ACTA SOCIETATIS
BOTANICORUM POLONIAE
Vol. XXXIII — Nr 4
1964

Wspoldziatanie wolnych auksyn z kwasem askorbinowym
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H. SKRABKA

Procesami kietkowania i wzrostu kieruje grupa zwigzkow katalizujg-
cych i regulujgcych, zwanych hormonami. Do grupy cial czynnych nalezy
réwniez kwas 3-indolilooctowy. Zwigzek ten wraz z pochodnymi wchodzi
w sklad grupy regulatoréw wzrostu zwanych auksynami. Auksyny
w ziarnach zb6z wystepuja w wigkszosci w formie zwigzanej nieaktyw-
nej, jako proauksyny (Crocker i Barton, 1953). W ziarnie zyta
auksyny znajduja sie w endospermie w poblizu zarodka. Ziarna niedoj-
rzale, suche, zawieraja wiekszg ilo$¢ auksyn miz ziarna dojrzate. Wedlug
Popoffa (1941) wysoka zawartosé¢ auksyn jest przyczyna niskiej zdol-
nosci do kieltkowania. Linser (1954), badajgc zawartosé auksyn w okre-
sie spoczynku i kietkowania ziarn jeczmienia stwierdzil, ze poziom auksyn
wzrasta w trakcie pecznienia, a maleje w miare kieltkowania ziarn.
Kentzer (1959) stwierdzila, ze zawartosé wolnych auksyn w ziarnach
pszenicy suchych jest nieznaczna, mastepnie w ciggu kilkunastu godzin
kielkowania szybko wzrasta, ale juz po 24 godzinach znowu spada.

Wplyw syntetycznych substancji wzrostowych na kietkowanie nasion
byt wielokrotnie badany, ale wyniki sg sprzeczne (Séding, 1952,
Crocker i Bartom, 1953). W wiekszosci wypadkdéw nie stwierdzo-
no dodatniego wplywu moczenia w roztworach syntetycznych auksyn na
przerwanie okresu spoczynku i przyspieszenie kietkowania.

Nasiona, ktore catkowicie utracily zdolnos¢ do kielkowania przy
dlugim przechowywaniu (kukurydza 36 lat, owies 29 lat, fasola 26 lat),
weigz jeszcze zawieraly dosé znaczne ilosci auksyn (Juel 1941, cyt. za
Stdingiem 1952).
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Rola kwasu askorbinowego i glutationu w procesach kietkowania
i wzrostu nie jest definitywnie wyjasniona. Od dawna uwage badaczy
przykuwal fakt braku kwasu askorbinowego w suchym ziarnie zb6z
i szybki jego wzrost podczas kietkowania (Srtreenivasan 1950;
Krietowicz i inni 1948; Michniewicz 196la, b). Tarczka
i bielmo kielkujgcego ziarna zboza nie zawierajg kwasu askorbi-
nowego.

Catkowita zawartosé i zdolnosé do syntezy kwasu askorbinowego zlo-
kalizowana jest w korzonku. Havas (1935) oraz Hausen (1935), mo-
czgc nasiona wielu réoznych roslin (przedsiewnie) w kwasie askorbino-
wym, uzyskali wzrost suchej masy korzeni $rednio o 50, a pedow
25—30%0. Podobne wyniki uzyskali Sugawara (1939) i Sreeniva-
sam (1950). Virtanen i Hausemn (1949) przeprowadzili doswiad-
czenia nad wplywem kwasu askorbinowego na wzrost izolowanych za-
rodkéw grochu i pszenicy. Wplyw kwasu askorbinowego na wzrost izo-
lowanych zarodkéw w ich badaniach byl uzalezniony od rodzaju pozyw-
ki. Uzyskano dodatni wplyw na pozywce z solami azotanowymi, nato-
miast na pozywce z solami amonowymi takiego wplywu nie zaobserwo-
wano. Niewatpliwie chodzilo tu o zdolnosci redukcyjne kwasu askorbi-
nowego.

Réwniez zawartosé glutationu zredukowanego w czasie kietkowania
szybko wzrasta, chociaz w suchym ziarnie znajduje sie jego pewna
ilos¢é. Proskuriakow (1952) obliczyl, ze zawartoé¢ glutationu
w pszenicach twardych w suchym ziarnie wynosi 0,015% suche]
masy.

W czasie kielkowania zawarto$é glutationu wzrastala osiagajac
w czwartym dniu 2,5 raza wyzszy poziom niz w suchym ziarnie. Za-
warto$é glutationu w zarodku pszenicy wynosita 0,14%0 suchej masy.

Kwas askorbinowy z oksydazg askorbinows i glutationem tworza
uklad oksydo-redukcyjny czynny przy oddychaniu. Wykazano wielo-
krotnie (Newcomb 1951; Scheurmann 1952; Michniewicz
1960) wspolzaleznosé w dzialaniu kwasu askorbinowego z kwasem 3-in-
dolilooctowym.

W $wietle cytowanych prac interesujacym problemem bylo zbada-
nie wspoétdzialania ukladu oksydoredukcyjnego glutation — kwas askor-
binowy z kwasem 3-indolilooctowym w czasie kietkowania i wazrostu
pszenicy o zroznicowanej zywotnosci.

