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DORMANCY AND GERMINATION IN FRUITS OF THE SUNFLOWER

CHAPTER I  

INTRODUCTION

F o r  many y e a r s  r e p o r t s  o f  d o r m a n c y  i n  s e e d s ^  o f  many 

s p e c i e s  h a v e  a p p e a r e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e . T h e s e  s e e d s  w e r e  

r e p o r t e d  t o  b e  d o r m a n t  d u e  t o  t h e i r  f a i l u r e  t o  g e r m i n a t e  

when p l a c e d  i n  e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s  u s u a l l y  c o n s i d e r e d  

f a v o r a b l e  f o r  g e r m i n a t i o n .  They  w e r e  show n  b y  o t h e r  m ean s  

t o  h a v e  v i a b l e  e m b r y o s , a n d  t h e i r  f a i l u r e  t o  g e r m i n a t e  was 

a t t r i b u t e d  t o  i m p e r m e a b i l i t y  o f  t h e  f r u i t  o r  s e e d  c o a t s  t o  

w a t e r  o r  g a s e s ,  m e c h a n i c a l l y  r e s i s t a n t  c o a t s ,  i m m a t u r e  em

b r y o s ,  t h e  p r e s e n c e  o f  g e r m i n a t i o n  i n h i b i t o r s ,  a n d  s p e c i a l  

r e q u i r e m e n t s  on  t h e  p a r t  o f  t h e  e m b r y o s . G e r m i n a t i o n  i n h i b 

i t o r s  ( 8 )  a n d  s e e d  g e r m i n a t i o n  ( 5 ,  2 7 ,  U2) h a v e  b e e n  r e 

v i e w e d  r e c e n t l y .

D orm ancy  i s  u s u a l l y  more  p r o n o u n c e d  i m m e d i a t e l y  a f t e r  

m a t u r a t i o n  o f  t h e  s e e d s  o r  f r u i t s  ; a n d  i n  m o s t  c a s e s  t h e

^Many s t r u c t u r e s  o t h e r  t h a n  s e e d s  h a v e  b e e n  c a l l e d  
" s e e d s "  b e c a u s e  o f  t h e i r  p h y s i o l o g i c  b e h a v i o r  a n d  t h e i r  u s e  
a s  p r o p a g a t i o n  u n i t s .  T h e s e  i n c l u d e  a c h e n e s ,  c a r y o p s e s ,  
n u t l e t s ,  a n d  s a m a r a s ,  a l l  o f  w h i c h  a r e  d r y  f r u i t s .
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d e p t h  o f  d o r m a n c y  d e c r e a s e s  w i t h  p a s s i n g  o f  t i m e ,  w i t h  l e a c h 

i n g ,  o r  w i t h  e x p o s u r e  t o  c o l d  t e m p e r a t u r e s  d u r i n g  t h e  w i n t e r  

f o l l o w i n g  t h e i r  m a t u r a t i o n .  I n  t e m p e r a t e  r e g i o n s  s e e d  d o rm 

a n c y  h a s  s u r v i v a l  v a l u e  i n  s p e c i e s  t h a t  a r e  n o t  w i n t e r  h a r d y ,  

b e c a u s e  i t  p r e v e n t s  a u t u m n a l  g e r m i n a t i o n  o f  t h e  n e w l y  m a t u r e d  

f r u i t s .

E x t e n d e d  d o r m a n c y  a f t e r  m a t u r a t i o n  o f  t h e  s e e d s  seem s  

t o  b e  w i d e s p r e a d  among n a t i v e  s p e c i e s ,  b u t  m a t u r e  s e e d s  o f  

m o s t  c r o p  p l a n t s  e x h i b i t  e i t h e r  n o  d o r m a n c y  o r  o n l y  a  s h o r t  

p e r i o d  o f  d o r m a n c y  i m m e d i a t e l y  a f t e r  h a r v e s t .  The  l a c k  o f  

e x t e n d e d  d o r m a n c y  i n  t h e s e  s e e d s  p r o b a b l y  h a s  r e s u l t e d  f r o m  

s e l e c t i o n  o f  s e e d  f o r  r a p i d  a n d  c o m p l e t e  g e r m i n a t i o n .

No r e p o r t s  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  w h i c h  d o r m a n t  s e e d s  o r  

f r u i t s  o f  a  n a t i v e  s p e c i e s  w e r e  c o m p a r e d  p h y s i o l o g i c a l l y  a n d  

b i o c h e m i c a l l y  w i t h  n o n - d o r m a n t  s e e d s  o f  a  d o m e s t i c  v a r i e t y  

o f  t h e  same s p e c i e s .  The a n n u a l  s u n f l o w e r  ( H e l i a n t h u s  a n n u u s  

L . ) ,  a  common w e e d  s p e c i e s  t h r o u g h o u t  much o f  t h e  U n i t e d  

S t a t e s ,  a n d  t h e  d o m e s t i c  " R u s s i a n  Mammoth" s u n f l o w e r  w h i c h  

i s  c o n s i d e r e d  t o  b e  a  v a r i e t y  o f  t h e  same s p e c i e s ,  p r e s e n t e d  

t h e  o p p o r t u n i t y  f o r  s u c h  a  s t u d y .  The f r u i t s  o f  t h e  n a t i v e  

s u n f l o w e r  h a d  b e e n  o b s e r v e d  t o  h a v e  e x t e n d e d  d o r m a n c y  ( E .  L.  

R i c e ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) ,  w h i l e  t h o s e  o f  t h e  d o m e s t i c  

v a r i e t y ,  a l t h o u g h  r e p o r t e d  t o  b e  d o r m a n t  i m m e d i a t e l y  a f t e r  

h a r v e s t ,  r a p i d l y  b r e a k  d o r m a n c y  a t  room  t e m p e r a t u r e s  a n d  

show r a p i d  a n d  c o m p l e t e  g e r m i n a t i o n  w i t h i n  10 w e e k s  f r o m  

h a r v e s t  ( 5 1 ) .
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T h i s  p a p e r  c h a r a c t e r i z e s  d o r m a n c y  i n  t h e  a c h e n e s  o f  

t h e  n a t i v e  s u n f l o w e r  a n d  r e p o r t s  m eans  o f  b r e a k i n g  t h a t  d o r 

m a n c y ,  I t  a l s o  r e p o r t s  t h e  i s o l a t i o n  o f  c e r t a i n  s u b s t a n c e s  

f r o m  e x t r a c t s  o f  d o r m a n t  a n d  n o n - d o r m a n t  f r u i t s  o f  t h e  n a 

t i v e  s u n f l o w e r  a n d  f r o m  e x t r a c t s  o f  t h e  n o n - d o r m a n t  f r u i t s  

o f  t h e  R u s s i a n  Mammoth v a r i e t y .  P a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  was 

u s e d  t o  make t h e s e  i s o l a t i o n s  a n d  t o  make a  c o m p a r i s o n  o f  

t h e  p r e s e n c e  o f  t h e s e  s u b s t a n c e s  a n d  t h e  s e q u e n c e  o f  t h e i r  

a p p e a r a n c e  i n  t h e  f r u i t  e x t r a c t s .



CHAPTER I I  

MATERIALS AND METHODS

M a t u r e  f r u i t s  o f  t h e  n a t i v e  s u n f l o w e r  w e r e  c o l l e c t e d  

on  a  r o a d  c u t  s o u t h  o f  N o rm an ,  O k l a h o m a ,  a t  1 - w e e k  i n t e r v a l s  

f r o m  l a t e  S e p t e m b e r  t h r o u g h  O c t o b e r  o f  1963  a n d  1 9 6 4 .  One 

s m a l l  c o l l e c t i o n  o f  f r u i t s  was  made on  May 7 ,  1 9 6 5 ,  f r o m  

p l a n t s  g ro w n  i n  t h e  g r e e n h o u s e .  U n l e s s  i n d i c a t e d  d i f f e r 

e n t l y  i n  t h e  t e x t ,  a l l  s t u d i e s  r e p o r t e d  w e r e  made u s i n g  

f r u i t s  c o l l e c t e d  O c t o b e r  1 9 ,  1 9 6 3 .

F r u i t s  o f  t h e  d o m e s t i c  v a r i e t y  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  a  

c o m m e r c i a l  s e e d  com pany  ( B u r p e e ,  Number  6111  " R u s s i a n  Mam

m o t h " )  .

P r e l i m i n a r y  t e s t s  w e r e  made t o  v e r i f y  t h e  e x i s t e n c e  

o f  d o rm a n c y  i n  t h e  n a t i v e  s u n f l o w e r  f r u i t s . Then  d o r m a n c y  

was  e x p l o r e d  b y  w a t e r  l e a c h i n g  t o  c h e c k  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  

g e r m i n a t i o n  i n h i b i t o r s , b y  c o n s t a n t  a n d  a l t e r n a t i n g  t e m p e r 

a t u r e s  on  l e a c h e d  a n d  n o n - l e a c h e d  f r u i t s ,  by  h i g h  o x y g e n  

c o n c e n t r a t i o n s ,  b y  m e c h a n i c a l  s c a r i f i c a t i o n ,  b y  t r e a t m e n t  

w i t h  t h i o u r e a  a n d  g i b b e r e l l i c  a c i d  (G A ) ,  b y  m o i s t  s t r a t i 

f i c a t i o n  ( 2 - 5 ° ) ,  a n d  by  d i s s e c t i n g  o u t  t h e  e m b r y o s  f o r  

g e r m i n a t i o n  a n d  i n h i b i t o r  s t u d i e s .

4
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E x t r a c t s  w e r e  p r e p a r e d  f r o m  b o t h  w i l d  a n d  d o m e s t i c  

v a r i e t i e s  by  l e a c h i n g  i n  d i s t i l l e d  w a t e r ;  by  b o i l i n g  i n  50% 

m e t h a n o l ,  80% i s o p r o p a n o l ,  o r  95% e t h a n o l ;  a n d  by  S o x h l e t  

e x t r a c t i o n  w i t h  95% e t h a n o l .  W a t e r  l e a c h i n g  a n d  S o x h l e t  

e x t r a c t i o n  w e r e  u s e d  m o s t  f r e q u e n t l y .

W a t e r  l e a c h a t e s  w e r e  p r e p a r e d  i n  2 w a y s .  L e a c h a t e s  

w e r e  p r e p a r e d  b y  p l a c i n g  a  known q u a n t i t y  (1 0  o r  100 f r u i t s )  

on  a  4 . 5 - c m  d i s c  o f  Whatman No. 1 f i l t e r  p a p e r  i n  a  5 -cm  

p e t r i  d i s h  a n d  s o a k i n g  t h e m  i n  2 ml o f  0 . 0 5  M p h o s p h a t e  b u f 

f e r  (pH 5 . 6 )  f o r  2 4 ,  4 8 ,  o r  72 h o u r s .  The f r u i t s  w e r e  t h e n  

r e m o v e d  a n d  t h e  d i s c  a n d  w a t e r  s o l u t i o n  w e r e  b i o a s s a y e d  f o r  

i n h i b i t o r  a c t i v i t y .

W a t e r  l e a c h a t e s  f r o m  l a r g e r  q u a n t i t i e s  o f  f r u i t s  (5 0  

g)  w e r e  p r e p a r e d  by  g r a v i t y  p e r c o l a t i o n  o f  d i s t i l l e d  w a t e r  

o v e r  t h e  f r u i t s  i n  a  l e a c h i n g  a p p a r a t u s  ( f i g  1)  r e d e s i g n e d  

f r o m  t h a t  o f  L e C r o i x  ( 2 3 ) .  I t  c o n s i s t s  o f  2 c h a m b e r s  made 

f r o m  35 mm P y r e x  t u b i n g .  C ham ber  B h a s  a n  a t t a c h e d  v a l v e  

w i t h  a  p o i n t e d  m o v i n g  p a r t  t h a t  was  g r o u n d  t o  make a  t i g h t  

s e a l  when s e a t e d  on  c l o s i n g  o f  t h e  v a l v e .  C ham ber  A h a s  a  

s i m i l a r  v a l v e ,  b u t  i t  i s  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  c h a m b e r  b y  a  

s h o r t  l e n g t h  o f  Tygon  t u b i n g  w h i c h  i s  t h e  c l o s u r e  p o i n t  f o r  

a  s c r e w  t y p e  p i n c h c o c k .  The s e e d s  a r e  p l a c e d  i n  c h a m b e r  B 

w i t h  a  p l a s t i c  s c r e e n  o r  g l a s s  w o o l  c o v e r i n g  t h e  o u t l e t  i n  

t h e  b o t t o m  t o  p r e v e n t  s e e d s  f r o m  c l o g g i n g  t h e  v a l v e .  The 

w a t e r  u s e d  i n  l e a c h i n g  i s  p l a c e d  i n  t h e  b e a k e r  ( C ) ,  a n d  t u b e  

D i s  c o n n e c t e d  t o  a n  a s p i r a t o r  o r  o t h e r  v a cu u m  s o u r c e .



To aspirator

S c rew

Ground g l a s s  valve

Ground g l a s s  v a l v e  —

F i g .  1 .  L e a c h i n g  a p p a r a t u s  f o r  c o n t i n u o u s  l e a c h 
i n g  w i t h  a  s m a l l  v o lu m e  o f  w a t e r .
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When t h e  a s p i r a t o r  i s  t u r n e d  o n ,  t h e  2 g r o u n d  g l a s s  

v a l v e s  c l o s e  due  t o  t h e  r e d u c e d  p r e s s u r e  i n  c h a m b e r  A, a n d  

t h e  l e a c h i n g  w a t e r  moves up  t u b e  E u n t i l  t h e  w a t e r  l e v e l  

f a l l s  b e l o w  t h e  o p e n  e n d  o f  t h e  t u b e .  The co lu m n  o f  w a t e r  

t h e n  b r e a k s ,  a n d  t h e  r e d u c e d  p r e s s u r e  i n  c h a m b e r  A i s  r e l i e v e d  

a s  a i r  e n t e r s  t u b e  E .  T h i s  a l l o w s  t h e  g l a s s  v a l v e s  t o  o p e n  

due  t o  t h e  f o r c e  o f  g r a v i t y ,  a n d  w a t e r  f l o w s  f r o m  c h a m b e r  

A i n t o  c h a m b e r  B w i t h  t h e  s e e d s . The r a t e  o f  w a t e r  f l o w  

f r o m  A i n t o  B c a n  b e  c o n t r o l l e d  b y  t h e  p i n c h c o c k  v a l v e  

b e t w e e n  t h e  c h a m b e r s . When e n o u g h  w a t e r  s e e p s  t h r o u g h  t h e  

s e e d  t o  r a i s e  t h e  w a t e r  l e v e l  i n  t h e  b e a k e r  t o  t h e  e n d  o f  

t u b e  E ,  t h e  r e d u c e d  p r e s s u r e  i n  c h a m b e r  A i n i t i a t e s  t h e  r e 

f i l l i n g  o f  t h a t  c h a m b e r .  B e c a u s e  t h e  w a t e r  i s  a e r a t e d  e a c h  

t i m e  i t  e m p t i e s  i n t o  c h a m b e r  A, s e e d s  c a n  be  l e a c h e d  f o r  

l o n g  p e r i o d s  w i t h o u t  a n a e r o b i o s i s .

