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M. Spurny a Z. Sladky:

Uziti floroglucinové reakce pfi studiu lignifikace blan
bunéénych

Préce z Gstavu pro fysiologii rostlin na prirodovédecké fakulté MU v Brné

I. Uvod

Floroglucin s kyselinou solnou (F reakce) pat¥i k nejuzivangjsim reakcifm
k dikazu ligninu v blandch bunéénych (Philips 1946, Bardinskaja
1950). Prace, které sledovaly zmény v lignifikaci podle stupné zabarveni blany
po Freakei (Schilling 1923, Jaeger 1928, Bardinskaja 1950)
nutno prijimat velmi kriticky, ponévadz novéjdi nazory shodné ukazuji, Ze
nositelem barevnych reakei fenolii a amint se zdfevnatélymi blanami bunéé-
nymi jsou privodni latky ligninu a ne lignin jako celek (Kiirschner 1952,
tam také souborné literatura o nejednoznac¢nosti F reakce).

K stanoveni meze pouZitelnosti této reakce a soucasné k ovéfeni vyse
uvedeného nézoru bylo uzito F reakce pii sledovani postupné lignifikace
blan bunéénych tvrdého lyka rostliny Abutilon avicennae béhem vegetadni
periody. Pfedpoklad tmérnosti intensity zabarveni F reakce a obsahu ligninu
v blanach bunéénych byl zhodnocen srovnanim ziskanych vysledki s vysledky
hydrolysy vlaken s 729, kyselinou sirovou.

II. Material a metoda

Semena rostliny Abutilon avicennae, dodané vyzkumnym ustavem piadnych rostlin v Sum-
perku-Temenici ze sklizné roku 1951, byla vyseta 16. dubna 1952 do zdhontu ve sponu 20 X 20 cm.
Béhem vegetaéni periody byly odebirany vzorky rostlin ke zhotovovéani pii¢nych fezii osami
na basi (1 em nad déloznimi listky) a stfedem; soutasns bylo brano vzdy 8 rostlin k chemickym
analysam na lignin,

Na piiéném fezu osou rostliny Abutilon avicennae je patrno celkové uspoiadéani svazka
tvrdého lyka (obr. 1). Pii¢né tezy byly zhotovovany zmrazovacim mikrotomem z éerstvého
materidlu; pramérné tloustka Fezt byla 30 u (pti zhotovovéni tenéich Fezi vzniké nebezpeci
vypadavani svazkt tvrdého lyka z okolniho pletiva). Pro hodnoceni zdfevnaténi bylo uzito
F reakce v fedéni podle Clarkea (1935),ato:

1 g krystalového floroglucinu v 800 ml 379, HCI rozpustit a zfedit destilovanou vodou
na 1500 ml. Doba barveni 5 min, Hodnoceni vysledki barevné reakce bylo nutno provésti
ihned po uplynuti doby barveni, nebot’ zabarveni blan bun&énych se rychle méni; v literatute
uvadénéd methoda k zachovani odstint montovanim fezti do smési glycerin-kyselina sirové
vpomérub:1 (Kisser a Steininger 1950) se neosvédéila.

Aby bylo mozZno nalezené odstiny zabarveni vzajemné& srovnavat, byla
zhotovena barevni Skéla na neosvétlené, ustalené fotografické desce, kde
jednotlivé odstiny F reakce byly pokud mozino vérné reprodukovany vsaknu-
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tim anilinovych barev do Zelatinové vrstvy. Srovnavaci 8kdla mé tyto stupné
zabarveni:

stupern zabarveni
0 jasné zluté
1 zlutohnédé (okr svétly)
2 tervenohn&dé (okr s fialovou)
3 jasné fialové
4 intensivné ¢ervenofialové (tiesnoveé cervend)

V této gkale jsou zahrnuty viechny odstiny, nalezené po obarveni floro-
glucinem v blanach bunéénych tvrdého lyka zralych rostlin Abutilon avicennae.

stupen lokace zabarveni na pii¢nych fezech osami rostlin ziskanych z vyse
uvedeného tustavu (viz obr. 1):
0 blény buné&éné v primarnich svazeich vldken v apikalni ¢asti osy,
1 blany bunééné v primarnim svazku vlaken ze stredni ¢asti os,

blany bunééné v nejmladsi fadé vldken sekundarniho svazku v celé
ose (Ffada 7),

blany bun&éné vnitini poloviny priméarniho svazku v celé ose,
blany bunééné sekundarniho vlakna fad 1—6,

sttedni lamely bunék v priméarnim vldknu (pro srovnéni: téz zabar-
veni blan bunéénych v dfevni ¢asti svazku cevniho).