W pierwszej czeéci przebadano zawartos§¢ wolnych auksyn kwasu
askorbinowego i glutationu w ziarnach pszenicy: 1) kietkowanych w wa-
runkach normalnych, 2) kielkowanych w warunkach beztlenowych
(przemiana materii zaklécona czynnikami zewnetrznymi, 3) w ziarnach
o ostabionej zywotnosci (przemiana materii zaklécona czynnikami we-
wnetrznymi).
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MATERIAL I METODY OGOLNE

Do wszystkich oznaczen uzyto ziarn pszenicy ozimej odmiany ‘Ko-
morowska’, zbior 1960 i 1961 r. z Rolniczego Zakladu Doswiadczalnego
WSR Pawlowice oraz zbiér 1953 r., znajdujacych sie do 1958 r. w ma-
gazynach Zakladu Biologii i Przechowalnictwa Nasion IHAR Wroclaw.
Ziarna pszenicy ze zbioru 1953 r. znajdowaly sie od 1958 r. w Katedrze
Fizjologii Roslin WSR Wroclaw. Ziarna tej ostatniej pszenicy posiadaly
obnizong zywotno$é. Poczatkowo ziarna te posiadaly sile kielkowania
réwna 97%%. Po trzech latach przechowywania w warunkach magazyno-
wych, sila kietkowania spadia do 85%. Zmiany w energii i sile kietko-
wania ziarn pszenicy w okresie prowadzenia do$§wiadczen przedstawio-
no w tabeli 1.

Doswiadczenia trwaly przez okres okolo 2 lat i dlatego, aby moc
poréwnywaé dane dotyczace ziarn pszenicy o oslabionej zywotnosci
z ziarnami pszenicy mozliwie najbardziej zywotnymi (najmlodszymi)
w czasie do$wiadczen uzywano ziarn ze zbioru 1960 i 1961 r. Do do-
$wiadezen z oznaczaniem kwasu askorbinowego i wolnych auksyn uzyto
pszenic zbioru 1960 r., a do pozostalych doswiadczen uzyto pszenicy
ze zbioru 1961 r. Doswiadczenia kontrolne nie wykazaly istotnych réznic
w zawarto$ci kwasu askorbinowego i wolnych auksyn miedzy zbiorem
1960 i 1961 r. Ziarna pszenicy — zbioér 1960 i 1961 r. — posiadaly sile
kietkowania od 96 do 99% we wszystkich do$wiadczeniach.

Zastosowano nastepujgce kombinacje:

1) ziarna kielkujgce normalnie (zbiér 1960 i 1961 r.),

2) ziarna kietkowane w warunkach beztlenowych (zbiér 1960
i 1961 r.),

3) ziarna o obnizonej zywotnosci, kietkowane w warunkach nor-
malnych (zbior 1953 r.).

Tabela 1
Procent kielkujgeych ziarm pszenicy o ostabionsj Zywotnoded
Percentage of ;amln.l'u.n; wheat grains with low viability

Okres badania
Period of investigation
1960 1961 1962

I11 b 4 III X III I
Energia kietkowania

2,4 2,2 2,0 1,6 1,2 0,8
Germination viability h ' ’ ' '
S1ila kielkowania

18,4 16,0 15,4 12,8 11,0 10,6
Germination power : ! . i i i
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Tabela 2

Proocent kielkujgoych ziarn, kislkowanych pocsatkowo w warunkach beztlenowych,
nastqgpnie normalnie na bibule
Sila kielkowania = 97 %

Percentage of germinating wheat grains, germinated initially in anaerobic con-
ditions and afterwards normally om filter paper
Germinating power = 9T %

Czas kielkowania w warunkach Dzied kielkowania normalnie na bibule
’ beztlenowych Day of normally germination on filter paper
Time of germination in anaero-
bic conditions 2 3 4 5 6
8 dni (days) 25,5 58,2 89,4 78,2 7,0
9 dni (days) 13,4 42,8 47,6 53,0 55,0
10 dni (days) 9,2 20,4 28,4 31,0 31,0

Ziarna pszenicy przed kielkowaniem wyjatawiano powierzchniowo
0,1%0 roztworem HgCly przez 10 minut, po czym przeplukiwano ziarna
na sicie wodg wodociaggows i destylowana. Kielkowanie przeprowadza-
no w termostacie o temperaturze 22° C (% 1,5°) w ciemno$ci. Ziarna
kietkowane normalnie znajdowaly sie na podwoéjnej warstwie bibuly
filtracyjnej zwilzonej woda wodociagowa w kiuwetach. Ziarna kietko-
wane w warunkach beztlenowych (wedlug Guminskiej 1958) znaj-
dowatly sie na dnie zlewek 100 ml wypelnionych do polowy wodg wo~
dociggowsg przegotowana i ostudzong. Powierzchnie wody zalewano ole-
jem parafinowym. Nasiona tak ,kielkowane” jedynie napecznialy i na-
wet w 7 dniu nie kietkowaly.

