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ZIARNA ALEURONOWE

ALEURONE GRAINS

Struktury komorkowe, w ktorych odkladane sa biatka zapasowe nasion, nazy-
wa si¢ ziarnami aleuronowymi [4, 77, 108] albo cialami biatkowymi (ang. “protein
bodies™) [41, 117, 128]. Wystgpuja one w tkankach i organach spichrzowych (biel-
mo, liscienie), a takze w zarodkach ziarniakow i osiach zarodkowych nasion. Wielu
autorow stawia znak roéwno$ci pomigdzy pojeciami ,,ziarna aleuronowe” i ,ciala
biatkowe”. Taki poglad nie jest stuszny w odniesieniu do ziarniakéw zboz, ponie-
waz funkcje biatek warstwy aleuronowej bielma sa odmienne od funkcji biatek jego
czeici skrobiowej [91]. Ostatnio Sobolew i Zdanowa [115] proponujg, aby przy
stosowaniu terminologii bra¢ pod uwage przede wszystkim skfad chemiczny i po-
chodzenie danych struktur komorkowych. Sugeruja, aby dla wszystkich granulek
zawierajacych biatka zapasowe nasion roslin dwulisciennych, a takze warstwy
aleuronowej bielma ziarniakow traw zachowa¢ klasyczny termin ziarna aleuro-
nowe. Cialami bialkowymi natomiast powyzsi autorzy zalecaja okresla¢ podobne
utwory wystepujace w komorkach skrobiowej czgsci bielma.

Historia badan nad ziarnami aleuronowymi datuje si¢ od 1855 r., kiedy to
Hartig (cyt. wg [5]) po raz pierwszy opisal ich wyglad. Ziarna aleuronowe sa
sferyczne lub owalne [124, 7, 106, 47]. Srednica ich, w zaleznosci od gatunku rosli-
ny i tkanki w jakiej wystepuja, waha si¢ od 0,1 do 25 pm [94, 121]. Najczesciej wy-
miary ziaren aleuronowych mieszcza si¢ w zakresie od 1,5 do 8 um. Najwigksze
z nich wystepuja w nasionach roslin oleistych.

Obserwacje w mikroskopie elektronowym wskazuja, iz ziarna aleuronowe oto-
czone sa pojedyncza blona [124, 7, 86, 54, 103, 17, 27] lipidowo-biatkowa [46,
55, 78, 102, 123] o grubosci okoto 8—10 nm [28, 121]. Wnetrze ziaren aleurono-
wych wypelnia granularna albo homogenna biatkowa matriks, w ktorej moga
wystgpowac globoidy, krystaloidy, krysztaly szczawianu wapnia i inne struktury
[90, 7, 113].
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Pochodzenie ziaren aleuronowych

Pod koniec ubieglego stulecia przedstawiono poglad, ze bialka zapasowe na-
sion odktadane sa w wakuolach (Pfeffer 1872 oraz Liidtke 1890 cyt. wg [94]).
Dangeard oraz Guilliermond (cyt. wg [39]) udowodnili przez zastosowanie
przyzyciowego barwienia czerwieniag obojetna, iz w czasie dojrzewania nasion
w tkankach spichrzowych (bielmo i liScienie) i w zarodkach wakuole ulegaja
stopniowemu odwodnieniu, a nastepnie rozpadaja si¢ na szereg drobnych wakuol
i w koncu przeksztalcaja si¢ w ziarna aleuronowe.

Podzniej wysunieto hipoteze o plastydowym pochodzeniu ziaren aleuronowych
[79, 78], ktora w $wietle wspolczesnych badan jest nie do przyjecia. Ostateczne
rozstrzygnigcie sporu nastgpilo dopiero po przeprowadzeniu wnikliwych analiz
w mikroskopie elektronowym. Badania te calkowicie potwierdzily wyzej przed-
stawiona koncepcje Dangearda oraz Guilliermonda. Fakt wystgpowania pojedyn-
czej blony wokol ziarn aleuronowych przemawia za ich wakuolarnym pochodze-
niem.

Trzecia hipoteza odkladania bialek zapasowych w ziarniakach zboz zostala
zaproponowana w odniesieniu do cial biatlkowych. Khoo i Wolf [56] zaobser-
wowali, ze biatka zapasowe bielma skrobiowego ziarniakow kukurydzy syntety-
zowane na rybosomach zwiazanych z siateczka $Srodplazmatyczng sg bezposrednio
gromadzone w jej kawernach. Ta hipoteza zostala potwierdzona przez Larkinsa
i Hurkmana [68] w stosunku do cial biatkowych kukurydzy. W wyniku trans-
lacji prawdopodobnie syntetyzowane sa prekursory diuzsze o ,,peptyd sygnatowy”
od natywnych polipeptydow. Przypuszczalnie ta dodatkowa sekwencja ulatwia
transport polipeptydow przez blong siateczki $rodplazmatycznej [93].

