialania kumaryny jako inhibitora kielkowania pozostaje w dalszym
ciggu nie objasniony. Zagadnienia tego nie wyjasnia réwniez fakt, ze
in wvivo substancja ta, proporcjonalnie do zahamowania kietkowania,
hamuje wzrost aktywnosci amylolitycznej w nasionach pszenicy (124) —
prawdopodobnie dzieki zahamowaniu pojawiania sie o- amylazy, nie Wy~
stepujgcej w nasieniu suchym — poniewaz na a-amylaze kumaryna nie
dziala in vitro. Fakt ten jednak moze dowodzi¢, oczywiscie posrednio, ze
kumaryna przeciwdziala akcji giberelin, gdyz stwierdzono, ze GA wzbu-
dza synteze tego enzymu w endospermie jeczmienia (154).
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Tabela 1

Wptyw kumaryny na metabolizm i aktywnos$é enzymatyczng w kietkujgcych na-
sionach i siewkach saiaty, w poréwnaniu do kontroli hodowanej na wodzie !

Metabolit

S - . . — .
lub enzym Dziatanie in vivo D:ialanie in vitro Literatura

Zuzywanie Nie zmienione w ciggu
sacharozy poczatkowych 24 godz.,

a nastepnie prawie cal-

kowicie zahamowane 122
Nagromadzanie Catkowicie zahamowane 122
glukozy
Zuzywanie Rozpad tluszczéw cal-
tluszczow kowicie zahamowany 122, 129
Uwalnianie wol- Zahamowane Ww ciggu
nych kwasow poczatkowych 48 godz.,
tluszczowych lecz pobudzone w ciagu

nastepnych 24 godz. 129
Lotne kwasy Wzrost iloSci w ciggu
tluszczowe poczatkowych 48 godz.,

' a nastepnie obnizenie 129
Rozpad fityny Zahamowany 95
Proteinaza Aktywno$é pozostaje na  Zablokowanie aktywnoSci

poziomie aktywnosci w enzymu otrzymanego =z

nasieniu suchym napecznialych nasion i

mlodych siewek 124

Lipaza (obojetna) Aktywno$é pozostaje na

poziomie aktywnoSci w

nasieniu suchym Silne zahamowanie 135
Lipaza (kwa$na) Aktywno$§¢ pozostaje na

poziomie aktywnoSci w

nasieniu suchym Bez wplywu 135
Fitaza Silne zahamowanie Slabe zahamowanie 95
Fenolaza Zahamowanie aktyw- Nieznaczne pobudzenie 97, 103

nosci
Katalaza Bez zmian Bez zmian 123
Peroksydaza Brak bezposredniego

wplywu. Aktywno$é en-
zymu skorelowana jest
z procesem kielkowania;
jezeli kielkowanie jest
zahamowane, to nie
obserwuje sie wzrostu
aktywno$ci peroksydazy Bez wplywu 125
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Tabela 1 (cigg dalszy)

IMugtiggl;:n Dzialanie in vivo? Dziatanie in vitro?® Literatura
Dehydrogenazy Kumaryna zapobiega
wzrostowi aktywnoS$eci,
postepujgcemu za kiel-
kowaniem Brak wplywu 107
Oksydaza NADH, Brak wplywu Brak wplywu 97
Pobieranie tlenu Poczatkowo nieznaczne
przez cate nasiona pobudzenie a nastepnie _
zahamowanie 83
Pobieranie tlenu Zahamowanie proporcjo-
przez mitochondria nalne do zahamowania Stymulacja pobierania .
kietkowania tlenu o 209 126
Oksydaza kwasu Bez wplywu
askorbinowego Bez wplywu 94
Oksydaza kwasu Poézniejsze badania wy-
askorbinowego kazaly, Ze enzym ten
nie wystepuje w kietku-
jacych nasionach salaty 141, 99, 100
Metabolizm kwa- Brak bezposredniego
s6w nukleinowych wplywu 105
Fosforylacja
cksydacyjna Rozkojarzona 153

) Wg. 104; z uzupelnieniami.
‘) Nasiona kietkowano w roztworach kumaryny.

) Kumaryne dodawano do mieszaniny reakcyjnej zawierajgcej badane enzymy otrzymane
z materialu hodowanego na wodzie destylowanej.