[ )

Byl uéinén predpoklad, ze se zvySujicim se stupném zabarveni poroste
percentualni obsah ligninu v blanidch bunéénych, takze stupni 0 bude odpo-
vidat nejnizsi %, obsahu ligninu a stupni 4 nejvyssi.

Hodnoceni zabarveni v preparatech bylo provadéno za konstantniho
osvétleni mikroskopickou lampou v temné komote. Kvantitativni analysy
ligninu byly provadény z vlaken, ziskanych biologickou cestou (madenim)
ve Vyzkumném tstavu pradnych rostlin v Sumperku-Temenici, Bylo uzito
metody podle Ritter, Seborg a Mitchella (citovino podle
Wise 1946) s 729, kyselinou sirovou.

III. Vysledky pokusit

Vysledky F reakce (zabarveni hodnoceno podle stupiii srovnavaci kaly —
viz ¢ast IT této prace) blan bunéénych tvrdého lyka primarniho a viceradého
sekundarniho svazku na pfiénych fezech osou rostlin Abutilon avicennae
z jednotlivych dob sbéru jsou sestaveny v tabulce ¢. 1 s pripojenou charak-
teristikou rostlin. Pro pfehlednost jsou ziskand data barevnych hodnot se-
stavena v grafu ¢. 1.

7

4

Graf, 1. Zmény v zabarveni blan bunéénych primarniho a vicetadého sekundarniho svazku
tvrdébo lyka rostlin Abutilon avicennae po ¥ reakci béhem vegetaéni periody. Abscissa:
doba sbéru rostlin, ordinata: stupné zabarveni blan bunécénych podle srovnavaci skaly.
Plné vytazené krivky ptislusi zabarvenim, zjisténym v piiénych fezech na basi osy,
¢arkované z jeji stfedni casti.

Graf 1. The changes in the colour-intensity of the cell walls of the primary and secondary bast

fibers-bundle after the F reaction during the developement of the plant Abutilon
avicennae.
Abscisse: dates of cultivation, ordinate: the gradation of colour of the cell walls after
the F reaction. Curves indicating the colour-changes observed in the cross section
taken from the basal part of the stem are drown with the full line; those belonging
to the colour-changes obtained from the middle part of the stem, with a dotted one.
The values are taken from the table 1.
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Tab. 1.

Stupen zabarveni blan bunéénych tvrdého
lyka v ptiéném fezu osou rostlin Abutilon avic.

Doba
kultivace Popis rostlin na basi 1 stiedem 2
(1952) —
primérni vicetradé primérni viceradé
2 sekunda.nf{ p sekundéarni
vlakno 7 vlakno Z
vlakno vlakno
16. V. Vysev semen
18. V. Prvni asimilac¢ni list. Za-
klad primarniho svazku
vlaken 0 -— - -
16, VI. Délka os 45 em, pramér os
na basi 7,5 mm. Zalozeny
kvétni pupeny. 1 0 0 =
30. VL. Délka os 62 cm, pramér os
na basi 8,5 mm, Pocatek
kvétni faze. 2—3 1.fada: 2
2. rada: 1 1—2 0
14, VII. Délka os 130 cm, pramér
os na basi 13 mm. Maxi-
mum kvétni faze, tvorba
tobolek. 3 1., 2., 3., 2—3 1
4, fada: 3
5.fada: 2
28. VII. Délka os 140 e¢m, pramér
08 na basi 14 mm. Zrani
plodu. 3—4 1.-6. fada: 2—3 1.fada: 2-3
3—4 2.rada: 3
12, VIII. Délka os 140 ¢m, pramér
os na basi 14 mm., Vé&tsina
jedinctt ma zralé tobolky.
Listy opadaji. 2—3 1.-7.rada: 2—3 1.tada: 3
3 2. fada: 3-4
29. IX. Délka os 155 em, pramér
os nezménén, Vyzrala se-
mena. Osy bez listu, 1—2 1.-3.fada: 2 1.fada: 2-3
2—3 2, tada: 2
4.-6. fada:
3
7.tada: 2
8. fada: 0-1
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Vysledky kvantitativnich analys ligninu, ziskané metodou jak uvedeng
v odd. II, jsou sestaveny v tab. & 2. Vzhledem k omezenému mnozstvi Po.
kusného materialu, byly provadény vidy jen dvé paralelni analysy. Vysledky

Tab. 1.

“Table 1.

Piiény fez osou dospélé rostliny Abutilon avicennae na basi. Primarnf vlakno (P),
gest fad svazki sekundarniho vldkna (S;_g), pokozka (K), dievni ¢ast svazku cevniho
(D).