Przebieg tworzenia si¢ ziaren aleuronowych jest w zasadzie podobny u roznych
roslin. Komorki lidcieni i bielma we wczesnych stadiach rozwoju nasion sa silnie
zwakuolizowane. PoZniej gromadza si¢ w nich biatka zapasowe [121]. Obserwo-
wano rozpad duzych wakuol wypelnionych biatkiem zapasowym na drobne ziarna
aleuronowe [30, 96, 42, 88, 57, 28, 110, 40, 38]. Za wakuolarnym pochodzeniem
ziaren aleuronowych przemawiaja réwniez wyniki badan wielu innych autoréw
(114, 12, 113, 74, 111, 83, 127, 34, 75, 45, 3].

Komorki liscieni bobu do 3 tygodni po zapyleniu pozostaja w stanie embrio-
nalnym. Migdzy 33 i 38 dniem po zapyleniu tworza si¢ w komorkach lidcieni ziarna
aleuronowe [83]. U grochu juz po 26 dniach Smith [109] zaobserwowal drobne
ziarna aleuronowe, ktore osiagaly swoj ostateczny rozmiar dopiero po 35 dniach.
Briarty i wsp. [28] oraz Payne i Boulter [92] wykazali, Zze bialka zapasowe
gromadza si¢ w ziarnach aleuronowych przed odwodnieniem nasion.

W przypadku powstawania ziaren aleuronowych ztozonych, najpierw poja-
wiaja si¢ w wakuolach globoidy [99, 114, 112, 113], wokdél ktérych odkiada sie
nastepnie biatko, ulegajace stopniowemu zageszczeniu. Trudniej rozpuszczalne
biatka o charakterze globulin krystalizuja, a bardziej rozpuszczalne albuminy two-
rza amorficzna warstwe na peryferiach wakuoli (Frey-Wyssling Miihlethaler 1968
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cyt. wg [112]). Proces powstawania ziaren aleuronowych jest jednak bardziej
skomplikowany i w znacznym stopniu nie wyjasniony [83].

Nastepnym zagadnieniem zwigzanym z tworzeniem si¢ ziaren aleuronowych
jest miejsce syntezy odktadanych w nich bialek. Briarty i wsp. [28], Larkins
i wsp. [67]. Bollini i Chrispeels [24], Piichel i wsp. [104], Bollini i wsp.
[25] oraz Hurkman i Beevers [53] udowodnili, Ze bialka zapasowe sa syntety-
zowane na rybosomach zwigzanych z siateczka $rodplazmatyczng, a nastgpnie
odkladane w ziarnach aleuronowych. Wystgpowanie ziarnistej siateczki Srodplaz-
matycznej wokol ziaren aleuronowych obserwowala Opik [87]. Udzial ziarnistej
siateczki $rodplazmatycznej w syntezie bialek zapasowych wykazano przez zasto-
sowanie autoradiografii [10], a takze za pomoca serologicznej identyfikacji pro-
duktow powstajacych in vitro w obecno$ci polisomow wyizolowanych z liscieni
bobu [82].

Bassiiner i wsp. [13, 14] oraz Miintz i wsp. [80] sugeruja, ze synteza i gro-
madzenie bialek zapasowych nasion zachodzi podobnie jak synteza i uwalnianie
biatek sekrecyjnych u zwierzat na zewnatrz komorek, zgodnie z hipoteza sygnato-
wa Blobela [21, 22]. Pierwotnym produktem translacji w przypadku legumin,
tj. bialek zapasowych grochu, jest biatko o masie czasteczkowej 60 000—65 000.
Po zsyntetyzowaniu jest ono transportowane z rybosoméw poprzez kanaly sia-
teczki $rodplazmatycznej do ziaren aleuronowych. Tam poddawane jest proteo-
litycznemu rozszezepieniu do kwasnych i zasadowych podjednostek i ostatecznie
formuje si¢ czasteczka legumin. Ten proces zachodzi 1—2 godzin po translacji
(36, 37]. Prekursorami wicylin wystepujacych w ziarnach aleuronowych grochu
sa przypuszczalnie cztery flanicuchy polipeptydowe o masach czasteczkowych
75 000, 70 000, 50 000 i 48 000 [35], ktére ulegaja w ciggu 6—20 godzin przemia-
nie do mniejszych taricuchow 34 000, 30 000, 25 000, 18 000, 14 000, 13 0001 12 000.
Nie wszystkie zsyntetyzowane polipeptydy wicylin sa modyfikowane. Dojrzale na-
siona grochu zawieraja rowniez znaczne ilosci polipeptydéw wicylin o masie cza-
steczkowej 75 000, 70 000 i 50 000 [37]. Wicyliny ulegaja glikozylacji [9] w kanalach
siateczki §rodplazmatycznej. Proces ten jednak nie jest warunkiem koniecznym do
transportu wicylin z kanatéw siateczki $rodplazmatycznej do ziaren aleuronowych
[37]. Podobne dane odnoénie do syntezy bialek zapasowych fasoli podaje Bollini
[23] oraz Bollini i wsp. [25, 26], a dla bobu Miintz i wsp. [80, 81].