Donoszono (90), ze kumaryna in vitro hamuje aktywno$é¢ dehydroge-
nazy glukozo-6-fosforanu oraz 2—3-krotnie stymuluje aktywno$é¢ dehy-
drogenazy kwasu cytrynowego w nasionach kukurydzy (75). Doniesienia
te domagajg sie weryfikacji, albowiem pézniej stwierdzono, ze kumaryna
in vitro nie wplywa na aktywno$é dehydrogenz nasion sataty (107).

Poczatkowo sgdzono, ze kumaryna nie wplywa na akiywnos¢ oksy-
dazy kwasu askorbinowego (94); p6zniej wykazano jednak. ze enzym ten
nie wystepuje w nasionach sataty (99, 100, 141). Kwas askorbinowy jes:c
W nich utleniany przez fenolaze rozpuszczalng — wykazujgca aktywnoscC
katecholazy i krezolazy (100) — na drodze oksydacji sprzezonej (141)-
In vitro kumaryna nieznacznie hamuje aktywnosé tej fenolazy wowczas,
gdy substratem reakcji jest DOPA (dwuhydroksyfenyloalanina), a wzma-
ga jej katalityczne wlasciwosci przy utlenianiu p-krezolu.
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Rys. 2. Gléwne zmiany fizjologiczne w nasionach salaty odmiany ,Grand
Rapids kietkowanych w wodzie przy temp. 26° C po na$Swietleniu $wia-
ttem czerwonym (R; 34): a — Fazy kielkowania (I—V) i czas ich trwania
(gadziny). b — Zawarto$é glukozy (1) i sacharozy (2) w mg/g suchej masy
nasion. ¢ — Zawartosé tluszczoéw (procenty suchej masy). d — Aktywnos¢
katalazy (1) w ml O2/50 mg nasion/60 sek. (skala lewa) oraz aktywnos$é
' peroksydazy (2) w mg purpurogalliny/g suchej masy nasion (skala prawa).
e — Aktywno$§é proteolityczna (ml 0.1 N NaOH). f — Qo, (mg O,/100 mg
nasion suchych). g — Zawarto§é glutationu (1) i asparaginy (2) wyrazona
jako gesto$é optyczna chromatograméw (skala prawa) oraz zawartosé
azotu rozpuszczalnego (3) w procentach suchej masy (skala lewa)

Nadmienié nalezy, ze w nasionach grochu kietkowanych w roztworach
kumaryny czynne sg wszystkie enzymy cyklu glikolizy (99).
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W suchym nasieniu sataty polowa ogodlnej ilosci fosforu wystepuje
w postaci fityny, ulegajgcej rozpadowi juz od pierwszych godzin kietko-
wania i calkowicie zuzywanej w przeciggu trzech dni (95). Kumaryna
in vivo hamuje aktywnosc fitazy, a tym samym zapobiega hydrolizie
fityny. Jest oczywiste, ze takie zablokowanie prowadzi bezposrednio do
zaburzenia przemiany zwigzkéw fosforowych, a dalej azotowych, cukro-
wych i oddychania. Wydaje sie jednak, ze obserwowane in vivo zmiany
sa wtorne, bowiem in vitro kumaryna nieznacznie hamuje aktywnosé
fitazy (99).

Stwierdzono, ze w nasieniu moczonym w roztworach kumaryny nie
rozpada sie ATP zarodkowy i nie syntetyzuje sie 1,6-dwufosfofruktoza
(104). T znow wydaje sie, ze sg to nastepstwa opdznionego kieltkowania
gdyz udowodniono na przyktad, ze kumaryna nie wpltywa na aktywnosc¢
enzymow przenoszgcych fosforan na ADP, ani nie zmienia aktywnosci
enzvmow cyklu glikolizy, w zwigzku z czym fosforylacja glikolityczna
w wolnych od mitochondriéw ekstraktach z nasion kontrolnych i kietko-
- wanych w roztworach kumaryny przebiega podobnie. Fakt ten niewiele
mowi o mechanizmie inhibitorowego dzialania kumaryny, bowiem w kiet-
kujacym nasieniu sataty ATP syntetyzowany jest poczatkowo na drodze
utleniania glukozo-6-fosforanu prawdopodobnie wylgcznie w cyklu pento-
zowym z nastepnym przeniesieniem elektronéw poprzez kwas askorbi-
nowv i fenole w reakeji sprzezonej, z udzialem fenolazy jako przenosnika
tlenu lub z bezposrednim udzialem NADH, oksydazy (97). Dopiero
w pozniejszych stadiach kielkowania uruchamiany zostaje cykl kwasow
trojkarboksylowych, glikoliza i system cytochromowy przenoszacy elek-
trony (128, 99). Z faktu, ze kumaryna przySpiesza do 20%o pobieranie
tlenu przez izolowane mitochondria (126) i hamuje pobieranie przez nie
fosforu nieorganicznego (153) mozna wnioskowa¢, ze pod jej kontrola
bvé moze bezposrednio znajduje sie proces oksydacyjnej tosforylacji
(por. 59, 143). Tlumaczyloby to hamujace dzialanie kumaryny na wzrost,
ale w zadnym wypadku nie tlumaczy inhibitorowej czynnosci kuma-
ryny przy kietkowaniu.