Procent kietkujacych ziarn, znajdujacych sie poczatkowo w warun-
kach beztlenowych a potem tlenowych — zestawiono w tabeli 2.

Zawartosé kwasu askorbinowego, wolnych auksyn i glutationu ba-
dano w ziarnach suchych przed kielkowaniem i w czasie kietkowania
codziennie od pierwszego do siédmego dnia kietkowania.

Do analiz pobierano cale ziarna pszenicy tak kietkujace, jak i nie-
kielkujace. Do doswiadezen uzywano wody waodociagowej lub destylo-
wanej dwukrotnie w szkle.

Wyniki doswiadczen opracowano statystycznie wedlug metody serii
niezaleznych dla jednej zmiennej.

Oznaczanie wolnych auksyn

Odliczano 600 ziarn suchych pszenicy, wazono je, sterylizowano i wy-
kladano do kielkowania. Do oznaczen pobierano wszystkie wylozone do
kielkowania ziarna, plukano alkoholem etylowym bezwodnym, mrozo-
nym w temperaturze —10° C, przenoszono do zlewek 150 ml i zalewa-
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no 50—80 ml mrozonym alkoholem. Zlewki wstawiano do zamrazalnika
o temperaturze —10° C i pozostawiano tam przez 90 minut. Po tym cza-
sie zlewano alkohol znad ziarn, ziarna przesypywano do mozdzierza
1 rozcierano z niewielka iloscig drobnego piasku. Tak roztartg mase za-
lewano ponownie tym samym alkoholem i wstawiano do lodéwki o tem-
peraturze +4°C na 1 godzine. Potem zlewano alkohol znad ziarn, dole-
wano nowg porcje alkoholu i wstawiano z powrotem do lodéwki o tem-
peraturze +4° C na przeciag 1 godziny. Roztarta mase wraz z alkoholem
odwirowywano przez 10 minut przy 3000 obr/min. Alkohol odsgczano
wprost do parowniczek, do ktérych dolano alkohol z poczatkowej eks-
trakcji. Alkohol odparowywano na tazni wodnej o temperaturze 56°C.
Pozostalo$é po odparowaniu alkoholu rozpuszczano na lazni wodnej
w 1,5 ml wody destylowanej, przenoszono do cylinderkéw, w ktérych
znajdowatlo sie 2 ml 3% agaru i uzupeiniano wodg cato$é do 4 ml. Ciepty
agar wraz z wyciggiem wylewano na plytki szklane o wymiarach tak
dobranych, aby po wystudzeniu grubosé¢ plytki agarowej wynosita 2 mm.
Piytke agarowg krajano na kostki o boku 2,4 mm kazdy tak, ze objetosé
kostek wynosita okolo 11 mm? Jako testu uzyto owsa, wedlug testu
owslanego Wenta w modyfikacji Funkego. Metoda ta zostala szczegdlowo
przedstawiona przez Kentzer w Acta Agrobotanica 1959. Kat wy-
giecia mierzono po 20 godzinach od chwili nalozenia kostek agarowych
z odbitek fotograficznych.

Oznaczanie kwasu askorbinowego

Kwas askorbinowy oznaczano odczynnikiem Tillmansa (2,6 dwuchlo-
rofenoloindofencl) wedlug Pijanowskiego, uzywajgc jako stabilizatora
6% kwasu metafosforowego.

Odwazong probke 100 sztuk kietkujacych ziarn pszenicy rozcierano
w mozdzierzu z réwng objetoscig 6°v kwasu metafosforowego i nie-
znaczng iloscig piasku. Roztarta mase przenoszono iloéciowo do kolbki
miarowej na 50 ml i dopemliano 6% kwasem metafosforowym. Nastep-
nie wycigg wirowano przez 10 minut przy 3000 obr/min. Po odwirowa-
niu pobierano 10 ml wyciggu i miareczkowano 2,6 dwuchlorofenoloindo-
fenolem do slabo rézowego zabarwienia. Tak sporzadzone wyciagi za-
pewnialy catkowite wyekstrahowanie kwasu askorbinowego z tkanek
ziarn pszenicy.

Oznaczanie glutationu

Badania jakosciowe. Glutation zredukowany, w warunkach tleno-
wych latwo ulega utlenieniu poprzez wydzielenie Hy 1 wtedy z dwéch
czasteczek trojpeptydu powstaje jedna czasteczka szesciopeptydu polg-
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czona mostkiem siarkowym. Taki zwigzek jest mato aktywny biologicz-
nie i nie wchodzi w polaczenia z glioksalaza. Odtworzenie glutacjonu
zredukowanego jest mozliwe, miedzy innymi, przez elektroredukcje prze-
prowadzong w odpowiédnich warunkach. Celem zorientowania sie, czy
w kielkujacych ziarnach pszenicy znajduje sie glutation tylko zreduko-
wany, czy rowniez utleniony, przeprowadzono badania jakosciowe za
pomoca chromatografii bibutowej.

