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Changes in the cell walls of wheat culms treated with 2-chloroethyl-trime-
thyl-ammonium chloride (CCC).

The influence of 2-chloroethyl-trimethyl-ammonium chloride (CCC) on the
content of various constituents of the cell wall of the wheat culms var. Eka
Nowa) was investigated. Chromatographic analysis of the polysaccharides
obtained from the cell wall of the wheat culms has been carried out. The
content of pectic substances (pectins and protopectins) in nodes and inter-
nodes of the wheat culms treated with CCC was determined.

WSTEP

Zjawisko odpornosci u roslin pozostaje w $cistym zwigzku z budowsg
i skladem chemicznym $cian komérkowych oraz protoplazmy (Alber-
sheim i wsp. 1969; Rubin i Arcichowska 1971). Liczne dane
literaturowe wskazujg na to, ze stosunek ilosciowy poszczegoélnych sklad-
nikéw, rodzaje wigzan chemicznych wystepujagcych miedzy nimi oraz
procesy biochemiczne zachodzace w $cianach komoérek roélinnych maja
duze znaczenie w mechanizmie odpornosci, a szczegdlnie odpornosci na
choroby (Wood 1960; Bateman 1966; Blaim 1968).

Budowa i sklad chemiczny $ciany komoérkowej ulega istotnym zmia-
nom podczas wzrostu i rozwoju roosliny; znaczne réznice wystepuja
rowniez w budowie $cian komoérkowych pomiedzy odmianami tego
samego gatunku (Nevins i wsp. 1968). Stosunek ilo$ciowy poszcze-
golnych skladnikéw zmienia si¢ pod wplywem nawozenia mineralnego,
stosowanych coraz czeSciej regulatoréw wzrostu roslin oraz innego typu
zwigzkéw chemicznych (Northcote 1958; Knypl 1971).



20 M. Przeszlakowska

Jednym =z najbardziej interesujacych objawow dzialania chlorku
chlorocholiny (CCC, antywylegacz) jest wzrost odpornodci pszenicy na
wyleganie (Listowski i Zebrowski 1967: Gora 1967), susze
(Planti Halevy 1966; Listowskii Zebrowski 1967; Uskow
i Pjatig in 1969); a takze niektére choroby i szkodniki (G 6ra 1967).

,Celem pracy bylo zbadanie wplywu chlorku chlorocholiny (CCC) na
sktad chemiczny $cian komorkowych zdzbla pszenicy. Obiektem badan
byla pszenica ‘Eka Nowa’. Odmiana ta jest bardzo wrazliwa na dzia-
lanie wspomnianego preparatu i, reaguje duzym skroceniem zdzbla
(rednio o 23%) oraz zwiekszong odpornoscia na niesprzyjajace warunki
srodowiska (Listowski i Zebrowski 1967).

MATERIAL I METODY BADAN

Material do badan stanowily zdzbla pszenicy, odmiany ‘Eka Nowa’,
zebrane w fazie kwitnienia (26 VI 1970 r.) metoda losowa z poletek do-
$wiadezalnych IUNG w Pulawach. Nawozenie mineralne bylo nastepu-
jace: 80 kg N; 72 kg P,O;; 80 kg K,0 na 1 ha. Oprysku chlorkiem chlo-
rocholiny (CCC) dokonano w fazie strzelania roslin w zdzblo, w ilosci
12 kg aktywnej substancji na hektar. Sciete zdzbla pszenicy pozbawione
ktoséw i lisci suszono w temp. 60°C, a nastepnie rozdrabniano w mlynku.