Wplyw kumaryny na podzialy komoérkowe

Faza pierwszej mitozy jest trzecig, zasadniczo specyficzng fazg kietko-
wania. W zwigzku z tym szczegdlnego znaczenia nabierajg doniesienia
o hamujgcym dzialaniu kumaryny na podzialy komorkowe. Cornrna-lf1
(29, 30) stwierdzil, ze kumaryna zastosowana w duzych stezeniach hamuje
mitozy w korzeniach cebuli (Allium cepa L.) i lilii (Lillium longiflorum
L), a w niskich stezeniach pobudza podzialy komoérkowe w siewkach
buraka (156). Kumaryna zwalnia podzialy komoérkowe w strefie wzrostu
korzeni Phleum pratense L. (7), uszkadza chromosomy zaréwno W SpO-
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czynkowych jak i w dzielgcych sie komérkach korzeni cebuli (2b) oraz
zaburza tworzenie sie i funkcjonowanie wrzecion (C-mitozy; por. 118,
119). Zastosowana w duzych stezeniach kumaryna jest inhibitorem pre-
profazy (2a); dotyczy to roéwniez niektérych jej pochodnych (27, 28, 133,
134, 142).

W oparciu o wyzej wymienione fakty mozna by sadzi¢, ze kumaryma
by¢é moze hamuje kielkowanie nasion poprzez zahamowanie pierwsze]
mitozy. Przypuszczenie to nalezy jednak odrzuci¢ jako niestuszne, gdyz
na podzialy komérkowe kumaryna dziala dopiero w stezeniach bardzo
wysokich (roztwory bliskie nasycenia). Nalezy sgdzi¢, ze zmiany w apa-
racie genetycznym pojawiajgce sie po zastosowaniu kumaryny sg zmia-
nami wtérnymi. Stwierdzono bowiem, ze kumaryna w stezeniu 50 ug/ml
nie zmienia istotnie zawartosci DNA -w kielkujgcych nasionach salaty
pomimo, iz wzrost siewek zostaje zahamowany (105). Podobny wynik
uzyskano réwniez w przypadku nasion grochu, kielkowanych w roztwo-
rach kumaryny bardziej stezonych niz 100 ug/ml; w siewkach potrakto-
wanych bardziej rozcienczonymi roztworami tej substancji, rzedu
5—100 ug/ml, ilo§¢ DNA wzrasta pemimo, ze wzrost korzonkow ulegt
powaznemu zahamowaniu (42).

Pozostaje wigc stwierdzi¢, ze praktycznie nic nie wiadomo o mecha-
nizmie dzialania kumaryny jako specyficznego inhibitora kietkowania
nasion. Ale czy kumaryna jest rzeczywiscie specyficznym inhibitorem
kietkowania?

Czy kumaryne nalezy uwazaé za specyficzny inhibitor kielkowania?

Zebrane nizej dane zdaja sie $wiadczy¢, ze kumaryna nie jest specy-
ficznym inhibitorem kietkowania, a powinna byé rozpatrywana gtownie
jako regulator wzrostu, gdyz pod jej bezposrednig kontrolg znajduje sie
prawdopodobnie proces podstawowy dla wzrostu (czyli syntezy cyto-
plazmy); jako sktadowa niespecyficzna proces ten moze by¢ i jest czyn-
ny przy kielkowaniu.

