ACTA SOCIETATIS
BOTANICORUM POLONIAE
vol. XXXV — nr 1
1966

Kwasy nukleinowe w rozwijajacym si¢ ziarnie zyta

Cz. 1. Ogolna zawarto$¢ kwasdéw nukleinowych w formujacym si¢ ziarniaku

The nucleic acids in the developing grain of rye
Part 1. Total content of nucleic acids in the forming grain

K. KULKA

WSTEP

Proces rozwoju ziarniaka zyta dzieli si¢ na trzy do$¢ wyraznie zaznaczone etapy
morfologiczne (Grzesiuk 1961 b; S6jka 1961 a):

a) etap zasadniczego formowania bielma (od zapylenia do 9—12 dnia)

b) etap zasadniczego formowania zarodka (od 9—27 dnia)

c) etap zasadniczego gromadzenia materialéw zapasowych (od 24—27 dnia
do pelnej dojrzatosci).

Etapowemu charakterowi morfogenezy ziarniaka towarzysza odpowiednie
zmiany biochemiczne i fizjologiczne (Grzesiuk 1961 b; Sdojka 1961 b, 1962;
Rejowski 1962 a i b). Zaznaczaja si¢ one w metabolizmie azotowym i weglowo-
danowym, w dynamice witamin i aktywnosci enzymatycznej, w nateZeniu oddy-
chania i zdolnosci kietkowania ziarna. Ziarno réznej dojrzatosci posiada dzigki
temu zrdznicowana aktywnos$¢ fizjologiczna, ktéra z kolei wywiera wplyw na
fizjologi¢ roélin z niego wyrostych.

Okreslony przebieg procesu formowania ziarna oraz ksztaltowanie jego cech
anatomicznych i fizjologicznych uwarunkowane jest przede wszystkim czynnikami
natury genetycznej; te za$ wiaZa si¢ ze struktura i przemianami kwaséw nukleino-
wych (KN). ' '

Obecnie przyjmuje si¢, Zz KN biora udzial w procesach wzrostu i rozmnazania
si¢ komdrek, w biosyntezie bialek oraz w calosci procesow morfo- i ontogenezy
roflin (Konariew 1959).

Celem niniejszej pracy bylo wyjasnienie zwiazku pomiedzy ksztaltowaniem sig
fizjologicznych i1 biochemicznych wiasciwo$ci dojrzewajacego ziarna a dynamika
w nim KN.

METODYKA BADAN

Obicktem badan bylo zyto jare (ekotyp mazurski) i Zyto ozime (Ludowe).
Préby ziarna przeznaczone do analiz KN pobierano w odstgpach trzydniowych,
poczawszy od trzeciego dnia po zapyleniu do pelnej dojrzatosci. Ziarno wyjmowano
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jedynie ze Srodkowej czesci klosa. Kazda probe dzielono na dwie czeéci. Jedna
z nich utrwalono we wrzacym alkoholu w ciagu 10 minut, druga w sterylizatorze
Kocha w temperaturze 100°C. Utrwalony material suszono nastepnie w suszarce
przy temperaturze 70°C do stalego ‘cigzaru. Poczawszy od préby 7, w wypadku
zyta ozimego, i préby 8 zyta jarego, oddzielono od bielma zarodki przy pomocy
igly preparacyjnej. Zarodki utrwalono tylko w parze wodnej ze wzgledu na ich
mala ilo$¢. Wysuszone prébki ziarna i zarodkéw dokladnie mielono na maczke
i przechowywano w hermetycznie zamknigtych naczyniach szklanych, w ciemnym
i chtodnym miejscu.

W przygotowanych probach calego ziarna, bielma i zarodkéw oznaczono ogdlna
zawarto$¢ KN przy pomocy metody spektrofotometrycznej na podstawie zasad
purynowych (Nietupskaja i in. 1959).

Adaptacja kazdej metody do oznaczen omawianych zwiazkow w zréznicowanych
tkankach i organach roélin wyzszych sprawia duZe trudno$ci. Zwiazane to jest
z niska zawartoScia KN w starszych tkankach ro$lin wyzszych oraz z obecnodcia
w nich réznych zwigzkéw utrudniajacych analize (skrobia, biatka zapasowe, zwiazki
typu ligniny, barwniki i inne) i absorbujacych Swiatlo ultrafioletowe w zakresie
240—300 my. Metoda opracowana przez Nietupska i wsp. (1959) umozliwia
oznaczenie KN w materiale roslinnym, zawierajacym nawet duza ilo$¢ wyZej
wspomnianych substancji utrudniajacych analize. Metode te cechuje ponadto duza
czulos$¢ i dokladnosé.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Ogolng zawarto$¢ KN w rozwijajacym sig¢ ziarnie, bielmie i zarodku przedsta-
wia tabela 1 i 2 oraz ryc. 1. Przytoczone wyniki wskazuja, ze stosowane sposoby
utrwalenia materialu w parze i alkoholu nie wywoluja istotnyf;h rozbieznosci
w wynikach. Jedynie ziarno Zyta jarego (tab. 2) zawiera wiecej KN w wypadku
utrwalania go alkoholem.