Wielu autoréw obserwowalo znaczna aktywno$é¢ diktiosomdéw w okresie two-
rzenia si¢ ziaren aleuronowych [88, 56, 40, 48, 83, 19, 122]. Po zakoriczeniu formo-
wania si¢ ziaren aleuronowych struktury Golgiego nie wykazywaly aktywnosci
[83]. Interpretacja powyzszego faktu nie jest jednoznaczna. Prawdopodobnie w ros-
nacych komorkach podczas rozwoju nasion spetniaja one typowa rolg polegajaca
na syntezie i wydzielaniu roéznego rodzaju polisacharydow (oprocz celulozy) oraz
na zwigkszaniu powierzchni plazmalemmy [85, 43, 105]. Sugerowano rowniez
udzial diktiosoméw w tworzeniu ziaren aleuronowych, np. w glikozylacji biatek
zapasowych oraz w ich transporcie od migjsca syntezy (ziarnista siateczka $rod-
plazmatyczna) do miejsca magazynowania (ziarna aleuronowe) [121, 20]. Trans-
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port bialek zapasowych za posrednictwem diktiosomow jest kwestionowany [121].
Rola struktur Golgiego w procesie tworzenia ziaren aleuronowych nie zostala
ostatecznie wyjasniona [16].

Ziarna aleuronowe w procesie kielkowania nasion

Ziarna aleuronowe poza tym, ze sa miejscem gromadzenia i przechowywania
biatek zapasowych i soli mineralnych w nasionach, sa rowniez obszarem na terenie
ktérego odbywa si¢ mobilizacja tych zwiazkéw w procesie kielkowania. Produkty
hydrolizy bialek sa wykorzystywane przez rozwijajacy si¢ zarodek. Mechanizm ka-
tabolizmu bialek zapasowych nie zostal jeszcze calkowicie poznany [8].

Rozpad ziaren aleuronowych wigze si¢ ze stopniowym uwodnieniem nasion
[29, 31, 116], a takze z obecnoscia systemu enzymow hydrolitycznych wewnatrz
omawianych struktur komorkowych. Albuminy, tj. bialka rozpuszczalne w wodzie,
odznaczaja si¢ aktywnoécia hydrolaz [77]. Poux [96, 97] metodami cytochemicz-
nymi stwierdzita aktywnos$¢ fosfatazy kwasnej w ziarnach aleuronowych. Obser-
wacje te zostaly potwierdzone przez Yatsu i Jacksa [125], ktorzy wykryli w ziar-
nach aleuronowych liscieni nie skielkowanych nasion bawelny aktywnos$¢ fosfa-
tazy kwasnej i endopeptydaz (proteinazy: hydrolazy peptydylo-peptydow). Aktyw-
no$¢ obu tych enzyméw wykazano rowniez w wyizolowanych ziarnach aleurono-
wych z ziarniakow jeczmienia bedacych w stanie spoczynku [95]. Ponadto kwasna
endopeptydaz¢ o optimum pH 3,2 wykryto w ziarnach aleuronowych nasion ko-
nopi [6]. Angelo i wsp. [6] w centrum aktywnym tego enzymu nie stwierdzili
grup sulfhydrylowych ani seryny, wnioskujac, ze jest on podobny do katepsyny
D, enzymu wyst¢pujacego w lizosomach tkanek zwierzecych. Kwasna endopepty-
daze¢ z optimum przy pH 5,2 znaleziono takze w ziarnach aleuronowych slonecz-
nika [107]. W ziarnach aleuronowych wyki wykazano obecno$¢ endopeptydaz
o optimum pH 3,8 i 7,2 [65], Autorzy sugeruja, ze te dwa enzymy wystepuja wylacz-
nie w omawianych strukturach. Proteazy stwierdzono takze w ziarnach aleurono-
wych grochu [73, 58], dyni [1], sorga [2] i jeczmienia [76]. Po 3 dniach kietkowania,
kiedy rozpoczyna si¢ hydroliza rezerw biatkowych, w ziarnach aleuronowych zwig-
ksza sie aktywnos$¢ enzymow proteolitycznych [64]. W uruchamianiu bialek za-
pasowych podczas kielkowania uczestnicza endopeptydazy [33, 15, 98].