I. In vivo kumaryna wystepuje pod postacig nieaktywnego fizjolo-
gicznie p-glikozydu kwasu kumarynowego (62, 73). A je$li nawet wy-
stepuje jako taka, to w ilosciach znikomych, zbyt matych aby wywota¢
zahamowanie kielkowania, lecz wystarczajgcych do jego p o budzemnia.
Wykrywa sie ja w nasionach, lecz w nieporéwnanie wiekszych ilosciach
wystepuje w czeSciach wegetatywnych, zwlaszcza w mlodych lisciach
i todygach. W okresie wegetacyjnym poziom kumaryny zar6wno w cate]
roslinie jak i w poszczegdlnych tkankach podlega okreslonym fluktua-
cjom, osiggajgc maksimum w okresie zakwitania (3) i zawigzywania
pakow (146) oraz w okresie wydawania owocow. Fakty te przecza stusz-
noséci dotychczasowego pogladu, iz kumaryna w warunkach naturalnych
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czynna jest jako specyficzny inhibitor kietkowania, a przemawiajg na
korzy$¢ zalozenia, iz substancja ta moze byé¢ jednym =z regulatorow
wzrostu. Jedyny przypadek, gdzie kumaryna wystepuje w ilosciach wy-
starczajacych do zahamowania kietkowania stanowig nasiona Trigonella
arabica (82); nie wiadomo jednak, czy w tym przypadku wystepuje ona
w postaci wolnej czy tez — co jest bardziej prawdopodobne — pod
postacig p-glikozydu kwasu kumarynowego.

II. Libbert (87) stwierdzil, ze wrazliwo$¢ nasion Lepidium sativum L.
na dzialanie kumaryny zalezy od ich wieku i od pory roku. Najbardziej
wrazliwe sg nasiona tuz po zbiorze, a nastepnie ich wrazliwosé zmniejsza
sie odpowiednio do czasu przechowywania. I tak np., kumaryna w steze-
niu 107 g/l tuz po zbiorze hamuje kielkowanie 90% nasion danej gene-
racji, a po uplywie 1,5 roku juz tylko 10%o; po uptywie 4,5 lat od zbioru
nasiona znow stajg sie bardziej czule. Niezaleznie od wieku obserwuje
sie rOwniez cykliczne zmiany wrazliwosci w okresie rocznym: maksima
inhibicji pojawiajg sie w jesieni i zimg, za§ minima na wiosne i latem.
Nasiona nie poddane dzialaniu kumaryny nie wykazujg sezonowych
fluktuacji podobnego typu, kieltkujgc z jednakowg szybkoscig niezaleznie
od pory roku. Na uwage zasluguje, ze nasiona L. sativum tuz po zbiorze
kietkuja bardzo stabo — znajdujg sie wiec w stosunkowo gltebokim stanie
uspienia. Nastepnie ich zdolno$¢ do kietkowania rosnie, osiggajgc maksi-
mum po 2 latach przechowywania. Nie mozna wiec nie zauwazy¢, ze na
inhibitorowe dzialanie kumaryny najbardziej wrazliwe sg nasiona
z natury stabo zdolne do kielkowania.

Stwierdzono, ze ozime odmiany pszenicy sg znacznie bardziej wrazli-
we na dzialanie kumaryny niz odmiany jare (74). Fakt ten nabiera
wlasciwej wymowy gdy sie zwazy, ze ozime odmiany pszenicy — W po-
ro6wnaniu do odmian jarych — posiadajg znacznie wiecej endogennych
inhibitor6w kielkowania (111). Inhibitory te, odpowiedzialne w duzej
mierze za indukcje stanu uspienia nasion po zbiorze, zlokalizowane sa
glownie w lupinie nasiennej; w miare przechowywania poziom ich obniza
sie, przy jednoczesnym wzroScie zdolnosci nasion do kietkowania. Kwas
giberelinowy obniza hamujgce dzialanie tych inhibitoréw na kielkowanie
nasion pszenicy, lecz nie odwraca takiegoz ich dzialania na nasiona salaty.

Fotoblastyczne odmiany saltaty, jak wspomniano poprzednio, sg kilka-
kilkanascie razy bardziej wrazliwe na inhibitorowe dziatanie kumaryny
niz odmiany niefotoblastyczne, zdolne do kielkowania w ciemnos$ci. Foto-
blastycznos¢ zanika po zdjeciu lupiny nasiennej, czemu towarzyszy
wzrost opornosci na dzialanie kumaryny; pozbawione lupiny nasiona
odm. ,,Grand Rapids” sg tak samo oporne na kumaryne jak nasiona odm.
,,Progress” (34). Dowodzi to, ze



Naturalne i syntetyczne regulatory wzrostu i rozwoju roslin 67

1) uklad sprawiajgcy iz nasienie wymaga do kielkowania naswietlenia
Swiatltem czerwonym zlokalizowany jest w lupinie; i

2) obecno$¢ tego ukladu determinuje stopien wrazliwosci nasion na
kumaryne.