A cross section from the basal part of the stem of a fully matured plant Abutilon
avicennae. The primary bast fibers (P), the secondary bast fibers (six ranges S, ),
cuticle (K), a part of the xylem (D).

Zmeény v zabarveni blan bunéénych tvrdého lyka rostlin Abutilon avicennae po F reakei
béhem vegetacéni periody.

The changes in the colour-intensity of the cell walls of the primary and secondary bast
fibers-bundle after F reaction during the development of the plant Abutilon avicennae.
Gradations of colour in the cross sections taken from the basal part of stem are summa-
rised in the column 1; those, obtained from the middle part are carried out in the
column 2.
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ukazuji, %e pisnym dodrzenim konstantnich podminek, za nichZ hydrolysa
vliken probihé, lze ziskat hodnoty v paralelnich analyséch, lisici se v dese-
tinach 9.

IV. Zhodnoceni pokusnych vysledkii

7 vysledki hodnoceni zmén lignifikace blan bunéénych tvrdého lyka
primérniho i sekundérniho svazku rostlin Abutilon avic. podle stupné zabar-
veni po F reakei, sestavenych v grafu 1, vyplyva, Ze intensita zabarveni stou-
pa jak v primarnich, tak i v sekundarnich vlaknech az do doby sbéru 28. 7.
Jen v pripadé sekundarnich vlaken ze st¥edni ¢asti lodyhy je kulminaéni bod
dosazen az v dalsf dobé sbhéru, t. j. 12. 8. Po této dobé, s ptibyvajicim stafim
rostlin, intensita zabarveni ve vSech p¥ipadech poklesd, nejvyrazngji v pri-
marnich vldknech. Platil-li by ptedpoklad tmérnosti intensity zabarveni blan
s jejich lignifikaci, vyplyvalo by z vysledk, %e dochazi k oddfevnaténi. Tento
jev sice byl popsan v praci Schillinga (1923) v pfipadé regenerace ristu
a déleni poranénych dfevnich bunék; vysledky jeho pokust byly viak kriti-
soviny a odmitnuty na zakladé opakovanych pokusi (Jaeger 1928).
Ze v nagem pripadé nejde o odd¥evnaténi, ukazuje srovnani vysledki, ziska-
nych F reakei s hodnotami 9, obsahu ligninu z chemickych analys. Hydro-
lytickou metodou, uzitou v této praci, byl ziskan t. zv. celkovy lignin (total-
lignin podle L. Paloheimo 1925, 1929), jehoz mnozstvi je znaéné vyssi,
nez uzijeme-li citovanym autorem wuzité upravené hydrolytické metody;
v citované praci uvadi, ze Pringheimovou metodou (metoda v podstaté shodna
s tou, jiz bylo uzito v této praci) ziskal hydrolysou mladého jetele zbytek
20,5 % (prepoéteno mna susinu). Z téhoz materidlu upravenou metodou ziskal
zbytek 9,6 %, ktery nazyva ortoligninem. (O konveninosti obméfiovanych
metodik hydrolysy jinych autort viz Kiirschner (1952).

Je tedy ziejmé, Ze hodnoty 9, obsahu ligninu, uvedené v tabulce &. 2,
jsou zatizeny chybami, zvlasté témi, které uvadi Paloheim o; jejich
hodnota je jen pomérna. Vyplyva z nich v8ak, Ze celkové mmnozstvi ligninu
(totalligninu) nezvratné stoupa se zvys§ujici se dobou sbéru; ponékud netimérné
zvyfeni procenta ligninu, zjisténé na konci vegetaéni periody, obrazi se ve
vysledecich, ziskanych F reakei, ndpadnym poklesem v intensité nalezenych
zabarveni. Lze tedy z vysledkd této prace znovu potvrditi nespecifiénost
F reakce na lignin; z intensity zabarveni mozno usuzovat jen na zmény v obsahu
privodnich latek, které se spoluticastni tvorby ligninu. Jak uvadi K iirs ch-
ner (1952), jest nositelem F reakce ve zdfevnatélych blanich bunéénych
koniferylalkohol. Klason (1929) udava, ze filtracni papir, napojeny roz-
tokem koniferylalkoholu, dava positivni test s floroglucinem + HCl v pri-
tomnosti vhodného pfenafefe kysliku. Manskaja a Bardinskaja
(1952), které sledovaly otazku tvorby a hromadéni aromatickych latek (la-
bilné vizana &ast ligninu — lignin F) v tvokicim se dievu béhem vegetadéni
periody, uvadéji, Ze bylo zjisténo hromadéni ligninu F reakei az do poloviny
¢ervna; pak obsah téchto latek poklesal. Paralelné s nim se vsak zvySovalo
mnozstvi ligninu M (ligninovy zbytek po hydrolyse — ortolignin ve smyslu
L. Paloheimo). Pokles obsahu koniferylalkoholu (jako hlavni podil
v ligninu F) ke konci vegetatniho obdobi je tedy spjat se zvySenim obsahu
celkového ligninu.
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Z celkového zhodnoceni pouZitelnosti F reakce p¥i studiu lignifikace
lykovych vlaken rostlin Abutilon avicennae tedy vyplyva, Ze predpoklad
tmérnosti zabarveni blan bun&nych po ¥ reakei s obsahem ligninu, stano-
venym hydrolyticky, neplati. Nejzietelnéji se tento fakt projevuje v piipadé
primérnich vlaken, kde zabarveni blan bunéénych ke konci vegetaéni periody
se blizi zabarveni, nalezenému v ranych fazich vyvoje vliken; vysledky
chemickych analys, které se shoduji s vysledky jinych autori (Borsde-
vova 1951), odhaluji v8ak kvalitativni rozdil mezi témito buné&énymi bla-
nami shodné se barvicimi, co se obsahu ligninu tyce. Také v p¥ipadé porovnani
lignifikace primarnich se sekundarnimi vlakny se projevil rozpor: méné inten-
sivné se barvici primarni vlakna by ukazovala na mensi lignifikaci. A presto
sekundarni vlakna jsou méné lignifikovana, coz ukazuji hodnoty pfisluinych
chemickych analys, potvrzené adaji z literatury (Bor§céevova 1951).