Zastosowano metode wstepujacej chromatografii bibulowej w ko-
morze chromatograficznej przez 10 godzin na bibule Whatmana nr 4.
Uktad rozpuszczalnikéw stanowil fenol masycony woda. Atmosfere ko~
mory nasycono 1% kwasem solnym (Krimsky, Racker 19852).
Chromatogramy po wysuszeniu w temperaturze okoto 40° C wywolywa-
no 0,1 alkoholowym roztworem ninhydryny przez 10 minut w 80° C.
Na bibule naniesiono ekstrakty wszystkich kombinacji plus wzorce glu-
tationu utlenionego i zredukowanego. Glutation utleniony otrzymano
dziatajac 0,02% roztworem H,O, przez 24 godziny. Taki glutation nie
wykazywal zadnej aktywnosci w stosunku do glioksalazy.

Badania ilosciowe. Glutation zredukowany oznaczano zmodyfikowa-
ng metoda Schroedera i Woodwarda przystosowang do oznaczen mano-
metrycznych na aparacie Warburga. Zasada tej metody opiera sie na
tym, ze zredukowany glutation jest koenzymem glioksalazy. W reakeji
enzymatycznej, pod wplywem glioksalazy i glutationu jako koenzymu,
z metyloglioksalu (aldehydu pirogronowego) powstaje kwas mlekowy.
Szybkosé tej reakeji jest uzalezniona od stezenia glutationu w obrebie
okreslonych granic. Powstajacy kwas mlekowy reaguje z kwasnym
weglanem sodu, skutkiem czego wytwarza sie dwutlenek wegla powo-
dujac wzrost ci$nienia w manometrze, proporcjonalnie do ilosci gluta-
tionu. Zrédtem glioksalazy byly drozdze piekarskie sproszkowane i po-
zbawione glutationu. Drozdze przygotowano wedlug Umbreita (1949).
[log¢ zawiesiny drozdzy na jedno naczynko okreslano na podstawie
aktywnosci glioksalazy. Stosowany 1 ml 20% zawiesiny drozdzy w cia-
gu 20 minut, w obecnoéci 0,1 mg glutationu i 10 mg metyloglioksalu,
wytwarzat 180—200 wl CO, przy temperaturze 25° C.

Do bocznego ramienia naczynka Warburga dawano 0,5 ml wyciggu,
w ktorym zawarty byt glutation. Do gléwnej czesci naczynka dawano:
1 ml 20 zawiesiny drozdzy, 0,5 ml 2% roztworu wodnego metylo-
glioksalu, 0,5 ml 0,4 M roztworu kwasnego weglanu sodu. Tak przygo-
towane naczynka umieszczano na manometrach. Na wyloty rurek mano-
metrycznych naktadano rurki szklane w ksztalcie litery T przy pomocy
weza gumowego. Gorne odgalezienia rurek lgczono ze sobg wezem gu-
mowym, a koniec lgczono z manometrem rteciowym. Manometr rtecio-
wy polaczony byl z jednej strony poprzez waz gumowy z siedmioma
mancmetrami jednoczesnie, z drugiej strony z pompa ssacag wodng
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i z trzeciej strony z butla zawierajacg mieszanine azotu i dwutlenku
wegla. Poszczegblne polgczenia regulowano zaciskami (ryc. 1).

Poprzednio przygotowano w butli pieciolitrowej mieszanine azotu
i CO, w stosunku 95% :5%. Azot otrzymywano z butli stalowych,
a CO, z aparatu Kippa. Stosowano azot o czystosci 99,9%, ktéry do tych
celow byl wystarczajgco czysty. Po odessaniu powietrza wpuszczano
mieszanine gazowa do manometrow. Czynno$é te powtarzano az do
zuzycia calej ilosci mieszaniny gazéw. Po napelnieniu manometréow za-
mykano kurki i przenoszono je do lazni wodnej aparatu o temperaturze
25° C. Po 5-minutowym wstrzgsaniu wyréwnywano poziomy cieczy
manometrycznych, zamykano kurki i przelewano zawarto$¢ bocznych
ramion. Odczytu dokonywano co 5 minut bez zatrzymywania wstrzgsa-
nych manometréw. Odczyt pierwszych pieciu minut odrzucano, a do
obliczen brano wyniki z dalszych odczytéow i ekstrapolowano. Ilos¢ glu-
tationu okreélano na podstawie odczytu ci$nienia CO, z krzywej wzor-
cowej po uplywie 20 minut. Glutation zredukowany czysty do krzywej
standartowej otrzymano z importu poprzez B.0.O. Gliwice, zas mety-
loglioksal z firmy dr T. Schuchardt, Monachium.

Wycigg przygotowywano w sposob nastepujacy: Odwazong proébke
50 sztuk kietkujacych ziarn umieszczano w mozdzierzu porcelanowym
i zalewano 15 ml 4% kwasu sulfosalicylowego. Probke ucierano z nie-
znaczng iloscig piasku. Wyciggi odwirowywano przy 3000 obr/min przez
10 minut. Pozostaloéé przemywano dwukrotnie 5 ml 4% kwasu sulfo-

Ryc. 1. Aparat do wymiany gazoéw
4 — naczynie z wodg; B — naczynie z mieszaning gazéw; C — manometr rteclowy; D — prae-
wod do pompy ssacej
Apparatus for gas exchange

A — vessel with water; B — vessel with gas mixture; ¢ — mercury manometr; D — tubing
to the suction pump.
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salicylowego. Takie przemycie bylo wystarczajace dla catkowitej eks-
trakeji glutationu. Plyny po odwirowaniu lgczono i mneutralizowano
0,4 M kwasnym weglanem sodu wobec oranzu metylowego. Tak przygo-
towany wyciag przenoszono do bocznych ramion naczyniek Warburga
w ilosci 0,5 ml na 1 maczynko.