Inhibitorowa efektywno$¢ kumaryny silnie wzmaga sie wraz ze wzro-
stem temperatury, zwlaszcza po przekroczeniu 26° C. Przy wyzszych
temperaturach procent kielkujgcych nasion w kontroli ulega roéwniez
powaznemu obnizeniu: juz w roku 1938 Borthwick i Robbins stwierdzili,
ze nasiona salaty nie kielkujg przy temperaturze okolo 30° C; natomiast
zarodek jest zdolny do kielkowania przy tej temperaturze, pod warun-
kiem, ze wszystkie otoczki nasienne zostaly usuniete (19, 152).

Zaréwno fotomechanizm jak i wyzsze temperatury stanowig bariery
ograniczajgce kielkowanie. Analizujac wyzej przytoczone dane stwierdza
sie, ze kumaryna dziala najsilniej na nasiona naturalnie stabo zdolne do
kietkowania; dziala wiec ona — zewnetrznie rzecz rozpatrujac — ,,SY-
nergistycznie” z naturalnymi barierami ograniczajgcymi kietkowanie.
Jezeli przyjaé, ze termin ,bariera” oznacza niemoznosc zapoczatkowania
lub kontynuowania okreslonego ciggu reakeji biochemicznych, i jesli
zalozyé, ze pod barierami kryja sie — w niektérych przynajmniej przy-
padkach — okreslone uklady inhibitorow, to mozna przypuszczac, ze
kumaryna albo 1) hamuje ich rozpad, albo 2) wzmaga ich synteze przy
jednoczesnym zahamowaniu syntezy stymulatorow.

Stuszno$é tego przypuszczania bezposrednio potwierdzaja wyniki
analiz Blumenthal-Goldschmidta (16), ktéry stwierdzit, ze w potraktowa-
nych kumaryng nasionach salaty nie pojawiaja sie stymulatory kietko-
wania, pojawiajgce sie w nasionach moczonych w wodzie lub w roztwo-
rach tiomocznika i — w poréwnaniu do poziomu w nasieniu suchym —
wzrasta znacznie poziom inhibitorow. Za slusznosciag tego przypuszczenia
przemawiajg réwniez, posrednio, wyniki doswiadczen Blacka (12), ktory
badajgc stan naturalnego i wtérnego uspienia nasion Avena fatua L.
doszed! do wniosku, ze W nasieniu czynne mogg by¢ dwie grupy reakcji:
jedna z nich wiedzie do kielkowania, a druga do syntezy inhibitorow.
Przy sprzyjajacych warunkach pierwsza z drog przewaza i nasienie
kielkuje; przy warunkach niesprzyjajacych (wysokie temperatury, daleka
czerwien, warunki beztlenowe) uczynnione zostajg reakcje wiodgce do
syntezy i nagromadzania sie substancji inhibitorowych, poglebiajacych
stan u$pienia. )

Nasiona réznych gatunkéw roslin pod wzgledem wrazliwosci na inhi-
bitorowe dzialanie kumaryny mozna podzieli¢ na 4 grupy, przy czym do
kazdej z nich nalezg przedstawiciele réznych rodzin. Jednakze w kazdym
przypadku mozna ustali¢ graniczne stezenie kumaryny, po przekroczeniu
ktérego wystepuje gwaltowne zahamowanie kietkowania, w wiekszosci
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przypadkow przemijajgce wraz z uplywem czasu hodowli; w nizszych
stezeniach kumaryna moze dziata¢ pobudzajgco (por. 57, 58, 63).

Do pierwszej grupy nalezg nasiona nie kietkujgce przy 100 p.p.m.
kumaryny, nawet po 7-dniowym okresie inkubacyjnym; kietkowanie przy
10 p.p.m. jest bardzo opdznione (63, 57). Nalezy tu owies, wyczyniec
lgkowy, tymotka, rzezucha ogrodowa.

Do drugiej grupy nalezg nasiona nie kielkujgce przy 1000 p.p.m.
kumaryny; jako przyklady mozna wymieni¢ jeczmien (na ktory kuma-
ryna w nizszych stezeniach dziata pobudzajgco, por. rys. 3), ognislepek,
kapuste wiosenng wczesng odm. ,,Przodownica”, pozlotke, zlocien marga-
rytke (rys. 4) i inne.