The l e a c h i n g  w a t e r  was  c h a n g e d  i n  t h e  a p p a r a t u s  a t  

6 - h o u r  i n t e r v a l s .  D i s t i l l e d  w a t e r  (1 0 0  m l)  was  a d d e d  t o  

r e p l a c e  t h e  l e a c h a t e .  T h i s  l e a c h i n g  p r o c e d u r e  was c o n t i n 

u e d  f o r  72 h o u r s  ( l a t e r  4 8 ,  t h e n  36 h o u r s )  f o r  a  t o t a l  o f  

12 c o l l e c t i o n s .  D u r i n g  t h e  l e a c h i n g  p r o c e s s ,  t h e  l e a c h a t e  

c o l l e c t i o n s  w e r e  s e p a r a t e l y  l a b e l e d  a n d  s t o r e d  a t  2°  u n t i l  

a l l  c o l l e c t i o n s  h a d  b e e n  m a d e .  A t  t h a t  t i m e ,  a  1 ml  a l i q u o t  

o f  e a c h  c o l l e c t i o n  was  b i o a s s a y e d  f o r  i n h i b i t o r y  a c t i v i t y .

The r e m a i n d e r s  o f  a l l  l e a c h a t e  c o l l e c t i o n s  s h o w i n g  i n h i b i t o 

r y  a c t i v i t y  w e r e  t h e n  c o m b i n e d  a n d  r e d u c e d  i n  v o lu m e  i n  a  r o t 

a r y  e v a p o r a t o r  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  a t  t e m p e r a t u r e s  l e s s
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t h a n  5 0 ° .  An a m o u n t  o f  m e t h a n o l  e q u a l  t o  o n e - f o u r t h  t h e  

vo lum e  o f  t h e  e x t r a c t  was  a d d e d  t o  f a c i l i t a t e  e v a p o r a t i o n .

The c o n c e n t r a t e  w as  a d j u s t e d  t o  pH 2 . 8  w i t h  0 . 1  N 

HCl an d  e x t r a c t e d  by  s h a k i n g  5 t i m e s  w i t h  e q u a l  v o l u m e s  o f  

d i e t h y l  e t h e r .  T h i s  a c i d i c  e t h e r  f r a c t i o n  was e v a p o r a t e d  

t o  d r y n e s s ,  t a k e n  up i n  a  known v o lu m e  o f  m e t h a n o l ,  a n d  mea

s u r e d  a l i q u o t s  e q u i v a l e n t  t o  0 . 2 5 ,  0 . 5 0 ,  o r  1 . 0 0  g o f  f r u i t s  

( f r e s h  w e i g h t )  w e r e  s t r e a k e d  on p a p e r  f o r  c h r o m a t o g r a p h y .

The e x t r a c t e d  w a t e r  was  e v a p o r a t e d  t o  d r y n e s s  o n  t h e  

s t e a m  b a t h .  The r e s i d u e  was  t a k e n  up  i n  m e t h a n o l  a n d  

s t r e a k e d  on  p a p e r  f o r  c h r o m a t o g r a p h y .

F o r  S o x h l e t  e x t r a c t i o n s , t h e  f r u i t s  w e r e  c r o p p e d  i n t o  

b o i l i n g  95% e t h a n o l  a n d  b o i l e d  f o r  10 m i n u t e s .  The b o i l e d  

f r u i t s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  S o x h l e t  a p p a r a t u s  a l o n g  w i t h  

t h e  h o t  e t h a n o l  a n d  e x t r a c t e d  f o r  24 o r  36 h o u r s  w i t h  t h e  

e x t r a c t i o n  c h a m b e r  e m p t y i n g  e v e r y  45 m i n u t e s .

The e t h a n o l i c  e x t r a c t  was  r e d u c e d  t o  d r y n e s s  i n  a  

r o t a r y  e v a p o r a t o r  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  w i t h  t h e  t e m p e r a t u r e  

m a i n t a i n e d  a t  l e s s  t h a n  5 0 ° .  The r e s i d u e  was t a k e n  up i n  

d i s t i l l e d  w a t e r  (25  ml a t  4 5 - 5 0 ° )  an d  f i l t e r e d  t o  r e m o v e  t h e  

i n s o l u b l e  m a t e r i a l  w h i c h  w as  m o s t l y  l i p i d  i n  n a t u r e .  The 

f i l t r a t e  was a d j u s t e d  t o  pH 2 . 8  w i t h  0 . 1  N H C l ,  a n d  t h e  s u b 

s e q u e n t  t r e a t m e n t  was t h e  same a s  f o r  t h e  w a t e r  l e a c h a t e  

f r o m  l a r g e  q u a n t i t i e s  o f  f r u i t s .

S e v e r a l  s o l v e n t  s y s t e m s  w e r e  u t i l i z e d  i n  c h r o m a t o g r a 

p h y .  I s o p r o p a n o l - a c e t i c  a c i d - w a t e r  (JAW) ( 8 0 : 2 : 1 8 ,  v / v / v )
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was t h e  m o s t  commonly  u s e d  s o l v e n t  s y s t e m  i n  p r e l i m i n a r y  

s e p a r a t i o n s .  O t h e r  s o l v e n t s  u s e d  w e r e  n - b u t a n o l - a c e t i c  

a c i d - w a t e r  (BAW) ( 6 3 : 1 0 : 2 7  v / v / v )  a n d  8% a c e t i c  a c i d  (6 

ml o f  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  d i l u t e d  t o  100 m l ) . D e s c e n d i n g  

c h r o m a t o g r a p h y  was u s e d  e x c l u s i v e l y  i n  t h e  r e p o r t e d  s t u d 

i e s ,  u s i n g  1 9 . 5 -cm  w i d e  s t r i p s  o f  S&S 2 0 4 3 - b  c h r o m a t o g r a 

phy  p a p e r .  The s o l v e n t  was  r u n  t h e  same d i r e c t i o n  on  a l l  

p a p e r s  w i t h  n o  p r i o r  e q u i l i b r a t i o n .

E l u t i o n  o f  m a t e r i a l s  f r o m  t h e  c h r o m a t o g r a m s  was  a c 

c o m p l i s h e d  b y  s o a k i n g  t h e  e x c i s e d  s e c t i o n s  o f  t h e  c h r o m a t o 

gram s  i n  s m a l l  v o l u m e s  ( c a .  25 m l )  o f  a b s o l u t e  m e t h a n o l  f o r  

10 m i n u t e s  f o l l o w e d  b y  s h a k i n g  f o r  5 m i n u t e s ,  t h e n  d e c a n t i n g  

t h e  m e t h a n o l .  T h i s  was  r e p e a t e d  3 t i m e s .  The m e t h a n o l  e x 

t r a c t s  w e r e  c o m b i n e d ,  r e d u c e d  t o  d r y n e s s ,  a n d  e i t h e r  a p p l i e d  

t o  a n o t h e r  p a p e r  a n d  r e c h r o m a t o g r a p h e d ,  o r  h y d r o l y z e d .

H y d r o l y s i s  o f  c h l o r o g e n i c  a n d  i s o c h l o r o g e n i c  a c i d s  

was a c c o m p l i s h e d  by  u s e  o f  10 ml o f  0 . 5  N KOH a t  ro o m  t e m 

p e r a t u r e  f o r  4 h o u r s .  The  h y d r o l y s a t e  was a c i d i f i e d  w i t h  0 . 5  

N HCl t o  pH 2 . 8  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  d i e t h y l  e t h e r  a s  w e r e  t h e  

p l a n t  e x t r a c t s .  The e t h e r  s o l u t i o n  was e v a p o r a t e d  t o  d r y n e s s ,  

t a k e n  up i n  a b s o l u t e  m e t h a n o l ,  a n d  a p p l i e d  t o  a n o t h e r  p a p e r  

f o r  c h r o m a t o g r a p h y .  The w a t e r  r e s i d u e  f r o m  t h e  h y d r o l y s i s  was  

e v a p o r a t e d  t o  d r y n e s s  o v e r  t h e  s t e a m  b a t h ,  a n d  t h e  d r y  r e s i d u e  

was  e x t r a c t e d  w i t h  a b s o l u t e  m e t h a n o l  t o  e l i m i n a t e  t h e  KOI.

T h i s  m e t h a n o l  e x t r a c t  was  r e d u c e d  t o  d r y n e s s ,  t a k e n  up  i n  

a  s m a l l  v o lu m e  o f  a b s o l u t e  m e t h a n o l ,  a n d  a p p l i e d  t o  p a p e r .
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M e th o d s  a n d  r e a g e n t s  u s e d  i n  l o c a t i n g  m a t e r i a l s  on  

c h r o m a t o g r a m s  w e r e  :

1 .  U l t r a  v i o l e t  l i g h t  ( 2 5 3 7  a n d  3660 A)

2 .  Ammonia v a p o r

3 .  S o d iu m  p i c r a t e  p a p e r  ( 1 )

4 .  F e r r i c  c h l o r i d e - p o t a s s i u m  f e r r i c y a n i d e  ( 3 7 )

5 .  E h r l i c h ' s  r e a g e n t  ( 3 7 )

6 .  H o e p f n e r ' s  r e a g e n t  ( 3 3 )

7.  S o d iu m  m e t a p e r i o d a t e - p i p e r a z i n e - s o d i u m  
n i t r o f e r r i c y a n i d e  ( 3 )

8 .  D i a z o t i z e d  p - n i t r o a n i l i n e  ( 4 0 )

9 .  F a s t  Red GG ( s t a b l e  d i a z o  s a l t  o f  p - n i t r o a n i l i n e )  
( 2 9 )

1 0 .  F a s t  B o r d e a u x  BD ( s t a b l e  d i a z o  s a l t  o f  4 - a m i n o -  
2 , 5 - d i m e t h o x y b e n z o n i t r i l e ) ( 2 9 )

1 1 .  E t h a n o l i c  A l C l g ,  1% ( 4 0 )

B i o l o g i c a l  a c t i v i t y  o f  t h e  e x t r a c t s  a n d  o f  m a t e r i a l s  

on  c h r o m a t o g r a m s  w as  d e t e r m i n e d  by  t h e  u s e  o f  b l o n d  p s y l l i u m  

s e e d  ( P l a n t a g o  o v a t a  F o r s k . )  i n  g e r m i n a t i o n  t e s t s  r u n  a t  2 5 °  

( 2 4 ) .  T e s t s  w e r e  made on t h e  l e a c h a t e s  b y  a d d i n g  a l i q u o t s  

t o  p e t r i  d i s h e s  c o n t a i n i n g  a  5 -cm  d i s c  o f  Whatman No. 1 f i l 

t e r  p a p e r  a n d  a d d i n g  0 . 0 5  M p h o s p h a t e  b u f f e r  (p h  5 . 6 )  t o  

g i v e  a  t o t a l  i n c u b a t i o n  v o lu m e  o f  2 m l .  T e s t s  on c h r o m a t o 

g ram s  w e r e  made by  c u t t i n g  o u t  t h e  z o n e s  o f  i n t e r e s t  a n d  

p l a c i n g  t h e m  i n  p e t r i  d i s h e s  w i t h  2 ml o f  t h e  p h o s p h a t e  b u f 

f e r .

M e c h a n i c a l  s c a r i f i c a t i o n  was d o n e  b y  g r i n d i n g  a  s m a l l  

h o l e  i n  t h e  f l o w e r  s c a r  o f  t h e  f r u i t s  w i t h  a  h i g h  s p e e d
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d e n t a l  d r i l l ,  o r  by  m a k in g  a  s m a l l  s p l i t  i n  t h e  c o a t  by  m eans  

o f  a  s c a l p e l .

A l t e r n a t i n g  t e m p e r a t u r e  s t u d i e s  w e r e  r u n  i n  a  c o l d  

room t h e r m o s t a t i c a l l y  c o n t r o l l e d  a t  1 5 ° .  An i n c u b a t o r  was 

w i r e d  i n t o  a  t i m e  c l o c k  a n d  i n s t a l l e d  i n  t h e  c o l d  ro o m .  When 

t h e  t i m e  c l o c k  was i n  t h e  " o f f "  c y c l e ,  t h e  t e m p e r a t u r e  w o u l d  

d r o p  t o  t h a t  o f  t h e  ro o m .  When t h e  t i m e  c l o c k  was  i n  t h e  

" o n "  c y c l e ,  t h e  t e m p e r a t u r e  i n  t h e  i n c u b a t o r  w o u l d  r i s e  t o  

2 5 ° .  T h e r e  was a  t i m e  l a g  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 . 5  h o u r s  i n  

c h a n g i n g  f r o m  o n e  t e m p e r a t u r e  t o  t h e  o t h e r .  The c l o c k  was 

s e t  f o r  8 h o u r s  a t  25°  a n d  16 h o u r s  a t  1 5 ° .

F r u i t s  w e r e  s t r a t i f i e d  by  a d d i n g  50 g ( a p p r o x  90 0 0 )  

o f  f r u i t s  a n d  400 ml o f  w a s h e d ,  a i r  d r i e d ,  w h i t e  q u a r t z  s a n d  

t o  a 1 p i n t  s i z e  p o l y e t h y l e n e  f r e e z e r  b a g .  D i s t i l l e d  w a t e r  

(50  m l)  was  a d d e d ,  a n d  t h e  b a g  was c l o s e d .  T h e s e  p a c k a g e s  

w e r e  p l a c e d  i n  c o l d  s t o r a g e  a t  2 - 5 °  f o r  v a r y i n g  p e r i o d s  o f  

t i m e .  S t o r a g e  a t  t h i s  t e m p e r a t u r e  i n  m o i s t  s a n d  r e s u l t e d  

i n  c o m p l e t e  b r e a k i n g  o f  d o rm a n c y  i n  6 t o  8 w e e k s . F o r  s m a l l  

q u a n t i t i e s  ( 5 - l O g )  o f  f r u i t s ,  a n o t h e r  t e c h n i q u e  was  u s e d .

The f r u i t s  w e r e  p l a c e d  i n  a  p e t r i  d i s h  on a  d i s c  o f  Whatman 

No. 1 f i l t e r  p a p e r ,  a n d  an  am o u n t  o f  d i s t i l l e d  w a t e r  was  

a d d e d  t h a t  was  e q u a l  t o  t h e  w e i g h t  o f  t h e  f r u i t s .  The p e t r i  

d i s h  was t h e n  p l a c e d  a t  25°  f o r  72 h o u r s  t o  o b t a i n  maximum 

i m b i b i t i o n ,  a n d  t h e n  t r a n s f e r r e d  t o  2 - 5 °  f o r  c o l d  t r e a t m e n t .