W celu wyodrebnienia  poszczegolnych skladnikéw: $cian komorko-
wych, material’ roslinny poddano frakcjonowaniu metodg Jermyna
i Isherwooda (1956), z niewielkimi modyfikacjami. Tok postepowa-
nia przedstawia zamieszczony ponizej schemat:

We frakeji etanolowej oznaczono wolne cukry redukujace metoda
Bertranda. Nierozpuszczalne w etanolu pozostale skladniki $ciany ko-
morkowej (pektyny, biatka, holocelulozy ' oraz ligniny) ekstrahowano
gorgea woda w celu wyodrebnienia pektyn i bialek. Ilosciowe oznacza-
nie pektyn | rozpuszczalnyeh i protopektyn  dokonano metoda kolory-
metryczng, opartg na barwnej reakcji tych polaczen z karbazolem (Bl a-
im.i Przeszlakowska 1968). Zawartos¢ biatka oznaczono kolory-
metrycznie: metodg Lowr y'ego i wsp. (1951), wapn oznaczono manga-
nometryeznie. f

7 nierozpuszezalnej w wodzie 'pozostalo§ei 'usuwano lignine przez
dziatanie chlorynem sodowym. Pozostalos¢ po ‘usunieciu ligniny, zawie-
rajaca -holocelulozy (hemiceluloze ,,A”, ! hemiceluloze |,B”, u-celuloze)
frakcjonowano metoda Wise i wsp. (1946). Po usunieciu hemicelulozy
A i hemicelulozy ;,B" pozostalosé stanowila u-celuloze '(u-celuloza na-
zwano' te cze$é celulozy, ktora nierozpuszcza sie w 17.5% roztworze wo-
dorotlenku potasowego ‘w temp. pokojowej).

Badany material po kolejnych ' ekstrakcjach 'suszono i wazono, a z
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ubytkéw masy obliczano zawarto$¢ danego skladnika w przeliczeniu na
suchg mase surowca wyjsciowego.

Wyodrebnione skladniki cukrowe poddano hydrolizie (Jermyn
i Isherwood 1956), a nastepnie analizie chromatograficznej wg me-
tody opisanej w poprzedniej pracy (Przeszlakowska 1973).

Frakcjonowanie i oznaczanie wszystkich skladnikéw przeprowadzono
trzykrotnie dla pszenicy kontrolnej oraz traktowanej CCC wg tych
samych metod.

Wyodrebnianie oraz ilo$ciowe oznaczanie roznych frakcji substancji
pektynowych wystepujacych w wezlach i miedzywezlach pszenicy pod-
danej dziataniu CCC oraz w roslinach kontrolnych przeprowadzono
w trzech powtorzeniach, dla kazdego powtdrzenia dokonywano po 5 od-
czytow. Uzyskane wyniki opracowano statystycznie, przeprowadzajac
najpierw analize wariancji wg schematu kompletnej randomizacji (ulo-
sowienia). W przypadku udowodnienia roéznic pomiedzy efektami fak-
torialnymi czynnikow lub istotnosci interakeji, $rednie poréwnywano
przy pomocy najmniejszych istotnych réznic (pélprzedziatéw ufnosci),
opartych na tescie ,,t” Studenta (Oktab a 1966, 1967). Za istotne uznano
te roznice, ktére mozna bylo udowodnié¢ z ryzykiem bledu réwnym lub
mniejszym niz 5%.

WYNIKI BADAN I DYSKUSJA

Zmiany w ilosciowej zawartosci skladnikéw $ciany komorkowe]
7dzbla pszenicy, odmiany ‘Eka Nowa’ poddanej dzialaniu chlorku chlo-
rocholiny, oraz ro$lin kontrolnych zestawiono w tabeli 1, natomiast
zmiany w zawarto$ci popiolu i wapnia w zdzblach traktowanych CCC
sg przedstawione w tabeli 2.

Z przedstawionych wartosci (tab. 1) wynika, ze chlorek chlorocho-
liny powoduje dos$¢ istotne zmiany w skladzie chemicznym §cian komor-
kowych zdzbla pszenicy. Pod wplywem tego retardanta zwigksza sie
zawartoéé cukrow redukujacych sSrednio o 30%, pektyn rozpuszczalnyci
o 70%, bialka o 8% w odniesieniu do kontroli przyjetej jako 100%.
Zwieksza sie rowniez zawarto$¢ skladnikow mineralnych, co potwier-
dzone zostalo takze w iloSciowym oznaczaniu popiolu i wapnia (tab. 2).

Zawarto$¢ ligniny, hemicelulozy ,,A” oraz hemicelulozy ,B” nie
ulega praktycznie zadnym zmianom (tab. 1).