Trzecia grupa jest réwnie liczna jak druga. Nalezg do niej nasiona
sensu stricto kietkujgce przy 1000 p.p.m. kumaryny, chociaz poczatek
kielkowania moze byé znacznie opdzniony w czasie w poréwnaniu do
kontroli kielkujacej w wodzie, a po diuzszej hodowli kietkowa¢ moze
20—80%0 nasion, zaleznie od gatunku i warunkéw. Wymieni¢ tu mozna
pietruszke odm. , Lenka” (grupa 3-A), Arrhenatherum elatius L. (rys. 9;
grupa 3-B), aksamitke wysoka (rys. 6; grupa 3-C) i inne.
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Rys. 3. Wplyw kumaryny na kielkowanie ziarn jeczmienia Hordeum vul-

gare L. var. , Browarny PZHR” (63). Kielkowanie prowadzono w ciemnoSci,

przy temp. 22° C. Kielkowanie = liczba skielkowanych ziarn, przy czym

50 nasion (w jednej szalce Petriego) stanowi 100% kielkowania. S.E. = Blad
standardowy )
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Rys. 4. Wplyw kumaryny na kietkowanie nasion zlocieni margarytki,
Chrysanthemum leucanthemum odm. ,Shasta Daisy” (kolor biatly), (68).
Metoda: Nasiona, w grupach po 50 sztuk, wysiewano do 10-cm szalek
Petriego zawierajacych 2 krgzki bibuly chromatograficznej Whatman nr
1i 5 ml badanego roztworu; kielkowanie prowadzono w ciemnosci przy temp.
24,8° + 0,2° C. 50 nasion (w jednej szalce Petriego) stanowi 100% kielkowania.
0 — Woda destylowana; 1 — kumaryna, 1 p.p.m.; 10 — kumaryna, 10 p.p.m.;
100 — kumaryna, 100 p.p.m. Kumaryna w stezeniu 1000 p.p.m. calkowicie
blokuje kielkowanie nasion

Do czwartej grupy naleza nasiona, ktoérych kielkowanie w przeciggu
poczgtkowych 24 godzin ulega zahamowaniu o okoto 50%/0, lecz w nastep-
nych godzinach liczba skielkowanych nasion w seriach zawierajgcych
1000 p.p.m. kumaryny szybko zbliza sie do liczby nasion skietkowanych
w kontroli. Stonecznik i kukurydza ilustruja ten typ zaleznosci (por. 63).

Nadmienié nalezy, ze roézne odmiany jednego gatunku moga naleze¢
do réznych grup, czego przykladem moze by¢ kapusta wiosenna wczesna,
nalezgca do grupy drugiej, i kapusta pastewna, nalezaca do grupy trze-
ciej. Mozna przypuszcza¢, ze o przynaleznosci nasion do danej grupy
decyduje jakos¢ i ilos¢ substancji inhibitorowych wystepujacych w na-
sieniu (przy zalozeniu, ze przepuszczalnos¢ tupin nasiennych dla kuma-
ryny jest jednakowa); i mozna réwniez, jak sie wydaje, powiedzie¢, ze
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Rys. 5. Wplyw kumaryny na kielkowanie nasion rajgrasu, Arrhenatherum elatius

L. (63). Cyfry z prawej strony (0—1000) oznaczajg stezenie kumaryny (p.p.m.);

kietkowanie prowadzono w ciemnoS$ci przy temp. 26° C. Kielkowanie = liczba

skietkowanych nasion; 60 nasion (w jedne]j szalce Petriego) = 100% kielkowania.
SE X 2 = Podwb6jna warto§é bledu standardowego

Tabela 2
Wplyw kumaryny na wzrost siewek 2zZyta (Secale cereale L. wvar. ,Ludowe’)

Stezenie kumaryny p.p.m.

Mierzony parametr

o | 1 10 100 | 1000
Dlugos$é coleoptile, mm 32,5 32,0 31,6 13,70 :
Dlugos¢ korzeni, mm 52,6 51,8 45,8 4,35 2
Sucha masa coleoptile, mg 3,75 3,70 3,66 i 5 E
Sucha masa korzeni, mg 2,77 2,66 2,45 0,803 i d

) Wynik dotyczy okolo 50°% nasion, gdyz reszta albo nie skielkowala albo coleoptile byly
bardzo krotkie.

) Brak wzrostu.

?’) Analizowano okoto 25% siewek, bowiem reszta nasion albo nie skicikowata albo ko-
rzenie nie przekroczyly diugo$ci 1 mm.

