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Zmienno$¢ frakcji azotowych w izolowanych zarodkach
Lupinus mutabilis Sweet

The change of organic nitrogen fractions in isolated
Lupinus mutabilis Sweet embryos

J. ROGOZINSKA

Problem metabolizmu azotowego lubinu badany byl przez wielu auto-
row.

Bonnet (1929) badajac metabolizm azotowy lubinu zéltego w weze-
snych fazach kielkowania stwierdzil znaczny wzrost azotu aminowego
i amidowego w drugim dniu kietkowania.

Péziniejsze fazy zmiany skladnikéw azotowych zachodzace w lubinie
badala McKie (1931). Stwierdzila ona najnizsze wartoéci dla azotu bial-
kowego w 18 dniu i zmniejszenie azotu aminowego i amidowego poczaw-
szy od 6smego dnia.

McR ary (1940) badajac metabolizm azotowy nie izolowanych zarod-
kéw tubinu stwierdzil, ze bialko ulega przemieszczeniu z liScieni do roz-
wijajacych sie wlasciwych zarodkow przez pierwszych dwanascie dni
i gromadzi si¢ tam jako aminokwasy i amidy, przy czym minimum azotu
bialkowego w zarodku przypada w dziewigtym dniu. Poniewaz McRary
badal metabolizm azotowy liscieni i calych zarodkéw, wydawalo sie cie-
kawe zbadanie zmian zachodzacych w izolowanych zarodkach, a wiec po-
zbawionych Zrédla odzywczego, jakie stanowig liScienie w pierwszym
okresie wzrostu rosliny, analizujgc oddzielnie ped i korzei. Marétii in.
(1957) stwierdzil w strefach merystematycznych korzeni mlodych roélin
fasoli szybszy podzial komérek i szybsze ich réznicowanie, szybszy wzrost
na dlugoéé i zwiekszenie masy. Réznice te poparte byly intensywniejsza
przemiang materii w korzeniu niz w lodydze.

Celem niniejszej pracy jest wiec dostarczenie danych odnoszacych si¢
do metabolizmu azotowego izolowanych zarodkéw, jego zwiazku ze wzro-
stem i rozwojem organéw.
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MATERIAL I METODYKA

Material wyjsciowy stanowily nasiona lubinu zmiennego (Lupinus
mutabilis Sweet), otrzymane od dra Nowackiego z Zakladu Ho-
dowli Roslin PAN.

Zarodki izolowano w sposob podobny, jak w jednej z poprzednich prac
(Rogozinska 1958). Po powierzchniowej 10 min. sterylizacji 0,2%
sublimatem, nasiona moczono przez 12 godzin celem specznienia, po czym
zarodki izolowano i wyszczepiano umieszczajac po 3 w probdéwkach, w po-
zycji pionowej, zaglebiajac radikule na 1,5—2,0 mm w pozywce. Stoso-
wano pozywke Hellera, do ktérej dodawano 4% sacharozy i 1%, agaru.
Iloé¢ azotu w agarze wynosita 0,26%0. W pozywkach bezazotowych azotan
sodu zastapiono dla zréwnowazenia ci$nienia osmotycznego pozywki od-
powiednia iloscig chlorku sodu. Po 2, 7, 9 i 13 dniach inkubacji w tem-
peraturze 25°C w ciemnosci, odcinano korzenie od hypokotyli, mierzono,
wazono i oznaczano azot calkowity i rozpuszczalny metoda mikro-Kjel-
dahla. Do oznaczen azotu calkowitego odwazano 20 mg suchej masy, do-
dawano okolo 60 mg katalizatora selenowego oraz 0,5 ml stezonego kwa-
su siarkowego i spalanc w prchbéwkach w bloku glinowym. Amoniak od-
destylowywano do 5 ml 2% kwasu borowego, po czym miareczkowano
n/28 HCIl, wobec wskaznika Tashiro. Azot rozpuszczalny ekstrahowano
etanolem z jednego grama $wiezej masy. Stezenie etanolu w homogeni-
zacie wynosilo 75%. Po odwirowaniu supernatant dopelniano do 10 ml,
po.czym brano po 3 ml do réwnoleglych analiz na azot rozpuszczalny.
Ozmaczano go sposobem opisanym wyzej dla azotu calkowitego. Azot
bialkowy obliczano z réznicy azotu calkowitego i rozpuszczalnego.