Na podstawie przeprowadzonej analizy chromatograficznej polisa-
charydow Sciany komoérkowej zdzbla stwierdzono, ze badane 0
majg budowe zlozong, a jakosciowy ich sklad nie ulega zmianox 5o
wplywem chlorku chlorocholiny (rys. 1 i 2).

Ze wzgledu na istotne zwigkszenie zawartosci pektyn rozpuszezal-
nych w $cianie komérkowej ZdZbla poddanego dzialaniu CCC, postano-



Zmiany w skladzie chemicznym sciany komoérkowej 23

Tabela 1 — Table 1

Wplyw chlorku chlorocholiny (CCC) na zawarto§é poszczegélnych skladnikéow

§ciany komoérkowej ZdZbla pszenicy

Influence of 2-chloroethyl-trimethyl-ammonium chloride (CCC) on the content of
various constituents in the cell wall of the wheat culms

) ) Kontrola — Control (%) CCC (%)
Sklad"niki Sciany komoérkowej W=+ Etn_u w=gx igt,_u
Constituents of the cell wall =3 @ =3)
Cukry redukujace
Reducting sugars 5,48 £ 0,23 7,20 + 0,06
Pektyny
Pectins 0,27 £ 0,02 0,46 £ 0,02
Bialka
Proteins 2,01 = 0,05 2,18 £ 0,08
Ligniny
Lignins 9,54 £ 0,30 9,83 £ 025
Hemiceluloza ,,A”
Hemicellulose “A” 22,48 + 0,43 22,55 + 0,32
Hemiceluloza , B”
Hemicellulose “B” 6,84 0,09 6,52 + 0,18
a-celuloza
a-cellulose 3447 £ 0,34 3443 £ 0,22
Pozostalosé
(skiadniki mineralne)
Residue
(mineral substances) 3,93 = 0,06 4,12 + 0,06

Tabela 2—Table 2

Wplyw chlorku chlorocholiny na zawarto$¢ popiotu
i wapnia w Zdzblach pszenicy

Influence of the CCC on the ash and calcium content in

wheat culms

[ Kontrola — Control (%) CCC (%)
Skla'dnlkl R= x. & sto,0s w = X £ _S‘t@_gs
Constituents (n = 3) (n=3)
Popiot
Ash 6,80 + 0,31 872 + 0,27
Wapn
Calecium 0,22 £ 0,02 0,33 £ 0,04
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Rys. 1. Chromatogramy hydrolizatéw polisacharadéw $ciany komorkowej zdZbla
pszenicy ‘Eka Nowa® (kontrola)
Fig. 1. Carbohydrate composition of polysaccharide fractions isolated from the
cell wall of the wheat culms (control)

Rys. 2. Chromatogramy hydrolizatéw polisacharydéw sciany komdrkowej ZdZbla
pszenicy traktowanej chlorkiem chlorocholiny

Fig. 2. Carbohydrate composition of polysaccharide fractions isolated from the cell
wall of the wheat culms treated with OCC

wiono nastepnie zbada¢ wplyw tego preparatu na zawartosé pektyn
i protopektyn w wezlach i miedzywezlach pszenicy. Pektyny rozpusz-
czalne ekstrahowano woda, natomiast protopektyny wyodrebniano dwo-
ma sposobami:

a) przez ekstrakcje 0,02 M roztworem EDTA (wersenianu dwusodo-
wego) o pH 10,6,

b) przez ekstrakeje 0,02 M roztworem EDTA o pH 4,5.
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Z réznicy pomiedzy wynikami uzyskanymi po ekstrakeji protopek-
tyn zasadowym i kwasnym roztworem EDTA wnioskowano o ilosci tych
polgczen zwiagzanych z jonami wapnia i magnezu (Blaimi Przeszla-
kowska 1968). Otrzymane wyniki procentowej zawartosci pektyn
rozpuszczalnych oraz dwoéch frakeji protopektyn w wezlach i miedzy-
wezlach pszenicy ‘Eka Nowa’ poddanej dzialaniu CCC, zestawiono
w tabeli 3.

