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Zmiany w zawartosci chlorofilu @ i b w liSciach réznego wieku
niektérych roslin dwuliSciennych

Changes in chlorophyll a and b content in leaves of different age in some
dicotyledon plants

B. GEJ

W literaturze naukowej znane sa liczne prace na temat zmian w réznych wlasci-
wosciach lisci w zaleznosci od wieku i od rozmieszczenia ich na todydze u wielu
gatunkéw roslin (np. Guszczin 1946; Zabtuda i Prostiewa 1947; Shiroya
iin. 1961: Gej 1962; Bielikow i Czietwierikowa 1964; Lizandr i Browcyna
1964). Znane sa tez roznice w ogolnej zawartosci chlorofilu (a-+b) wystepujace
w kolejnych lisciach rosliny w ontogenezie (Willstdtter i Stoll 1918), Dastur
i Buharivalla 1928; Zajcewa 1939, 1940; Giubbieniet i Lermanowa 1945;
Jeffrey i Griffith 1947; Giubbieniet 1952; MototkowskiiIzmajlow 1957;
Sestak i Catsky 1962; Sestak 1963; Birecka i Daki¢-Wlodkowska 1964).
Natomiast zmiany w wiclko$ci stosunku chlorofilu @ do chlorofilu & w poszcze-
gblnych kolejnych lisciach tej samej rosliny prawie nie byly dotychczas systema-
tycznie badane i na ten temat -3 tylko nieliczne wzmianki (Seybold i Egle 1937,
1938 oraz Costes i Coic 1957). Tymczasem wiclko$é tego stosunku przypusz-
czalnie moze mie¢ jaki$ zwiazek — bezposredni lub posredni — z niejednakowa
intensywno$cia fotosyntezy tych lisci.

Wedhug Rabinowitcha (1953) jedynie chlorofil @ zdolny jest bezposrednio
przemieniaé energi¢ $wietlna w energie chemiczna w procesie fotosyntezy. Jest on
ponadto podstawowym receptorem energii $wietlnej w zielonych lisciach (Duy-
sens 1956).

Wiadomo réwniez, ze jedynie chlorofil w formie zwiazanej z biatkiem (i by¢
mozz z lipidami) w chloroplastach odznacza sie aktywnoscia fotosyntetyczna (Kup-
ke i French 1960) Stad tez poznanie trwalosci tego zwiazku w liSciach réznego
wieku moze mieé istotne znaczenie przy interpretacji niejednakowej aktywnosci
fotosyntetycznej tych lisci

Niniejsza praca miala na celu poznanie zmian w zawartosci chlorofilu @ i chlo-
rofilu & w kolejnych lisciach roslin réznego wicku u fasoli, gorczycy, gryki i slo-
necznika. Ponadto prébowano okresli¢ ilosciowo zawarto$é frakeji tzw ,,niezwia-
zanego” chlorofilu @ i b w tych lisciach.

Praca ta jednoczesnie jest czgscia obszerniejszych badan nad intensywnoscia
fotosyntezy poszczegdlnych lisci wyzej wymienionych roslin.
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MATERIAL I METODYKA DOSWIADCZEN

Do doswiadezen uzyto rodliny fasoli zwyktej (Phaseolus vulgaris L) odmiany
»Saxa”, gorczycy jasnej (Sinapis alba L) z majatku SGGW w Wolicy, gryki zwy-
czajnej (Fagopyrum esculentum Much.) z IUNG w Pulawach i stonecznika zwy-
czajnego (Helianthus annuus L.) odm. ,,Borowski IHAR”. Rosliny te rosty w hali
wegetacyjne) SGGW w wazonach o pojemnoséci 0,95 litra. Wazony te napeiniano
piaskiem wislanym (po 1,70 kg) z dodatkiem 0,40 g NH4NO;*), 0,136 ¢ KH,PO,,
0,123 MgSO4-7H,0 i 0,055 g CaCl, — na wazon.

Nasiona wysiano w trzech terminach: 9.V.,20.V. i 1.VL. 1963 roku, pozosta-
wiajac po skietkowaniu 1—2 rosliny w wazonie. W zaleznos$ci od daty siewu posz-
czegolne serie roslin oznaczono kolejnymi liczbami. W trzeciej dekadzie maja
wystapito dos$¢ znaczne 5 dniowe ochlodzenie atmosfery. W dniu sprzetu (24.VL)
wiek roslin (liczony od dnia wschoddw) oraz ich fazy rozwojowe byly nastepujace:
fasola 1—16 dni, faza 2—3 pigter lisci,
fasola 2—30 dni, poczatek wyksztalcania si¢ kwiatostanow,
fasola 3—43 dni, wyksztalcanie si¢ strakow;
gorczyca 1—18 dni, faza 4—5 lisci,
gorczyca 2—32 dni, poczatek kwitnienia,
gorczyca 3—43 dni, faza przekwitania i poczatek wyksztalcania si¢ strakow;
gryka 1—I18 dni, faza 2—3 lisci,
gryka 2—31 dni, poczatek kwitnienia,
gryka 3—43 dni, koniec kwitnienia i poczatek wyksztalcania sig nasion;
stonecznik 1—18 dni, faza 2—3 pieter lisci,
stonecznik 2—31 dni, poczatek wyksztalcania kwiatostanow.

W czasie wegetacji rosliny podlewano codziennie woda wodociagowa utrzy-
mujac wilgotno$¢ poditoza na poziomie 609, kapilarnej pojemnosei wodnej. Jed-
nocze$nie rejestrowano daty rozwijania si¢ kolejnych lisci na roélinach, terminy
zakwitania itp.

