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Zmiany wolnych aminokwaséw w czasie spoczynku pozniwnego
ziarna jeczmienia jarego ('Browarny PZHR’)

Changes of free amino acids during after-harvest dormancy of spring barley grain
(‘Browarny PZHR")

K. KULKA, B. SOBIERAJ

Zebrane w dojrzatosci morfologicznej ziarno jeczmienia jarego (‘Browarny
PZHR’) nie wykazuje zdolnosci do kietkowania w optymalnych dla tego procesu
warunkach (odpowiednia temperatura 1 wilgotnos¢). Zjawisko to zwiazane jest
z tzw. spoczynkiem posprzg¢tnym, bedacym rodzajem spoczynku glebokiego. Ziarno
jeczmienia o takim typie spoczynku uzyskuje gotowos$¢ do kielkowania zwykle
dopiero po kilku lub kilkunastu tygodniach przechowywania w stanie powietrznie
suchym, w temperaturze pokojowej lub wyzszej. Przyjmuje si¢, Ze spoczynek gleboki
uwarunkowany jest czynnikami natury wewngtrznej (dziedzicznej). Wielu autorow
(por. Grzesiuk 1967; Vegis 1964) uwaza, ze najwigksza role w ksztaltowaniu spo-
czynku nasion odgrywaja naturalne inhibitory wzrostu (kietkowania). Zwiazki
te hamuja prawdopodobnie aktywnos¢ enzymoéw lub tez ich syntezg, co z kolei
prowadzi do zahamowania syntezy biatka i wzrostu.

Przerwanie spoczynku danego organu rosliny (bulwy, nasienia) uwarunkowane
Jjest wedhug niektérych badaczy (Bradbeer, Floyd 1964; Metlickij, Korablewa
1965) nagromadzeniem odpowiedniej iloéci zwigzkdéw typu ATP oraz kwasow nu-
kleinowych.

Okres spoczynku posprzetnego nasion, w wyniku ktorego uzyskuja one dojrza-
los¢ fizjologiczng, cechuje si¢ niskim natg¢zeniem przemiany materii, za$ kierunek
proceséw biochemicznych podobnie jak w okresie dojrzewania, ma nadal charakter
syntetyczny (por. Grzesiuk 1967). W nasionach zmniejsza si¢ wowczas zawartos¢
zwigzkéw niskoczasteczkowych, a zwigksza ilo$¢ zwiazkéw ztozonych. Wyniki
badan z octanem —2-—C!4 wskazuja, Ze w nasionach spoczynkowych leszczyny
trwa nadal intensywna synteza kwasu asparaginowego i glutaminowego, poprzez
cykl kwaséw trojkarboksylowych Krebsa (Bradbeer, Colman 1963). Wedlug
wymienionych autoréw od przebiegu syntezy tych zwiazkow zalezy wstepny etap
uwolnienia si¢ nasion od spoczynku.

Prawdopodobnie uzyskanie przez organy spoczynkowe roslin gotowosci do wzno-
wienia proceséw wzrostowych uzaleznione jest od przebiegu w nich wielu réznorod-
nych proceséw biochemicznych (Metlickij, Korablewa 1965). Wydaje si¢ jednak,
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ze gléwna role odgrywa tu metabolizm zwiazkéw azotowych, kwaséw nukleino-
wych i ich prekursoréw w powigzaniu z przemianami regulatoréw wzrostu — sty-
mulatoréw i inhibitorow.

Praca niniejsza miata na celu dostarczenie informacji, w jakiej mierze spoczynek
pozniwny jeczmienia jarego zwigzany jest z dynamika wolnych aminokwaséw.
Uzyskane wyniki mialy réwniez stanowi¢ wskazowke do dalszych badan nad rola
frakcji bialkowych w ksztaltowaniu spoczynku glebokiego ziarna.

METODY

Badania przeprowadzono na ziarnie jeczmienia jarego ‘Browarny PZHR’, wy-
rostego na glebie brunatnej w majatku do$wiadczalnym WSR, w 1965 1. Siew
wykonano 3 maja, zbior za§ — 18 sierpnia. W dniu sprzetu wymldécone recznie
ziarno podzielono na dwie serie. Seri¢ A przechowywano w laboratorium, w tem-
peraturze pokojowej, w ciemnosci i w stanie powietrzno-suchym, oznaczajac co 10
dni (liczac od dnia sprzetu) cigzar 100 ziarn, zdolnos¢ kietkowania oraz pobierajac
probke na zawarto$¢ aminokwasow. Seri¢ B umieszczono na kietkowaniu Jacob-
sena, na bibule filtracyjnej nasyconej woda wodociagowa o temp. okoto 18" C,
pobierajac co 20 dni probki na zawarto$¢ aminokwasoéw i oznaczajac cigzar 100
ziarn. Probki przeznaczone do analizy aminokwaséw utrwalano w przeplywajacej
parze wodnej w ciagu 15 minut w aparacie Kocha.