Redukecji azotanéw nie przeprowadzano i azot rozpuszczalny azota-
néw nie obejmuje.

Wszystkie dane stanowia $rednig z dwo6ch powtérzen obejmujacych
po 40 zarodkéw.

Blad $redni $redniej arytmetycznej, wynikajagey z réznic indywidual-
nych zarodkéw, wynosil 1,8—2,3%, a poszczegdlnych oznaczenn azotu
2,1%.

I. Charakterystyka izolowanych zarodkéw

Charakterystyke zarodk6w w momencie izolowania, tzn. po 12-go-
dzinnym specznieniu nasion przedstawia ponizsza tabelka:
- §wieza masa mg/zarodek 30,3
fresh weight mg/embryo
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sucha masa mg/zarodek

dry weight mg/embryo

% suchej masy

%o dry weight

N catkowity pg/zarodek

total pg/embryo
rozpuszczalny pg/zarodek
soluble pg/embryo

nie rozpuszczalny pg/zarodek
nonsoluble pg/embryo
catkowity w 9% suchej masy
total % dry weight
rozpuszczalny w % N calkowitego
soluble % N total
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733

788
8,0

15,2

II. Wzrost zarodkéw na pozywce pelnej z NaNO,(A) i bez NaNO,(B)

1. Wazrost na dlugosc

Po dwoéch dniach hodowli hypokotyle i korzenie bezliScieniowych

roSlinek osiaggajg w przyblizeniu te sama dlugosc.
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Ryc. 1. Wzrost wyizolowanych zarodkéw tubinu w mm

mna organ, hodowanych mna

pozywece z NaNO; (a) i bez NaNO; (b), po 2, 7, 9 i 13 dniach hodowli
Growth of isolated embryos in mm/organ on medium with NaNO, (a), and withaut
NaNOj (b), after 2, 7, 9 and 13 days of cultivation
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Rye. 2. BezliScieniowe siewki Lupinus mutabilis hodowane na pozywce z NaNO; (a)
i bez NaNOg (b) po 2, 7, 9 i 13 dniach hodowli
Cotyledon-less seedlings of Lupinus mutabilis grown on medium with NaNOjs (a)
and without NaNOs (b), after 2, 7, 9 and 13 days of cultivation
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su, na pozywkach z niedoborem azotu objawia sie zahamowanie wzrostu
zarowno hypokotyli, jak i korzeni. Korzenie nie reagujg wiec w charak-
terystyczny sposéb wydluzeniem na brak azotu. Tempo wzrostu siewek
szczegblowiej ilustruja rye. 1 i 2.

Poczawszy od 9 dnia hodowli na korzeniach zarodkéw rosnacych na
pozywce z NaNO, rozwijaly sie korzenie boczne w 56%, natomiast nie
pojawialy sie na korzeniach zarodkéw hodowanych bez NaNO,. Po uply-
wie 13 dni korzenie boczne obecne byly réowniez na korzeniach zarod-
kéw pochodzacych z pozywek pozbawionych NaNO,, jednak stanowily
one tu tylko 14%s, podczas gdy na pozywkach z NaNO, 92%.

2. Przyrost §wiezej i suchej masy

W miare rozwoju zarodkéw hodowanych na pozywce z NaNO, na-
stepuje normalny i proporcjonalny wzrost ich Swiezej i suchej masy. Za-
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Rye. 3. Swieza i sucha masa hypckotyli i korzeni zarodkéw w mg/organ, na pozywce
z NaNOj (A) i bez NaNOg (B), po 2, 7, 9 i 13 dniach hodowli

Fresh and dry hypocotyl and root weights in mg/organ on medium with NaNQOg (A)
and without NaNO;s (B) after 2, 7, 9 and 13 days of cultivation
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rodki pozbawione NaNO, wykazuja mniejszy przyrost. Zahamowanie
przyrostu swiezej, jak i suchej masy zwieksza sie w miare uplywu cza-
su. Przedstawia to dokladniej wykres na ryc. 3.