W dniu sprzgtu, w jednej grupie ro$lin oznaczono zawartos¢ wody i suchej
masy (w 105°C) w poszczegdlnych lisciach, w drugiej grupie — powierzchni¢ ana-
logicznych lisci (metoda ,,odbitek™ na papierze amoniakalnym wg RoZniatow-
skiego, 1954); liscie te zamroZono w atmosferze suchego lodu (ok. —60°C), a nas-
tepnie przechowywano w zamrazarce (w temp. —12°C) do chwili wykonania analiz
na zawarto$¢ chlorofilu.

Wydobywanie chlorofilu przeprowadzono w dwdch réwnoleglych seriach (ana-
lizujac cale blaszki liSciowe bez ogonkow), tj. za pomoca ekstrakeji w 85% — iw 609,
acetonie.

Ekstrakcja chlorofilu st¢zonym acetonem przebiega bardzo szybko, natomiast
za pomoca rozwodnionego acetonu (60 %) nastepuje znacznie wolniej i tylko czgs¢
zielonych barwnikow przechodzi do roztworu, dajac frakcje tzw. .,niczwiazanego”
chlorofilu (Osipowa 1947). Dlatego tez, zgodnie z metodyka zaproponowang
przez Godniewa i opracowang przez Osipowa, dla uzyskania tej frakeji posz-
czegolne liseie rozcierano (z dodatkiem CaCQ;) zawsze mozliwie do jednakowego

* Rosliny fasoli otrzymaly 0,20 g NH4NO3; — na wazon.
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stopnia rozdrobnienia, zalewano 609, acetonem i pozostawiano je w ciemnosci
na 30 minu.. Nastepnie ekstrakt ten, podobnie jak i ekstrakt w 859 acetonie,
odsaczano na saczku szklanym Schotta G3 (w zacienionej ostonie, przy temp.
ok. 5°C) i rozcienczano do objetosci odpowiedniej dla pomiaréw na spektrofoto-
metrze SF-4. Odczytu ekstynkcji dokonywano przy diugosciach fal: 663 i 645 mu.
Cata procedure ilosciowej analizy chlorofilu @ i b oraz obliczanie ich zawartosci
oparto na metodyce opisanej przez Bruinsma (1963).

Ze wzgledu na roznice anatomo-morfologiczne kolejnych (liczac od podstawy
rosliny) lisci — wyniki analiz przeliczano zaréwno na jednostke cigzaru ich SwieZej,
jak i suchej masy oraz na 1 dem?2 powierzchni blaszki lisciowej (Egle 1960; Kach-
nowicz i Chodorenko 1964). Wyniki te, przedstawione w tabelach i na rysun-
kach, sa $rednimi z 2—3 liSci tego samego pigtra roéliny.

Blad oznaczen calkowitej zawartosci zielonych barwnikéw w réwnorzednych
prébkach nie przekraczal 4—59%,, natomiast réznice w zawartosci ,,niezwiazanego™
chlorofilu w analogicznych probkach wynosity 9—119%.

WYNIKI DOSWIADCZEN

W tabelach 1, 3,51 7 oraz na rys. 1 i 2 przedstawione sa wyniki analiz calko-
witej zawartosci chlorofilu @ i b w kolejnych lisciach badanych rolin réznego wieku,
natomiast w tabelach 2,4,6 i 8 — zawarto$¢ tzw. ,,niezwiazanego” chlorofilu
w tych lisciach. Ponadto u fasoli — 3, w kacie liscia mtodocianego, znajdowat sig
w chwili sprzetu jeden ped boczny (lis¢ trdjdzielny), ktorego Swieza masa wynosita
320 mg, a powierzchnia blaszek lisciowych — 20,2 cm2. Zawieral on 368 pg chlo-
rofilu @ i 171 pg chlorofilu b. Rosliny za$ gryki 2 i 3 mialy wyksztalcone nastgpujace
ulistnione pedy boczne zawierajace chlorofil (Srednio z 1 rosliny):

é . Nr pedu Swieza masa Pow. lisci Zawartos¢ chlorofilu
, Roslina bocznego lisci (w mg) (cm?2) (w ug)
a | b
1 57 5 95 42
Gryka-2 2 158 13 239 117
3 64 5 86 42
§ 1 [ 512 35 822 405
Gryka-3 | 2 716 46 984 472
! 3 | 407 28 532 244

Zaden z badanych gatunk6éw roélin nie wyrdzniat sig specjalnie pod wzglgdem
zawartoéci zielonych barwnikéw w odniesieniu do takiej samej masy czy powierz-
chni lisci.

W wickszoéci przypadkéw najwyzsza wzgledna zawarto$¢ chlorofilu (a+-b)
stwierdzono w $rodkowych i podwierzchotkowych pigtrach lici, przy czym z reguly
w badanych fazach rozwojowych wyroéniete juz liscie okreslonego pigtra mialy



Tabela 1 — Table 1

Zawartosc chlorofilu @ i b oraz wody w lisciach fasoli (na 1 rosling)
Chlorophyll @ and b and water content in bean plant leaves (per plant)