WYNIKI BADAN

Wolne auksyny

Doswiadczenia przeprowadzono w okresie od lutego do czerwca
1961 roku.

Analize zmiennosci przeprowadzono osobno dla kazdej kombinacji.

Przeprowadzona analiza zmienno$ci dla ziarn normalnych wykazala
istotne réznice w zawartosci auksyn pomiedzy dniami kietkowania. Na-
tomiast analiza zmiennosci przeprowadzona dla ziarn kietkowanych bez-
tlenowo i o ostabionej zywotnosci nie wykazala istotnych réznic w za-
warto$ci wolnych auksyn pomiedzy dniami kietkowania. Statystycznie
réznice te sg przypadkowe, chociaz charakter krzywej kaze przypusz-
czaé, ze tak nie jest. By¢ moze, ze zbyt duzy blad doswiadczenia, a za-
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Ryc. 2. Zmiany zawarto$ci wolnych auksyn w kielkujgcych ziarnach pszenicy
1 — zlarna normalne; 2 — zlarna kletkowane w warunkach beztlenowych; 3 — zlarna o oslablone]
zywotnoscl
Changes of free auxins content in the wheat grains during the germination

1 — mnormal grains; 2 — grains germinated in anaerobic conditions; 3 — gralns of low
viability.
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tem 1 duzy przedzial ufnosci niwelowaly zmiennos¢ czasowa doswiad-
czenia.

Wyniki przedstawiajace srednie z 6 powtérzen zawartosci wolnych
auksyn wszystkich trzech kombinacji sa umieszczone na wykresie
{ryec. 2).

Zawartos¢ wolnych auksyn w ziarnach pszenicy normalnie kietko-
wanych szybko wzrastala, osiagajac maksimum w drugim dniu, po czym
stopniowo malala. Najnizszg zawartos¢ auksyn stwierdzono w ostatnim
(badanym) dniu kietkowania. Jak wida¢ z wykresu w ziarnach o ostabio-
nej zywotnosci jest jeszcze bardzo wiele wolnych auksyn w poréwna-
niu z ziarnami o normalnej zywotnosci. Biorge pod uwage przedzial
ufnosci, réznice pomiedzy kombinacjami, jak i pomiedzy dniami, sa
nieznaczne.

Kwas askorbinowy

Doswiadczenia przeprowadzono w okresie od kwietnia do lipca 1962 r.
‘W ziarnach kietkowanych w warunkach beztlenowych kwas askorbino-
wy nie zostal wykryty. Dlatego tez analize zmiennosci sporzadzono tylko
«dla ziarn kielkujgcych normalnie i dla ziarn o ostabionej zywotnosci,
ale kazdg z osobna.
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Ryc. 3. Zmiany zawarto$ci kwasu askorbinowego w kielkujgcych ziarnach pszenicy
w mg % (ilo§¢ mg w 100 g suchej masy)

i — =zlarna normalne; 2 — zlarna kiletkowane w warunkach beztlenowych (zawarto§é kwasu
askorbinowego = 0); 3 — ziarna o oslabionej Zywotnoéci

Changes of ascorbic acid content in the wheat grains during the germination
in mg % (mg in 100 g dry weight)

1 — normal gralns; 2 — grains germinated in anaerobic conditions (Content of ascorbic acid = 0);
3 — grains of low viability.
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Wyniki przedstawiajace S$rednie z 6 powtérzen zawartosci kwasu
askorbinowego w ziarnach mormalnych i o oslabionej zywotnosci sa
umieszczone na wykresie (ryc. 3). :

Stosunkowo mniewielkie ilosci kwasu askorbinowego wykryto w ziar-
nach o ostabionej zywotnosci. Do analizy brano wszystkie ziarna tak
kielkujace, jak i nie kielkujgce. W doswiadczeniu uzupelniajacym roz-
dzielono ziarna kielkujace od nie kielkujgcych i stwierdzono, ze cala
zawarto$¢ kwasu askorbinowego znajdowala sie tylko w ziarnach kiel-
kujgcych. Ziarna nie kielkujace nie zawieraly kwasu askorbinowego.
Gdy przeliczono ilo$¢é kwasu askorbinowego zawartego w ziarnach
o ostabjonej zywotnosci, ale kietkujacych, to okazalo sie, ze poziom kwa-
su w tych ziarnach jest w przyblizeniu réwny poziomowi kwasu askor-
binowego w ziarnach normalnie kietkujgcych. ,

Analiza zmiennosci dla obu kombinacji wykazala istotne réznice
w zawartosci kwasu askorbinowego pomiedzy dniami kielkowania. Za-
wartos¢ kwasu askorbinowego wzrastala w miare uplywu czasu kiel-
kowania od 0 przy ziarnach suchych (przed Kkielkowaniem) do okolo
40 mg % w si6dmym dniu kietkowania w ziarnach normalnych. W ziar-
nach o ostabionej zywotnosci réwniez mastepowal wzrost zawartosci
kwasu askorbinowego w czasie kietkowania, ale proporcjonalny do ilosci
ziarn zdolnych do kietkowania.