Ekstrakcje wolnych aminokwaséw przeprowadzono 80/ etanolem. Ekstrakt
ten nastepnie oczyszczano z lipidow poprzez wytrzasanie z chloroformem. Po od-
dzieleniu warstwy chloroformowej roztwér wlasciwy odparowywano w tempera-
turze 45°C w ciagu okolo 4 godz. Sucha pozostato$¢ rozpuszczano w 1 ml 807,
etanolu i przechowywano w szafie chtodniczej w temp. 0°C.

Do rozdzialu aminokwaséw zastosowano chromatografi¢ bibulowa wstepujaca,
jednokierunkowa, w ukladzie rozwijajacym: n-butanol — lodowaty kwas octowy
— woda (4 : 1 :1). Celem uzyskania lepszego rozdzialu aminokwaséw, na bibule
Whatman Nr 3 nanoszono badany wyciag w postaci paskow (w ilosci 40 pl).
Wyciag aminokwasoéw pochodzacy z ziarna kietkujacego nanoszono na bibule
w ilosci 20 pl. Proby badano w 2 powtodrzeniach. Kazdy chromatogram rozwijano
pigciokrotnie, suszono w temperaturze pokojowej i wywolywano acetonowym roz-
tworem ninhydryny. IloSciowo aminokwasy oznaczano na densytometrze firmy
,Jouan”. Zardwno do iloSciowego oznaczania aminokwasoéw, jak i do ich identy-
fikowania uzywano 0,01 M roztworéw standardowych firmy ,,Shandon”.

WYNIKI I DYSKUSJA
1. Aminokwasy w ziarnie powietrzno-suchym. Ziarno jgczmienia uzyskato

gotowos¢ do normalnego kietkowania dopiero po okoto 8 tygodniach przechowy-
wania w laboratorium. Wilgotno$é ziarna w tym okresie systematycznie malala
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Ryc. 1. Chromatogram wolnych aminokwasow zawartych w ziarnie jeczmicnia jarego bedacego
w stanie spoczynku pozniwnego

1 —17 aminokwasy; 1—VII kolejne proby ziarna powietrznie suchego; S — standard; X — ziarno skielkowane; 2 — 7
kolejne proby ziarna nasyconego woda

Chromatogram of the free amino acids contained in the spring barley grain during post-harvest
dormancy.

1—17 — leucine +izoleucine, phenylalanine, waline, y-eminctutric acid, tryptephean, tyresire,pyrolire, y-al rire, threo-
nine, glutamic acid, serine, glycine, aspartic acid, glutamire, asparagine, arginine, lysire -+ histidine, cystire; 1—%1I —
alternate samples ofair-dry grain; S — standard; X — germinating grain; 2° —7'— alternate samples of imbibed grain.