Poréwnanie zawarto$ci kwaséw nukleinowych w rozwijajacym si¢ ziarnie zyta
ozimego i jarego wskazuje wyraznie na jednakowy charakter dynamiki tych zwiazkow
u obydwu form roélin. ‘"W miare rozwoju ziarna (zarodka, bielma) wzgledna ilo$é
KN (w przeliczeniu na sucha mas¢) systematycznie maleje. Najwyrazniej zaznacza
si¢ to w bielmie, mniej widoczne jest natomiast w zarodku. Cale ziarno daje wartosci
posrednie. Najwyzsza koncentracja KN cechuje zarodki. Przecigtnie zawieraja
one od 10—20 razy wigcej KN niz bielma. Stosunek ilosci KN w zarodkach do
ilosci tych zwiazkéw w bielmie wzrasta w miar¢ uptywu rozwoju i dojrzewania
ziarna. Powyzsze stwierdzenie $wiadezy o tym, Ze tkanki bielma starzeja sig¢ szybciej
niz tkanki zarodka (Cin ger 1958). Jest to zrozumiale, je$li uwzglednic¢ fakt zamierania
wewnetrznych komérek bielma w okresie intensywnego gromadzenia si¢ w nich
materialéw zapasowych.

W calej dynamice KN podczas rozwoju i dojrzewania ziarna Zyta daja sie wy-
rézni¢ jakby trzy etapy (por. ryc. 1). Odpowiadaja one w zarysie trzem etapom
formowania si¢ ziarna (Grzesiuk 1961 a ib; S6jka 1961 a).
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Tabela 1 — Table 1

Zawartosé kwaséw nukleinowych (w mg/100 g suchej masy) w dojrzewajacym ziarnie Zyta ozimego
Content of nucleic acids (in mg/I100 g of dry mass) in the ripening grain of winter rye

. . Ziarno utrwalone w parze Ziarno utrwalone w alkoholu
Liczba dni po .
Préby zapyleniu Grain killed by steam Grain killed by alcohol
Samples \Number of days ziarno bielma zarodki ziarno ‘bielma
after pollination 3 .
grain endosperms embryos grain endosperms
1 3 1168 - - 1180 -
2 6 998 - - 960 -
3 9 882 - - 890 -
4 12 792 - — 788 -
5 15 666 - - 656 -
6 18 562 - - 569 -
& 21 518 435 - 509 444
8 24 452 370 3775 426 370
9 27 369 300 3322 357 302
10 30 357 247 2948 344 238
11 33 310 201 2716 312 189
12 36 300 174 2518 310 198
13 39 260 150 2433 270 149
14 42 220 130 2136 217 123
15 45 220 114 2099 210 113
16 48 210 110 2179 203 108

W pierwszym okresie trwajagcym okolo 24 dni (préby 1—8) zachodzi w ziarnie
szybki wzrost ilosci omawianych zwiazkéw (w przeliczeniu na 100 ziaren). Jak
wiadomo (Grzesiuk 1961 b; Sdjka 1961 a) w tym czasie wyksztalca si¢ w formu-
jacym sig ziarnie cale bielmo oraz zasadnicze organy zarodka. W ziarnie zachodza

Tabela 2 — Table 2

Zawarto$¢ kwasdw nukleinowych w dojrzewajacym ziarnie Zyta jarego (w mg/100 g suchej masy)
Content of nucleic acids in the ripening grain of vernal rye (in mg/100 g of dry mass)

i " Ziarno utrwalone w parze Ziarno utrwalone w alkoholu
Liczba dni po *
Proby zapyleniu Grain killed by steam Grain killed by alcohol
Samples |Number of days ziarno bielma zarodki ziarno bielma
after pollination . ’ z
grain endosperms embross grain endosperms

1 5 1390 - - - s

2 6 1013 - - 1140 -

3 9 908 - - 958 -

4 12 811 - - 831 -

5 15 s m - - 792 —

6 18 703 - - 694 —

T 21 590 - - 599 Y -

8 24 515 466 3800 558 469

9 27 445 474 3450 457 385
10 30 418 305 3140 448 312
11 33 407 311 3140 434 328
12 36 331 245 2775 348 247
13 39 319 218 2575 316 212
14 42 262 170 2447 290 175
15 45 246 133 2476 242 157
16 48 239 130 2311 237 135
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wéwcezas intensywne procesy syntezy Zywej materii (synteza biatka), ktérym to-
warzyszy szybki wzrost ilosci KN.