Glutation

Doswiadczenia przeprowadzono w okresie od listopada 1961 do mar-
ca 1962 roku.

Na rycinie 4 przedstawiono chromatogramy trzech kombinacji badan
jakosciowych glutationu.

W zadnym wyciggu nie stwierdzono wystepowania glutationu utle-
nionego. Glutation zredukowany stwierdzono we wszystkich wyciggach
oraz w ziarnie suchym.

Wyniki oznaczen ilosciowych glutationu ($rednie z 5 powtérzen)
ze wszystkich kombinacji zestawiono na wykresie (ryc. 5).

Analize zmienno$ci przeprowadzono osobno dla kazdej kombinacji.
Analiza ta wykazala, ze réznice w zawartosci glutationu pomiedzy dnia-
mi kietkowania s3 istotne we wszystkich kombinacjach,

Zawartos¢ glutationu w ziarnach pszenicy normalnie kielkowanej
wzrastala w miare uplywu czasu kieltkowania, osiagajac w si6dmym
dniu poziom przeszlo dwukrotnie wyzszy od ziarn suchych. Zawartosé
glutationu w ziarnach kietkowanych w warunkach beztlenowych po-
czatkowo nieznacznie rosta, potem stopniowo malata. Suche ziarna psze-
nicy o oslabionej Zywotnosci zawieraly nieco mniej glutationu niz psze-
nicy tzw. normalnej, a w miare kietkowania zawarto$é ta rosta, ale
duzo wolniej.
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Ryc. 5. Zmiany zawarto§ci glutationu zredukowanego w kietkujgcych ziarnach

pszenicy w pg na 1 g suchej masy

1 — ziarna normalne; 2 — zlarna kielkowane w warunkach beztlenowych; 3 — ziarna o osta-
bionej Zywotnosei

Changes of reduced glutathione content in the wheat grains during the germination
(ng 1 g dry weight)
1 — normal grains; 2 — grains germinated in anaeroblc conditions; 3 — grailns of low
viability.

DYSKUSJA

W literaturze dotyczgcej kielkowania jest dos¢ duzo danych odno-
szacych sie do zawartosci kwasu askorbinowego, auksyn i glutationu
w ziarnach pszenicy kietkowanych w warunkach normalnych i o nor-
malnej zywotnosci. Dane te sg porownywalne z wynikami otrzymanymi
w tej pracy. Inaczej przedstawia sie sprawa, jesli chodzi o ziarna kiel-
kowane w warunkach beztlenowych i o oslabionej zywotnoéci. Tu dane
sg skape i czesto niemozliwe do poréwnywania ze wzgledu na sposob
przeprowadzania doswiadczen. Wiekszoéé danych z literatury, dotyczg-
cych badan ilodciowych jest przytoczona we wstepie.

Zawarto§é wolnych auksyn w ziarnie pszenicy normalnie kietkowanej
byla zgodna z wynikami otrzymanymi przez innych (Schocken 1947,
Linser 1954; Kentzer 1959; Michniewicz 1962), Zawartosé
wolnych auksyn w suchym ziarnie pszenicy o ostabionej zywotnosci by-
la jedvnie niewiele nizsza od zawartosci w ziarnie pszenicy normalnej,
co zreszta zgadza sie z danymi z literatury otrzymanymi przez Juela
(1941).

- W ziarnie pszenicy kielkowanej w warunkach beztlenowych poziom
wolnych auksyn nie ulegal wiekszym zmianom w ciggu calego okresu
kietkowania.
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U ziarn o ostabionej zZywotnosci nieznaczna zwyzka wolnych auksyn
na poczatku kietkowania byla zapewne zwiazana z niewielkg iloécia
ziarn zdolnych do syntezy czy aktywacji auksyn zwigzanych. Natomiast
niewielki spadek poziomu wolnych auksyn pod koniec badanego okresu
kielkowania mozna tlumaczy¢ malym zuzyciem na procesy wzrostowe.
Nalezy jednak podkresli¢, ze wyniki dotyczace zawartosci wolnych
auksyn w ziarnach kietkowanych beztlenowo i w ziarnach o ostabionej
zywotnosci lezg w granicach btedu.

Ogodlnie biorac, tak ziarna kielkowane w warunkach beztlenowych,
jak 1 o oslabionej zywotnosci, charakteryzuje maly dynamizm — nie-
wielki poczatkowy wzrost, a nastepnie spadek zawartosci wolnych
auksyn przy koncu badanego okresu.