(z 33,6 do 13,4%) w miare uplywu spoczynku. Straty suchej masy wskutek proce-
s6w oddechowych wynosily w omawianym okresie czasu zaledwie 2,9 7. Dokladniej-
sze dane na ten temat podaja Rejowski i Kulka (w druku). '
Natezenie proceséw biochemicznych w organach spoczynkowych roSlin jest
niewielkie. Wiaze sie to prawdopodobnie z catkowita lub czgsciowa represja aparatu
genetycznego (Tuan, Bonner 1964) oraz zablokowaniem aktywnosci wielu ukla-
déw enzymatycznych przez naturalne inhibitory. W ziarnie jeczmienia bedacego
w spoczynku zawarto$é¢ wielu wolnych aminokwaséw réwniez nie podlegata wigk-
szym zmianom ilosciowym i jakosciowym (tabela 1, ryc. 1). Blizsze jednak rozpa-
trzenie tabeli 1 pozwala stwierdzi¢, ze zawarto$¢ asparaginy, glicyny i argininy
wyraznie zwigkszala si¢ w pierwszej polowie spoczynku ziarna, po czym w dalszym
okresie spoczynku ponownie malata. Obserwowany wzrost ilosci wymienionych
aminokwaséw mogl byé wynikiem hydrolizy bialek zapasowych ziarna oraz prze-
miany jednych aminokwaséw w drugie. Wiadomo bowiem Ze aktywnos¢ enzymow
proteolitycznych (w poréwnaniu z innymi enzymami) podczas posprzetnego dojrze-
wania ziarna jest stosunkowo wysoka i zalezy od stopnia uwodnienia i kwaso-
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wosci tkanek (Grzesiuk 1966; Prochorowa, Kretowicz 1958; Szwecowa,
Sosedow 1958). Mejbaum-Katzenellenbogen i Morawiecka (1963) wyka-
zaly, ze podczas przechowywania zmniejsza si¢ w ziarnie pszenicy zawarto$¢ albu-
min. W ziarnie jeczmienia w czasie jego wtornego dojrzewania ma prawdopodobnie
miejsce przebudowa kompleksu biatkowego. W wielu pracach stwierdzono, ze
odnowa bialek odbywa si¢ nie tylko w miodych organach roélin, ale takze w sta-
rych. Metodg izotopowa stwierdzono, Zze pomiedzy bialkiem a rozpuszczalnymi
zwiazkami azotowymi istnieje ciagta wymiana azotu (por. Kaniuga 1960). Szcze-
g6lna aktywnos¢ w tej wymianie wykazuje grupa amidowa biatka.

Szybki wzrost syntezy asparaginy w poczatkowym okresie spoczynku ziarna
swiadczy o znacznym natezeniu proceséw dysymilacyjnych pewnej czesci amino-
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Ryc. 2. Zmiany iloSciowe glutaminy, asparaginy i kwasu glutaminowego w powietrzno suchym
ziarnie jeczmienia

Quantitative changes of glutamine, asparagine and glutamic acid in the air-dry barley grain.

kwasow (ryc. 2). Natomiast wyrazne obniZenie si¢ zawartosci tego amidu w drugiej
polowie spoczynku ziarna jeczmienia wskazuje na jego udzial w syntezie nowych
aminokwasow i bialek. Duzym zmianom ulega réwniez zawartos¢ glutaminy i kwasu
glutaminowego (ryc. 1 i 2, tabela 1). Wszystkie wymienione zwiazki niewatpliwie
zajmuja kluczowa pozycje w metabolizmie azotowym roslin. Nalezy jednak dodaé,
Zze zmniejszanie si¢ kwasu glutaminowego odbywalo si¢ stopniowo, za$ spadek glu-
taminy byl bardzo szybki. Swiadczy to, Ze zapotrzebowanie na glutaming byto
w tym okresie spoczynku wigksze, niz na kwas glutaminowy. Prawdopodobnie
zwiagzane to bylo z tworzeniem si¢ bialek o znacznym udziale glutaminy. Mozna
rowniez przyjaé, ze gwaltowne obnizenie si¢ glutaminy zwiazane bylo z jednoczes-
nym zwigkszaniem ilosci asparaginy (rys. 2). Istnieje bowiem mozliwo$é przemiany
pewnej czesci glutaminy w asparaging. Bardziej jednak prawdopodobne wydaje si¢
przypuszczenie, ze biosynteza asparaginy zachodzita gtéwnie kosztem kwasu szcza-
wiooctowego jako ogniwa cyklu Krebsa i grup aminowych zdysymilowanych ami-
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nokwaséw w obecno$ci ATP.Na taki przebieg biosyntezy tego amidu w nasionach
spoczynkowych wskazuja réowniez badania Bradbeera i Colmana (1963).

Szczegodlnie interesujace bylo wyrazne obnizenie si¢ zawartosci wielu aminokwa-
séw 1 amidéw w koncowej fazie spoczynku ziarna. Nasuwa to przypuszczenie na-
silenia w omawianym okresie spoczynku ziarna syntezy bialek, by¢ moze nawet
o charakterze enzymatycznym. Nalezy przy tym zalozyé, ze zachodzita wowczas
przynajmniej czeSciowa derepresja aparatu genetycznego, gdyz w innym wypadku
nie bylaby mozliwa synteza m-RNA i bialka enzymatycznego. Poglad taki znajduje
cze$ciowe potwierdzenie w ksztattowaniu si¢ dynamiki naturalnych inhibitoréw
wzrostu w trakcie spoczynku ziarna jeczmienia jarego (Rejowski i Kulka 1967).
Wspomniani autorzy stwierdzili zanikanie naturalnych inhibitoréw w ziarnie pod
koniec okresu spoczynku.

