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Mali prinos istraZivanju blastokolina

D. Cuckovi¢
Kemijski institut, Prirodoslovno-matematic¢ki fakultet, Zagreb
Primljeno 29. marta 1954.

Ispitano je blastokolinsko djelovanje dehidracetne kiseline [III],
metilnog etera dehidracetne kiseline [IV] i etilnog estera benzal-
malonske kiseline [V], te je usporedeno s djelovanjem kumarina.

Osim toga diskutiralo se o eventualnom znaéenju blastokolina
u biljnoj sociologiji.

Premda je ve¢ odavna opaZena zanimljiva ¢injenica, da sjemenka‘ u zrelom,
mesnatom plodu ne klija, znanstvena se literatura tek koncem XIX. st. stala baviti
tom pojavom.

Wiesner je prvi, god. 1894.%, opsirnije izvijestio o svojim opaZanjima kod klijanja
sjemena bijele imele (Viscum album L.). On je ustvrdio, da se u sluzavom viscinu,
‘koji okruzuje sjemenku, nalaze tvari, koje spredavaju klijanje. Wiesner tumaéi bio-
losku potrebu pojave tih tvari u plodovima, koji nemaju tvrde zastitne ljuske, i u
kojima sjemenka leZi u vlaZznom, mesnatom usplodu, obavitom tankom i propusnom
epidermom. Na raspolaganju joj ovdje stoji dovoljno vlage, pa joj treba samo jos
dovoljno topline i kisika da proklija. Oba uvjeta moZe joj priroda dati veé¢ i u jesen.
Ako dakle u to doba, koje bi bilo za.mladu biljku nepovoljno, sjemenka ipak ne
proklije, uzrok mora biti jedna ili viSe tvari, koje klijanje zadrZavaju i zaustavljaju.
‘Wiesner ih naziva »tvarima, koje klijanje koce« (Hemmungsstoffe).

Na Molischov poticaj dao se Oppenheimer? na istraZivanje toga predmeta. Tvar
koja klijanje ko¢i nazvao je on »negativnim katalizatorom« u ovom biolo§kom pro-
cesu. Samu tvar nije, medutim, pokusao istraZivati kemijski, ve¢ je samo ustanovio,
da je slabo otporna kod grijanja i da je netopljiva u alkohol-eterskim mjeSavinama.
Kockemann je god. 1934.% i 1936.4 iznio ne$to viSe o spomenutoj tvari, izludivsi je
eterom iz kaSe zrelih plodova kru$aka i dunja. On je uklonio eter, ostatak otopio u
vodi i tom otopinom navlazio podlogu, na koju je stavio sjeme grbnja (Lepidium sa-
tivum L.), da klija. To je naime sjeme zbog izvanredno brze klijavosti najprikladnije
za takve fiziolo§ke pokuse. Ipak, ono nije, na takvoj podlozi, proklijalo ni nakon 8
dana. Da nije samo kisela reakcija spomenutog supstrata uzrokom, da sjemenka ne
klije, dokazao je neutraliziravs§i kiseli sok plodova, a da mu kocete djelovanje time
nije umanjio. Kockemann je, osim toga, ustanovio, da je dobivena supstanca kiselinske
‘prirode, da je netopljiva u petroleteru, otporna prema toplini, a osjetljiva za luZine
1 perokside, pa je predlozio, da se nazove »blastokolinomc«

Dalje su istrazivali Kuhn, Jerchel, Moewus i Moller5 baveéi se pitanjem, radi 1i
se ovdje o specifiénoj, svim biljkama zajednickoj, supstanci, ili kocete djelovanje
uvjetuju razli¢iti organski spojevi u spojedinixm'biljkama. I oni su pravili pokuse sa
sjemenjem grbnja, ali i sa sokom bobulja jarebike (Sorbus aucuparia L.).

Kako je glavni sastavni dio plodova jarebike parasorbinska kiselina [I], koja
ima laktonski nezasi¢eni prsten, refeni su autori pravili jednake pokuse s drugim
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sli¢nim laktonima. Pritom su ustanowvili, da kumarin djeluje jate od sviju istrazenil
laktona, jer veé u razredenju od 1 :10.000 jasno ko¢i klijanje.