III. Metabolizm azotowy

1. Zarodki hodowane na pozywce z NaNO,

Dane odnoszace sie do azotu calkowitego, wyrazone w pg/organ suchej
masy, wykazuja zwigkszenie jego iloSci zaréwno w hypokotylu, jak
1 w korzeniu od momentu wyszczepienia do korica badanego okresu.
W 9 dniu hodowli krzywa dla azotu rozpuszczalnego wykazuje maksi-
mum dla hypokotylu i minimum dla korzenia. Iloéé azotu biatkowego
zmniejsza sie do 9 dnia w hypokotylu, po czym wzrasta, natomiast w ko-
rzeniu wzrasta przez caly okres.

000  ———— N catkowity
-------- i :s2c2aln

o N nierozpuszc2alny s

800 ¢

%00 f 8

ch

E—- ECGL::::‘_“_ _______________ e At
| R R -e. o
= s00 et 0 g, _.--aB
. S
el
< 400 L

oo ¢

200 ¢

0o |
= k] i H 6 1 [l 9 e 12 1dai
o . :
< mmmmmmme—s === == == === I N - E
2 IOOE """"" [+ ST Fet o S T i
g A
b 200
=}
x

0

400 L

Ryc. 4. Zmienno$¢ frakeji azotowych po 2, 7, 9 i 13 dniach hodowli w pg/organ
suchej masy
The change in nitrogenous fractions after 2, 7, 9 and 13 days of cultivation in
pglorgan dry weight
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2. Zarodki hodowane na pozywce pozbawionej NaNO,

Ilos¢ azotu calkowitego w hypokotylu zwieksza sie tylko do 9 dnia
hodowli, po czym spada ponizej wartosci odpowiadajgcej drugiemu dniu.
Odwrotnie w korzeniu, do 9 dnia obserwujemy zmniejszenie iloéci azotu
calkowitego, a nastepnie dopiero zwiekszenie. Zwiekszenie iloSci azotu
w zarodkach hodowanych na pozywce pozbawionej NaNO, nastgpilo na
skutek pobrania azotu z agaru, w ktérym — jak wykazaly analizy wstep-
ne — jest 2,6 mg azotu na 1 g agaru, co w przeliczeniu na pozywke znaj-
dujaca sie w jednej probowce odpowiadaloby 0,325 mg azotu, a wiec ma
jeden zarodek przypadaloby 0,108 mg azotu. Zwickszenie ilo$ci azotu cal-
kowitego w zarodkach hodowanych na pozywkach pozbawionych NaNO,
$wiadezy o wykorzystaniu tego Zrédla azotu w metabolizmie zarodkéw.
Jednak w 13 dniu ilo§¢ azotu spada do wartosci wyjsciowej zarodka, co
wytlumaczone byé moze wydzielaniem azotu do pozywki. Fries
i Kandler stwierdzili réwniez w sterylnej hodowli organéw wydzie-

Tabela 1

Zmiennoé¢ azotu catkowitego w Y%, suchej masy i rozpuszczalnego w Y, azotu calkowitego

The change in total nitrogen in 9, dry weight and soluble in 9, total nitrogen

N catkowity w 9%, N rozpuszczalny w %
Cza.ls suchej masy N calkowitego
w dniach Organ Total N in 9, dry weight Soluble Nin 9, total N
Time in days
+NaNO3; | —NaNO; +NaNO; | —NaNO;
2 hypokotyl 8,2 f 8,1 _ 19,4 ! 18,3
hypocotyl : !
korzef 4,7 4,3 | 281 31,1
root |
T | hypokotyl  ~ '~ |7 "'6_,4"—‘ Tigg 30,2 279
hypocotyl ‘
korzen 23 | 1,4 24,8 16,6
root i
"9 [ hypokotyl S 89 | T 57 | T 337 CIBSEEmg
hypocotyl |
korzen 1.8 E 1.2 17,2 14,6
root [
13 | hypokotyl 55 - 5.0 30,6 29,3
hypocotyl '
korzefi 1,3 | 1,0 17,1 14,2
root |
|
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lanie zaré6wno aminokwaséw, jak i kwaséw nukleinowych do pozywki.
Iloéé azotu bialkowego w hypokotylach i korzeniach zmniejszala sie do
dziewigtego dnia hodowli, po czym wzrastala.