Przytoczone wyzej dane, dotyczace zmian ilosciowych w poziomie wolnych
aminokwasow i amidéw sugeruja, ze w trakcie posprzetnego dojrzewania ziarna,
a szczegblnie w pierwszym okresie, aktywnos$¢ wykazuja nie tylko enzymy proteoli-
tyczne (proteinazy), ale réwniez enzymy odpowiedzialne za metabolizm aminokwa-
sOw (transaminazy, dehydrogenazy i inne).

2. Aminokwasy w ziarnie nasyconym woda. Jak juz zaznaczano uprzednio,
ziarno jeczmienia bedgce w stanie powietrzno-suchym uzyskalo gotowos$¢ do kiel-
kowania po uplywie okolo o$miu tygodni suchego przechowywania, natomiast
ziarno nasycone woda po 8 tygodniach przebywania na kietkowniku nie skietko-
walo (poza bardzo nielicznymi wyjatkami). Znaczna czgs¢ tego ziarna kietkowala
dopiero po 9 miesiacach. Wilgotnos¢ ziarna podczas trwania eksperymentu nie ule-
gata wiekszym wahaniom i wynosita w przyblizeniu 509, za$ straty suchej masy
w okresie pierwszych 20 dni réwniez byly niewielkie (2,5%). Po zakonczeniu dos-
wiadczenia ubytek suchej masy ziarna wynosit 9%. W nielicznych ziarnach, ktére
skietkowaly po 3 tygodniach pecznienia, straty suchej masy osiagnety 209%;.

W skladzie jako$ciowym aminokwasow ziarna przechowywanego w stanie po-
wietrzno-suchym i ziarna nasyconego woda nie stwierdzono réznic (tabele 1 i 2).
Wyrazne jednak réznice zarysowaly si¢ w ilosci poszczegdlnych aminokwasow.
W ziarnie napecznialym (seria B) obserwowano wyrazny spadek ogélnej zawar-
toéci aminokwaséw (préby 2’ i 4') w poréwnaniu z iloscia tych zwiazkéw zawar-
tych w ziarnie powietrzno-suchym (seria A — proby I—IV).

Spadek ten spowodowany byt obnizeniem si¢ w pierwszych dwéch prébach ziarna
napecznialego glownie zawarto$ci kwasu asparaginowego 1 y-aminomastowego
oraz glicyny i argininy. Zmniejszenie si¢ ilosci czterech wymienionych aminokwasow
w ziarnie serii B, w omawianej fazie do§wiadczenia, nie wigzalto si¢ z przyrostem
amidéw — glutaminy i asparaginy, co $wiadczy, ze aminokwasy te nie podlegaty
wowezas procesom dysymilacyjnym, lesz zostaly prawdopodobnie zuZyte do syntezy
biatka. W zwigzku z tym istnieje rowniez mate prawdopodobienstwo aby w napgcz-
niatym ziarnie (préby 2’ i 4’) mialy miejsce przemiany jednych aminokwaséw
w drugie (tzw. wtérna synteza aminokwasow). Jak wiadomo, ten ostatni proces
jest charakterystyczny dla nasion kietkujacych.

Acta Soc. Bot. — 4
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W nastgpnym etapie doswiadczenia (proby 6° i 7') zawartos¢ aminokwasow
wyraznie si¢ zwigkszala. Bylo to nastgpstwem rozpadu bialek zapasowych oraz
ubytku suchej masy ziarna.

Ziarno kietkujace miato znacznie wyzszy poziom wolnych aminokwasow (tabela 2,
proba X), niz ziarno nasycone woda i bedace w spoczynku. Druga istotna rdznica
byly stosunki ilosciowe pomigedzy poszczegdlnymi aminokwasami. Podczas kietko-
wania w ziarnie gromadzily si¢ duze ilosci glutaminy, asparaginy, leucyny i innych
aminokwasow, natomiast niewielkie ilosci kwasu glutaminowego 1 aminokwasow
zasadowych. Tego rodzaju zmiany w dynamice aminokwaséw, towarzyszace kiel-
kowaniu ziarna, byly wyrazem intensywnie przebiegajacych w nim procesow syntezy
i rozpadu roznych bialek, czego nie stwierdzono w ziarnie napeczniatym.