Rezultate pokusa Kuhna i suradnika potvrdili su Veldstra i Havingaé. Oni su
ustvrdili, da je za blastokolinsko djelovanje substance odlu¢an nezasi¢eni laktonski
prsten. Sigmund? je, medutim, veé prije, pravio pokuse s razli¢itim alkaloidima, glu-
kozidima i produktima njihova cijepanja, pa s trijeslovinama, eterskim uljima, ter—
penima, smolama i t. d., te je dokazao upravo protivno: medu tim spojevima, premda
im je grada razli¢ita, ima tvari, koje uvelike koce Kklijanje sjemenja graska, graho-
rice, je¢ma, psenice i repice. Isto tako dokazuju i kasniji pokusi Schmida8, s nekim
drugim spojevima razne strukture, a istoga djelovanja.

Nas je kod procesa kocenja kiijanja sjemenke zanimao u prvome redu odnos.
izmedu strukture blastokolina i njegova djelovanja, t. j. hote 1i spoj prestati da koci
klijanje sjemenke, odnosno, da 1li mu djelovanje slabi, ako otvorimo laktonski prsten,
za koji znamo da nije jedini nosilac toga djelovanja, a ipak — sa svim svojim do
sada ispitanim spojevima — vrlo energi¢no vrsi taj posao.

Spojevi, s kojima smo pravili pokuse, bili su laktonskog karaktera, i to: para-
sorbinska kiselina [I], kumarin [II], dehidracet kiselina [III], metilni eter dehidracet
kiseline [IV] te kona¢no benzalmalonski ester [V], koji ima konstituciju sliénu ku-
marinu. Otopine supstanca bile su 0.01, 0.005 i 0.001 molarne. Kao objekt, na kojemu
su istraZivanja vriena, sluZilo nam je sjeme grbnja, koje je bilo zdravo i 100% kli-
javo, kako su dokazala tri pokusa s po 100 sjemenaka na bugacici navlazenoj vodom..

Sjemenka — veé nakon nekoliko sati — u vodi nabubri i ovija se jakim slojem
sluzi. Drugoga dana sjemena lupina puca, te se pokazuje sitni korjenci¢, koji trecega
dana dosiZe popreéno duljinu od 10 mm. Cetvrti dan pojavljuju se zelene supke. Hi-
pokotilni se ¢lanak petoga dana uspravljuje i produzuje. Korjenéi¢ se usidric u
vlaznoj bugadici, a biljéica je ve¢ sedmi dan dosegla visinu od oko 20—25 mm.

Svi su pokusi s gore navedenim supstancama vrSeni uz iste uvjete, uz isto svi--
jetlo i toplinu i s toéno jednakim koli¢inama pokusne otopine, dakle uz isti postotak
vlage. U svakoj seriji pokusa pravljen je istodobno i kontrolni pokus s vodom. Koliko
se razvoj biljke, uzgojene na spomenutim otopinama, razlikuje od opisanog normalnog.
razvoja, najbolje pokazuju navedene tablice.
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TABLICA 1.
nakon 2 dana nakon 4 dana nakon 7 dana
popreéna popreéna poprecéna
Supstanca proklijalo| duljina | proklijalo| duljina |proklijalo| duljina
102 Mol/1 9 korijena A korijena UN korijena
sjemenaka u sjemenaka u sjemenaka u
mm mm mm
Kumarin —_ — 1 —_ 1 —
‘Metilni eter
dehidracet 46 — 76 — 88 —
kiseline
olldnaces 12 - 26 2 31 4
kiselina
Benzalmalonski 1 5 5 9
Metilni eter - 88 b g
visina
Voda 99 3 100 12 100 stabljike
20—25 mm

Napomena. Gdje nije naznatena duljina korijena, tamo se samo sjemena ljuska

raspukla.
TABLICA II
nakon 2 dana | nakon 4 dana nakon 7 dana
popreéna popreéna poprec¢na
Supstanca proklijalo| duljina | proklijalo| duljina |proklijalo| duljina
1073 Moel/1 % korijena % korijena % korijena
sjemenaka u sjemenaka u sjemenaka u
mm mm mm
Kumarin 16 — 59 2 88 3
Metilni eter
dehidracet 46 — 74 3 96 15
kiseline
Dehidracet 82 2 100 7 100 visina
kiselina mlade
Benzalmalonski 89 3 97 10 97 bilj&ice
ester
Voda 98. 4 100 15 100 20—25 mm

Napomena. Gdje nije naznatena duljina korijena, tamo se samo sjemena ljuska

raspukla.