T h i o u r e a  h a s  b e e n  u s e d  t o  b r e a k  d o rm a n c y  i n  s e e d s  

o f  t h e  p e a c h  ( 4 3 ) ,  s u g a r  m a p l e  ( 6 ) ,  l e t t u c e  ( 4 1 ) ,  F r a x i n u s
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( 5 0 ) ,  a n d  o t h e r s  ( 5 ,  2 7 ) .  T h i o u r e a  was  t e s t e d  f o r  i t s  e f f e c t  

on  b r e a k i n g  d o rm a n c y  i n  f r u i t s  o f  t h e  n a t i v e  s u n f l o w e r .  They 

w e r e  a l l o w e d  t o  i m b i b e  f o r  2 ,  4 ,  8 ,  1 6 ,  an d  2 4 h o u r s  i n  t h e  

f o l l o w i n g  7 c o n c e n t r a t i o n s :  0 . 0 0 1 ,  0 . 0 0 5 ,  0 . 0 1 ,  0 . 0 5 ,  0 . 1 ,

0 . 5 ,  a n d  1 . 0  M. T h i s  g a v e  a  t o t a l  o f  35 d i f f e r e n t  t r e a t m e n t s .

G i b b e r e l l i c  a c i d ^  was  a l s o  t e s t e d  f o r  i t s  e f f e c t  on 

b r e a k i n g  d o rm a n c y  i n  f r u i t s  o f  t h e  n a t i v e  s u n f l o w e r .  I t  h a d  

b e e n  s u c c e s s f u l l y  u s e d  i n  b r e a k i n g  t h e  d o rm a n c y  o f  p o t a t o  

s e e d  ( 3 9 ) ,  s e e d  o f  some a r c t i c  c i r c l e  p l a n t s  ( 2 1 ) ,  a n d  o t h e r s  

( 2 7 ) .  Dry s u n f l o w e r  f r u i t s  w e r e  p e r m i t t e d  t o  i m b i b e  i n  a n d  

w e r e  c o n t i n u o u s l y  i n c u b a t e d  i n  s o l u t i o n s  o f  0 ,  1 ,  1 0 ,  5 0 ,  1 0 0 ,  

5 0 0 ,  a n d  1000  mg p e r  l i t e r  o f  GA. Each  t r e a t m e n t  c o n s i s t e d  

o f  100 f r u i t s  i n  2 ml o f  i n c u b a t i o n  s o l u t i o n  a n d  was  r u n  i n  

t r i p l i c a t e .

E f f e c t s  o f  h i g h  o x y g e n  t e n s i o n  i n  b r e a k i n g  d o rm a n c y  

i n  t h e s e  f r u i t s  w e r e  a l s o  c h e c k e d .  C o n c e n t r a t i o n s  o f  2 0 ,  4 0 ,  

6 0 ,  8 0 ,  a n d  100% o x y g e n  w e r e  u s e d .  The c o n c e n t r a t i o n s  h i g h e r  

t h a n  i n  t h e  n o r m a l  a t m o s p h e r e  w e r e  p r e p a r e d  by  a d d i n g  t h e  

a p p r o p r i a t e  n u m b e r  o f  m i l l i l i t e r s  o f  w a t e r  t o  a  p r e s c r i p t i o n  

b o t t l e  o f  known vo lum e  c o n t a i n i n g  t h e  f r u i t s  a n d  a  m o i s t e n e d  

p i e c e  o f  Whatman No. 1 f i l t e r  p a p e r .  The w a t e r  was  t h e n  

d i s p l a c e d  by  o x y g e n  t o  g i v e  a p p r o x i m a t e l y  t h e  d e s i r e d  c o n 

c e n t r a t i o n .  T h e s e  e x p e r i m e n t s  w e r e  s e t  up  i n  s e r i e s  o f  5 

r e p l i c a t e s  f o r  e a c h  t r e a t m e n t .

^GA was s u p p l i e d  t h r o u g h  t h e  c o u r t e s y  o f  D r .  Edwin  
F .  A l d e r  o f  E l i  L i l l y  a n d  Com pany ,  G r e e n f i e l d ,  I n d i a n a .



CHAPTER I I I  

RESULTS

I n h i b i t o r  S t u d i e s  

E f f e c t s  o f  1 - m l  a l i q u o t s  o f  e a c h  o f  t h e  6 - h o u r  l e a c h 

a t e  c o l l e c t i o n s  on t h e  g e r m i n a t i o n  o f  p s y l l i u m  s e e d  a r e  

shown i n  f i g u r e  2 .  A l l  f r a c t i o n s  c o l l e c t e d  d u r i n g  t h e  f i r s t  

36 h o u r s  o f  l e a c h i n g  s h o w e d  i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  i n  t h e s e  

t e s t s ,  w h i l e  t h e  l a t e r  c o l l e c t i o n s  sh o w e d  n o  a c t i v i t y .  G e r 

m i n a t i o n  o f  p s y l l i u m  s e e d  a f t e r  48 h o u r s  sh o w e d  o n l y  s l i g h t  

i n h i b i t i o n  i n  t h e  30 h o u r  c o l l e c t i o n ,  i n d i c a t i n g  a  low  c o n 

c e n t r a t i o n  o f  i n h i b i t o r ( s )  i n  t h a t  a n d  s u b s e q u e n t  c o l l e c 

t i o n s  . G e r m i n a t i o n  i n h i b i t i o n  was  m o s t  p r o n o u n c e d  i n  t h e  

l e a c h a t e  c o l l e c t i o n s  made d u r i n g  t h e  f i r s t  18 h o u r s .  T h e s e  

d a t a  show t h e  p r e s e n c e  o f  a  w a t e r  s o l u b l e  g e r m i n a t i o n  i n h i b i 

t o r  i n  n a t i v e  s u n f l o w e r  f r u i t s ,  a n d  a l s o  show t h a t  i t  i s  

r e a d i l y  l e a c h e d .

T h i s  was c o n f i r m e d  by  d i l u t i o n  s t u d i e s  ( f i g  3)  i n  

w h i c h  a  1 0 - f o l d  d i l u t i o n  o f  t h e  6 ,  1 2 ,  a n d  18 h o u r  f r a c 

t i o n s  s h o w e d  c o n s i d e r a b l y  m ore  i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  t h a n  t h e  

s t r o n g e s t  a s s a y e d  c o n c e n t r a t i o n  ( 1 : 1 )  o f  t h e  30 h o u r  f r a c 

t i o n  .
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F i g .  2 .  P s y l l i u m  s e e d  g e r m i n a t i o n  i n  1 : 1  d i l u 
t i o n s  o f  l e a c h a t e s  c o l l e c t e d  a t  6 - h o u r  i n t e r v a l s  f r o m  
50 gm o f  n a t i v e  s u n f l o w e r  f r u i t s .  The l o w e r  c u r v e  r e 
p r e s e n t s  t h e  n u m b e r  o f  s e e d s  g e r m i n a t i n g  i n  24 h o u r s ;  
t h e  u p p e r  c u r v e ,  i n  48 h o u r s .  G e r m i n a t i o n  i n  t h e  c o n 
t r o l s  i s  shown by t h e  b r o k e n  l i n e  i n  e a c h  c a s e .
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F i g .  3 .  P e r c e n t a g e  g e r m i n a t i o n  o f  p s y l l i u m  s e e d s  
i n  1 : 1 ,  1 : 3 ,  a n d  1 : 9  d i l u t i o n s  o f  l e a c h a t e s  c o l l e c t e d  a t  
6 - h o u r  i n t e r v a l s  f r o m  50 g o f  n a t i v e  s u n f l o w e r  f r u i t s .  
V a l u e s  shown a r e  b a s e d  on t h e  c o n t r o l  a s  100%, a n d  r e p r e 
s e n t  g e r m i n a t i o n  a f t e r  4 8  h o u r s  o f  i n c u b a t i o n .
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The i n h i b i t o r  was  r e a d i l y  r e m o v e d  f r o m  t h e  l e a c h 

a t e  by  4 h o u r s  o f  l i q u i d - l i q u i d  e x t r a c t i o n  o f  t h e  r o t a r y  

e v a p o r a t o r  c o n c e n t r a t e s  u s i n g  d i e t h y l  e t h e r  o r  e t h y l  a c e 

t a t e .  B i o a s s a y  o f  t h e  e x t r a c t  a n d  t h e  w a t e r  r e s i d u e  sh o w ed  

t h a t  t h e  i n h i b i t o r  was  p r e s e n t  o n l y  i n  t h e  e x t r a c t .  E x t r a c 

t i o n  by  s h a k i n g  t h e  a c i d i f i e d  c o n c e n t r a t e  w i t h  d i e t h y l  

e t h e r  was  n o t  a s  e f f i c i e n t  a s  w i t h  t h e  l i q u i d - l i q u i d  e x t r a c 

t i o n  a p p a r a t u s ,  b u t  was  u s e d  m ore  f r e q u e n t l y  b e c a u s e  l e s s  

t i m e  was r e q u i r e d .

C o m p a r a b l e  l e v e l s  o f  i n h i b i t i o n  w e r e  o b t a i n e d  u s i n g  

e x t r a c t s  o f  e q u a l  w e i g h t s  o f  b o t h  t h e  d o m e s t i c  a n d  n a t i v e  

v a r i e t i e s  o f  s u n f l o w e r .  P s y l l i u m  s e e d  g e r m i n a t i o n  was  i n 

h i b i t e d  by  w a t e r  e x t r a c t s  o f  b o t h  t h e  s e e d  ( e m b r y o  a n d  mem

b r a n o u s  s e e d  c o a t  t h a t  was  u s u a l l y  b r o k e n  i n  e x c i s i o n )  a n d  

t h e  p e r i c a r p  i n  b o t h  v a r i e t i e s ,  b u t  was  m o s t  i n h i b i t e d  by  

e x t r a c t s  o f  t h e  p e r i c a r p  ( f i g  4 ) .  T h e s e  w a t e r  e x t r a c t s  w e r e  

o b t a i n e d  by  i n c u b a t i n g  t h e  s e p a r a t e  f r u i t  c o a t s  a n d  e m b r y o s  

o f  1 0 0  n a t i v e  s u n f l o w e r  f r u i t s  i n  p h o s p h a t e  b u f f e r  a s  d e 

s c r i b e d  e a r l i e r .  S e v e n  R u s s i a n  Mammoth f r u i t s  g a v e  s i m i 

l a r  r e s u l t s  when s e p a r a t e d  i n t o  e m b r y o s  an d  c o a t s  a n d  t h e  

w a t e r  e x t r a c t  b i o a s s a y e d .

G e r m i n a t i o n  o f  h u l l - l e s s  o a t s ,  p o p p y ,  r a d i s h ,  a n d  

t o m a t o  s e e d s  was i n h i b i t e d  b y  t h e s e  l e a c h a t e s . A f t e r  a 

few e x p l o r a t o r y  t e s t s ,  p s y l l i u m  s e e d s  w e r e  u s e d  e x c l u s i v e 

l y  f o r  b i o a s s a y s .
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F i g .  4 .  P e r c e n t  g e r m i n a t i o n  o f  p s y l l i u m  s e e d s  i n  
w a t e r  l e a c h a t e s  o b t a i n e d  by  i n c u b a t i o n  o f  1 0 0  p e r i c a r p s  
( c o a t s )  a n d  100 e m b r y o s  i n  p h o s p h a t e  b u f f e r  f o r  4 8  h o u r s .  
P h o s p h a t e  b u f f e r  o n l y  was  u s e d  i n  t h e  c o n t r o l .  C urve  
p o i n t s  a r e  t h e  m eans  o f  3 t e s t s .
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P r e s e n c e  o f  t h e  i n h i b i t o r ( s )  f r o m  s u n f l o w e r  f r u i t s  

r e t a r d e d  g e r m i n a t i o n  o f  a l l  p s y l l i u m  s e e d s  a n d  c o m p l e t e l y  

i n h i b i t e d  t h e  g e r m i n a t i o n  o f  many o f  t h e m ,  e v e n  when t h e  

am o u n t  p r e s e n t  i n  t h e  t e s t  d i s h  was no  m ore  t h a n  t h a t  e x -  

t r a c t a b l e  f r o m  0 . 2 5  g f r e s h  w e i g h t  o f  f r u i t s .  When t h e s e  

c o m p l e t e l y  i n h i b i t e d  s e e d s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  t h e  i n h i b i t o r  

s o l u t i o n  a f t e r  6  d a y s  i n c u b a t i o n ,  r i n s e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r ,  

a n d  p l a c e d  i n  i n h i b i t o r - f r e e  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  g e r m i n a t i o n  

b e g a n  a s  u s u a l  a n d  p r o c e e d e d  a t  a  r a t e  t h a t  was o n l y  s l i g h t 

l y  r e t a r d e d .  Thus  i n h i b i t i o n  o f  g e r m i n a t i o n  by  t h e  i n h i b i 

t o r ' s )  f r o m  s u n f l o w e r  f r u i t s  a p p e a r s  t o  b e  a  r e v e r s i b l e  

b l o c k i n g  o f  g r o w t h .

The i n h i b i t o r ( s )  i n  t h e  l e a c h a t e  a l s o  w as  a c t i v e  

a g a i n s t  some m o l d s  a n d  b a c t e r i a .  G e r m i n a t i o n  o f  p s y l l i u m  

s e e d s  was i n h i b i t e d  2 4 t o  9 6  h o u r s  i n  low  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

t h e  i n h i b i t o r ;  b u t  d e t e r i o r a t i o n  o f  t h e  s e e d l i n g s ,  w h i c h  

u s u a l l y  s t a r t e d  a f t e r  72 h o u r s  o f  i n c u b a t i o n  i n  t h e  c o n t r o l s ,  

was  i n h i b i t e d  f o r  3 t o  10 d a y s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  i n h i b i 

t o r .

F r u i t s  o f  t h e  May 7 ,  1 9 6 5 ,  c o l l e c t i o n  f r o m  g r e e n h o u s e  

g row n p l a n t s  w e r e  c o m p a r e d  w i t h  f r u i t s  c o l l e c t e d  on  O c t o b e r  

1 9 ,  195 3 ,  a s  t o  i n h i b i t o r  c o n t e n t .  The f r e s h  f r u i t s  w e r e  

c o l l e c t e d  b e f o r e  t h e  h e a d  h a d  d r i e d  s u f f i c i e n t l y  t o  a l l o w  

t h e  f r u i t s  t o  s h a t t e r  f r o m  t h e  h e a d s  a n d  a r e  c a l l e d  t h e  n o n 

m a t u r e d  f r u i t s .  The e a r l i e r  c o l l e c t i o n s  w e r e  made a f t e r  t h e
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h e a d s  h a d  d r i e d ,  a n d  t h e  f r u i t s  w o u ld  s h a t t e r  when t h e  h e a d s  

w e r e  c u t  f r o m  t h e  p l a n t .  T h e s e  a r e  c a l l e d  t h e  m a t u r e d  f r u i t s .  

Two-ml w a t e r  l e a c h a t e s  w e r e  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  e a r l i e r  

f r o m  b o t h  t h e  m a t u r e d  a n d  n o n - m a t u r e d  f r u i t s , u s i n g  1 0  em

b r y o s  p e r  d i s h  a n d  i n c u b a t i n g  t h e m  f o r  48 h o u r s .  T h en  t h e  

e m b r y o s  w e r e  r e m o v e d ,  a n d  t h e  l e a c h a t e  was b i o a s s a y e d  ( f i g  

5 ) .  P s y l l i u m  s e e d s  i n  a l l  l e a c h a t e s  w e r e  c o m p l e t e l y  i n h i b i 

t e d  a t  24 h o u r s .  A t  36 h o u r s ,  s e e d s  i n  t h e  l e a c h a t e  f r o m  

t h e  m a t u r e d  e m b ry o s  s h o w ed  o n l y  s l i g h t  i n h i b i t i o n ;  a n d  a f t e r  

48 h o u r s ,  n o  i n h i b i t i o n  was p r e s e n t .  A f t e r  36 h o u r s ,  s e e d s  

i n  t h e  l e a c h a t e  f r o m  t h e  n o n - m a t u r e d  e m b r y o s  s h o w e d  s t r o n g  

i n h i b i t i o n  t h a t  d e c r e a s e d  a t  e a c h  e x a m i n a t i o n  b u t  n e v e r  

e q u a l l e d  g e r m i n a t i o n  o f  t h e  c o n t r o l s .