W ziarnie serii B (napgcznialym), w przeciwienstwie do ziarna serii A, nie obser-
wowano tak wyraznych zmian w dynamice wolnych aminokwaséw. Potwierdza to
W pewnej mierze przypuszczenie wysunigte juz poprzednio, ze w stanie powietrzno-
-suchym tworzyly si¢ w ziarnie réznorodne biatka (enzymy), ktore migdzy innymi
warunkowaly ustapienie spoczynku. W ziarnie serii B (napecznialym) proces two-
rzenia si¢ biatek byl prawdopodobnie powolny wskutek zahamowania aktywnosci
znacznej czg$cl aparatu genetycznego. Rezultatem tego byly male zmiany w dyna-
mice aminokwaséw.

STRESZCZENIE I WNIOSKI

Badania przeprowadzono na ziarnie jeczmienia jarego, bedacego w stanie spo-
czynku pozniwnego. Swiezo zebrane ziarno podzielono na dwie grupy. Ziarno
pierwszej grupy przechowywano w stanie powietrzno suchym w laboratorium.
Ziarno drugiej grupy (nasycone woda) trzymano na kielkowniku. Przecigtnie co
10 dni pobierano prébki ziarna do analizy wolnych aminokwaséw. Stwierdzono:

1. Ziarno jeczmienia, bedace w stanie powietrzno-suchym, uzyskato gotowosé
do normalnego kietkowania po 8 tygodniach przechowywania w laboratorium. Po
analogicznym okresie czasu ziarno napeczniate nie uzyskato zdolnosci kietkowania.

2. W spoczynkowym ziarnie powietrzno-suchym zachodza istotne zmiany
zawarto$ci wolnych aminokwaséw. W miare uplywu spoczynku pozniwnego
wyraznie zmniejsza si¢ ilos¢ kwasu glutaminowego i glutaminy, natomiast zawar-
tos¢ asparaginy, glicyny i argininy zwigksza si¢ w pierwsze] polowie okresu
spoczynku, a nastgpnie maleje.

3. Zawarto$¢ wigkszosci wolnych aminokwaséw i amidéow wyraznie obniza si¢
w koncowej fazie spoczynku ziarna.

4. Uzyskane wyniki sugeruja, Zze w trakcie posprzetnego dojrzewania ziarna
Jeczmienia jarego (begdacego w stanie powietrzno-suchym) zachodzi w nim dosé
intensywny metabolizm aminokwasow. Prawdopodobnie jest on zwigzany z wy-
twarzaniem si¢ w ziarnie spoczynkowym biatek (by¢ moze o charakterze enzyma-
tycznym), warunkujacych w pewnym zakresie likwidacje spoczynku.
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5. W ziarnie napgcznialym, w przeciwienstwie do ziarna bedacego w stanie
powietrzno-suchym, nie obserwuje si¢ tak wyraznych zmian w dynamice wolnych
aminokwasow.

Panu Prof. Dr Stanistawowi Grzesiukowi skladamy serdeczne podzickowanie za cenne
wskazowki i pomoc w czasie wykonywania niniejszej pracy.
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Kierownik Katedry: Prof. dr St. Grzesiuk

SUMMARY AND CONCLUSIONS

Studies were made of the spring barley after-ripened dormancy.

As soon as the barley was harvested, the grains were separated into two groups. One was sto-
red in the laboratory at room temperature, and the other was first soaked in water, and then
placed in germinating dishes and allowed to germinate. Approximately at ten-days intervals the
grain samples from both groups were taken for free amino acids determination. It was found
that:

1. The air-dry barley grains kept in the laboratory at room temperature were able to germi-
nate normaly after 8 weeks of storage. The imbibed grains, on the other hand, did not to germinate
after this time period.

2. In the dormant air-dry grain vital changes occur in the content of free amino acids. As the
after ripening dormancy progresses the amount of glutamic acid and glutamine decreases. The
contents of asparagine, glycine and arginine increase in the first half of dormancy and decrease
in the second.

3. At the end of dormancy most free amino acids and amides markedly decrease.

4. The results obtained indicate that in the course of after-harvest ripening of the barley grain,
the metabolism of amino acids goes on quite intensively. Probably it is associated with protein
formation (perhaps enzymatic in character) which has some bearing on breaking of dormancy.

5. Contrary to air-dry grains, no such distinet changes in free amino acids were observed in
the imbibed grains.

High School of Agriculture, Olsziyn
Department of Plant Physiology
Head: Prof. dr St. Grzesiuk
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