DISKUSIJA,

PriloZene tablice pokazuju, da je — uz kumarin, koji je ve¢ utvrden kao
najja¢i poznati blastokolin — jo§ i metilni eter dehidracet kiseline u centomo-
larnom razredenju isto tako djelatna blastokolinska supstanca, U jatem razre-
denju, medutim, on u znatnoj mjeri zaostaje za kumarinom.
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Rezultati, koji su dobiveni ispitivanjem benzalmalonskog estera, kojega:
je struktura sli¢na strukturi kumarina, pokazuju, da ta supstanca — u razre--
denju priblizno centimolarnom — ipak joS djeluje jasno koée¢i, premda znatno-
slabije od kumarina. Sjemenke kotene kumarinom i metilnim eterom dehidracet
kiseline, nakon tri dana pomno isprane i prenesene na bugacicu i navlaZene
¢istom vodom, nisu proklijale ni tri dana kasnije. Pokus je izveden nadalje sa
sjemenkama, koje su tri dana normalno klijale na vodenoj podlozi, te su nakon
toga prenesene ma priblizno m/100 otopinu kumarina. Mlade su klice time za-
ustavljene u rastu, te nakon nova tri dana uopce nisu viSe napredovale na ovom
supstratu. Blastokolini, ¢ini se, ne samo da koce klijanje, nego i zaustavljaju
rast mlade biljke.

Kumarina, koji se kod sjemenke grbnja pokazao kao najjaca blastoko-
linska supstanca, ima u mnogom naSem bilju, §to preformiranog, $to sekun-
darno nastalog enzimatskim cijepljenjem. Motrimo 1i u bukovim $umama pro-
strane i guste zadruge lazarkinje (Asperula odorata L.), jedne od nasih najpo-
znatijih kumarinskih biljaka, koje su tako iskljutive, da se u njima rijetko kada
pojavljuje koja druga biljka, nameée nam se pitanje, nije li upravo kumarin
uzrokom tolikoj ekskluzivnosti? Kumarina ima u biljci u svim organima. On
s uvenulom biljkom pada na tlo, gdje moZda dolazi u takvoj koncentraciji, koja
koci klijanje drugoga bilja, jer je dokazano, da je za to dovoljna veé¢ i koncen-
- tracija od 1:10.000. Kumarina ima i u trajnom podanku te biljke. Nije li
moZda ve¢ i sama njegova ekshalacija dovoljna da zaustavi ili barem uspori
klijanje drugoga bilja, koje prema tome ne moZe izdrzati na takvom tlu kon-
kurenciju sa glavnim domacinom takve zadruge-lazarkinjom? Vjerojatno je pal,
da sama sjemenka lazarkinje ne reagira na kumarin, jer po Sigmundovim istra-
Zivanjima, kao i po istrazivanjima, $§to su ih proveli Audus i Quastel® svako
sjeme ne reagira jednako na tvari, koje ko¢e klijanje. Po podacima te dvojice:
istrazivata, kumarin ko¢i mrkvu u dvadeset puta manjoj koncentraciji nego
grbanj.

U smjeru ove hipoteze namjeravamo nastaviti s pokusima, jer drZimo, da
nije nemoguce dokazati, da i blastokolini — uz druge, ve¢ poznate, faktore
tla i podneblja, u odredenoj mjeri odlu¢uju o rafirenju i razdiobi biljnog svi-
jeta na zemlji. Isto ¢emo tako nastaviti pokuse s obzirom na vezu izmedu kon-
stitucije tvari, koja klijanje ko¢i, i njezina djelovanja, jer bi to moglo biti
vazno s obzirom na konstituciju prirodnih blastokolina, koja dosad jo§ nije-
poznata.
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ZUSAMMENFASSUNG
Ein kleiner Beitrag zur Erforschung der Blastokoline I

D. Culkovié

Substanzen, die hemmend auf die Samenkeimung wirken, werden nach dem
Vorschlage Kdéckemanns3 4 Blastokoline genannt. Sie kommen in der Natur in reifen
fleischigen Friichten vor. Ihre Konstitution ist bis jetzt noch unbekannt. Veldstra
und Havingaé behaupten, dass die keimungshemmende Wirkung der Blastokoline -
dem ungeséttigten Lactonring zuzuschreiben sei. Entgegen diesen Behauptungen,
fanden Sigmund? und Schmids, dass auch manche andere chemische Verbindungen
ebenso stark keimungshemmend wirken koénnen.