A d d i t i o n a l  l e a c h a t e s  w e r e  p r e p a r e d  f r o m  t h e  same em

b r y o s  b y  t r a n s f e r r i n g  t h e  e m b r y o s  t o  f r e s h  b u f f e r  a n d  f i l t e r  

p a p e r  a n d  i n c u b a t i n g  t h e m  f o r  a n o t h e r  4 8 - h o u r  p e r i o d .  L e a c h 

a t e s  f r o m  m a t u r e d  e m b ry o s  s h o w e d  no  f u r t h e r  i n h i b i t i o n ,  b u t  

t h e  l e a c h a t e s  f r o m  t h e  n o n - m a t u r e d  e m b r y o s  c o n t i n u e d  t o  show 

a  g e r m i n a t i o n  i n h i b i t o r  i n  t h e  l e a c h a t e s  ( f i g  5 ,  l o w e r  c u r v e ) .  

I n h i b i t o r  p r o d u c t i o n  c o n t i n u e d  t h r o u g h  f i f t e e n  4 8 - h o u r  i n c u 

b a t i o n s  o f  t h e  same e m b r y o s .  T h e s e  e m b r y o s  s h o w ed  n o  s i g n s  

o f  b a c t e r i a l  o r  m o ld  c o n t a m i n a t i o n .  G e r m i n a t i o n  d i d  n o t  o c 

c u r  i n  t h e  d a r k ;  b u t  when t r a n s f e r r e d  t o  l i g h t ,  1 0 % o f  t h e  

e m b r y o s  s h o w e d  some d e g r e e  o f  g e r m i n a t i o n  ( d e v e l o p m e n t  o f  

c h l o r o p h y l l  i n  i s o l a t e d  a r e a s  o f  t h e  c o t y l e d o n s  a n d  s p r e a d i n g
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F i g .  5 .  P e r c e n t  g e r m i n a t i o n  o f  p s y l l i u m  s e e d s  i n  
e x t r a c t s  o b t a i n e d  by  i n c u b a t i o n  o f  1 0  m a t u r e d  a n d  1 0  n o n -  
m a t u r e d  e m b r y o s  o f  n a t i v e  s u n f l o w e r  f r u i t s  i n  p h o s p h a t e  
b u f f e r  f o r  48 h o u r s  i n  t h e  c a s e  o f  t h e  u p p e r  2 c u r v e s .  As 
a c o n t r o l ,  p s y l l i u m  s e e d s  w e re  i n c u b a t e d  i n  p h o s p h a t e  b u f f e r  
a l o n e .  The l o w e r  c u r v e  shows  g e r m i n a t i o n  o f  p s y l l i u m  s e e d s  
i n  t h e  t h i r d  4 8 - h o u r  e x t r a c t  f r o m  t h e  same i m m a t u r e  e m b r y o s .  
E a c h  p o i n t  i s  t h e  mean o f  d u p l i c a t e  t e s t s .
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a p a r t  o f  t h e  c o t y l e d o n s ,  b u t  n o  e p i c o t y l  o f  h y p o c o t y l  g r o w t h ) .

L e a c h a t e s  w e r e  s i m i l a r l y  p r e p a r e d  f r o m  p e r i c a r p s  o f  

20 f r u i t s  f r o m  t h e s e  2 c o l l e c t i o n s .  The c o a t s  o f  t h e  n o n -  

m a t u r e d  f r u i t s  w e r e  f o u n d  t o  c o n t a i n  l i t t l e  i n h i b i t o r  b e c a u s e  

g e r m i n a t i o n  o f  p s y l l i u m  s e e d  i n  t h e s e  t e s t s  a p p r o x i m a t e d  t h a t  

o f  t h e  c o n t r o l s  a f t e r  t h e  i n i t i a l  2 4 - h o u r  r e a d i n g .  The c o a t s  

o f  t h e  m a t u r e d  f r u i t s  s h o w ed  e x p e c t e d  h i g h  l e v e l s  o f  i n h i b i 

t o r  ( f i g  6 ) .

The i n h i b i t o r  h a s  b e e n  f o u n d  t o  b e  s o l u b l e  i n  w a t e r ,  

d i e t h y l  e t h e r ,  m e t h a n o l ,  e t h a n o l ,  i s o p r o p a n o l ,  a n d  e t h y l  

a c e t a t e ,  b u t  i n s o l u b l e  i n  p e t r o l e u m  e t h e r  ( b p  3 0 - 6 0 ° ) .  I t  

was e x t r a c t e d  i n t o  d i e t h y l  e t h e r  a t  pH 2 . 8 ;  t h u s  i t  i s  p r o b 

a b l y  a c i d i c .  I t  was  f o u n d  t o  b e  p h e n o l i c  i n  n a t u r e  b y  i t s  

r e a c t i o n  w i t h  t h e  f e r r i c  c h l o r i d e — p o t a s s i u m  f e r r i c y a n i d e  

r e a g e n t  a n d  b y  i t s  c o u p l i n g  r e a c t i o n  w i t h  d i a z o t i z e d  r e a g e n t s ,  

i n c l u d i n g  d i a z o t i z e d  p - n i t r o a n i l i n e , t h e  s t a b l e  d i a z o  s a l t  

o f  p - n i t r o a n i l i n e  ( F a s t  Red GG), a n d  t h e  s t a b l e  d i a z o  s a l t  

o f  H - a m i n o - 2 , 5 - d i m e t h o x y b e n z o n i t r i l e  ( F a s t  B o r d e a u x  B D ) . I t  

d o e s  n o t  f l u o r e s c e  u n d e r  e i t h e r  s h o r t  (25  37 A) o r  l o n g  (3 8 6 0  

A) w a v e l e n g t h  UV l i g h t , ;  e i t h e r  w i t h  o r  w i t h o u t  ammonia  v a 

p o r  t r e a t m e n t .  H o w e v e r ,  i t  d o e s  w e a k l y  a b s o r b  u n d e r  s h o r t  

w a v e l e n g t h  UV l i g h t .

A c t u a l  i d e n t i f i c a t i o n  h a s  n o t  b e e n  m a d e ,  b u t  i t  i s  

n o t  a  c y a n o g e n i c  g l y c o s i d e  b e c a u s e  a l l  t e s t s  ( 1 )  f o r  HCN 

w e r e  n e g a t i v e  w i t h  e x t r a c t s  f r o m  b o t h  t h e  n a t i v e  a n d  d o m e s 

t i c  v a r i e t i e s  o f  s u n f l o w e r .



22

100

9 0

8 0

7 0

6 0

50

C 4 0

« 20
0 —0— 0 = im m ature  

-K—+—+ -  mature coats

1 2 2 4 3 6 4 8 6 0 72 9 68 4

-> Time in Hours

F i g .  6 . P e r c e n t  g e r m i n a t i o n  o f  p s y l l i u m  s e e d s  i n  
e x t r a c t s  p r e p a r e d  by  i n c u b a t i n g  t h e  p e r i c a r p s  ( c o a t s )  o f  
2  0  m a t u r e d  a n d  2  0  n o n - m a t u r e d  f r u i t s  o f  t h e  n a t i v e  s u n 
f l o w e r  f o r  48 h o u r s  i n  p h o s p h a t e  b u f f e r .
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G e r m i n a t i o n  S t u d i e s

S e e d s  i n  t h e  l e a c h e d  f r u i t s  o f  t h e  n a t i v e  s u n f l o w e r  

w e r e  e x p e c t e d  t o  g e r m i n a t e  a s  a  r e s u l t  o f  t h e  l o s s  o f  t h e  

i n h i b i t o r ( s )  d u r i n g  l e a c h i n g .  G e r m i n a t i o n  t e s t s  a t  25°  r e 

s u l t e d  i n  p o o r  g e r m i n a t i o n  w i t h  b o t h  l e a c h e d  a n d  n o n - l e a c h e d  

f r u i t s .  G e r m i n a t i o n  i n  t e s t s  w i t h  l e a c h e d  f r u i t s  was u s u 

a l l y  a b o u t  0 .2 5 % ,  w h i l e  t h a t  o f  t h e  n o n - l e a c h e d  f r u i t s  was 

u s u a l l y  a b o u t  0 .0 4 % .  I n  no  c a s e  d i d  g e r m i n a t i o n  e x c e e d  3% 

i n  t h e s e  t e s t s .

Of t h e  35 t h i o u r e a  t r e a t m e n t s ,  1 g a v e  3% g e r m i n a t i o n ,  

8  g a v e  1 % g e r m i n a t i o n ,  a n d  t h e  r e m a i n i n g  26 t r e a t m e n t s  g a v e  

n o  g e r m i n a t i o n .  G e r m i n a t i o n  t h a t  o c c u r r e d  was r a n d o m l y  d i s 

t r i b u t e d  t h r o u g h o u t  t h e  t r e a t m e n t  s e r i e s  a n d  sh o w e d  n o  c o n 

s i s t e n c y .

D u r i n g  s t u d i e s  on  t h e  i n h i b i t o r  i n  t h e  e m b r y o s  a n d  

p e r i c a r p s ,  m o s t  o f  t h e  e x c i s e d  e m b ry o s  show ed  some d e v e l o p 

m en t  d u r i n g  i n c u b a t i o n .  T h i s  c o n s i s t e d  o f  a  s l i g h t  g e o t r o 

p i c  c u r v a t u r e  a t  t h e  r a d i c l e  a p e x .  I f  t h e s e  e m b r y o s  w e r e  

e x p o s e d  t o  i n c a n d e s c e n t  l i g h t ,  t h e  c o t y l e d o n s  s p r e a d  a p a r t  

a n d  d e v e l o p e d  c h l o r o p h y l l .  I n  a  few  e m b r y o s  t h e  h y p o c o t y l  

s l o w l y  e l o n g a t e d ,  b u t  e p i c o t y l  e l o n g a t i o n  d i d  n o t  o c c u r .

T a b l e  1 shows  t h e  p e r c e n t a g e  d i s t r i b u t i o n  i n t o  s i z e  c l a s s e s  

o f  s e e d l i n g s  d e v e l o p e d  f r o m  e m b r y o s  o f  d o r m a n t ,  n o n - l e a c h e d  

f r u i t s  a n d  o f  f r u i t s  l e a c h e d  f o r  48 a n d  72 h o u r s .  The
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T a b l e  I .  P e r c e n t a g e  d i s t r i b u t i o n  i n t o  s i z e  c l a s s e s  
o f  s e e d l i n g s  s h o w i n g  a r r e s t e d  d e v e l o p m e n t  f o l l o w i n g  96 h o u r s  
g r o w t h .

S o u r c e  o f  
s e e d l i n g s

S i z e  c l a s s e s

l e s s  t h a n  
1  cm

1 - 2  cm more  t h a n  
2  cm

N o n - l e a c h e d
e m b ry o s

77 18 5

L e a c h e d  f o r  
48 h o u r s

78 1 1 1 1

L e a c h e d  f o r  
72 h o u r s

6 8 16 16
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s e p a r a t i o n  i n t o  s i z e  c l a s s e s  was  made a f t e r  96 h o u r s  o f  d e 

v e l o p m e n t .  A t  a  s i m i l a r  a g e ,  70% o f  t h e  s e e d l i n g s  f r o m  

f r u i t s  w h i c h  h a d  b e e n  c o l d  t r e a t e d  f o r  4 w e e k s  f e l l  i n t o  t h e  

l a r g e r  s i z e  c l a s s ,  a n d  m o s t  o f  t h e s e  h a d  t o t a l  l e n g t h s  o f  4 

cm o r  m o r e .  None o f  t h e  s e e d l i n g s  f r o m  e m b r y o s  o f  d o r m a n t  

f r u i t s  f t a b l e  I )  e x c e e d e d  4 cm i n  l e n g t h  a n d  6  8 % o r  more  o f  

t h e m  w e r e  i n  t h e  s m a l l e s t  s i z e  c l a s s ,  i n d i c a t i n g  l i t t l e  d e 

v e l o p m e n t .  H o w e v e r ,  t h e s e  s e e d l i n g s  f r o m  t h e  e m b r y o s  o f  d o r 

m a n t  f r u i t s  d e v e l o p e d  m ore  n o r m a l l y  f o l l o w i n g  c o l d  t r e a t m e n t  

a t  2 - 5 ° .  D e c o m p o s i t i o n  b y  b a c t e r i a  a n d  m o ld s  b e g a n  a s  e a r l y  

a s  t h e  f i f t h  d a y  f r o m  t h e  s t a r t  o f  t h e  t e s t  i n  t h e  s e e d l i n g s  

f r o m  l e a c h e d  f r u i t s ,  b u t  s e e d l i n g s  o b t a i n e d  f r o m  n o n - l e a c h e d  

f r u i t s  d i d  n o t  b e g i n  d e t e r i o r a t i o n  u n t i l  s e v e r a l  d a y s  l a t e r .

The f a c t  t h a t  t h e r e  was  some d e v e l o p m e n t  o f  t h e  em

b r y o  d u r i n g  i n c u b a t i o n  f o l l o w i n g  e x c i s i o n  f r o m  t h e  f r u i t  s u g 

g e s t e d  l a c k  o f  p e r m e a b i l i t y  i n  t h e  f r u i t  c o a t  t o  e i t h e r  o x y 

g e n  o r  w a t e r .  S l i g h t  s t i m u l a t i o n  o f  g e r m i n a t i o n  was o b t a i n e d  

w i t h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  o x y g e n  a b o v e  60%; b u t  g e r m i n a t i o n  was  

v a r i a b l e ,  a n d  t h e  s l i g h t  d i f f e r e n c e s  d i d  n o t  p r o v e  s i g n i f i 

c a n t  .

I m b i b i t i o n  s t u d i e s  ( f i g  7) sh o w e d  t h a t  f r u i t s  w i t h  

s p l i t  p e r i c a r p s  r e a c h  maximum i n h i b i t i o n  a f t e r  36 h o u r s ,  a f 

t e r  w h i c h  t i m e  a  few  s e e d s  g e r m i n a t e d .  Maximum i m b i b i t i o n  r e 

s u l t e d  i n  a b o u t  a  40% i n c r e a s e  o v e r  a i r - d r y  w e i g h t .  F r u i t s  

w i t h  i n t a c t  p e r i c a r p s  i m b i b e d  m ore  s l o w l y ,  b u t  a f t e r  72 

h o u r s ,  t h e y  r e a c h e d  t h e  same p e r c e n t  w e i g h t  i n c r e a s e  a f t e r
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F i g .  7 .  P e r c e n t  i n c r e a s e  i n  w e i g h t  d u r i n g  i m b i b i 
t i o n  o f  s u n f l o w e r  f r u i t s  h a v i n g  s p l i t  a n d  i n t a c t  p e r i c a r p s  
( f r u i t  c o a t s ) .
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w h i c h  a  few s e e d s  g e r m i n a t e d .  W e ig h t  i n c r e a s e s  a b o v e  t h e  

40% l e v e l  w e r e  due  t o  g e r m i n a t i o n  a n d  g r o w t h  o f  t h e  s e e d 

l i n g s  .