W drugim etapie rozwoju ziarniaka trwajacym okolo 10—12 dni (od préby
8 do 12), a obejmujacym druga polowe dojrzatosci mlecznej i poczatek dojrzatosci
woskowej, bezwz'gledna zawarto$¢ KN w calym ziarnie utrzymuje si¢ prawie na
stalym poziomie, zwigkszajac si¢ raptownie dopiero pod Kkoniec tego etapu

mg

S
T

mq KN/100 ziaren
NA/100grains-in mg
S ~Nwh oo N o

1 234 5 6789 10mr23M4InKik
Nr proby - No of sample

Ryc. 1. Zawarto$¢ kwasow nukleinowych w mg na 100 ziaren,
100 zarodkow i 100 bielm dojrzewajacego ziarna zyta. 1 —cale
ziarno, 2 — zarodki, 3 — bielma
Content of nucleic acids (in mg per 100 grains, 100 embryos
and 100 endosperms) of the ripening grain of rye. 1 —all
grain, 2 — embryos, 3 — endosperms

(ryc. 1),tj. na poczatku dojrzatosci woskowej. Fakt ten jest bardzo cickawy, lecz
jednoczesnie trudny do wyjasnienia. Nalezy jednak zaznaczy¢, 2z ziarno zebrane
w tym momencie posiada najwigksza akiywno$¢ fizjologiczna.

W trzecim etapie rozwoju ziarniaka, ktory odpowiada dojrzalosei woskowej
i pelnej (proby 12—16), zachodzi w nim powolne zmniejszanie si¢ ilosci kwasow
nukleinowych (ryc. 1). Jest to zrozumiate, jesli wziaé¢ pod uwage fakt, ze w ziarnie
woéwcezas ustajg zasadnicze procesy wzrostowe oraz procesy syntezy bialek, a trwa
jedynie gromadzenie weglowodanow zapasowych.

Zawartos¢ KN w calym ziarnie jest wypadkowa ich ilodci w czgsciach skla-
dowych ziarna. W bielmie, podczas drugiego etapu rozwoju ziarna, poziom KN
w zasadzie maleje, natomiast w zarodku systematycznie zwigksza si¢. Z danych
tych wynika, Ze procesy wzrostowe bielma zostaja zakonczone w ziarniaku juz
po 24 dniach jego rozwoju.

W potowie dojrzatosci mlecznej zarodek stanowi jeszcze niewielka cze$¢ calego
ziarna. Dopiero w drugim etapie formowania si¢ ziarniaka nastgpuje szybkie zwigk-
szanie si¢ jego rozmiarow. Tym intensywnym procesom syntezy protoplazmy w
zarodku towarzyszy wowczas systematyczne zwigkszanie si¢ zawartosci KN.

Jak juz zaznaczono uprzednio bezwzglgdna zawartos¢ KN w zarodkach Zzyta
wzrasta do pelnej dojrzatosci, natomiast w bielmie, poczawszy od dojrzalosci
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mlecznej, obserwuje si¢ niemal stale zmniejszanie si¢ ilosci omawianych zwiazko6w.
Na podstawie tych faktéw mozna wysunaé przypuszczenie, Ze W endospermie po
jej sformowaniu zachodzi pod wplywem nukleaz rozkiad kwaséw nukleinowych
do nukleotydow, ktore prawdopodobnie przemieszczaja si¢ do zarodka i tam z
kolei podlegaja resyntezie do RNA. Do podobnego wniosku doszedl réwniez
Siemienienko (1964) w badaniach nad synteza RNA w nasionach grochu i ziarnie
pszenicy. Wspomniany autor przypuszcza, Ze synteza RNA w zarodku odbywa
sic w duzej mierze kosztem nukleotydéw powstajacych w zamierajacych tkankach
zapasowych. To ciekawe przypuszczenie wymaga jednak eksperymentalnego
potwierdzenia.