Degradacja globulin zachodzi u bobu w péZznym okresie kietkowania i jest ka-
talizowana przez kwasna endopeptydaz¢ tiolowa [72]. Zdaniem Chrispeelsa
i Boultera [33] oraz Nielsena i Lienera [84], pojawienie si¢ aktywnosci endo-
peptydaz typu sulfhydrylowego jest koniecznym, wstgpnym warunkiem kataboliz-
mu bialek zapasowych nasion, ktory towarzyszy kietkowaniu.

Wedlug niektorych autorow ziarna aleuronowe zawieraja takze takie enzymy
hydrolityczne jak lipazy, glukozydazy i amylazy, specyficzne wobec substratow wy-
stepujacych na zewnatrz tych struktur [73, 120, 89, 118, 64]. Za enzymatyczny wyz-
nacznik ziaren aleuronowych uwazana jest z-mannozydaza, poniewaz enzym ten
wystepuje wylacznie w ziarnach aleuronowych, przy czym jest w nich stale obecny
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[49, 15]. «-mannozydaza prawdopodobnie uczestniczy w trawieniu glikoprotein
zapasowych, a zwlaszcza o-konglutyn nasion Lupinus angustifolius [95].

Przebieg katabolizmu bialek zapasowych w ziarnach aleuronowych nie zostal
dokfadnie poznany [101]. Pierwsze obnizenie zawartosci globulin w ziarnach aleu-
ronowych grochu zaobserwowano po 3 dniach kietkowania nasion [59]. Bain
i Mercer [11] za pomoca metod cytochemicznych stwierdzili, Ze spadek zawartosci
bialek ziaren aleuronowych grochu rozpoczyna si¢ w drugim dniu kietkowania.
W tym czasie jednak omawiane struktury’sa wyraznie otoczone blona, ktora po-
zostaje widoczna do Osmego dnia kietkowania. Pusztai i wsp. [101] natomiast
podaja, ze w ziarnach aleuronowych fasoli po 4 dniach kietkowania nasion, aktyw-
noé¢ autolityczna jest bardzo niska; biatka zapasowe zlokalizowane w nich nie sa
jeszcze hydrolizowane. Lichtenfeld i wsp. [71] donosza, ze w nasionach bobu
degradacja bialek zapasowych zachodzi dopiero po 7 dniach kietkowania. Dane
te wskazuja, ze w nasionach roélin réznych gatunkow, a nawet odmian, bialka
zapasowe mobilizowane sa po réznym okresie kietkowania.

W ziarnach aleuronowych nasion ro$lin dwuliSciennych wystepuja glownie
globuliny, tj. bialka rozpuszczalne w rozcienczonych roztworach soli obojetnych.
Jesli chodzi o kolejno$é¢ hydrolizy dwoch gtownych sktadnikow globulin grochu,
to wykazano, ze wicyliny (7S) sa mobilizowane przed leguminami (11S) juz po 3
dniach kietkowania [59]. Hydroliza bialek nasion Cicer arietinum rowniez roz-
poczyna si¢ od komponentu 7S [66]. Ponadto wykazano, Zze podczas kietkowania
nasion grochu preferencyjnie degradowane sa cigzsze a-podjednostki legumin
o masie czgsteczkowej okolo 41 000. Lancuchy polipeptydowe % o masie czastecz-
kowej 21 000 nie sa trawione w ciagu 6 dni kietkowania [60, 62, 63]. Podobne dane
dla bobu otrzymali Lichtenfeld i wsp. [70, 72].