DYSKUSJA

McR ary (1940) wykazal w pracy nad metamolizmem azotowym nie
izolowanych zarodkéw, ze azot przemieszczany jest z liScieni do zarod-
kéw przez okolo pierwszych 12 dni, przy czym przyrost azotu calkowi-
tego zarodk6w idzie w parze ze zmniejszeniem iloSci azotu bialkowego
liscieni. Azot bialkowy zarodkéw i azot aminowy, jak i amidowy azot
liscieni, wykazywal stosunkowo male zmiany w 15-dniowym okresie ho-
dowli. Stezenie azotu aminowego bylo do§¢ stale w zarodkach obnizajac
sie nieco w 15 dniu. Réwniez stezenie amidéw, z wyjatkiem drugiego dnia
hodowli, bylo w zarodkach stale do 12 dnia, po czym obnizylo sig. Na-
tomiast stezenie amidéw w liscieniach stopniowo si¢ zmniejszalo. McRary
badal zmiany zachodzce w calych zarodkach, nie oddzielal pedu od korze-
nia. Robinson iin. (1952) stwierdzili w aktywnej fazie wzrostu w ko-
moérkach korzenia grochu 2—3-krotne zwigkszenie zawartosci biatka: w sto-
sunku do iloéci poczatkowej. Zwigkszenie to jest zgodne z maksimum
wzrostu na dlugo$§¢ korzenia. Petschenizina (1951) wskazuje na
zwigzek miedzy przyrostem suchej masy i synteza bialka, jednak synteza
bialka jest wolniejsza. Istnieje wiec korelacja miedzy wzrostem komorki,
organu i frakcjami azotu, a mianowicie biaika.

Sposréd niewielu prac o przewyzszajacej syntezie korzenia w stosun-
ku do pedu na wickszg uwage zasluguje praca Marétiego (1957),
przeprowadzona na 6-dniowych siewkach fasoli, a nastepnie izolowanych
pedach i korzeniach. Autor stwierdzil, ze korzen rozporzadza lepszym
zaopatrzeniem w azot niz ped zaré6wno w stosunku do wartosci absolut-
nych organu, jak i w przeliczeniu na jedna komoérke. Jednakze azot wy-
razony w %o suchej masy nie wykazuje w korzeniu wyzszych wartosci.
Wartoéci przeliczone na jedna komorke, szczegélnie w hodowlach izolo-
wanych, wykazuja, ze kazda komoérka korzenia zawierala o 100% wie-
cej azotu niz komoérka pedu. Azot bialkowy stanowil 50—70% azotu
calkowitego. Zreasumowane wyniki Maré6tiego wykazuja wiec, ze
iloéé azotu biatkowego oraz azotu calkowitego, tak na caly organ, jak i na
komoérke, wieksza jest w korzeniu niz w pedzie zaréwno w 6-dniowych
siewkach, jak i w nastepnie izolowanych organach.

Wyniki Mar6tiego sa w zgodzie z pracami Bonnerai Friesa
(Maréti 1957), stwierdzajacymi, ze korzemie zawieraja wigcej azotu
bialkowego niz pedy.
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Z danych przedstawionych w miniejszej pracy wynika, ze w hypoko-
tylach i korzeniach izolowanych zarodkéw lubinu, hodowanych ma po-
zywkach bez azotanu sodu, zmniejsza si¢ ilos¢ azotu biatkowego do 9
dnia hodowli. Po 9 dniach hodowli nastepuje zwigkszenie syntezy bialka
zarowno w korzeniach, jak i hypokotylach. Podobne wyniki otrzymal
McRary w badaniach przeprowadzonych na calych zarodkach lubinu
nie izolowanych, hodowanych w wodzie. W hypokotylach zarodkéw ho-
dowanych na pozywce z azotanem sodu, podobnie jak w hodowanych na
pozywcee pozbawionej tego zwiagzku iloé¢ azotu bialkowego do 9 dnia réw-
niez opada. Inaczej natomiast zachowuje sie korzen. Tu ilos¢ azotu bial-
kowego wzrasta w calym okresie hodowli. W koncu badanego okresu,
tzn. w 13 dniu hodowli, sumaryczna ilos¢- biatka korzenia i hypokotylu
zarodkéw, hodowanych na pozywece z NaNO; i bez niego, nie osigga je-
szcze wartosci wyjSciowej. W przeliczeniu na sucha mase organu ilos¢
azotu calkowitego, jak i bialkowego, jest w calym okresie hodowli wie-
lokrotnie wyzsza w hypokotylu niz w korzeniu, czyli wprost przeciwnie
anizeli stwierdzit Maro6ti w 6-dniowych siewkach fasoli.