Prawdopodobnie gléwnym czynnikiem okreslajacym zasadniczy Kierunek
metabolizmu ziarna sa kwasy nukleinowe. Jednak konkretna rola tych zwiazkéw
w réznorodnej przemianie materii ziarna jest jeszcze bardzo malo poznana. Pewne
éwiatlo na funkcje KN moZe rzuci¢ pordéwnanie ich dynamiki z zachodzacymi
w dojrzewajacym ziarnie przemianami biochemicznymi i fizjologicznymi.

W tym celu uzyskane wyniki w niniejszej pracy zestawiono z rezultatami badan
nad biochemia dojrzewajacego ziarna zbd6z oraz wladciwosciami fizjologicznymi
ro§lin wyroslych z tego ziarna otrzymanymi przez Grzesiuka (1961 b); S6jke
(1961 a i b, 1962) i Rejowskiego (1962 a i b).

Wolne aminokwasy, azot aminowy oraz mono- i oligosacharydy w najwigkszej
koncentracji wystepuja w pierwszym etapie formowania si¢ ziarniaka, pdzniej
ilos¢ tych zwiazkéw wyraznie si¢ obniza. Podobnie ksztaltuje si¢ dynamika KN
(tab. 1, 2).

Stwierdzono rézniez, Ze natezenie oddychania calego ziarna (a takze bielma
i zarodka) w trakcie jego rozwoju (Krenke 1961; S6jka 1961 a) jest proporcjo-
nalne do tempa biosyntezy KN (tab 1,2). Wyjasni¢ to moZzna réwnoczesnym udzia-
lem KN i procesu oddychania w syntezie podstawowej masy protoplazmy inten-
sywnie dzielacych si¢- komorek ziarniaka. Ponadto proces oddychania dostarcza
energii oraz prawdopodobnie niektérych metabolitéw do biosyntezy samych KN.
Nie wyklucza si¢ réwniez mozliwosci wplywu posrednich produktéw przemiany
nukleinowej na pewne ogniwa proceséw oksyredukeyjnych zachodzacych w komérce
(Siemienienko 1964).

Obecnoéé KN w ziarniaku zwiazana jest nie tylko z jego formowaniem sie.
Czesé¢ tych zwiazkOw nagromadza si¢ w ziarnie w postaci zapasu, ktoéry nastgpnie
zostaje zuzywany w procesie kietkowania. Wykazano bowiem, ze KN przemiesz-
czaja sie z bielma i liscieni do rosnacego kietka (Lechman i Garz 1962; Siemie-
nienko 1964).

Prawdopodobnie jedng z waznych przyczyn najwigkszej zdolnosci kietkowania
ziarna zyta o dojrzatosci woskowej i pelnej jest wysoka zawarto$¢ w nim KN (ryc.
1). CzeSciowym potwierdzeniem tego przypuszczenia sa badania Siemienienki
(1964) nad kietkujacymi nasionami grochu i ziarnem Zyta. Autor ten wykazal,
7e szybko$é wzrostu kietka oraz jego suchej masy zalezy od iloSci KN zawartych
w ziarnie i nasionach. Dodane do pozywki przez wymienionego autora rybonukleo-
tydy, wyraznie stymulowaly syntez¢ RNA i biatka w kietkach grochu. W rezulta-
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cie prowadzito to do szybszego wzrostu kietkéw (w poréwnaniu z kontrola) i zwigk-
szenia ich suchej masy.

Ziarno zb6z zebrane na poczatku dojrzatosci woskowej najlatwiej si¢ jaryzuje.
Wydaje sig, Ze przebieg tego procesu zalezy migdzy innymi od ilosci KN zawartych
w rozwijajacym sig¢ ziarnie (ryc. 1). Przy pomocy metod biochemicznych i cytochemi-
cznych wykazano, ze proces jaryzacji cechuje si¢ wysoka intensywnoscia przemian
zwiazkéw nukleinowych (por. Konariew 1959; Chouard 1960; Sechet 1962).
Nalezy sadzi¢, ze zbadanie posrednich metabolitéw przemian KN oraz wolnych
nukleotydéw mogtoby si¢ w znacznej mierze przyczyni¢ do rozwiazania istoty me-
chanizmu jaryzacji.

Najwyzsza zimotrwalo$¢ i mrozoodporno$¢ wykazuja roéliny wyroste z ziarna
zebranego na poczatku dojrzaloéci woskowej. Prawdopodobnie rola KN w ksztal-
towaniu zimotrwatosci i mrozoodpornosci jest raczej posrednia i sprowadza si¢
do wplywu tych zwiazkéw zawartych w ziarnie na ogdélng witalno$¢ roélin z niego
wyrostych.

Streszczenie

Celem niniejszej pracy bylo wyjasnienie zwiazku pomiedzy fizjologicznymi wlasciwoéciami
rozwijajacego si¢ ziarna zyta (ozimego i jarego) a dynamika jego kwasow nukleinowych.