F i g u r e  8  sh o w s  t h e  e f f e c t s  o f  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a 

t i o n s  o f  GA on  g e r m i n a t i o n  i n  d o r m a n t  s u n f l o w e r  f r u i t s  a f t e r  

18 d a y s  i n c u b a t i o n  i n  t h e  GA s o l u t i o n .  GA t r e a t m e n t  a p p a r 

e n t l y  s t i m u l a t e d  g e r m i n a t i o n  a t  a l l  c o n c e n t r a t i o n s  u s e d ,  

b u t  t h e  s t i m u l a t i o n  a t t r i b u t e d  t o  1  a n d  1 0  mg p e r  l i t e r  o f  

GA d i d  n o t  p r o v e  s i g n i f i c a n t .  G ro w th  r a t e s  w e r e  n o t  d e t e r 

m i n e d  f o r  s e e d l i n g s  o b t a i n e d  t h r o u g h  GA t r e a t m e n t s ,  b u t  t h e  

s e e d l i n g s  d i d  n o t  show r e t a r d e d  g r o w t h  l i k e  t h a t  i n  s e e d 

l i n g s  o b t a i n e d  f r o m  e x c i s e d  e m b r y o s .

A l t e r n a t i n g  t e m p e r a t u r e s  b e t w e e n  15 a n d  25°  s t i m u 

l a t e d  g e r m i n a t i o n  i n  a b o u t  2 0 % o f  t h e  f r u i t s  o f  t h e  n a t i v e  

s u n f l o w e r .  A f t e r  i m b i b i t i o n  f o r  72 h o u r s ,  o n e  d i u r n a l  a l t e r 

n a t i o n  s t i m u l a t e d  g e r m i n a t i o n  i n  a  f e w  o f  t h e  f r u i t s . S i x  

t o  8  d i u r n a l  a l t e r n a t i o n s  w e r e  s u f f i c i e n t  t o  g i v e  t h e  m a x i 

mum o f  2 0% g e r m i n a t i o n .  A d d i t i o n a l  a l t e r n a t i o n s  g a v e  n o  

f u r t h e r  i n c r e a s e s  i n  g e r m i n a t i o n .

E f f e c t s  o f  i n c r e a s i n g  l e n g t h s  o f  c o l d  t r e a t m e n t  a t  

2 - 5 °  on b r e a k i n g  d o r m a n c y  i n  f r u i t s  o f  t h e  n a t i v e  s u n f l o w e r  

a r e  shown i n  f i g u r e  9 ,  F o l l o w i n g  i m b i b i t i o n  f o r  72 h o u r s  a t  

2 5 ° ,  a l l  c o l d  t r e a t m e n t s  u s e d  g a v e  s i g n i f i c a n t  s t i m u l a t i o n  

o f  g e r m i n a t i o n .  A f t e r  4 t o  6  w e e k s  o f  c o l d  t r e a t m e n t ,  many 

s e e d s  w i l l  g e r m i n a t e  a t  2 ° a n d  show b o t h  r o o t  a n d  h y p o c o t y l  

e l o n g a t i o n .  A f t e r  6  w e e k s  c o l d  t r e a t m e n t ,  g e r m i n a t i o n  i s
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F i g .  8 . E f f e c t  o f  i n c u b a t i o n  i n  g i b b e r e l l i c  a c i d  
s o l u t i o n s  on  g e r m i n a t i o n  i n  d o r m a n t  s u n f l o w e r  f r u i t s .  D a t a  
p r e s e n t e d  a r e  t h e  m eans  o f  3 r e p l i c a t e s .
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F i g .  9 .  E f f e c t  o f  s t r a t i f i c a t i o n  a t  2 - 5 °  f o r  0 t o  
32 d a y s  on  s u b s e q u e n t  g e r m i n a t i o n  i n  t h e  f r u i t s  o f  t h e  n a 
t i v e  s u n f l o w e r .  D a t a  p r e s e n t e d  a r e  means  o f  t h r e e  d e t e r 
m i n a t i o n s  .
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e s s e n t i a l l y  c o m p l e t e  f o l l o w i n g  t r a n s f e r  t o  t e m p e r a t u r e s  f a v o r 

a b l e  f o r  g e r m i n a t i o n .  C o ld  t r e a t m e n t  was u s e d  t o  o b t a i n  a l l  

l o t s  o f  n o n - d o r m a n t  n a t i v e  s u n f l o w e r  f r u i t s  u s e d  f o r  c h r o m a 

t o g r a p h y  s t u d i e s .

C h a n g e s  i n  t h e  i n h i b i t o r  c o n t e n t  o f  t h e  f r u i t s  d u r i n g  

s t r a t i f i c a t i o n  w e r e  f o l l o w e d  u s i n g  t h e  p s y l l i u m  s e e d  b i o a s s a y  

on 2 - m l  w a t e r  l e a c h a t e s  o f  100 f r u i t s .  C o l d  t r e a t m e n t  o f  d o r 

m an t  f r u i t s  ( f i g  1 0 ) a p p a r e n t l y  i n c r e a s e d  t h e  t o t a l  i n h i b i t o r  

c o n t e n t  o f  t h e  w a t e r  l e a c h a t e s .  A t  t h e  same t i m e  t h e r e  was 

an  i n c r e a s e  i n  t h e  a c i d i t y  o f  t h e  w a t e r  a n d  9 5% e t h a n o l  e x 

t r a c t s  f r o m  s t r a t i f i e d  f r u i t s .  The r e a c t i o n  d r o p p e d  f r o m  pH 

7 . 6  i n  w a t e r  s o l u t i o n s  o f  95% e t h a n o l  e x t r a c t s  o f  i m b i b e d  

f r u i t s  t o  pH 6 . 6  i n  i d e n t i c a l l y  p r e p a r e d  e x t r a c t s  o f  f r u i t s  

s t r a t i f i e d  f o r  16 d a y s .  T h i s  i n c r e a s e  i n  a c i d i t y  was r e f l e c 

t e d  i n  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  a c i d i c  e t h e r  f r a c t i o n  a n d  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  many more  b a n d s  o f  f l u o r e s c e n t  m a t e r i a l s  on c h r o 

m a to g r a m s  p r e p a r e d  f r o m  t h e s e  e x t r a c t s ,

S o x h l e t  e x t r a c t s  w e r e  p r e p a r e d  f r o m  f r u i t s  o f  t h e  

n a t i v e  s u n f l o w e r  t h a t  h a d  b e e n  s t r a t i f i e d  f o r  60 d a y s .  The 

a c i d i c  f r a c t i o n  was  r e m o v e d  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .  A l i 

q u o t s  e q u i v a l e n t  t o  t h e  e x t r a c t  f r o m  1  g f r e s h  w e i g h t  o f  

f r u i t s  w e r e  s t r e a k e d  on  p a p e r  a n d  d e v e l o p e d  i n  lAW. The i n 

h i b i t o r  was r e a d i l y  l o c a t e d  on t h e s e  c h r o m a t o g r a m s  ( f i g  1 1 ) 

a s  shown b y  p s y l l i u m  b i o a s s a y  o f  o n e - f o u r t h  ( l o n g i t u d i n a l  

s e c t i o n )  o f  one  o f  t h e s e  c h r o m a t o g r a m s .  V a l u e s  shown a r e  

t h e  m eans  o f  f o u r  d e t e r m i n a t i o n s .  M a j o r  i n h i b i t i o n  a f t e r
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Fig. 11. Effects on psyllium seed germination pro
duced by different Rf zones from chromatograms of the acidic 
fractions of extracts from native sunflower fruits strati
fied for 60 days. This histogram presents the mean percent 
germination in four tests as compared to the control, at 
the end of 24 hours (enclosed white) and 48 hours (black).
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24 a n d  48 h o u r s  was  f o u n d  b e t w e e n  R f s  0 . 8 - 0 . 9  w i t h  l e s s e r  

i n h i b i t i o n  a t  24 h o u r s  f o u n d  b e t w e e n  R f * s  0 . 7 - 0 . 8  a n d  0 . 9 -  

1 . 0 .  The i n h i b i t i o n  b e t w e e n  R f ’ s  0 . 7 - 0 . 8  was  p o s s i b l y  d u e  

t o  t a i l i n g  f r o m  t h e  i n h i b i t o r  i n  t h e  R f  0 . 8 - 0 . 9  z o n e .  The 

i n h i b i t i o n  b e t w e e n  R f ' s  0 . 9 - 1 . 0  p r o b a b l y  was n o t  due  t o  i n 

h i b i t o r s  i n  t h e  c h r o m a t o g r a p h e d  e x t r a c t .  A b l a n k  s t r i p  o f  

SSS 2 0 4 3 - b  c h r o m a t o g r a p h y  p a p e r  was  d e v e l o p e d  s i m u l t a n e o u s 

l y  w i t h  t h o s e  c a r r y i n g  t h e  e x t r a c t s . T h i s  b l a n k  c h r o m a t o 

g ra m  was s e c t i o n e d  l o n g i t u d i n a l l y  i n t o  4 p a r t s . T h e s e  4 

s t r i p s  w e r e  t h e n  s e c t i o n e d  i n t o  0 . 1  Rf  u n i t s  a n d  g e r m i n a 

t i o n  t e s t s  made on  t h e s e  s e c t i o n s .  The same l e v e l  o f  g e r 

m i n a t i o n  i n h i b i t i o n  was p r o d u c e d  b y  t h e  R f  0 . 9 - 1 . 0  z o n e  o f  

t h i s  b l a n k  c h r o m a t o g r a m  ( f i g  1 2 ) a s  was p r o d u c e d  by  t h e  same 

z o n e  o n  c h r o m a t o g r a m s  p r e p a r e d  f r o m  p l a n t  e x t r a c t s  ( f i g  1 1 ) .  

The  i n h i b i t i o n  i n  t h i s  z o n e  ( R f  0 . 9 - 1 . 0 )  s ee m s  t o  b e  due  t o  

i m p u r i t i e s  i n  t h e  c h r o m a t o g r a p h y  p a p e r .

I n h i b i t i o n  due  t o  t h e  R f  0 . 9 - 1 . 0  z o n e  was a s s o c i a t e d  

w i t h  a  l i g h t  b l u e - w h i t e  t o  c r e a m - w h i t e  f l u o r e s c e n t  m a t e r i a l  

t h a t  c o u l d  b e  r e m o v e d  by  p r e - d e v e l o p m e n t  o f  t h e  p a p e r  b y  d e 

s c e n d i n g  m e an s  a n d  a l l o w i n g  t h e  w a sh  s o l v e n t  t o  d r i p  o f f  t h e  

p a p e r .  Wash s o l v e n t s  u s e d  w e r e  2% a c e t i c  a c i d  a n d  IAW ( 8 0 :  

5 : 1 5  v / v / v ) . When t h e  d e v e l o p i n g  s o l v e n t s  r e s u l t e d  i n  o v e r 

l a p p i n g  o f  t h e  i m p u r i t i e s  i n  t h e  p a p e r  w i t h  t h e  m a t e r i a l s  o f  

i n t e r e s t  i n  t h e  c h r o m a t o g r a p h e d  p l a n t  e x t r a c t s ,  i t  was  e s s e n 

t i a l  t o  w a s h  t h e  c h r o m a t o g r a p h y  p a p e r  p r i o r  t o  i t s  u s e .  When 

d e v e l o p i n g  s o l v e n t s  w e r e  u s e d  t h a t  l e f t  t h e  p l a n t  m a t e r i a l s
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Fig. 12. Effects on germination of psyllium seeds 
produced by different zones of blank chromatograms developed 
simultaneously with the chromatograms used in the bioassay 
reported in figure 11. Values reported are the mean per
cent germination of four tests as compared to that of the 
control at the end of 24 hours (enclosed white) and 48 
hours (black).
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o f  i n t e r e s t  w i d e l y  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  f r o n t ,  no  p r i o r  w a s h 

i n g  o f  t h e  p a p e r s  was  n e c e s s a r y ,  a n d  t h e  p a p e r  i m p u r i t i e s  

w e r e  i g n o r e d .

S t i m u l a t i o n  o f  p s y l l i u m  s e e d  g e r m i n a t i o n  a f t e r  24 

h o u r s  i n c u b a t i o n  was e v i d e n t  b e t w e e n  R f s  0 . 2 - 0 . 3  on  t h e  

c h r o m a t o g r a m s  r e p r e s e n t e d  b y  f i g u r e  1 1 .  On o t h e r  c h r o m a t o 

g ram s  d e v e l o p e d  i n  t h e  same s o l v e n t  ( l AW) ,  t h e  z o n e  o f  s t i m 

u l a t i o n  a p p e a r e d  a s  h i g h  a s  R f  0 . 4 5 .  I t  i s  n o t  known w h e t h 

e r  o n l y  1  o r  s e v e r a l  s u b s t a n c e s  a r e  p r e s e n t  i n  t h i s  z o n e .

T h i s  z o n e  sh o w s  n o  r e a c t i o n  w i t h  p h e n o l i c  r e a g e n t s .

S t u d i e s  o n  t h e  I s o l a t i o n  a n d  I d e n t i f i c a t i o n  o f  C o m p o n e n t s
o f  t h e  E x t r a c t s

C h r o m a to g r a m s  w e r e  p r e p a r e d  f r o m  t h e  e x t r a c t s  o f  

c o l d  t r e a t e d  f r u i t s  p r e v i o u s l y  u s e d  ( f i g  1 1 ) ,  a n d  w e r e  d e 

v e l o p e d  i n  lAW. Two d i s t i n c t i v e  b a n d s  w e r e  p r e s e n t  o n  t h e s e  

c h r o m a t o g r a m s .  B o th  o f  t h e s e  z o n e s  f l u o r e s c e d  b l u e  w i t h  b o t h  

l o n g  a n d  s h o r t  w a v e l e n g t h  UV l i g h t ,  f l u o r e s c e d  a  b r i l l i a n t  

y e l l o w - g r e e n  when e x p o s e d  t o  am m onia  v a p o r s , a n d  g a v e  a  d a r k  

b l u e  c o l o r  w i t h  t h e  f e r r i c  c h l o r i d e - p o t a s s i u m  f e r r i c y a n i d e  

r e a g e n t  f o r  p h e n o l s .  T h e s e  d a t a  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  c o n s t i t 

u e n t s  o f  t h e  tw o  b a n d s  w e r e  i s o m e r s  o f  c h l o r o g e n i c  a c i d .