Metoda: ziarna kielkowano w ciemno$ci przy temp. 26—27° C; do analiz pobierano siew-
ki trzydniowe. W przypadku pomiaru diugo$ci korzeni analizowano 2—3 korzenie najdiuzsze;
przedstawione dane cyfrowe dotycza jednej, ,,statystycznej” siewki (63).
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Rys. 6. Wplyw kumaryny na kielkowanie nasion aksamitki wysokiej, Tagetes

erectus odm. ,,Smiles” (kolor zlotoz6lty), (68). Metoda: taka sama jak opisano

pod rys. 4. 40 nasion (w jednej szalce Petriego) stanowi 100%/¢ kieikowania. Cyfry
z prawej strony wykresu (0—1000) oznaczajg steZenie kumaryny (p.p.m.)

im glebszy jest stan uspienia nasienia, im bardziej jest ono bogate
w wewnetrzne bariery znoszone przez $wiatlo czerwone, odpowiedni cykl
zmian temperatury, tlen, itp., tym bardziej jest ono wrazliwe na dzia-

tanie kumaryny.

Fakt, ze nasienie kietkuje przy danym stezeniu kumaryny nie oznacza,
7e kielek roénie. Przeciwnie, we wszystkich przebadanych przypadkach
kumaryna hamuje wzrost siewek juz przy stezeniach 10—100 razy
nizszych od stezenia blokujacego kielkowanie (63). Zaleznos¢ te mozna
przesledzi¢ na przykladzie zyta (rys. 7 i tabela 2).
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Rys. 7. Wplyw kumaryny na kielkowanie ziarn zyta Secale cereale L.

odm. ,,.Ludowe” (63). Kietkowanie prowadzono w ciemno$ci przy temp.

27° C; 60 ziarn (w jednej szalce Petriego) stanowi 100"/ kietkowania.

Stezenia kumaryny w p.pm.: A — 0 (woda destylowana); B — 1;
C —10; D — 6255; E — 125; F — 250; G — 500

III. Zjawisko hamowania wzrostu korzeni przez Kumaryne najbardziej
dokiadnie bylo badane na przykladach korzeni Triticum vulgare i Phleum
pratense oraz Melilotus alba (138) i Avena stativa (40, 132). Burstrom
(21, 23) stwierdzil, ze proces wydluzania sie (elongacji) korzeni pszenicy
jest dwustopniowy:

1. pierwsza faza — plastycznego rozciggania $cian komérkowych —
stymulowana jest przez IAA i hamowana przez kumaryne; natomiast

2. faza druga — aktywnego wzrostu $cian komoérkowych przez wig-
czanie wlokien celulozowych — jest hamowana przez IAA.
Na uwage zastuguje fakt, ze korzenie rosngce pod wplywem kumaryny,
nieelastyczne i skrécone o okoto 50%0 w poréwnaniu do kontroli, charak-
teryzuja sie wyzsza od normalnej zawartoscig pektyn (23). W przeci-
wienstwie do wnioskéw Burstréma, Avers i Goodwin (7) doszli do wnio-
sku, ze kumaryna hamuje druga faze wydluzania sie korzeni tymotki.
Pomijajgc te niezgodno$é wszyscy wymienieni badacze stwierdzajg, ze
najbardziej wrazliwe na kumaryne sg komorki bardzo mlode, znajdujace
sie tuz pod stozkiem wzrostu, ktore jeszcze nie osiggnely lub dopiero co
osiggajg strefe maksymalnej elongacji (por. 137). Pod wptywem kumary-
ny komorki te zamiast wydluzaé¢ sie zaczynajg pecznie¢ lateralnie, €O
prowadzi do powstania charakterystycznej bulwki subterminalnej. Naj-
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istotniejsze w tym przypadku jest spostrzezenie, ze korzenie pszenicy
fizjologicznie zdekapitowane — tzn. potraktowane 10~2 M roztworem
galaktozy, sa wzglednie znacznie bardziej oporne na dzialanie kumaryny
niz korzenie normalne. IAA przeciwnie, silniej hamuje wzrost korzeni
fizjologicznie zdekapitowanych niz korzeni kontrolnych, co $wiadczy, ze
IAA hamuje ,czyste wydluzanie sie” podczas gdy kumaryna hamuje
bardziej ogélny (aktywny) wzrost niz czystg elongacje (137). Poniewaz
szczytowa czeSC korzenia jest miejscem syntezy zaréwno stymulatorow
iak i substancji inhibitorowych (5, 38, 39, 91, 145) dzialajgcych najinten-
sywniej na podszczytows czes¢ korzenia, wobec tego wnioskowaé mozna,
ze hamujgce dziatanie kumaryny uzaleznione jest albo od
1. wystepowania w korzeniu okreslonych inhibitoréw; albo od