Tabela3—Table 3

Zawarto$é pektyn i protopektyn w wezlach i miedzywezlach pszenicy ‘Eka Nowa’
poddanej dzialaniu CCC (% pektynianu wapnia w suchej masie surowca)
The results of the quantitative determination of pectins and protopectins

(calcium pectate — per cent on dry weight) in nodes nad internodes of the wheat

culms (‘Eka Nowa’) treated with CCC*

Frakeje substancji pektynowych Czesci Zdibla Kontrola cee
Fractions of pectic substances Parts of wheat stalks Control
wezly
Pektyny nodes 0,89 1,08
Pectins miedzywezla
internodes 0,26 0,36
| wezly 0,80 | 1,03
| nodes !
10,6 : i
miedzyweZla i
Protopektyny 1;!; Z}cst‘ra:cn | internodes 0,34 0,58
’ urin (T pinerdricpEsh SRS | St | S
Protopectins
e extraction I wezly 0,34 0;51
nodes
4,5 : 5
miedzywezla
internodes | 018 0,18

* The results were worked out statistically with analysis of variance using Student’s test
for significance (n = 15). The numbers differ significantly at P = 0.05.

Statystycznie udowodniono, ze wezly zawieraja trzykrotnie wiecej
pektyn oraz dwa razy wiecej protopektyn ekstrahowanych przy pH 10,6
w poréwnaniu z zawartoécig tych polaczen w miedzywezlach. Pod wply-
wem CCC zwickszyla sie zawarto$¢ pektyn i protopekiyn zaréowno w
wezlach, jak i w midedzywezlach ($rednio o 28% wiecej protopektyn
w wezlach i o 70% wiecej tych zwigzkow w miedzywezlach, w odniesie-
niu do kontroli przyjetej jako 100%). Z drugiej strony, wyniki ilo$cio-
wego oznaczania protopektyn po ekstrakeji ich 0,02 M roztworem EDTA
o pH 4,5 wskazujg, ze chlorek chlorocholiny nie wplywa na zawatrosc
tej frakcji protopektyn w miedzywezlach, natomiast powoduje zwigk-
szenie ich ilosci o 50% w wezlach. Réznica pomiedzy zawartoscig proto-
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pektyn wyodrebnionych 0,02 M roztworem EDTA przy pH 10,6 i 4,5
z miedzywezli roélin kontrolnych wynosi 0,16%, a ta sama roznica
w pszenicy traktowanej chlorkiem chlorocholiny wynosi 0,40%. Wyod-
rebniajgc te zwigzki 0,02 M roztworem EDTA o pH 4,5 stwierdzono, ze
zawarto$¢ ich w miedzywezlach roslin kontrolnych jest taka sama, jak
w miedzywezlach pszenicy traktowanej CCC (tab. 3). Sugerowaloby to,
ze preparat ten powoduje zwiekszenie frakcji pektyn nierozpuszezalnych,
zwigzanych z wapniem i magnezem. Przemawia réwniez za tym istotny
wzrost zawartodci skladnikéw mineralnych, a zwlaszcza jonéw wapnia
(o 50%) w tkankach zdzbla poddanego dzialaniu CCC (tab. 2). Jako ka-
tion dwuwartosciowy wigze on grupy karboksylowe lanicuchéw poliga-
lakturonowych i moze powodowaé, ze rozciggliwo$é Scian komoérkowych
jest o wiele mniejsza, anizeli wtedy, gdy grupy karboksylowe tych pola-
czen sg zwigzane przy pomocy mostkéw wodorowych lub tez zmetylo-
wane. W ostatnim przypadku wigzania wodorowe zostaja zastgpione
przez jeszcze slabsze sily Van der Waalsa i obserwuje sie maksymalng
plastycznosé scian (Bennet-Clark 1956) i intensywny wzrost ko-
morki. Tak wiege, przy zbyt duzym stezeniu jonéw wapniowych moze
nastgpi¢ uszytwnienie scian i zahamowanie wzrostu. Uzyskane obecnie
oraz we wczesniejszych pracach (Blaim i Przeszlakowska;
1967; Blaim i wsp. 1970) wyniki zdajg sie potwierdza¢ wysunietg
przez nas hipoteze odnosnie mechanizmu dzialania chlorku chlorocho-
liny (CCC) w wusztywnianiu zdzbla, zwiekszaniu jego odpornosci na
czynniki mechaniczne oraz bezposredniego udzialu substancji pektyno-
wych w tym procesie. Zaobserwowany wzrost zawartoSci zaréwno sub-
stancji pektynowych, jak i bialka w s$cianach komoérkowych zdzbla ma
takze niewgtpliwe znaczenie w gospodarce wodnej roéliny i odpornosci
zdzbla na czynniki klimatyczne.