T h e s e  b a n d s  ( r e f e r r e d  t o  a s  b a n d  "A" a n d  b a n d  " B" )  

w e r e  c u t  f r o m  t h e  c h r o m a t o g r a m s  a n d  s e p a r a t e l y  e x t r a c t e d  f r o m  

t h e  p a p e r .  The e x t r a c t s  w e r e  r e d u c e d  t o  d r y n e s s ,  t a k e n  up  

i n  a b s o l u t e  m e t h a n o l ,  a n d  s p o t t e d  on o t h e r  p a p e r  s t r i p s  f o r  

f u r t h e r  c h r o m a t o g r a p h y  i n  BAW, lAW, a n d  6 % a c e t i c  a c i d .



T a b l e  I I .  C o m p a r i s o n  o f  known r e f e r e n c e  com pounds  w i t h  tw o  com pounds  
i s o l a t e d  f r o m  e x t r a c t s  o f  c o l d  t r e a t e d  s u n f l o w e r  f r u i t s .

R f  v a l u e s F l u o r e s c e n c e  (UV) R e a c t i o n s  w i t h  s t a n d a r d

Compound I  AW
6 % A c e 
t i c  A c i d BAW

W i t h o u t
NH3

v a p o r

W i th
NH3

v a p o r
H o e p f n e r ' s

P e C l 3 -
K3 Fe(C N )g

F a s t
B o r d e a u x
BD

C h l o r o g e n i c
a c i d

0 .56 0 . 6 5 , 0 . 7 8 0 . 6 0 I t  b l u e b r i l  YG + ( r e d -  
p i n k )

dk  b l u e b r i l  Y

Band "A" 0 . 5 4 0 . 5 9 ,  — 0 . 5 9 I t  b l u e b r i l  YG + ( r e d -  
p i n k )

dk b l u e b r i l  Y

Band "B" 0 .70 0 . 2 1 , 0  . 30 0 . 7 3 I t  b l u e b r i l  YG + ( r e d -  
p i n k )

dk b l u e b r i l  Y

I s o c h l o r o -  
g e n i c  a c i d

0 . 7 0 0 . 1 7 , 0 . 3 3 0 . 7 3 I t  b l u e b r i l  YG + ( r e d -  
p i n k )

dk b l u e b r i l  Y

A b b r e v i a t i o n s  u s e d  i n  t h e  t a b l e  a r e :  b r i l  -  b r i l l i a n t ,  dk  -  d a r k .  I t  -  l i g h t ,
Y -  y e l l o w ,  YG -  y e l l o w - g r e e n

Wcn
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C h l o r o g e n i c  a n d  i s o c h l o r o g e n i c ^  a c i d s  w e r e  s p o t t e d  on  t h e s e  

sam e p a p e r s  a n d  d e v e l o p e d  i n  t h e s e  s o l v e n t s  a s  r e f e r e n c e  

s t a n d a r d s . The tw o  unknown s u b s t a n c e s  f r o m  t h e  c o l d  t r e a t e d  

f r u i t s  g a v e  Rf  v a l u e s  c o m p a r a b l e  t o  t h o s e  o f  t h e  r e f e r e n c e  

co m p o u n d s  ( t a b l e  I I ) ,  a n d  b o t h  r e a c t e d  p o s i t i v e l y  t o  H o e p f 

n e r  ' s  r e a g e n t ,  w h i c h  was r e p o r t e d  t o  b e  s p e c i f i c  f o r  t h e  i s o 

m e r s  o f  c h l o r o g e n i c  a c i d  ( 3 3 ) .  Thus  b a n d  "A" a n d  b a n d  "B" 

a r e  a p p a r e n t l y  t h e  same a s  t h e  c o m m e r c i a l  p r e p a r a t i o n s  o f  

c h l o r o g e n i c  a n d  i s o c h l o r o g e n i c  a c i d s ,  r e s p e c t i v e l y .  C h l o r o 

g e n i c  a c i d  h a s  b e e n  known t o  be  3 - 0 - c a f f e o y l - D - q u i n i c  a c i d  

f o r  s e v e r a l  y e a r s .  R e c e n t l y ,  i s o c h l o r o g e n i c  a c i d  was shown 

t o  b e  a  m i x t u r e  o f  2 ( 1 6 )  o r  3 ( 3 8 )  d i c a f f e o y l  d e p s i d e s  o f  

Q u i n i c  a c i d .  One o f  t h e s e  h a s  b e e n  i d e n t i f i e d  t e n t a t i v e l y  

a s  3 , 5 - 0 - d i c a f f e o y l - D - q u i n i c  a c i d  ( 1 8 ) .

The i d e n t i t i e s  o f  t h e s e  2 b a n d s  w i t h  c o m m e r c i a l  

c h l o r o g e n i c  a n d  i s o c h l o r o g e n i c  a c i d s  w e r e  f u r t h e r  c o n f i r m e d  

by  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  p r o d u c t s  o f  t h e i r  a l k a l i n e  h y d r o l y s i s .  

The e t h e r  s o l u b l e  a n d  e t h e r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n s  o f  t h e  a c i 

d i f i e d  h y d r o l y s a t e s  w e r e  s p o t t e d  on  c h r o m a t o g r a p h y  p a p e r  

a l o n g  w i t h  c a f f e i c  a n d  D - q u i n i c  a c i d s  a s  r e f e r e n c e  c o m p o u n d s . 

The c h r o m a t o g r a m s  w e r e  d e v e l o p e d  i n  lAW a n d  7% a c e t i c  a c i d ,  

a n d  g a v e  g o o d  a g r e e m e n t  b e t w e e n  t h e  R f ' s  o f  t h e  h y d r o l y s i s  

p r o d u c t s  a n d  t h o s e  o f  c a f f e i c  a n d  q u i n i c  a c i d  ( t a b l e  I I I ) .

^T he  known i s o c h l o r o g e n i c  a c i d  u s e d  i n  t h e  e a r l y  
s t u d i e s  was  s u p p l i e d  t h r o u g h  t h e  c o u r t e s y  o f  D r .  E ,  L.  R i c e  
o f  t h e  U n i v e r s i t y  o f  O k la h o m a .  The i s o c h l o r o g e n i c  a c i d  u s e d  
i n  l a t e r  s t u d i e s  was a  c o m m e r c i a l  p r e p a r a t i o n  f r o m  Mann.



T a b l e  I I I .  C o m p a r i s o n  o f  r e f e r e n c e  com pounds  w i t h  t h e  h y d r o l y s i s  p r o d u c t s  
o f  c h l o r o g e n i c  a c i d  ( b a n d  "A ")  a n d  i s o c h l o r o g e n i c  a c i d  ( b a n d  " B ")  i s o l a t e d  f r o m  
s u n f l o w e r  f r u i t s .

Compound Rf v a l u e s on  s e s  2 0 4 3 - b UV F l u o r e s c e n c e Q u i n i c  a c i d
lAW 6 % A c e t i c W i t h o u t

NH3
W ith
NH3

t e s t

C a f f e i c  a c i d 0 . 8 2 0 . 3 5 b l u e I t  b l u e

Q u i n i c  a c i d  

H y d r o l y s i s  p r o d u c t s

0 .30 0 . 9 6 y e l l o w

A c i d i c  f r a c t i o n  o f  "A" 
( e t h e r  s o l u b l e s )

0 . 8 0 0 . 3 4 b l u e I t  b l u e

W a t e r  f r a c t i o n  o f  "A" 
( e t h e r  i n s o l u b l e s )

0 . 2 8 0 . 9 6 ------ ------ y e l l o w

A c i d i c  f r a c t i o n  o f  "B" 
( e t h e r  s o l u b l e s )

0 , 8 4 0 . 3 4 b l u e I t  b l u e

W a t e r  f r a c t i o n  o f  "B" 
( e t h e r  i n s o l u b l e s )

0 . 3 0 0 .96 ------- — y e l l o w

CO
00
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C h r o m a t o g r a p h y  o f  c h l o r o g e n i c  a c i d  a n d  o t h e r  s i m i l a r  

s u b s t a n c e s  i n  p r e d o m i n a n t l y  a q u e o u s  a c i d i c  s o l v e n t s  s e p a r a t e s  

t h e  c i s  a n d  t r a n s  f o r m s  o f  t h e s e  com pounds  ( 3 8 ) ,  When c h r o 

m a t o g r a p h e d  i n  6% a c e t i c  a c i d ,  c h l o r o g e n i c  a c i d  i n  t h e  p l a n t  

e x t r a c t s  p r o d u c e d  o n l y  1 b a n d  w h i c h  c o i n c i d e d  w i t h  t h e  b a n d  

h a v i n g  t h e  l o w e r  Rf  ( t r a n s  f o r m )  f r o m  r e f e r e n c e  c h l o r o g e n i c  

a c i d .  H o w e v e r ,  i s o c h l o r o g e n i c  a c i d  p r o d u c e d  2 d i s t i n c t  b a n d s  

when c h r o m a t o g r a p h e d  i n  t h i s  s o l v e n t  s y s t e m s , T h e s e  2 b a n d s  

c o i n c i d e d  w i t h  t h o s e  p r o d u c e d  b y  t h e  r e f e r e n c e  i s o c h l o r o g e n i c  

a c i d .

W h i l e  c h l o r o g e n i c  a n d  i s o c h l o r o g e n i c  a c i d s  w e r e  b o t h  

p r e s e n t  i n  t h e  e x t r a c t s  f r o m  s t r a t i f i e d  f r u i t s  o f  t h e  n a t i v e  

s u n f l o w e r ,  n e i t h e r  c o u l d  b e  d e t e c t e d  on  c h r o m a t o g r a m s  p r e 

p a r e d  f r o m  e q u i v a l e n t  q u a n t i t i e s  o f  e x t r a c t s  f r o m  d r y  f r u i t s .  

The t i m e  a n d  s e q u e n c e  o f  a p p e a r a n c e  o f  t h e s e  a c i d s  d u r i n g  

t h e  b r e a k i n g  o f  d o rm a n c y  w as  s t u d i e d  i n  a  s e r i e s  o f  e x t r a c t s  

f r o m  t h e  f r u i t s .  The f r u i t s  w e r e  e x t r a c t e d  w i t h  95% e t h a n o l  

i n  t h e  S o x h l e t  a p p a r a t u s .  T hey  w e r e  e x t r a c t e d  d r y ;  a f t e r  

2 4 ,  4 8 ,  a n d  72 h o u r s  o f  i m b i b i t i o n ;  a n d  a f t e r  1 ,  2 ,  4 ,  8 ,  1 6 ,  

an d  32 d a y s  o f  s t r a t i f i c a t i o n  a t  2 - 5 °  f o l l o w i n g  i n i t i a l  i m 

b i b i t i o n  f o r  72 h o u r s  a t  2 5 ° ,  D i a g r a m s  o f  t h e  c h r o m a t o g r a m s  

p r e p a r e d  f r o m  t h e s e  e x t r a c t s  (lAW s o l v e n t )  a r e  shown i n  f i 

g u r e  1 3 a , b .  The f l u o r e s c e n t  c o l o r  o f  e a c h  b a n d  i s  i n d i c a t e d  

on  t h e  d i a g r a m  o f  t h e  c h r o m a t o g r a m  on w h i c h  i t  f i r s t  a p 

p e a r e d .  A r r o w s  c o n n e c t  e q u i v a l e n t  b a n d s  on t h e  d i a g r a m s .

C h l o r o g e n i c  a c i d  a p p e a r e d  f i r s t .  I t  was n o t  f o u n d
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i n  e x t r a c t s  o f  d r y  f r u i t s ,  n o r  i n  e x t r a c t s  o f  f r u i t s  a t  d i f 

f e r e n t  i m b i b i t i o n  s t a g e s ,  b u t  a p p e a r e d  b e t w e e n  4 8 a n d  96 

h o u r s  a f t e r  b e g i n n i n g  s t r a t i f i c a t i o n .  I t  i s  i d e n t i f i e d  i n  

f i g u r e  13b  a s  t h e  b r i g h t  b l u e  b a n d  b e t w e e n  R f ' s  0 . 5 1  a n d  0 . 6 1 .  

I s o c h l o r o g e n i c  a c i d  a p p e a r e d  b e t w e e n  16 a n d  32 d a y s  a f t e r  b e 

g i n n i n g  s t r a t i f i c a t i o n .  I t  i s  r e p r e s e n t e d  a s  t h e  l i g h t  b l u e  

b a n d  b e t w e e n  R f ' s  0 , 6  3 a n d  0 . 7 6  on  t h e  d i a g r a m  o f  t h e  c h r o 

m a t o g r a m  p r e p a r e d  f r o m  e x t r a c t s  o f  f r u i t s  r e c e i v i n g  32 d a y s  

s t r a t i f i c a t i o n .  A f t e r  i t  a p p e a r s ,  i s o c h l o r o g e n i c  a c i d  a p 

p a r e n t l y  b e c o m e s  t h e  p r e d o m i n a n t  i s o m e r  i n  t h e  n o n - d o r m a n t  

( s t r a t i f i e d )  f r u i t s .  The g e r m i n a t i o n  i n h i b i t o r  p r e s e n t  i n  

t h e s e  f r u i t s  i s  r e p r e s e n t e d  a s  t h e  d a r k  v i o l e t  b a n d  b e t w e e n  

R f ' s  0 . 8  a n d  0 . 9  o n  t h e s e  d i a g r a m s .  I t  i s  w i d e l y  s e p a r a t e d  

f r o m  e i t h e r  c h l o r o g e n i c  o r  i s o c h l o r o g e n i c  a c i d  on  c h r o m a t o 

g ra m s  d e v e l o p e d  w i t h  lAW,

F r u i t s  o f  t h e  d o m e s t i c  v a r i e t y  " R u s s i a n  Mammoth" 

w e r e  a l s o  e x a m i n e d  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  c h l o r o g e n i c  a n d  i s o 

c h l o r o g e n i c  a c i d s .  S o x h l e t  e x t r a c t s  (95% e t h a n o l )  w e r e  

made f r o m  d r y  f r u i t s ,  a n d  f r o m  f r u i t s  w h i c h  h a d  i m b i b e d  f o r  

2 4 ,  4 8 ,  a n d  96 h o u r s .  D ia g r a m s  o f  c h r o m a t o g r a m s  p r e p a r e d  

f r o m  t h e s e  e x t r a c t s  a r e  shown i n  f i g u r e  1 4 .  T h e s e  c h r o m a t o 

g ram s  w e r e  r u n  i n  lAW. C h l o r o g e n i c  a c i d  a g a i n  was d e t e c t e d  

f i r s t ,  a p p e a r i n g  d u r i n g  t h e  f i r s t  24 h o u r s  o f  i m b i b i t i o n  i n  

t h e s e  n o n - d o r m a n t  f r u i t s .  I s o c h l o r o g e n i c  a c i d  a p p e a r e d  b e 

t w e e n  24 a n d  4 8 h o u r s  a f t e r  b e g i n n i n g  i m b i b i t i o n .  From t h e  

Rf  v a l u e s ,  w i d t h ,  a n d  i n t e n s i t y  o f  t h e  f l u o r e s c e n c e  o f  t h e
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b a n d s  o f  c h l o r o g e n i c  a n d  i s o c h l o r o g e n i c  a c i d  on  c h r o m a t o g r a m s  

p r e p a r e d  f r o m  e x t r a c t s  o f  f r u i t s  i m b i b e d  96 h o u r s ,  i s o c h l o 

r o g e n i c  a c i d  b e ca m e  t h e  p r e d o m i n a n t  i s o m e r  i n  t h e  d o m e s t i c  

s u n f l o w e r  a l s o .