2. potencjalnej zdolnosci tkanki do syntezy tychze inhibitorow —
syntezy, przyspieszanej lub wzbudzanej przez egzogennie podang ku-
maryne. |

Jezeli inhibitoréw takich brak, lub jesli tkanka nie jest zdolna do ich
syntezy, to na takg tkanke kumaryna dziala¢ bedzie stabo lub slabiej
inhibitorowo, lub nawet pojawi sie stymulacja wzrostu. Za stusznoscia
tego przypuszczenia przemawiajg rowniez nastepujgce fakty:

1. kilkakrotnie wieksza wrazliwos¢ korzeni niz kieltkéw na inhibito-
rowe dzialanie kumaryny (63);

2. wieksza opornos¢ wycinkéw siewek niz siewek nienaruszonych
(por. 58, 63);

3. brak reakcji na kumaryne wycinkéw hypokotyli slonecznika pozo-
stajgcych w lgczno$ci z liScieniami oraz wybitna reakcja na kumaryne
fragmentéw hypokotyli bez liscieni (60, 63); oraz

4. dane dotyczgce wptywu kumaryny na wzrost wycinkow i nienaru-
szonych siewek innych gatunkéw roslin, zwlaszcza kukurydzy (57, 63).

IV. Kumaryna, sama w wielu przypadkach dziatajgc jako silny stymu-
lator wzrostu (1, 57, 60, 71, 115), obniza efekty wzrostowe wzbudzane
przez gibereliny (51, 57, 63), kwas indolilo-3-octowy (60, 61, 71, 116), ki-
netyne (57, 63, 71) oraz odwraca hamujace dzialanie chlorku (2-chloroety-
lo) trojmetyloamoniowego na wzrost (61, 71). Jest wiec oczywiste, ze
kumaryna wspétdziata z innymi regulatorami wzrostu roslin.

V. Kumaryna dziala nie tylko na kielkowanie i wzrost roslin, lecz
wplywa réowniez na wzrost i rozwéj grzybow oraz bakterii (10, 56, 78, 85,
148), drozdzy (57, 63, 7la) oraz glonéw (112, 136). Analiza kinetyki kiel-
kowania nasion oraz rozwéj grzyboéw i drozdzy poddanych dziataniu
kumaryny prowadzi do wniosku, ze we wszystkich przypadkach zabloko-
waniu ulega prawdopodobnie ten sam proces. Procesem tym jest albo
oksydacyjna fosforylacja (59, 143, 153) albo proces syntezy biatka i kwa-



74 J. S. Knypl

sow nukleinowych (64, 71), albo oba te procesy jednoczesnie. Czese,
1 tylko czes¢, inhibitorowych efektéw obserwowanych po zastosowaniu
kumaryny sg to prawdopodobnie zmiany postepujgce za rozkojarzeniem
oksydacyjnej fosforylacji. Co sie za$ tyczy roslin wyzszych, to w rachube
nalezy bra¢ rowniez fakt, iz kumaryna wchodzi¢é moze w okreslone
wspoizwigzki czynnosciowe z pozostalymi regulatorami wzrostu i roz-
woju. Dane wykazujgce, ze kumaryna jest regulatorem wzrostu, oraz
hipoteza odnosnie jej roli w roslinie zostang przedstawione w nastep-
nym przeglagdzie tej serii. Natomiast dane przedstawione obecnie zdaja
sie wykazywa¢, ze kumaryne niestusznie uwaza sie za- specyficzny
inhibitor kielkowania. Wydaje sie, ze kumaryna hamuje kielkowanie
albo dzieki temu, ze zaburza przemiany energetyczne, albo tez posrednio,
poprzez stabilizowanie ukladu wewnetrznych inhibitoréw przy jednocze-
snym zahamowaniu syntezy lub przeciwdziaianiu akecji stymulatorow
kietkowania typu np. giberelin lub fytokinin. Ale w ten sam sposéb ku-
maryna dziata¢ bedzie i przy wzroscie, a wiec powinna by¢ rozpatrywana
jako regulator wzrostu.
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