Badania wlasne oraz analiza piSmiennictwa pozwalaja na sformulowanie nizej podanych stwier-
dzen:

1. Zawarto$¢ kwasow nukleinowych w rozwijajacym sig¢ ziarnie zyta ozimego i jarego jest
bardzo zblizona. W miare rozwoju ziarna wzgledna ilos¢é kwasow nukleinowych w przeliczeniu
na jednostke suchej masy maleje. Najwyrazniej to si¢ zaznacza w bielmie, mniej za§ w zarodku.
Cale ziarno daje wartosci posrednie. W obrebie ziarna najwigksza zawartoscia tych zwiazkow
cechuja si¢ zarodki. Przecigtnie zawieraja one okolo 10—20 razy wiecej kwaséw nukleinowych,
niz bielma. Stosunek poziomu kwaséw nukleinowych w zarodkach do ich ilosci w bielmach w miare
uplywu rozwoju wzrasta, co $wiadczy, ze tkanki bielma starzeja si¢ szybciej, niz tkanki zarodka.

2. W calej dynamice kwasow nukleinowych w trakcie rozwoju i dojrzewania ziarna zyta mozna
wydzieli¢ w zasadzie trzy etapy, ktore w przyblizeniu odpowiadaja trzem etapom formowania si¢
ziarniaka: _

a) w pierwszym etapie, kiedy szybko rozwija si¢ bielmo oraz tworza si¢ zasadnicze organy
zarodka, zachodzi intensywna biosynteza kwasow nukleinowych;

b) w drugiej polowie dojrzalosci mlecznej tempo biosyntezy tych zwiazk6w wyraZnie zmniejsza
sig, natomiast raptownie ponownie wzrasta na poczatku dojrzalosci woskowej, tj. wowczas, gdy
ziarno osiaga najwigksza aktywnosé fizjologiczna;

¢) w trzecim etapie rozwoju ziarna (préby 12—16) nastepuje powolne zmniejszanie si¢ ilosci
kwasow nukleinowych;

3. Absolutna ilos¢ kwasow nukleinowych w zarodku zwieksza sie¢ do konca dojrzalosci ziarna,
natomiast w bielmie, poczawszy od dojrzalosci mlecznej, systematycznie maleje. Prawdopodobnie
biosynteza czgsci kwasow nukleinowych w zarodku odbywa sie kosztem rozpadu tych zwiazkow
w bielmie.

4. W procesie rozwoju i dojrzewania ziarna zyta daje si¢ zaobserwowaé wyrazna zaleino$é
pomiedzy biosynteza kwaséw nukleinowych a wlasciwosciami fizjologicznymi roslin wyroslych
z tego ziarna. Zaleznos$¢ ta dotyczy: kielkowania, jaryzacji, plonowania i mrozoodpornosci.

Katedra Fiéjologii Roslin
Wyzszej Szkoly Rolniczej w Olsztynie
Kierownik: doc. dr S. Grzesiuk ) (Wplynelo dn. 23.1V. 1965 r.)



Kwasy nukleinowe w ziarnie zyta. I. 23

SUMMARY

1. The content of nucleic acids in developing grains of winter and spring rye is approximately
the same. Following the grain maturity, the relative amount of nucleic acids, calculated on dry
weight basis decreases steadily, more distinctly in the endosperm, less so in the embryo. The embryos
contain most of the nucleic acids, on average 10—20 times more than the endosperm. Relative
guantities of nucleic acids in the embryos compared with the endosperm increase with
maturity, suggesting that endosperm tissue ages faster than embryo tissue.

2. Three separate stages of nucleic acid levels, corresponding to the three stages of grain forma-
tion, may be distinguished.

a. intensive nucleic acid biosynthesis, corresponding to fast endosperm formation and the
development of the basic embryo organs.

b. decrease of nucleic acid synthesis in the second part of milky maturity, followed by a sudden
rise at the beginning of waxy maturity.

c. gradual decline of nucleic acids in the third stage of grain development.

3. The absolute amount of nucleic acids in the embryo increases till the end of grain maturity,
but in the endosperm, beginning with milk maturity, it decreases systematically. Probably the bio-
synthesis of the part of nucleic acids in embryo occurs at breakdown expense of these compounds
in the endosperm.

4. In the process of development and maturing of the grain, a relation between nucleic acid
biosynthesis and some physiological properties of plants that grow from these various seeds, has been
observed. These relations concern the yields, germination, vernalization and frost resistance.
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