A m a t e r i a l  w h i c h  r e a c t s  w i t h  E h r l i c h ' s  R e a g e n t  ( i n 

d o l e  t e s t )  a p p e a r e d  i n  t h e  f r u i t s  o f  t h e  n a t i v e  s u n f l o w e r  

d u r i n g  c o l d  t r e a t m e n t ,  a n d  i n  t h e  f r u i t s  o f  t h e  d o m e s t i c  v a 

r i e t y  d u r i n g  i m b i b i t i o n .  The E h r l i c h  p o s i t i v e  m a t e r i a l  show ed  

t h e  sam e Rf  i n  lAW ( 0 . 8 8 )  a n d  BAW ( 0 . 9 0 )  a s  d i d  lAA b u t  r e 

a c t e d  i n  t h i s  t e s t  more  s l o w l y  t h a n  d i d  lAA.

A l m o s t  a l l  o f  t h e  f l u o r e s c e n t  b a n d s  p r e s e n t  on  t h e  

c h r o m a t o g r a m s  d i a g r a m m e d  i n  f i g u r e s  13 a n d  14 r e a c t e d  w i t h  

t h e  f e r r i c  c h l o r i d e - p o t a s s i u m  f e r r i c y a n i d e  r e a g e n t  a n d  w i t h  

d i a z o t i z e d  r e a g e n t s ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e y  a r e  p h e n o l i c  com

p o u n d s .  The p r e s e n c e  o f  p h e n o l i c  co m p o u n d s  o t h e r  t h a n  c h l o 

r o g e n i c  a c i d  h a s  b e e n  r e p o r t e d  i n  t h e  s t e m ,  l e a v e s ,  o r  r o o t s  

o f  n o r m a l  s u n f l o w e r  p l a n t s .  T h e s e  i n c l u d e  c a f f e i c  a c i d  ( f i g  

1 5 - C )  ( 2 2 ,  4 4 ) ;  p - h y d r o x y b e n z o i c  a c i d ,  p - c o u m a r i c  a c i d  ( f i g  

1 5 - D ) , f e r u l i c  a c i d  ( f i g  1 5 - G ) ,  a n d  s a l i c y l i c  a c i d  ( 2 2 ) ;  n e o -  

c h l o r o g e n i c  a c i d  ( 5 3 ) ;  s c o p o l i n  ( 7 ,  5 2 ,  4 4 ) ;  a n d  i s o c h l o r o 

g e n i c  a n d  3 - 0 - f e r u l o y l - D - q u i n i c  a c i d s  ( D r .  A. Zane  a n d  D r .

S .  H. W e n d e r -  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .  O n ly  c h l o r o g e n i c  

a n d  i s o c h l o r o g e n i c  a c i d s  h a v e  b e e n  d e f i n i t e l y  i d e n t i f i e d  i n  

t h i s  s t u d y .
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CHAPTER IV 

DISCUSSION

Ruge ( 3 5 )  r e p o r t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  a  g e r m i n a t i o n  i n 

h i b i t i n g  a n d  a  g e r m i n a t i o n  s t i m u l a t i n g  m a t e r i a l  i n  a  b l a c k  

s e e d e d  v a r i e t y  o f  H e l i a n t h u s  a n n u u s  L» I d e n t i f i c a t i o n s  w e re  

n o t  made b u t  t h e  com pounds  w e r e  p r o p o s e d  t o  b e  c y a n o g e n i c  g l y 

c o s i d e s  a n d  t h i o c y a n a t e s , r e s p e c t i v e l y .  Kôves  a n d  V a r g a  ( 2 2 )  

i s o l a t e d  i n h i b i t o r s  f r o m  t h e  p e r i c a r p s  o f  s u n f l o w e r  f r u i t s  

( n o  v a r i e t y  s p e c i f i e d )  a n d  i d e n t i f i e d  t h e m  a s  p h e n o l i c  a c i d s .  

The p r e s e n t  s t u d y  c o n f i r m s  t h e  p r e s e n c e  o f  g e r m i n a t i o n  i n h i b i 

t i n g  s u b s t a n c e s  i n  t h e  d r y  f r u i t s  o f  b o t h  t h e  d o m e s t i c  v a r i 

e t y  " R u s s i a n  Mammoth" a n d  t h e  n a t i v e  v a r i e t y  o f  H e l i a n t h u s  

a n n u u s  L.  The i n h i b i t o r s  ( o n e  o r  m o r e )  w e r e  n o t  f o u n d  t o  

b e  c y a n o g e n i c  g l y c o s i d e s ,  b u t  w e r e  p h e n o l i c  i n  n a t u r e .  The 

s p e c i f i c  i d e n t i t y  o f  t h e s e  s u b s t a n c e s  was n o t  d e t e r m i n e d ,  

b u t  c h r o m a t o g r a p h i c  s t u d i e s  showed  t h a t  t h e  i n h i b i t o r s  w e r e  

a p p a r e n t l y  t h e  same i n  t h e  tw o  v a r i e t i e s ,

The  i n h i b i t o r  c o n t e n t  o f  d o r m a n t  p o t a t o  t u b e r s  ( 1 8 ) ,  

d o r m a n t  b u d s  ( 2 ,  1 9 ) ,  a n d  d o r m a n t  a p p l e  s e e d s  ( 2 6 )  h a s  b e e n  

r e p o r t e d  t o  d e c l i n e  a t  t h e  t e r m i n a t i o n  o f  d o rm a n c y  o r  d u r 

i n g  s t r a t i f i c a t i o n  o f  t h e  s e e d s .  I n  F r a x i n u s  e x c e l s i o r  L.
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(5 0) t h e  i n h i b i t o r  c o n t e n t  d i d  n o t  d e c l i n e  d u r i n g  s t r a t i f i 

c a t i o n .  I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  n o  d e c r e a s e  i n  t h e  i n h i b i t o r  

c o n t e n t  was o b s e r v e d .  I n s t e a d ,  t h e r e  was  an  i n c r e a s e  i n  t h e  

t o t a l  i n h i b i t o r  c o n t e n t  o f  w a t e r  l e a c h a t e s  f r o m  c o l d  t r e a t e d  

f r u i t s ,  a n d  a l s o  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  a c i d i t y  o f  t h e  e x t r a c t s .

A g e r m i n a t i o n  s t i m u l a t o r  a p p e a r e d  d u r i n g  c o l d  t r e a t m e n t  a s  

was  r e p o r t e d  f o r  s u n f l o w e r  ( 3 5 ) ,  a p p l e  ( 2 6 ) ,  a n d  a s h  ( 5 0 )  

s e e d s .  L i k e  i n  t h e  a p p l e  ( 2 6 ) ,  b u t  u n l i k e  t h e  a s h  ( 5 0 ) ,  t h i s  

s t i m u l a t o r  c o u l d  n o t  b e  r e p l a c e d  by  t h i o u r e a .  GA was f o u n d  

t o  s t i m u l a t e  g e r m i n a t i o n  i n  n o n - s t r a t i f i e d  s u n f l o w e r  f r u i t s .

G e r m i n a t i o n  d i d  n o t  i n c r e a s e  i n  t h e  n a t i v e  s u n f l o w e r  

f r u i t s  a s  a  r e s u l t  o f  l e a c h i n g .  T h i s  a p p a r e n t  l a c k  o f  c o n 

t r o l  o v e r  g e r m i n a t i o n  i n  t h e  s u n f l o w e r  a n d  t h e  i n c r e a s e  i n  

t h e  i n h i b i t o r  c o n t e n t  d u r i n g  b r e a k i n g  o f  d o r m a n c y ,  s u g g e s t s  

t h a t  t h e  p h e n o l i c  i n h i b i t o r s  may h a v e  some o t h e r  f u n c t i o n  i n  

t h e  f r u i t s .  I t  w as  n o t i c e d  i n  t h e  p s y l l i u m  s e e d  b i o a s s a y s  

a n d  i n  g e r m i n a t i o n  t e s t s  w i t h  s u n f l o w e r  e m b r y o s  t h a t  w h e n 

e v e r  t h e  i n h i b i t o r  was p r e s e n t ,  a t t a c k  a n d  d e c o m p o s i t i o n  o f  

t h e  s e e d s  a n d  e m b r y o s  b y  b a c t e r i a  a n d  m o l d s  w e r e  r e t a r d e d .  

T h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e  i n h i b i t o r  may h a v e  a  p o s i t i v e  s u r v i 

v a l  V c I u e  t h r o u g h  p r o t e c t i o n  o f  t h e  e m b r y o s  o r  y o u n g  s e e d 

l i n g s  a g a i n s t  m i c r o b i a l  d e s t r u c t i o n .  F e r e n c z y  ( 9 )  r e p o r t e d  

a n t i b a c t e r i a l  a c t i v i t y  i n  t h e  s e e d s  o r  f r u i t s  o f  52 s p e c i e s  

w h i c h  d i d  n o t  i n c l u d e  t h e  s u n f l o w e r .  R i c e  ( 3 2 )  r e c e n t l y  

r e p o r t e d  t h a t  c h l o r o g e n i c  an d  i s o c h l o r o g e n i c  a c i d s ,  w h i c h  

w e r e  i s o l a t e d  f r o m  t h e  l e a v e s  o f  t h e  s u n f l o w e r ,  a r e  e f f e c t i v e
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i n h i b i t o r s  o f  t h e  n i t r o g e n - f i x i n g  a n d  n i t r i f y i n g  b a c t e r i a .  

H o w e v e r ,  t h e  s e e d  g e r m i n a t i o n  i n h i b i t o r  e x t r a c t e d  f r o m  s u n 

f l o w e r  f r u i t s  i s  n o t  c h l o r o g e n i c  o r  i s o c h l o r o g e n i c  a c i d s .

I n  t h e  c r u d e  w a t e r  l e a c h a t e s , t h e s e  co m p o u n d s  may e x e r t  

a n t i b a c t e r i a l  a c t i v i t y  o r  e n h a n c e  t h e  a n t i b a c t e r i a l  a c t i v i 

t y  o f  t h e  a c t u a l  g e r m i n a t i o n  i n h i b i t o r ;  b u t  on  c h r o m a t o g r a m s  

t h e  g e r m i n a t i o n  i n h i b i t o r  i s  w i d e l y  s e p a r a t e d  f r o m  t h e s e  

a c i d s .

I t  h a s  b e e n  shown t h a t  p o d  t i s s u e  o f  t h e  b e a n  c o n 

t a i n s  no  i n h i b i t o r  d u r i n g  e a r l y  d e v e l o p m e n t ;  b u t  a s  f u r t h e r  

d e v e l o p m e n t  t a k e s  p l a c e ,  i n h i b i t o r s  a p p e a r  a n d  c o n t i n u e  t o  

i n c r e a s e  t h r o u g h o u t  t h e  m a t u r a t i o n  p r o c e s s  ( 4 9 ) .  L i k e w i s e ,  

t h e  t i s s u e s  s u r r o u n d i n g  t h e  e m b ry o  o f  t h e  a p p l e  s e e d  c o n 

t a i n  m ore  i n h i b i t o r s  a t  m a t u r i t y  t h a n  d o e s  t h e  e m b ry o  ( 2 6 ) .

I n  t h i s  s t u d y  t h e  g e r m i n a t i o n  i n h i b i t o r  was shown t o  b e  p r o 

d u c e d  i n  t h e  e m b r y o  a n d  a p p a r e n t l y  t r a n s l o c a t e d  i n t o  t h e  

p e r i c a r p  d u r i n g  t h e  m a t u r a t i o n  a n d  d r y i n g  o f  t h e  f r u i t .

F o l l o w i n g  e x c i s i o n  f r o m  t h e  p e r i c a r p ,  d o r m a n t  n a t i v e  

s u n f l o w e r  e m b r y o s  w e r e  o b s e r v e d  t o  u n d e r g o  l i m i t e d  d e v e l o p 

m en t  when p l a c e d  i n  c o n d i t i o n s  s u i t a b l e  f o r  g e r m i n a t i o n .

T h i s  d e v e l o p m e n t  c o n s i s t e d  o f  a  g e o t r o p i c  c u r v a t u r e  i n  t h e  

t i p  o f  t h e  r a d i c l e ,  a n d  i f  t h e y  w e r e  e x p o s e d  t o  l i g h t ,  f o r m a 

t i o n  o f  c h l o r o p h y l l  a n d  s p r e a d i n g  a p a r t  o f  t h e  c o t y l e d o n s .

The sam e t y p e  o f  b e h a v i o r  h a s  a p p a r e n t l y  b e e n  o b s e r v e d  i n  

a p p l e  ( 2 6 )  a n d  i n  f r e s h l y  h a r v e s t e d  R u s s i a n  Mammoth s u n f l o w 

e r  f r u i t s  ( 5 1 ) .  T h e s e  s e e d l i n g s  a r e  n o t  d w a r f  i n  t h e  same
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s e n s e  a s  t h e  " p h y s i o l o g i c  d w a r f s "  i n  R h o d o t y p o s  ( 1 1 )  o r  i n  

p e a c h  ( 1 2 )  w h i c h  h a v e  t e l e s c o p e d  i n t e r n o d e s  a n d  a l m o s t  a  

r o s e t t e  a p p e a r a n c e .  I n  t h e  s u n f l o w e r ,  n o  e p i c o t y l  g r o w t h  

was  o b s e r v e d  i n  t h e s e  s e e d l i n g s  f r o m  d o r m a n t  e m b r y o s  a n d  

g r o w t h  see m s  t o  b e  a r r e s t e d  a t  t h e  c o t y l e d o n  s t a g e  o f  s e e d 

l i n g  d e v e l o p m e n t .

B i o a s s a y s  o f  b l a n k  c h r o m a t o g r a m s  r e v e a l e d  a n  i n h i b i 

t o r  z o n e  b e t w e e n  R f ’ s  0 . 9 - 1 . 0  t h a t  was  d u e  t o  i m p u r i t i e s  i n  

t h e  ScS 2 0 4 3 - b  p a p e r .  P r e v i o u s  w o r k e r s  u s i n g  t h i s  p a p e r  

h a v e  r e p o r t e d  i n h i b i t i o n  o f  g e r m i n a t i o n  i n  b i o a s s a y s  d u e  

t o  m a t e r i a l s  c h r o m a t o g r a p h i n g  a t  t h e  s o l v e n t  f r o n t  ( 1 0 ,  2 2 ,  

4 5 ,  4 6 ,  4 7 ,  4 8 ,  4 9 ) .  T h e s e  m a t e r i a l s  w e r e  d e s i g n a t e d  t h e  

"Omega i n h i b i t o r "  ( 1 0 )  a n d  w e r e  t h o u g h t  t o  b e  d u e  t o  t h e  e s 

s e n t i a l  o i l s  p r e s e n t  i n  t h e  p l a n t  e x t r a c t s .  S i n c e  t h e s e  p a 

p e r s  w e r e  n o t  r e p o r t e d  t o  h a v e  b e e n  w a s h e d  p r i o r  t o  c h r o m a 

t o g r a p h y  o f  t h e  e x t r a c t s , ^ i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  "Omega i n 

h i b i t o r "  r e p r e s e n t s  o n l y  t h e  i m p u r i t i e s  i n  t h e  c h r o m a t o g r a p h y  

p a p e r .