Lze tedy F reakeci pritknouti hodnotu jen jako reakei pouze orientaéni
k rozliSeni zdfevnatélych a nezdievnatélych membran; tim, Ze jejim nositelem
je koniferylalkohol, a ne molekula ligninu jako celek, nelze ji uziti p¥i studiu
lignifikace blan bunéénych za predpokladu amérnosti zabarveni s obsahem
ligninu.

Tab. 2.
9% ligninu, vztaZeno na susinu hmoty vlaken, svazku
Doba sbéru rostlin
(1952)
priméarniho sekundarniho

14. VII. 14,65 14,61

14,57 14,50

14,61 pramér 14,55 pramér
28. VII. 15,9 15,18

15,85 14,81

15,92 pramér 14,99 priamér
29. IX, 18,84 17,96

19,08 17,78

18,96 pramér 17,87 pramér

Tab. &. 2. Zmény v obsahu ligninu v blanidch bundénych primérnich a sekundarnich vléken
tvrdého lyka rostlin Abutilon avicennae béhem vegetaéni periody.

Table 2. The changes of the lignin content in the cell walls of the primary and secondary bast.
fibers—bundle of Abutilon avicennae in relation to the plants maturity.
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V. Souhrn

1. Predpoklad Gimérnosti intensity zabarveni po F reakei s obsahem lig-
ninu, stanovenym hydrolyticky 729, kyselinou sirovou, byl ovérovan pri
studiu postupného dfevnaténi blan bunéénych tvrdého lyka rostlin Abutilon
avicennae. )

2. Vysledky ukézaly, Ze vy%e uvedeny predpoklad neplati; jelikoz nosi-
telem ¥ reakce v blanich bunéénych je pravdépodobné konmiferylalkohol,
zvySuje se intensita zabarveni blan po F reakei jen do urdité faze vyvoje rostlin,
kdy tato latka se v blandch bunéénych hromadi. V lykovych vlaknech rostlin,
které dokonéily svaj vegetacni cyklus, intensita zabarveni poklesd, avsak
obsah ligninu v blanidch bunéinych, stanovovany hydrolyticky, nezvratné
stoupa.

3. Lze tedy F reakeci pritknout hodnotu jen jako orientaénimu testu
k rozliseni zd¥evnatélych a nezdfevnatélych membran; pii studiu lignifikace
blan bunéénych za predpokladu Gmérnosti zabarveni s obsahem ligninu ji
nelze uzit.
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M. Coypuwit m 3, Caagwuii:

Ilpumenense QIOpOrIyIMHHONE PpeAKIUU IPH MIYUGHUH OJ[PEBECHOHMsI Kie-
TOYHBIX 000T0YCK

1. Ilpexmmonoskenne, 4TO TOBHINIAIONAICA MHTEHCHBHOCTH OKpacku §Jro-
POTJIIONNHOBOII peaKINM COOTBETCTBYeT OOJblleMy COlepKaHuI0 JINTHUHA,
YCTAHOBJICHHOMY TI'WIPOJUTUYECKUM IyTeM, ObJIO DPOBEPEHO IIPU U3YUYCHUU
MOCTENIeHHOTO OJ[PEBECHeHUsI KJeTOYHBIX 000JI0UeK IepBUYHOTO M BTOPUYHOTO
BOJIOKOH PACTeHMS,
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2. Orxrpacka KIeTouyHmX oGosovyer mociae @O-peakiunm cpaBHNBAJIACH
¢ I[BETHOIl MKAJO#, Tjie HANMMeHblIas HAWIeHHas WHTeHCHBHOCTH OBLIa 00o-
snaveHa, Kak crenedHb () m camas GoJbiias, Kak crenend 4.