Lis¢ — leaf Chlorofil — chlorophyll
a | b a+ b
Nr Wiek | Swieza | Pow. w | Zawartosé 'I 2
w |masawmg cm? |wodyw % W mg‘f ‘?C'“
No (from | dnjach . wug/lisé  |w%sw.m. liscia &,
i hase mg of | Lamina Water mg per b
o plart) Age fresh surface | content | 8 perleaf |[0of frow.| . 0.7
days | weight | area cm? A leaf
Fasola — Bean plant 1 (16 dni — days)
11 6 603 30,2 83,5 768 | 342 0,18 3,68 2,25
I* 13 2510 110,4 86,1 3235 | 1310 0,18 4,12 2,47
Fasola — Bean plant 2 (30 dni — days)

111 10 1290 61,5 83,6 1889 861 0,21 4.47 2,19
11 17 2185 98,4 84,0 3583 | 1710 0,24 5,38 2,09

I 26 2530 109,2 85,1 2810 | 1397 0,17 3,85 2,01

Fasola — Bean plant 3 (43 dni — days)

v 6 545 29,3 82,2 578 255 0,15 2,84 2,27
v 17 1730 89,7 82,9 2145 917 0,17 3,41 2,34
111 25 2410 102,9 83,4 2228 963 0,13 3,10 2,31
11 31 2570 109,6 83,9 2224 965 0,12 291 2,30

I* 38 2630 104,8 85,0 1427 620 0,08 1.95 2,30
*) Dwa liscie miodociane — Two primary leaves.

Tabela 2 — Table 2
Zawarto$¢ ,,niezwiazanego™ chlorofilu a i b w liSciach fasoli
The content of “not bound™ chlorophyll @ and b in bean plant leaves
Chlorofil — chlorophyll (a + b)
. 7 Chlorofil
Nr liscia | w S [ w % W stos. Chlorophyll
ligé | S /dem2
No of leaf (from the| W ¥&/1is¢ | © o w mg/dem? | do catk. zaw. £
base of plant) ug per leaf | % Ol I I mg per dem? | o/ of total @
| weight ad R
! content
Fasola — Bean plant 1
Il | 298 0,05 . 0,98 l 26,9 1,27
I* | 122 004 | 1,02 | 247 1,33
Fasola — Bean plant 2
111 l 756 : 0,06 | 129 275 1,42
11 | 974 005 | 09 18,4 1,34
i ‘ 972 0,04 ! 0.89 23,1 1,36
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Fasola — Bean plant 3
v 173 0,03 0,59 20,8 1,38
v 398 0,02 0,44 13,0 1,32
11 472 0,02 0,46 14,8 1,34
11 516 0,02 0,47 16,2 1,29
I* 393 0,01 0,37 19,2 1,26

*) Dwa liscie mlodociane — Two primary leaves.

Tabela 3 —Table 3

Zawartosc chlorofilu @ i b oraz wody w lisciach gorczycy (na 1 rosling)

Chlorophyll @ and b and water content in white mustard leaves (per plant)

Lis¢ — leaf l Chlorofil — chlorophyll
.' . . | b a+b
| Nr Wiek | Swieza Pow. w | Zawartos¢, rm——
| w |masawmg| cm? |wody w %, S
| No (from | dniach ) | wug /i |\woisw.m. liscia | @
| the base mg of | Lamina | Water E 89t mg per b
| of plant) | A8¢ fresh surface | content | 4& per leal [Jgoffr.w. 4 oo ¢
| | days | weight | area cm? 0% l leaf
Gorczyca — White mustard 1 (18 dni — days)
% F 4 51 2,6 ! 85,2 ! 60 | 25 | 017 3,27 2,40
| I | 7 262 13,0 87,3 | 340 141 | 0,18 3,70 | 2,41
oo | 9 427 18,3 88,9 540 | 228 | 0,18 420 | 2,37
i Im 11 422 17,9 89,6 ‘ 485 | 204 0,16 3,85 2,38
; 1 | 13 521 2 | 90,1 | 565 | 241 | 0,15 365 | 2,34
! u* ! 17 363 8,9 93,0 i 197 | 96 0,08 329 | 2,05
| Gorczyca — White mustard 2 (32 dni — days)
| Vil | 8 34 1,9 83,7 54 23 0,23 4,05 2,35
5 Vi | 13 111 6.1 84,9 178 75 0,23 4,15 2,37
v | s 258 13,8 862 | 438 | 187 | 024 453 | 2,34
i v | 18 315 16,9 87,0 493 224 0,23 4,24 2,20
[ nr | 20 401 18,0 89,4 427 197 0,16 3.47 207
n | 23 414 18,2 91,3 227 | 107 0,08 1,85 712
1 ‘ 25 512 19,8 91,8 185 88 0,05 1,38 2,10
,I Gorczyca — White mustard 3 (43 dni — days) |
IX ! 17 42 2,0 86,3 41 | 18 | 0,14 2,95 2,28
VI | 19 88 43 86,5 89 39 0,15 2,98 2,28
VIl ‘ 21 185 8,7 87,0 176 78 0,14 2,92 2,26
VI | 24 380 171 87,4 328 145 ‘ 0,13 2T 2,26
v | 27 510 233 | 875 437 | 196 | 0,12 272 | 223
v ‘ 30 894 378 | 878 | 670 | 306 | 0,11 2,58 2,19 |
11 | 34 577 25,8 I 882 | 345 171 |+ 0,09 | 2,00 2,02 |
| | | | |

*) Dwa liscienie — Two cotyledons,



Tabela 4 —Table 4

Zawartos¢ ,,niezwiazanego™ chlorofilu @ i b w lisciach gorczycy
The content of “not bound” chlorophyll @ and b in white mustard leaves