Zaleznoéé, jakg stwierdzila Petschenizina (1951), miedzy iloScig
azotu bialkowego a przyrostem suchej masy, a Robinson (1952) mie-
dzy wzrostem na dlugos$¢ a iloScig azotu bialkowego, jak wynika réwniez
z przedstawionej pracy, istnieje, chociaz nie zawsze jest wprost propor-
cjonalna. Przyrost suchej masy, jak i wzrost na dlugo§é, zwiekszal sie
proporcjonalnie w miare uplywu czasu, natomiast krzywa dla azotu bial-
kowego w poczatkowym okresie obnizala sie, po czym od 9 dnia hodowli
nastepowal jej wzrost.

Z zawartoécig biatka byly tez zwiazane réznice morfologiczne. Zarod-
ki hodowane bez azotanu sodu, gdzie ilo§¢ azotu biatkowego byla przez
caly czas hodowli nizsza niz w zarodkach hodowanych na pozywce z azo-
tanem sodu, osiggaly po 13 dniach hodowli dlugosé 82 mm, podczas gdy
hodowane na pozywce z azotanem sodu 127 mm. Zarodki hodowane bez
azotanu sodu wykazywaly réwniez zahamowanie tworzenia korzeni bocz-
nych.

Reasumujac osiagniete wyniki, stwierdzamy w ciagu calego 13-dnio-
wego okresu hodowli wielokrotnie wyzsza zawarto$¢ azotu zaréwno bial-
kowego, jak i calkowitego w hypokotylu siewek niz w korzeniu. Zwigza-
ne jest to z wieksza masa i wiekszym wzrostem na dlugos$é thypokotyli
niz korzeni w calym okresie hodowli. 3

Acta Societatis Botanicorum Poloniae — 14
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STRESZCZENIE

1. Przedstawione sg dane o wartosciach i rozprzestrzenieniu glow-
nych skladnikéw azotowych zarodkéw lubinu zmiennego w kolejnych fa-
zach wzrostu w 13-dniowym okresie hodowli.

2. Krzywa wzrostu zarodkéw na dlugosé, jak i przyrost swiezej i su-
chej masy, zwiekszaja sie proporcjonalnie do uplywu czasu, podczas gdy
ilo§¢ azotu bialtkowego, podobnie jak stwierdzil McR ary w nie izolowa-
nych zarodkach lubinu, do dziewiatego dnia hodowli opada, po czym na-
stepuje jej wzrost.

3. Zarodki hodowane na pozywce bez azotanu sodu wykazuja duze
réznice morfologiczne, jak i biochemiczne w poréwnaniu z zarodkami
hodowanymi na pozywce pelnej z azotanem sodu.

Zaklad Fizjologii Roélin
Uniwersytetu w Poznaniu (Wplynelo don. 3.6. 1960 r.)

SUMMARY

1. The data show the values and the distribution of chief nitrogenous
constituents of lupinus embryos in different peirods of a thirteen days
cultivation,

2. The longitudinal embryo growth, as well as the increase of fresh
and dry weight, are proportional to time, while the protein nitrogen,
similar to the data in non isolated lupinus embryos given by McRary,
decreases up to the minth day of cultivation, increasing, however after
that period.

3. Embryos cultivated on medmm without NaNOQO, differ morpholo-
gically and biochemically from those cultivated on medium with NaNO;.
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