In der vorliegenden Arbeit wurden deshalb einige Lactone auf ihre keimungs-
hemmende Wirkung untersucht und es wurde versucht zu ermitteln, inwieweit der
ungeséttigte Lactonring an der gennanten Wirkung beteiligt ist.

Die Versuche wurden mit Cumarin [II], Dehydracetsiure [III], Dehydracetsiure-
methyléther [IV] und Benzalmalonester [V] durchgefiihrt. Als Versuchsobjekt wurden
Kressesamen (Lepidium sativum L.) benutzt.

Es wurden folgende Resultate erhalten:

1. Dehydracetsduremethyldther [IV] hemmt die Keimung in einer 102 Mol/1
Losung ebenso stark als das Cumarin. In einer 1073 Mol/1 Losung steht er aber der-
Wirkung des Cumarins bedeutend nach. Das Cumarin erwies sich also auch bei
diesen Versuchen als das stérkste Blastokolin, womit die Resultate Kuhns und
Schmids neuerlich bestétigt wurden.

2. Benzalmalonester [V] das eine dem Cumarin dhnliche Struktur hat, wirkt,
obwohl bedeutend schwicher als dieses, doch noch ausgesprochen hemmend in einer
anndhernd 1072 Mol/1 Losung. Da die geringe Loslichkeit sowohl des Cumarins, als:
auch des Benzalmalonesters die Bereitung m/100 Losungen nicht zuldsst, wurden
gesattigte Losungen beider Substanzen benutzt. Man kann deshalb keine bestimmten
Schliisse ziehen, aber scheinbar ist die hemmende Wirkung nicht nur an den un-
geséttigten Lactonring gebunden, da der Benzalmalonester, der einen solchen Ring
nicht besitzt, noch ganz merklich die Keimung hemmdt.

3. Die mit Cumarin gehemmten Samen, mit Wasser ausgewaschen, lassen sich
nicht mehr zum Keimen bringen. Die Reversibilitédt und Irreversibilitit der toxischen
Wirkung der Blastokoline scheint von physikalisch-chemischen Bedingungen, die an
der Oberhaut der Samenschale herrschen, abzuhingen. Samen deren Oberhaut bei’
der Quellung Schleim absondert, wie dies bei der Kresse der Fall ist, adsorbieren das .
Blastokolin, so dass es auch nach der Waschung noch weiter die Keimung hemmt.

4. Normal ausgekeimte Samen, am dritten Tage in eine beildufig 0,01 molare -
Cumarinlosung iibertragen, entwickeln sich weiter nicht. Demnach wirkt das Blasto-
kolin nicht nur keimungshemmend, sonder auch entwicklungshemmend.

Ausgedehnte und dichte Bestdnde des Waldmeisters Asperula odorata L.), einer
der bekanntesten kumarinhiltigen Pflanzen, zu denen sich selten eine andere Pflanze
gesellt, fuhren uns auf den Gedanken, dass eben das Cumarin andere Pflanzen von
solchen Bestinden fern hilt. Walmeistersamen reagieren aber scheinbar auf dieses
Blastokolin nicht, da schon von W. Sigmund nachgewiesen wurde, dass nicht alle-
Samen gleich stark auf die keimungshemmende Substanzen reagieren.

In diesem Sinne denkt die Autorin ihre Versuche fortzusetzen zu um nach
Moglichkeit zu erfahren, inwieweit die Blastokoline an der Verteilung der Pflanzen-
welt auf der Erde beteiligt sind. Auch um weiterhin zu priifen, in welcher Abhéin- -
gigkeit die Wirkung der keimungshemmenden Substanzen zu ihrer Konstitution steht.
Das ist eine Uiberraus wichtige Frage, da die Konstitution der Blastokoline bisher -
noch unbekannt ist.

CHEMISCHES INSTITUT

NATURWISSENSCHAFTLICHE FAKULTAT Eingegangen am 29. Mirz 1954 -
ZAGREB, KROATIEN, JUGOSLAVIEN