Chlorefil — Chlorophyll (a-+b)
Nr ligci Chlorofil
r liscia P w % w stos,
. e w9 §w. m. N Chlorophyll
No of leaf (from the| * ug/lise w mg/dem? | do catk. zaw. S
% of fr. .
base of plant) ug per leaf ’ mg per dem? | o/ of (otal a
weight {2 B
| content
Gorczyca — White mustard 1
v i 159 0,06 1,22 33,0 1,50
I | 262 0,06 1,43 34,1 1,40
Il ! 196 -0,05 1,09 28,5 1,36
I 211 0,04 0,95 26,2 1,35
ok 98 0,03 1,10 334 1,30
Gorezyca — White mustard 2
A 170 0,07 1,23 272, 1,52
v 132 0,04 0,78 18,4 1,43
III 130 0,03 0,72 20,8 1,35
11 77 0,02 0,42 23,1 1,24
I 83 0,02 0,42 30,3 1,20
Gorczyca — White mustard 3
VI : o1 | o0s 1,11 38,1 1,61
VI |1 | 005 1,03 37,5 1,52
v | 272 I 0,05 1,17 43,0 1,48
v | 451 i 0,05 1,19 46,2 1,43
I | 245 | 004 0,95 47,6 1,25
*) Dwa liscienie — Two cotyledons.
Tabela 5— Table 5
Zawartosé chlorofilu @ i b oraz wody w lisciach gryki (na 1 rosling)
Chlorophyll @ and b and water content in buckwheat leaves (per plant)
Lis¢ — leaf Chlorofil — chlorophyll
a b a+b
N Wiek | Swieza | Pow.w |Zawarto$é |
J o w mg/dcm?
w  masawmg cm?2 wody w %, o Sw sl a
No (from | gniach . w pg/lisé Wi o/ lidcia o
thie: Base mg of Lamina | Water o masy mg per b
of plant] Age frfesh surface | content | & perlca o of fr. w.| dem? of
days | weight | area cm2 o leaf
Gryka — Buckwheat 1 (18 dni — days)
| |
111 3 47 3,1 84,3 ‘ 43 20 0,13 | 2,03 2,15
IT 6 241 13,6 85,8 277 | 118 | 0,16 ‘ 2,90 2,35
I 10 | 386 18,9 87,3 ‘ 416 | 174 | o015 | 312 | 239
a* | 16 320 12,8 888 | 208 | 141 | 014 | 343 |2l
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Gryka — Buckwheat 2 (31 dni — days)
VI ‘ 4 |2 | 14 | 88 | 15| 7] on ‘ 1,57 | 2,14 |
v o9 T 4,7 843 | 67| 28| 013 | 202 | 239
v | 14 | 233 14,1 | 858 353 153 0,22 i 3,59 | 2,31
11 ‘ 17 480 263 | 867 | 710 | 311 021 | 388 | 2,28
| 22 | el 269 | 873 | 610 | 277 | 018 | 330 | 220 |
I | 26 400 | 226 | 880 | 433 | 200 | 0,16 | 280 2,17
a* 30 | 247% | 88 | 73 8|19 | 002 | 065 | 2,00
Gryka — Buckwheat 3 (43 dni — days)
: | . :

VIII 8 | 44 | 35 8,7 | so | 26| o109 | 243 | 227
vil 10 8 | 56 81,5 ‘ 110 ‘ 48 | 020 | 28 | 229
VI |16 | 157 | 98 | 828 | 228 98 | 0,21 ; 333 | 233 |

v | 20 289 151 | 84,7 | 379 160 0,19 3,57 ‘ 2,37 |
14Y | 23 448 236 | 856 | 557 | 240 0,18 ‘ 3,38 2,32 |
I | 27 564 26,5 | 87,2 | 610 | 272 | 0l6 | 3,33 ‘ 2,24
11 .33 530 25,3 | 87,0 522 | 257 | 0115 | 3,08 2,03
1| 37 484 22,0 ' 87,5 230 | 112 | 007 | 1,55 | 2,05 |
*) Dwa liscienie — Two cotyledons
**) Liscienie zolknace — Cotyledons become vellow,
Tabela 6 — Table 6
Zawarto$¢ ,,niezwiazanego™ chlorofilu a i b w lisciach gryki
The content of “not bound™ chlorophyll @ and b in buckwheat leaves
' Chlorofil — chlorophyll (a—b) |
Nr liscia ] ] el |
o/ |
N T — | W % W stos. ;
No. of leaf (from the | “ 18/1is¢ .:.f g | w mg/dem? ido catk, zaw.| Chlorophyll
base of plant pg per leaf 70 OLIE 1 1yo per dem? | o a
plant) “E P weight | g pe % of total 7
| content
Gryka — Buckwheat 1
11 105 0,04 0,77 26,6 1,06
1 187 0,05 0,99 31,8 1,24
o'* 184 0,06 1,43 42,0 1,21
Gryka — Buckwheat 2
IV 139 0,06 0,98 27,6 1,19
I 183 0,04 0,70 17,9 1,28
11 167 0,03 0,62 18,8 1,09
I 165 0,04 0,73 26,1 1,13
Gryka — Buckwheat 3
VI 59 0,04 0,61 16,8 0,96
Vv 85 0,03 0,56 15,7 0,98
v 167 0,03 0,71 21,0 1,02
I 183 0,03 0,69 20,8 1,24
1L 137 0,03 0,54 17,6 1,07
I 117 0,02 0,53 34,2 1,07

*) Dwa liscienie — Two cotyledons.