Natezenie i ukierunkowanie procesow katabolicznych jest bezposrednio uza-
leznione od aktywnosci enzymatycznej. W czasie kielkowania wzrasta aktywnos¢
enzymoéw hydrolitycznych w ziarnach aleuronowych, i to zaroéwno specyficznych
wobec substratow wystepujacych w ich wnetrzu jak i na zewnatrz. Wzrost aktyw-
nosci proteolitycznej w liscieniach kietkujacych nasion grochu w okresie urucha-
miania rezerw biatkowych stwierdzili Beevers i Splittstoesser [18 ] oraz Yomo
i Varner [126], u fasoli Chrispeels i Boulter [33], a u kozieradki pospolitej
Leung i wsp. [69]. Badania Konopskiej i Sakowskiego [64] wykazaly, ze
proteaza kwas$na jest zlokalizowana wewnatrz ziaren aleuronowych, podczas gdy
proteaza oboj¢tna na zewnatrz tych struktur. Prawdopodobnie ta ostatnia nie
uczestniczy w katabolizmie bialek zapasowych, a w kazdym razie nie w poczatko-
wym okresie tego procesu.

Nie wyjasniono dotychczas czy rozpad bialek zapasowych powoduja enzymy
autolityczne. Zgodnie z Szutowem i wsp. [119] bialka zapasowe kietkujacych
nasion Vicia sativa L. sa degradowane przez dwa rézne enzymy proteolityczne zlo-
kalizowane w ziarnach aleuronowych. Z izolowanych ziaren aleuronowych Pha-
seolus aureus Roxb. w wyniku autolizy uwalniane byly aminokwasy, jednak biatka
zapasowe nie byly degradowane [49]. Mobilizacja bialek zapasowych fasoli rozpo-
czela si¢ dopiero po uprzedniej syntezie endopeptydazy w cytoplazmie. Nastgpnie
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enzym ten byl transportowany w pecherzykach od ziarnistej siateczki $rodplazma-
tycznej do ziaren aleuronowych [32]. Podobnie Harris i wsp. [50] zaobserwowali,
Zze w czasie kietkowania nasion Vigna unguiculata w komorkach liScieni pojawiaja
si¢ liczne pecherzyki cytoplazmatyczne, ktore nastgpnie zlewaja si¢ z ziarnami
aleuronowymi. W okresie kietkowania widoczna jest réwniez dobrze rozwinigta
siateczka Srodplazmatyczna w sasiedztwie ziaren aleuronowych [87]. Przypuszczal-
nie niektére z enzymoéw hydrolitycznych, syntetyzowanych de novo w cytoplaz-
mie, przekazywane sa do ziaren aleuronowych za posrednictwem pgcherzykow cy-
toplazmatycznych obserwowanych przez Harrisa i wsp. [50]. Ponadto mozna
zaklada¢d, jak sugeruje Pusztai i wsp. [100], Ze zmiana przepuszczalno$ci blony
ziaren aleuronowych podczas wezesnych stadiow kietkowania nasion jest waznym
etapem mobilizacji bialek zapasowych. Brak jest natomiast dowodow, aby w trans-
porcie hydrolaz do omawianych struktur komoérkowych bral udzial mannozo-
-6-fosforan, jak to ma miejsce w przypadku lizosomow zwierzecych [44].

W ziarnach aleuronowych fasoli [74, 101, 103] i soi [52] wykryto inhibitor
trypsyny. Nie stwierdzono jednak powyZszego inhibitora w ziarnach aleuronowych
grochu [51, 61]. Funkcja inhibitora trypsyny, wystgpujacego w ziarnach aleurono-
wych niektorych gatunkow roslin, nie jest wyjasniona, a sugerowany udziat jego
w regulacji natezenia proteolizy w kielkujacych nasionach nie zostal udowodniony.

Chociaz wiedza na temat ziaren aleuronowych jest juz stosunkowo szeroka,
to stwierdzi¢ trzeba, Ze jest ona jeszcze bardzo fragmentaryczna. Stosunkowo dob-
rze poznano struktur¢ ziaren aleuronowych oraz ich sklad chemiczny. Znacznie
mniej wiadomo tak o ich biogenezie w czasie dojrzewania nasion, jak i o urucha-
mianiu zawartych w nich substancji zapasowych podczas kietkowania. Przyczyna
takiego stanu rzeczy sa bez watpienia trudnosci techniczne, zwiazane z uzyskaniem
czystych i stabilnych preparatow ziaren aleuronowych w trakcie ich tworzenia sig,
a nastgpnie w roznych etapach degradacji. Pokonanie tych trudno$ci jest kwestia
czasu, poniewaz zainteresowanie problemem znaczenia i funkcji ziaren aleurono-
wych w ostatnim okresie systematycznie wzrasta.
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