W ziarnie suchym pszenicy normalnej i o oslabionej zywotnosci nie
stwierdzono kwasu askorbinowego, a w czasie kietkowania zawartosé
rosta, zgodnie zresztg z wynikami innych badaczy. Poniewaz ziarna kiel-
kowane w warunkach beztlenowych nie zawieraly kwasu askorbino-
wego, mozna by z tego wysnu¢ wniosek, ze do syntezy kwasu askorbi-
nowego potrzebny jest tlen. Ale mozna i inaczej to zagadnienie ujaé.
Tlen jest konieczny do rozpoczecia kietkowania i potem do wzrostu
rosliny, a wobec braku procesébw wzrostowych nie tworzy sie kwas
askorbinowy.

Zawartos¢ kwasu askorbinowego w kietkujacych ziarnach o ostabio-
nej zywotnosci byla minimalna, a w przyblizeniu réwna kilkunastu pro-
centom zawartosci w ziarnach normalnie kielkowanych. Zatem poziom
kwasu askorbinowego w ziarnach o ostabionej zywotnosci odpowiadalby
procentowi Kkietkujgcych ziarn. I rzeczywiScie, jesli oddzielono ziarna
kietkujace od nie kietkujacych (mozliwe to bylo dopiero w koncowym
okresie kietkowania, 5—7 dzieh) stwierdzono, ze caly kwas askorbino-
wy byl zawarty w ziarnach kielkujacych. W ziarnach niezdolnych do
kielkowania nie znaleziono kwasu askorbinowego. Wyniki te potwier-
dzaja badania Michniewicza i Rowickiej (1961).

Biorgc pod uwage wyniki z tych trzech kombinacji, trzech réznych
typow przemiany materii, nalezy przypuszczaé, ze istnieje pewien zwia-
zek miedzy obecnoscig kwasu askorbinowego a kietkowaniem i wzro-
stem. To potwierdzaloby sugestie Virtanena, Hausena, Sree-
nivasana i innych, ktorzy zaliczaja kwas askorbinowy do grupy
zwigzkow oddzialywajacych na wzrost.

Wzrost zawartosci glutationu w czasie kielkowania ziarn pszenicy
normalnie kietkowanej sugeruje, ze jest on zwigzany z kietkowaniem
1 wzrostem. Potwierdzeniem tego sg wyniki uzyskane z kielkowaniem
w warunkach beztlenowych i kietkowaniem ziarn o ostabionej zywot-
nosci, w ktérych poziom glutationu minimalnie wzrastat.

Biorac pod uwage, ze synteza glutationu wymaga obecnosci tlenu,
wyniki kielkowania ziarn w warunkach beztlenowych i w warunkach



702 H. Skrabka

normalnych potwiendzaja teze o tym, ze glutation jest tworzony z poje-
dynczych aminokwaséw od nowa (Braunstein 1948), a nie jest pro-
duktem rozpadu tancuchéw peptydowych.

W wiekszosci prac spotykanych w literaturze dotyczacych glutationu
oznaczano tylko grupy —SH, przyjmujac je za miernik ilosci glutationu,
tak ze trudno poréwnywaé wyniki tej pracy z wynikami innych.

Wyniki badan jakosciowych nad glutationem zredukowanym i utle-
nionym, dotyczace ziarn kietkowanych w warunkach beztlenowych, po-
twierdzaja przypuszczenie, ze przy braku tlenu nie powstaje glutation
utleniony (Morawiecka 1960). Réwniez ziarna kietkowane w wa-
runkach tlenowych (normalne) i ziarna o oslabionej zywotnosci albo nie
zawieraly glutationu utlenionego w ogole, albo zawieraly go w ilosci
za malej, by mogl zostaé wykryty stosowanymi metodami. Tu materiatu
bezposredniego do poréwnan brak. Istnieje tylko szereg prac, w ktérych
wykazano istnienie glutationu utlenionego w pézniejszym okresie kiel-
kowania, ale u innych ro$lin (Proskuriakow i Mosolowa
1952; Spragg i Yemm 1954; Morawiecka 1960).
~ Analizujac wplyw tlenu na poszczegdlne zwigzki mozna st'vwerdzm
ze warunki beztlenowe ograniczajg synteze nowych zwigzkéw biorgcych
udzial we wzroscie, mianowicie kwasu askorbinowego catkowicie i glu-
tationu znacznie. U ziarn o oslabionej zywotnosci stwierdzono mniejszg
zdolnos¢ do syntezy kwasu askorbinowego i glutationu. Natomiast za-
pasy wolnych auksyn i glutationu nie ulegly wiekszym zmianom w po-
réwnaniu z ziarnami normalnie zywotnymi.

Roéowniez nalezaloby zwroci¢ uwage na fakt, ze zawartos¢ wolnych
auksyn nie ulegala wiekszym zmianom w czasie kielkowania, niezalez-
nie od tego, czy byly to ziarna normalne, czy o ostabionej zywotnosci
oraz czy byly kielkowane w warunkach tlenowych, czy w beztlenowych.
Przeciwnie bylo z zawartoscia kwasu askorbinowego i glutationu. Ilosé
tych zwigzkow zalezala od rodzaju analizowanego ziarna.