Tabela 7— Table 7

Zawarto$é chlorofilu a i b oraz wody w lisciach stonecznika (na 1 rosling)

Chlorophyll @ and b and water content in sunflower leaves (per plant)

Liscie — leaves* Chlorofil — chlorophyll
) ) Lloa | b a+b
Wiek | Swieza | Pow.w |Zawarto$¢
Nr . w mg/dem?
w |masawmg cm? |wodyw % W % §w 5 a
No (from | dniach _ w pg/lisé. oSW. ) liscia | 4
mg of | Lamina | Water masy b
the base & fresh " ug per leaf mg per
of plant) ge res surface | content o/ of fr. w.| dem? of
days weight | area cm? o leaf
Stonecznik — Sunflower 1 (18 dni — days)
11 9 662 33,5 86,0 998 472 F 0,22 439 | 2,11
| 14 1266 52,3 88,5 1568 718 0,18 4,36 2,18
o 17 712 12.3 93,1 313 | 131 0,07 3,77 | 2,07
Stonecznik — Sunflower 2 (31 dni — days)
| v | 7 201 | 96 81,5 ]62! 7| 012 | 25 |228)]
[ ; 17 847 ‘ 43 | 823 [ 1220 : 520 0,21 i 393 | 2,35
. ‘ 24 | 1750 82,6 | 841 |2217 | 971 0,18 386 | 2,28
{1 | 271 | 1100 ‘ 406 | 81,6 | 192|374 | 0,11 s87 |2a3 |

*) Dwa liscie (lub liscienie — =) na kazdym pistrze rosliny — Two leaves (or cotyledons — =) of different position

on the stem.

Tabela 8 — Table 8

Zawartos$é ,,niezwiazanego™ chlorofilu a i & w lisciach slonecznika
The content of “not bound” chlorophyll @ and b in sunflower leaves

Chlorofil — chlorophyll (a + b)
Nr liscia (od pod- = Chlorofil
i 5 w % w stos.
A S0Nlng) wugllise [ 76 $W- Y| mordem? | do caik. zaw,| ChloroPhyll
No. of leaf (from %, of fr.
r leaf 0 mg per dem? | o a
the base of plant) S weight ED 7 of total R
content
Stonecznik — Sunflower 1
11 520 0,08 1,55 354 1,34
I 690 0,05 1,32 30,2 1,29
o* 95 0,01 0,77 20,5 1,32
Stonecznik — Sunflower 2
|
| v 75 0,04 0,78 321 1,16
111 306 0,04 0,69 17,6 1.22
1L 637 0,04 0,77 20,0 1,19
I 266 0,02 0,65 | 22,8 1,17

*) Dwa liscienie — Two cotyledons.
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wigksze stezenie zielonych barwnikéw w roslinie mlodszej niz w starszej. Prawid-
lowo$¢ ta w zasadzie wystgpowala niezaleznie od sposobu przeliczania — na jed-
nostke $wiezej czy suchej masy, czy tez na dem2 powierzchni lisci.

Uktad wzglednych zawartosci chlorofilu (a+5b) w kolejnych lisciach rosliny
mial wige ksztatt krzywej jednowierzchotkowej. Podobny charakter mozna stwier-
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Rys. 1. Zawartosc¢ chlorofilu (a-+b) w kolejnych lisciach gorczycy i gryki u roélin réinego wieku.
Odgcigte: n-ry lisci od podstawy rosliny; rzedne: zawarto$é chlorofilu w % suchej masy
Fig. 1. Amount of chlorophylls (a-+b) in successive leaves of white mustard and buckwheat plants
of different age. Abscissa: sequence of leaves from the base of plant; ordinate: amount of chloro-
phylls in 9% of dry weight
A — gorczyca (white mustard); B — gryka (buckwheat)

dzi¢ w odniesieniu i do zawartosci chlorofiléw w calej roélinie w jej ontogenezie
Wynika to gtéwnie ze znanych zmian szybkosci syntezy i rozkladu tych barwnikéw
w czasie wzrostu poszczegolnego liscia, jak i calej rosliny.

Wzgledna zawarto$¢ ,,niezwiazanego™ (wydobytego 609% acetonem) chlorofilu
(a-+b) w badanych lisciach byla w wiekszosci przypadkéw tym wieksza, im 1iéé
byl miodszy i polozony na wyzszym pigtrze rosliny. Zalezno$é ta jednak nie zaz-
naczala si¢ wyraznie w lisciach gryki (tab. 6) i gorczycy — 3 (tab. 4), chociaz i w tych
roslinach wzgledna zawartos$¢ ,,niezwiazanych” zielonych barwnikow w analogicz-
nych lisciach byla tym wigksza, im ro$lina byla miodsza.

Ilos¢ chlorofilu (a+b) wydobytego 609% acetonem wahala si¢ w granicach
13,0—47,6% catkowitej zawartosci chlorofilu (wydobytego 859, acetonem). Wa-
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hania te zalezaly od pietra lisci i od gatunku ro$liny. Najwyzszy procentowy sto-
sunek zawartosci ,,niezwiazanego” chlorofilu (¢-+b) do chlorofilu ogélem stwier-
dzono w lisciach gorczycy — 3 (tab. 4). Nie stwierdzono natomiast wyraznej za-
leznodci miedzy ., wielkoscia tego stosunku a wiekiem lisci, czy tez wiekiem roslin
w badanym okresie wegetacji.