3. Jlurnun B BoJOKHAX OB 0OHAPYHKEH TUApOIUTHYCCKUM nyTem ¢ 729,
H,80,.

4. Kak mpepmoJsiarajoch, pesysabTarbl 000UX METOF0B OTJIMYAJNCH APYT
or jpyra. Ilepsoe mnpepnososkenne He ObIO HOATBepHsAeHO. PesysbraTh
NBYYEHUA IIOCTEHEeHHOW JINTHNPUKAINN TEePBHYHBIX I BTOPIYHBIX TYYKOB
TBEPOTO JIbIKA, TIPHOOpPETeHHBIX M0 creleHn okpackn mociae @M-peawriuu,
nokaszanbl B taduiie 1. O4eruno, 4T0 MHTEHCHBHOCTD OKPACKI IIOJHIMACTCH
o BpeMenn yOopku pacrenuii, To ectb 28. 7. ¢ moBHIIalOIeiica 3pesocTbio
pacTenuii THTeHCNBHOCTHL OKpacKku monmkaercesa. Hamporus roro, pesy ibrars Xu-
MHUUECKNX AHAJMB0B JINTHIUHA W3 BOJOKOH PACTCHUii, NPUBEJICHHBIX B Tab-
JIALe 2, HOKaBBIBAIOT, YTO KOJMYECTBO JNIHUHA B KJETOYHBIX 000J0YKaX
TBEP/OTO JIBIKA B TeYeHUe PaB3BUTHI PACTCHUIl HEIPEpPBIBHO IOJHUMAETCHI,

Pesynbrarst s1oit paboThHl HOATBEPIKIAIOT MHEHNEe MHOI'MX aBTOPOB, KO-
TOopbie PUBOAAT, uTo (D-peariust siBJIAETCS TOJILKO OPUEHTHPOBOUYHBIM MCIThI-
TAHUEM K pasJIMueHNI0 OpPeBeCHeBIINX W HeoxpesecHeBmnx MemOpan. llpu
UBYYCHNN JIMTHUHA, €cJH IpPejIojararTh cOpasMEepPHOCTh OKPACKHI ¢ cofep-
JRAHUEM JIMTHUHA, HeJIb3sl BTOT MeTOJl HPUMeHSTD,

Nucrnryr gusuosornn pacrennii yuusepcurera B Lpuo.

M. Spurny a Z. Sladky:

The progressive lignification of the cell-walls as studied by means of the
phloroglucin - HCI reaction (F reaction)

1. A supposition was made, that the increase of the colour-intensity
after the T reaction will correspond to the higher contents of lignine as deter-
mined by means of the hydrolytic method.

In order to confirm it, the progressive lignification of the sclerenchymatic
bast-fibers of Abutilon avicennae was studied by means of the two respective
methods.

2. The colour intensity of the cell walls, as studied on the cross-sections
of the plant-stems after the F reaction, was compared with a colour-scale,
where the lowest colour intensity was marked asg a 0 degree, the highest one,
on the other hand, as a 4 degree.

3. To determine the lignine content hydrolysis with 729, sulfuric acid
was employed.

4. As it was expected, the results obtained by means of the two respec-
tive methods differed considerably, the supposition (see point 1) was not
confirmed. The results concerning the progress of lignification in the primary
and secondary bundle of bast fibers (see fig. 1) as studied by means of the
F reaction are summarized in the table 1; ist appears, that the colour inten-
sity, after the F reaction, increased in both bundles up to the date 28. 7.; than
with increase of the plant maturity, the decrease of the colouring has been
ascertained; chemical analysis, on the other hand, shown (tab. 2), that the
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lignine content in both bundles increases irreversibily in relationship to the
plants developement.

5. The results of this work confirm the opinion of many authors that
the F reaction has a value as a helping test only to distinguish the woody and
non-woody membranes; it is not possible to use it by the study of the lignifi-
cation if we presuppose the proportion of the colouring with the content of
the lignine.

Institute for Plant Physiology, Masaryk University, Brno, CSR.
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