STRESZCZENIE

Przeprowadzono frakcjonowanie $ciany komoérkowe] zdzbla pszenicy, odmiany
'Eka Nowa’' poddanej dzialaniu CCC. Skladniki $cian komdérkowych oznaczono
ilosciowo, a frakcje zawierajace wielocukry poddano hydrolizie, a nastepnie ana-
lizie chromatograficznej.

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, Ze pod wplywem dzia-
tania chlorku chlorocholiny zwieksza sie zawarto$é cukréw redukujacych (o 30%),
bialka (o 8%), pektyn rozpuszczalnych (o 70%) oraz skladniké6w mineralnych. Za-
wartoéé ligniny, hemicelulozy ,,A”, hemicelulozy ,B” oraz w-celulozy nie ulega
zadnym zmianom (tab. 1). Obserwujac duzy wzrost zawartoéci pektyn rozpusz-
czalnych w $cianach komérkowych zdzbla poddanego dzialaniu CCC, przebadano
nastepnie wezly i miedzywezla pszenicy pod kgtem wystgpowania pektyn i proto-
pektyn oraz wplywu wspomnianego preparatu na zawarto$§¢ roéznych frakeji po-
laczen pektynowych. Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono, ze CCC
istotnie zwieksza zawarto$¢ pekiyn rozpuszczalnych i protopekiyn zaré6wno w wez-
lach, jak i w miedzywezlach, Pod wplywem CCC zwigksza si¢ zawartos¢ zwigzkow
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pektynowych zwigzanych z jonami wapnia, a zwlaszeza w miedzywezlach pszenicy
(tab. 3).

Na uwage zasluguje réwniez wzrost zawartosci skladnikéw mineralnych (o 28%),
a zwlaszcza jonow wapnia (o 50%).

Polisacharydy $cian komorkowych zdzbla sg chemicznie niejednorodne w swo-
jej budowie i kazda z analizowanych frakeji wykazuje zlozona budowe (rys. 1 i 2).
Nie zaobserwowano zmian w jakosciowym skladzie wielocukréow $Sciany komorko-
we] 2zdzbla pszenicy traktowanej chlorkiem cholorocholiny, w poréwnaniu do
ro§lin kontrolnych.

SUMMARY

Cell walls of wheat culms var. ‘Eka Nowa' pretreated with 2-chloroethyl-tri-
methyl-ammonium chloride (CCC) were fractionated. The components of the cell
wall were determined quantitatively, and after hydrolysis polysaccharide fractions
were analyzed chromatographically.

It was found in the investigations that CCC induced an increase in the con-
tent of reducing sugars by an average of 30%, soluble pectins (70%), proteins (8%)
and mineral salts. The amounts of lignins, hemicellulose ,,A"”, hemicellulose ,B”
and «a-cellulose remain constant under these conditions (Table 1). A significant
increase of soluble pectins in the material treated with CCC was also observed.
It was demonstrated that CCC induces a significant increase in the content of
pectins and protopectins in wheat nodes and internodes.

CCC — treatment leads to an increase of the content of pectic substances
bound with calecium ions, especially in wheat internodes (Table 3).

Noteworthy is the increasing content of mineral ions (28%), especially of cal-
cium (50% — Table 2).

The cell wall polysaccharides of wheat culms are chemically heterogeneous
and each of the analyzed fractions contains various monosaccharides (Fig. 1 and 2).
Changes in the qualitative composition of polysaccharides of the cell vall of
wheat culms treated with CCC were not observed.
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