Wszystkie analizowane liscie odznaczaly si¢ wyzszym stezeniem chlorofilu «
niz chlorofilu b. We frakeji ziclonych barwnikéw wydobywanych 859 acetonem
(tabele 1, 3, 51 7) wartoéé stosunku chlorofilu @ do b wahata si¢ od 2,00 do 2,47 —
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Rys. 2. Zawartosc¢ chlorofilu (a-+b) w kolejnych lisciach fasoli i stonecznika u roslin roznego wieku.
Odcigte: n-ry lisci od podstawy rosliny; rzedne: zawartosé chlorofilu w %, suchej masy
Fig. 2. Amount of chlorophylls (a+5) in successive leaves of bean and sunflower plants of different
age. Abscissa: sequence of leaves from the base of plant; ordinate: amount of chlorophylls in %,
of dry weight
A—fasola (bean plant); B—slonecznik (sunflower)

w zaleznosci od pigtra lisci i od wieku rosliny. Stosunek ten w wigkszosci przypadkow
byt tym wigkszy, im liscie byly wyzej polozone na todydze wzglednie im byly mlodsze
(1j. liscie tego samego pigtia lecz u roslin réznego wieku — z wyjatkiem lisci wierz-
chotkowych).

Wzglednie niski stosunek chlorofilu a:b mialy liScie fasoli — 2 (tabl. 1), u ktérej
w tym czasie wyst¢gpowalo intensywne brodawkowanie (Rhizobium) korzeni. Po-
nadto u fasoli — 3, a takze u gorczycy — 3 (z wyjatkiem dwéch lisci dolnych)
nie stwierdzono istotnych roéznic w wielkosci tego stosunku w poszczegdlnych
lidciach.
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Nalezy podkreslié, ze wartosci stosunku chlorofilu @ do b we frakcji barwnikow
ckstrahowanych 60%, acetonem (tab. 2,4,6 i 8) by'y znacznie niZsze w porow-
naniu z wartosciami tego stosunku omoéwionymi wyzej i wynosily od 0,96 do 1,61.
Najnizsze wartoSci stwierdzono w lisciach gryki, a najwyzsze w lisciach gorczycy.
Ponadto, jedynie w lisciach gorczycy (tab. 4) zaznaczyla si¢ wyraZna tendencja
do tym wigkszego udzialu ,,niezwiazanego™ chlorofilu ¢ w ogdlnej zawartosci
,.hiezwiazanych™ ziclonych barwnikow, im wyZsze bylo pigtro lisci. W pozostatych
badanych gatunkach roslin tendencja tego rodzaju byla bardzo staba, wzglgdnie
roznice w wielkosci stosunku ,,niezwigzanego™ chlorofilu ¢ do b migdzy poszcze-
golnymi lisémi byly w granicach bledu.

Oprocz zmian w zawarto$ei zielonych barwnikéw stwierdzono rdéwniez nie-
jednakowa zawarto$¢ wody (wyrazona w %% w stosunku do Swiezej masy lisci)
w kolejnych lisciach badanych roslin (tab. 1, 3, 51 7). Zawarto$¢ ta byla tym wieksza,
im lis¢ byl nizej polozony na lodydze. W analogicznych pietrach lisci wzglegdna
zawarto$¢ wody utrzymywala si¢ na ogot albo bez wyraznych zmian w miarg sta-
rzenia si¢ roélin (w badanych fazach ich wzrostu), albo nawet zwigkszala si¢ nieco
(np. liscie V pietra u gorczycy, lub liscie 111 pigtra u gryki). Nalezy podkresli¢ wigc,
ze w badanych roélinach zmiany w zawartosci wody wystgpowaly w kolejnych
pietrach lisci w odwrotnym kierunku do zmian w zawartosci chlorofilu (a-+b).
Przytoczone roéwniez w niniejszej pracy dane odnosnie $wiezej masy i powierzchni
poszezegolnych lisci wykazuja, ze wielkosei te zmienialy si¢ w zaleznosci od wieku
i szybkosci wzrostu tych lisci oraz od gatunku rosliny. Rozny wigc byl stan fizjologiczny
poszczegdlnych lisci.

DYSKUSJA

Stopniowy wzrost koncentracji chlorofilu (a-+b) wraz ze wzrostem roslin w ko-
lejnych lisciach od pigter dolnych ku gérnym (z wyjatkiem lisci wierzchotkowych)
mozz by¢ zwigzany ze zmianami, jakie wystepuja wraz z wiekiem zaréwno organu,
jak i cakej rosliny, przy czym rozwdj tych rosiin przebiegal w nieco innych warunkach
klimatycznych ze wzgledu na trzy rézne terminy wysiewn. W fazie intensywnego
wzrostu nastepuje intensywna (cho¢ nieproporcjonalnie) synteza i zwigkszanie si¢
zawarto$ci chlorofilow. Po osiagnigciu maksimum tej zawartosci zaczyna prze-
wazac rozklad nad synteza i stezenie zielonych barwnikéw stopniowo spada. Otrzy-
mane wyniki dotyczace zmian zawartosci chlorofilu (a-+5b) znajduja potwierdzenie
w pracach badaczy, cytowanych na wstepie. Prace te jednak wykonane byly z in-
nymi roélinami, gléwnie ze zboZzowymi lub drzewiastymi. Molotkowski i Iz-
majlow (1957) wigza rdoznice w zawartosci chlorofilu (a-+b) w poszczegdlnych
pietrach lici gatezi ,,zwisajacych” nie z wiekiem tych lisci, lecz z powszechnic wys-
tepujacym zjawiskiem polarnosci (biegunowosci).