WNIOSKI

Badano dynamike wolnych auksyn, kwasu askorbinowego i glutatio-
nu. Do do$wiadczen uzywano: 1) ziarn pszenicy normalnie kielkowanych
i normalnie zywotnych, 2) ziarn pszenicy takich samych, jak w punk-
cie 1, ale kietkowanych w warunkach beztlenowych, 3) ziarn pszenicy
o ostabionej zywotnosci. Ziarna pszenicy byly tej samej odmiany, a réz-
nily sie rokiem zbioru lub warunkami kietkowania. Zawarto$é wolnych
auksyn, kwasu askorbinowego i glutationu badano w suchym ziarnie
(dzien kielkowania — 0), oraz codziennie az do siédmego dnia kiel-
kowania. .

Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen mozna wysnué naste-
pujace wnioski:

1. Zawartoé¢ wolnych auksyn w normalnie kietkujacych ziarnach
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pszenicy poczatkowo rosnie (do 2 dnia), nastepnie wolno opada. U psze-
nic kietkowanych w warunkach beztlenowych zawartosci wolnych auksyn
poczatkowo wzrasta, choé¢ wolniej niz u ziarn normalnych, a nastepnie
nie ulega wiekszym zmianom. W ziarnach o ostabionej zywotnosci zmia-
ny zawartosci wolnych auksyn sa nieznaczne i sg statystycznie nie udo-
wodnione, podobnie jak w ziarnach kietkowanych beztlenowo.

2. W suchym ziarnie pszenicy nie stwierdzono kwasu askorbinowe-
go, ale w miare kielkowania zawartos¢ kwasu askorbinowego szybko
wzrastala. W ziarnach pszenicy kietkowanych w warunkach beztleno-
wych do 7 dnia nie stwierdzono kwasu askorbinowego. W ziarnach
o oslabionej zywotnoéci zawarto$¢é kwasu askorbinowego byla w przy-
blizeniu proporcjonalna do sily kietkowania ziarn, tzn. jesli ziarna
o ostabionej zywotnoéci kietkowaly w 10%, to rowniez zawartos¢ kwasu
askorbinowego w calej probie wynosita 10% w poréwnaniu z ziarnami
normalnymi.

3. W kielkowanych normalnie ziarnach pszenicy, zawartos¢ gluta-
tionu szybko wzrastala osiagajac w 7 dniu warto$é przeszio dwukrotnie
wyzsza w poréwnaniu z zawartoscia w suchym ziarnie. Zmiany w za-
wartosci glutationu u ziarn kielkowanych w ‘warunkach beztlenowych
i o ostabionej zywotnosci byly nieznaczne.

4. Zawartos¢ wolnych auksyn w czasie kietkowania nie ulegala
wiekszym zmianom tak u ziarn normalnych, jak i u ziarn o oslabionej
zywotnosci, oraz kietkowanych w warunkach beztlenowych jak i tleno-
wych, w przeciwienstwie do zawartosci kwasu askorbinowego i gluta-
tionu, ktorych ilo$é byla rozna w zaleznosci od rodzaju analizowanego
ziarna.

Katedra Fizjologii Ro$lin " (Wplynelo: 5.4.1964)
Wuyzszej Szkoly Rolniczej we Wroctawiu
Kierownik — Prof. dr S. Guminski

SUMMARY

The dynamics of the auxins, ascorbic acid and glutathione has been investigat-
ed. For the experiments there were used: 1) wheat grains normally germinated
and of normal viability, 2) identical wheat grains as in point 1 but germinated
in anaerobic conditions, 3) wheat grains of low viability. The wheat grains were
of the same variety and differed only by the year of harvest or condition of
germination. The content of auxins, ascorbic acid and glutathione was studied
in dry grains every day to the 7-th day of germination.

On the basis of these experiments the following conclusions may be drawn:

1. The content of free auxins of normally germinating wheat grains
increases in the beginning (as to the 2-nd day) afterwards falls slowly. In wheat
germinating in anaerobic conditions the content of auxins increases in the
beginning, though slower than in normal grains, and does not alter very much
later on. In grains of low viability the changes of the contents of the auxins are
insignificant and are not proved statistically, so as in anaerobically germinated
grains. .
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2. In the dry wheat grains ascorbic acid was not confirmed, but during the
germination the content of ascorbic acid grew rapidly. In wheat grains germinated
in anaerobic conditions no ascorbic acid was confirmed as to the 7-th day. In
grains of low viability the content of ascorbic acid was approximately propor-
tional to the germinating power, e.g. if the grains of low viability germinated
in 10%, the content of ascorbic acid in the whole experiment ammounts also
10%, compared with normal grains.

3. In mnormally germinating wheat grains the content of glutathione
increased quickly, reaching on the 7-th day a more than double value compared
with the content in the dry grain. The changes in the content of glutathione
in grains germinated in anaerobic conditions and of low viability was insignificant.

4, The content of free auxin did not change during the germination neither
in normal grains, nor in grains with low viability, both germinated in aerobic
and anaerobic conditions in contrary to the ascorbic acid and glutathione which
quantity was different in dependence of the kind of the analized grains.

High School of Agriculture, Wroctaw
Department of Plant Physiology
Head: Frof. dr S. Guminski
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