C h l o r o g e n i c  a c i d  h a s  b e e n  e a r l i e r  r e p o r t e d  i n  s e e d s  

a n d  c o a t s  ( 3 4 )  a n d  e m b r y o s  ( 3 1 )  o f  s u n f l o w e r  f r u i t s .  T h e s e  

r e p o r t s  w e r e  n o t  c o n f i r m e d  i n  t h i s  s t u d y  w i t h  d r y  f r u i t s  o f  

e i t h e r  t h e  d o m e s t i c  o r  t h e  n a t i v e  v a r i e t y .  H o w e v e r ,  c h l o r o 

g e n i c  a c i d  d i d  a p p e a r  i n  f r u i t s  o f  t h e  d o m e s t i c  v a r i e t y  d u r 

i n g  t h e  f i r s t  24 h o u r s  o f  i m b i b i t i o n ,  b u t  t h e  l e n g t h  o f  t i m e  

f o r  i t  t o  f i r s t  a p p e a r  i n  d e t e c t a b l e  q u a n t i t i e s  i s  s t i l l  u n 

k n o w n ,  C h l o r o g e n i c  a c i d  d i d  n o t  a p p e a r  d u r i n g  i m b i b i t i o n  i n
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t h e  n a t i v e  v a r i e t y ,  b u t  a p p e a r e d  o n l y  a f t e r  c o l d  t r e a t m e n t  

h a d  s t a r t e d .  I s o c h l o r o g e n i c  a c i d  was n o t  p r e s e n t  i n  t h e  

d r y  f r u i t s  o f  e i t h e r  v a r i e t y ,  b u t  a p p e a r e d  i n  b o t h  a f t e r  

c h l o r o g e n i c  a c i d  h a d  a p p e a r e d .  I n  t h e  d o m e s t i c  v a r i e t y ,  i t  

a p p e a r e d  b e t w e e n  24 a n d  4 8 h o u r s  a f t e r  i m b i b i t i o n  h a d  s t a r t 

e d .  I n  t h e  n a t i v e  v a r i e t y ,  i s o c h l o r o g e n i c  a c i d  a p p e a r e d  

b e t w e e n  t h e  1 6 t h  a n d  32n d  d a y s  o f  s t r a t i f i c a t i o n .

C h l o r o g e n i c  a n d  i s o c h l o r o g e n i c  a c i d s  a r e  o f  i n t e r 

e s t  b e c a u s e  o f  t h e i r  a p p e a r a n c e  d u r i n g  t h e  b r e a k i n g  o f  d o r 

mancy i n  f r u i t s  o f  t h e  n a t i v e  s u n f l o w e r .  I s o c h l o r o g e n i c  

a c i d ,  c h l o r o g e n i c  a c i d ,  o t h e r  i s o m e r s  o f  c h l o r o g e n i c  a c i d ,  

c a f f e i c  a c i d ,  a n d  o t h e r  3 , 4 - d i h y d r o x y  p h e n o l i c s  h a v e  b e e n  

r e p o r t e d  t o  b e  i n h i b i t o r s  o f  i n d o l e - 3 - a c e t i c  a c i d  o x i d a s e  

(lAA o x i d a s e )  i n  v i t r o  ( 1 3 ,  1 4 ,  1 5 ,  3 8 ) .  More r e c e n t l y ,  

c h l o r o g e n i c  a c i d  h a s  b e e n  shown t o  i n c r e a s e  t h e  a m o u n t  

o f  r e a d i l y  e x t r a c t a b l e  lAA ( 2 0 ,  3 0 ,  5 4 ) ,  p r o b a b l y  t h r o u g h  

i n  v i v o  i n h i b i t i o n  o f  lAA o x i d a s e  a c t i v i t y .

The a p p e a r a n c e  o f  a n  E h r l i c h  p o s i t i v e  m a t e r i a l  d u r 

i n g  c o l d  t r e a t m e n t  o f  t h e  d o r m a n t  f r u i t s  o f  t h e  s u n f l o w e r  

s u g g e s t s  t h a t  t h e  c h l o r o g e n i c  a c i d  a p p e a r i n g  d u r i n g  s t r a t i 

f i c a t i o n  may b e  a c t i n g  t o  i n h i b i t  lAA o x i d a s e .  I f  t h i s  i s  

t h e  c a s e ,  c o l d  t r e a t m e n t  o f  t h e s e  f r u i t s  may b r e a k  t h e i r  

d o rm a n c y  by  s t i m u l a t i n g  t h e  p r o d u c t i o n  ( o r  f a v o r i n g  a c c u m u 

l a t i o n )  o f  a  s u b s t a n c e  w h i c h  i n i t i a t e s  p r o d u c t i o n  o f  c h l o r o 

g e n i c  a c i d .  C h l o r o g e n i c  a c i d  t h e n  may i n h i b i t  l A A - o x i d a s e  

a n d  t h u s  a l l o w  lAA t o  a c c u m u l a t e .  W i th  t h e  i n c r e a s e  i n  lAA,
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g r o w t h  r e s u m e s  i n  t h e  e m b r y o .

C h l o r o g e n i c  a c i d  c o u l d  e v e n  b e  p r o d u c e d  f r o m  com

p o u n d s  t h a t  a r e  c o f a c t o r s  f o r  l A A - o x i d a s e .  p - C o u m a r i c  

a c i d  a n d  3 - 0 - p - c o u m a r o y l - D - q u i n i c  a c i d  ( f i g  15 D a n d  B r e 

s p e c t i v e l y )  h a v e  b e e n  shown t o  b e  v e r y  a c t i v e  c o f a c t o r s  ( 1 4 )  

o f  l A A - o x i d a s e  f r o m  t h e  p i n e a p p l e ,  a n d  h a v e  b e e n  shown t o  

b e  p r e c u r s o r s  o f  c h l o r o g e n i c  a c i d  ( 1 7 ,  2 5 ) .  O n ly  a  3 - h y d r o x 

y l  g r o u p  i s  d i f f e r e n t  i n  3 - 0 - p - c o u m a r o y l - D - q u i n i c  a n d  c h l o 

r o g e n i c  a c i d ,  a n d  t h e  h y d r o x y l a t i o n  r e a c t i o n  f o r m i n g  c h l o 

r o g e n i c  a c i d  may b e  r e v e r s i b l e  w i t h  p - c o u m a r o y l - q u i n i c  a c i d  

b e i n g  f o r m e d  f r o m  c h l o r o g e n i c  a c i d .  The r e g u l a t i o n  o f  g r o w t h  

may b e  c o n t r o l l e d  t h r o u g h  t h e  r a t i o  o f  c o f a c t o r  t o  i n h i b i t o r  

a n d  t h e  r e s u l t i n g  a c t i v a t i o n  o r  i n a c t i v a t i o n  o f  l A A - o x i d a s e .  

The p r e d o m i n a n t  f o r m  p r e s e n t  ( c o f a c t o r  o r  i n h i b i t o r )  may 

p o s s i b l y  b e  c o n t r o l l e d  b y  t h e  s t i m u l i  a l r e a d y  known t o  a f 

f e c t  t h e  p l a n t ,  s u c h  a s  l i g h t  q u a l i t y ,  t e m p e r a t u r e ,  a n d  d a y  

l e n g t h .

4 - H y d r o x y b e n z y l  a l c o h o l  ( f i g  15 E) a l s o  h a s  b e e n  

shown t o  b e  a  n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  c o f a c t o r  f o r  l A A - o x i d a s e  

f r o m  p e a s  ( 2 8 ) .  I t  no  l o n g e r  e x h i b i t s  c o f a c t o r  a c t i v i t y  

f o l l o w i n g  m é t h y l a t i o n  o f  t h e  h y d r o x y  g r o u p  ( f i g  15 F ) . I f  

t h e  a c t i v a t i o n - i n a c t i v a t i o n  m e c h a n i s m  p r o p o s e d  a b o v e  d o e s  

o p e r a t e  i n  v i v o ,  i t  may b e  t h e  r a t i o  o f  4 - m o n o h y d r o x y  t o  

3 , 4 - d i h y d r o x y  o r  4 - m e t h o x y  p h e n o l i c s  t h a t  i s  i m p o r t a n t  i n  

d e t e r m i n i n g  l A A - o x i d a s e  a c t i v i t y .



CHAPTER V 

SUMMARY

F r u i t s  o f  t h e  n a t i v e  v a r i e t y  o f  H e l i a n t h u s  a n n u u s  L. 

show e x t e n d e d  p e r i o d s  o f  d o r m a n c y .  L e a c h i n g  e x p e r i m e n t s  

h a v e  s h o w n  t h e  p r e s e n c e  o f  o n e  o r  more  i n h i b i t o r s  i n  t h e s e  

f r u i t s . The i n h i b i t o r s  w e r e  n o  l o n g e r  d e t e c t a b l e  i n  t h e  

l e a c h a t e  o b t a i n e d  a f t e r  36 h o u r s  o f  c o n t i n u o u s  l e a c h i n g .  

H o w e v e r ,  t h i s  l e a c h i n g  h a d  l i t t l e  p o s i t i v e  e f f e c t  on g e r m i 

n a t i o n  i n  t h e s e  f r u i t s . The e m b r y o s  f r o m  t h e s e  l e a c h e d  

f r u i t s  s h o w e d  l e s s e n e d  r e s i s t a n c e  t o  a t t a c k  a n d  d e c o m p o s i 

t i o n  b y  b a c t e r i a  a n d  m o l d s . The  i n h i b i t o r  was  f o u n d  t o  b e  

a c t i v e  a g a i n s t  o t h e r  s e e d s  a n d  a l s o  r e t a r d e d  t h e  d e c o m p o s i 

t i o n  o f  t h e s e  a s s a y  s e e d l i n g s  b y  b a c t e r i a  a n d  m o l d s .

The i n h i b i t o r  was  s o l u b l e  i n  m e t h a n o l ,  e t h a n o l ,  i s o 

p r o p a n o l ,  d i e t h y l  e t h e r ,  a n d  e t h y l  a c e t a t e ;  b u t  i t  was  i n 

s o l u b l e  i n  p e t r o l e u m  e t h e r .  I t  was  a c i d i c  a n d  w as  f o u n d  

t o  b e  a  p h e n o l i c  c o m p o u n d .  I t  d i d  n o t  f l u o r e s c e  u n d e r  UV 

l i g h t ,  b u t  d i d  ih o w  w eak  a b s o r p t i o n  u n d e r  s h o r t  UV, I t  

was  n o t  a  c y a n o g e n i c  g l y c o s i d e  a s  was p r e v i o u s l y  s u g g e s t e d .

The i n h i b i t o r  was a l s o  f o u n d  i n  f r u i t s  o f  t h e  d o 

m e s t i c  s u n f l o w e r ,  v a r i e t y  " R u s s i a n  Mammoth".  P a p e r  c h r o 

m a t o g r a p h y  h a s  shown t h a t  t h e  i n h i b i t o r s  i n  b o t h  t h e s e
52
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v a r i e t i e s  a r e  a p p a r e n t l y  t h e  s a m e .

Dormancy i n  t h e  f r u i t s  o f  t h e  n a t i v e  v a r i e t y  was n o t  

du e  t o  i m p e r m e a b i l i t y  o f  t h e  p e r i c a r p  o r  s e e d  c o a t  t o  w a t e r .  

H i g h  o x y g e n  c o n c e n t r a t i o n s  g a v e  n o  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  

g e r m i n a t i o n .  Dormancy was a t t r i b u t e d  t o  c o n d i t i o n s  w i t h i n  

t h e  e m b r y o  b e c a u s e  e x c i s e d  e m b r y o s  e i t h e r  f a i l e d  t o  g e r m i n a t e  

o r  s h o w e d  o n l y  l i m i t e d  d e v e l o p m e n t  c o n s i s t i n g  o f  a  s l i g h t  g e o 

t r o p i c  c u r v a t u r e  o f  t h e  r a d i c l e  a p e x .  I f  t h e  e m b r y o s  w e r e  e x 

p o s e d  t o  l i g h t ,  t h e  c o t y l e d o n s  s p r e a d  a p a r t  a n d  d e v e l o p e d  c h l o 

r o p h y l l ,  b u t  n o  e p i c o t y l  g r o w t h  was  o b s e r v e d  i n  t h e s e  e m b r y o s .

G i b b e r e l l i c  a c i d  s t i m u l a t e d  some g e r m i n a t i o n  a t  a l l  

c o n c e n t r a t i o n s  u s e d ,  b u t  500 a n d  1000  m i l l i g r a m s  p e r  l i t e r  c o n 

c e n t r a t i o n s  w e r e  t h e  m o s t  e f f e c t i v e .  Dormancy was b r o k e n  i n  

some f r u i t s  b y  a l t e r n a t i n g  t e m p e r a t u r e s  (8  h o u r s  a t  2 5 ° ,  16 

h o u r s  a t  1 5 ° ) ,  b u t  m o i s t  s t r a t i f i c a t i o n  a t  2 - 5 °  f o r  80 d a y s  

r e s u l t e d  i n  g e r m i n a t i o n  o f  100% o f  t h e  v i a b l e  f r u i t s .  The t o 

t a l  i n h i b i t o r  c o n t e n t  a n d  t h e  a c i d i t y  o f  t h e  e x t r a c t s  b o t h  i n 

c r e a s e d  d u r i n g  s t r a t i f i c a t i o n .  A s u b s t a n c e  t h a t  s t i m u l a t e d  

g e r m i n a t i o n  o f  p s y l l i u m  s e e d s  a p p e a r e d  d u r i n g  s t r a t i f i c a t i o n  

a l o n g  w i t h  a n  E h r l i c h  p o s i t i v e  m a t e r i a l .

C h l o r o g e n i c  a n d  i s o c h l o r o g e n i c  a c i d s  a p p e a r e d  i n  t h a t  

s e q u e n c e  d u r i n g  c o l d  t r e a t m e n t  o f  t h e  f r u i t s  o f  t h e  n a t i v e  

s u n f l o w e r  a n d  w e r e  i s o l a t e d  a n d  i d e n t i f i e d  b y  p a p e r  c h r o m a 

t o g r a p h y .  T h e s e  tw o  co m p o u n d s  a l s o  a p p e a r e d  i n  t h e  same s e 

q u e n c e  i n  f r u i t s  o f  t h e  d o m e s t i c  v a r i e t y  d u r i n g  i m b i b i t i o n .  

C o n t r a r y  t o  p r e v i o u s  r e p o r t s ,  c h l o r o g e n i c  a c i d  was n o t  f o u n d  

i n  d r y  f r u i t s  o f  e i t h e r  v a r i e t y .
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A g e r m i n a t i o n  i n h i b i t i n g  z o n e  p r e s e n t  on  c h r o m a t o 

g ra m s  a t  R f ' s  0 . 9 - 1 , 0  was f o u n d  t o  b e  an  i m p u r i t y  i n  t h e  

SgS 2 0 4 3 - b  p a p e r .
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