Dos¢ trudna jest interpretacja stwierdzonego w niniejszych badaniach wzrostu
stosunku chlorofilu @ do chlorofilu b w kolejnych lisciach, liczac od podstawy ku
wierzchotkowi rosliny. Wyzszy ten stosunek w liSciach mlodszych niz starszych
moZe byé wynikiem zaréwno szybszej syntezy chlorofilu @ niz b, szybszego rozpadu
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chlorofilu b niz a, jak i zmieniajacych si¢ warunkéw otoczenia w czasie wzrostu
tych lisci.

Wydaje sie, Ze pierwsza mozliwo$é jest najbardziej prawdopodobna w gérnych
pietrach lisci, natomiast w lisciach dolnych przewaza szybszy -rozkiad chlorofilu a
w poréwnaniu z rozkladem chlorofilu . Mozna si¢ o tym przekona¢ na podstawie
obliczefi zmian zawartosci poszezegdlnych barwnikéw w lisciach goérnych i dolnych.
Zmiany te moga by¢ jednocze$nie zwigzane z niejednakowym stanem fizjologicznym
tych lisci, wynikajacym — migdzy innymi — z réznego uwodnienia komoérek lisci
i ich wieku; wielko§¢ bowiem komorek i stosunek objetosci cytoplazmy do obje-
tosci wakuoli w komérkach lisci réznego wieku na ro$linie sa roézne (Gej 1962).

Z badan nad synteza zielonych barwnikéw w bardzo mtodych, zaledwie wyk-
sztalcajacych si¢ lisciach badz tez w liciach starszych uprzednio etiolowanych
wynika, ze w tych przypadkach intensywniejsza jest synteza chlorofilu @ niz chlo-
rofilu b (Goodwin i Owens 1947; Blaauw-Jensen i in. 1950; Wieckowski
1959, 1960; Sisler i Klein 1963; Augustinussen 1964). Nie nalezy wykluczaé
jednak i wplywu warunkéw otoczenia. W czasie wzrostu roélin bowiem gérne pigtra
lisci mogly mieé z pewnoscia lepsze nastonecznienie, zmienione stosunki wodne itp.
Wedtug Seybolda i Egle’a (1937) liscie z miejsc stonecznych i z miejsc ocienionych
maja 16zny stosunek chlorofilu @ do b; chlorofil b zostal nazwany ,,barwnikiem
typowo cienistym™.

Wystepujace wraz z wiekiem poszczegélnych lisci i przede wszystkim z wickiem
catej roliny zmiejszanie si¢ stosunku chlorofilu @ do b zalezy prawdopodobnie
od trwalodci tych barwnikéw w okresie wegetacji. Zdaniem Wolfa (1956) oraz
Costes’a i Coic (1957) w wyniku starzenia si¢ liéci spada gléwnie zawarto$¢ chlo-
rofilu a, podczas gdy stezenie chlorofilu b utrzymuje si¢ prawie na niezmienionym
poziomie. Chlorofil @ jest przeto mniej trwalym komponentem niz chlorofil b.

Odmienny nieco obraz ukladu stosunkéw chlorofilu a:b stwierdzony np. w lig-
ciach II-go pietra roslin fasoli réznego wieku (tabl. 1) mdgt by¢ spowodowany
przypuszezalnie zaburzeniami fizjologicznymi zwiazanymi z zakazaniem si¢ Ko-
rzeni bakteriami Rhizobium.

W niniejszej pracy prébowano takze oznaczyé w lisciach réznego wieku zmiany
w zawarto$ci tzw. ,,niezwiazanego™ chlorofilu. Na podstawie wynikéw przedsta-
wionych w tabelach 2,4,6 i 8 nie mozna jednak stwierdzi¢ bez watpliwosci, czy
stopien trwalo$ci wiazania chlorofilu (¢+4b) z kompleksem lipidowo-biatkowym
w chloroplastach zmniejsza si¢ wraz z wickiem roélin, o czym $wiadcza dane Osi-
powej (1947) lub Witkowskiej i Baranowa (1963). By¢ mozZe, iz zastosowana
metodyka ekstrakcji chlorofilu (a+b) za pomoca 609, acetonu, obarczona dosé
duzym bledem, nie pozwala na uzyskanie takiego stwierdzenia. Ostatnic donie-
sienia o zmniejszaniu sie trwatosci zwiazania chlorofilu (a+-b) z kompleksem biat-
kowo-lipidowym w miare starzenia si¢ lisci oparte sa na wynikach ekstrakeji ,,nie-
zwiazanego™ chlorofilu za pomoca rozpuszczalnikéw niepolarnych, np. benzenu,
eteru naftowego (Osipowa 1957; Mastowa 1958; Sapoznikow (red.) 1964),
Obecnie mozna uwazaé za udowodnione stwierdzenie, Ze jedynie chlorofil zwia-
zany z biatkiem i lipidami w chloroplastach odznacza si¢ trwala aktywnoscia foto-
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syntetyczng. Niestety kompleks taki, wystepujacy in vivo w postaci tzw. ,,chlorofilu
naturalnego™, nie zostat dotychczas wyodrgbniony w czystej fromie. Wg nowych
badan Thirkella (1964) wiazanie biatka z barwnikiem jest raczej fizyczne niz
chemiczne.

Nalezy zwroci¢ uwage rowniez na fakt niskiego stosunku chlorofilu a:b we
frakcji barwnikow wydobywanych 60 %, acetonem. Najwyzsza stwierdzona warto$é
tego stosunku wynosita 1,61. Fakt ten przypuszezalnie jest wynikiem stabszej w tych
warunkach ekstrakeji chlorofilu a, przy réwnoczesnie wzglednie latwiejszym prze-
chodzeniu do roztworu acetonu chlorofilu b. MoZe to przemawiaé na korzyéé
silniejszego zwigzania chlorofilu @ — niz chlorofilu b — w granach chloroplastéw,
zakladajac Ze struktura molekularna barwnikéw nie ulega zmianom w czasie 30
minutowe]j ekstrakeji. Jedli jednak takie zmiany wystepuja, to otrzymane wyniki
Swiadezylyby woéwezas o szybszym rozkladzie molekut chlorofilu @ i powstawaniu
jego pochodnych, ktérych maksimum absorpcji charakteryzowato sie inna dhu-
goscia fali niz dtugosci, przy ktérych mierzono wartos¢ ekstrynkeji w niniejszych
oznaczeniach. Zagadnienie to jednak dotychczas nie jest wyja$nione.

Liscie poszczegblnych pigter badanych rodlin byly zréznicowane nie tylko pod
wzgledem stezenia zielonych barwnikoéw, ale i pod wzgledem procentowej zawar-
tosci wody. Nalezy podkreslic, Ze do obecnej chwili — poza badaniami Dastura
i Buharivalla (1928) oraz Giubbienieta (1952) — prawie nie ma prac, w ktérych
by jednoczes$nie analizowano zawarto$¢ chlorofilu i wody w liSciach.

Streszczenie

W kolejnych lisciach rodlin roznego wieku fasoli, gorczycy, gryki i stonecznika, ktore rosly
w warunkach hali wegetacyjnej, przebadano jednoczesnie zmiany w zawartoséci chlorofilu a i chlo-
rofilu b oraz w zawartosci wody.

Oznaczano zaréwno og6lna zawartos¢ poszezegolnych zielonych barwnikéw (wydobywanych
857, acetonem), jak i zawartos¢ tzw. ,.niezwigzanego™ chlorofilu @ i b (ekstrahowanych 609
acetonem w ciagu 30 minut). Analizy iloSciowe wykonano za pomoca spektrofotometru SF-4
(przy db. fal: 663 mu i 645 my).

W wyniku przeprowadzonych analiz stwierdzono, ze najwyzsza zawartoscia chlorofilu (a-+5)
odznaczaly si¢ liscie ze srodkowych i podwierzchotkowych pieter rolin, w przeliczeniu zaréwno
na jednostke Swiezej czy suchej masy, jak i na dem? pow. liscia. Zmiany w zawartosci zielonych
barwnikow byly zwiazane prawdopodobnie ze zmianami wynikajacymi z niejednakowego wieku
poszczegdlnych lisci.

Stosunki zawartosci chlorofilu @ do chlorofilu b we frakcji wydobywanej 85 % acetonem wyno-
sity od 2,00 do 2,47. Stosunki te u roslin roznego wieku — byly wyzsze w lisciach mlodszych; w posz-
czegblnych zas roslinach byly na ogél wigcksze w kazdym nastepnym pigtrze lisci — w poréwnaniu
z poprzednim (tabele 1,3, 5 i 7). We frakcji ,,niezwiazanego™ chlorofilu wartosci tych stosunkow
byly nizsze (0,96—1,61) i wahania miedzy poszczegblnymi wartosciami zalezaly w wiekszym stop-
niu od gatunku rodliny niz od wieku wlasnego badanych lisci (tabele 2, 4,6 i 8).
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Przedyskutowano niektére mozliwe przyczyny zmian roznej ogélnej zawartosci chlorofilu a
i chlorofilu b w kolejnych pietrach lisci na roélinie oraz przyczyny niskiego stosunku chlorofilu a:b
we frakcji ,,niezwiazanych” barwnikow.

Sktadam serdeczne podzickowanie pani prof. dr H. Bireckiej za konstruktywny krytycyzm
przy czytaniu rekopisu niniejszej pracy.

Katedra Fizjologii Ro§lin SGGW (Wplynelo: dn. 8.7.1965r.)
w Warszawie

SUMMARY

The changes in chlorophyll @ and b and water content at the same time in the successive leaves
in various plants of different age: bean plants, white mustard, buckwheat and sunflower, grown
in pots, were studied. The contents of total particular green pigments (extracted with 85 7 acetone)
as well as of what is called “not bound” chlorophyll @ and b (extracted with 607, acetone for 30
minutes) were determined. Quantitative analyses were made with an SF-4 spectrophotometer at
7 = 663 and 645 my.

The analyses proved that the leaves of the middle and sub-top positions on the stem had the
highest content of chlorophyll (a-+b5) — in reference to one unit of fresh or dry weight and to leaf
surface area. The changes in green pigments content were conected probably with changes resulting
from the different age of the particular leaves.

In the fraction of pigments extracted with 85% acetone, the ratios chlorophyll a: chlorophyll &
varied from 2.00 to 2.47. In plants of different age these ratios were higher in younger leaves and
in the individual plants they increased at each successive position on the stem (Tables 1, 3, 5 and 7).
In a fraction of “not bound” chlorophyll the values of those ratios were smaller (i.e. 0.96—1.61)
and variation among these particular values depended in a greater degree on the plant species than
on the age of investigated leaves (Tables 2,4, 6 and 8).

Some ﬁossible reasons for the changes in chlorophyll @ and chlorophyll b content in leaves
at various positions on the plant as well as reasons for the low ratio of chlorophyll @ to b in the
fraction of “not bound” pigments are discussed.
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