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Wplyw kwasu giberelowego na poziom aminokwaséw w kietkujacych
ziarnach jeczmienia i owsa

The influence of gibberellic acid on the level of amino acids in germinating corn barley
and oats seeds

R DABROWSKA, Z, WIERZCHOWSKA i P. WIERZCHOWSKI

Gibereliny — hormony roélinne, stymulujace procesy kietkowania, wzrost
i kwitniecie wielu ro$lin znalazly praktyczne zastosowanie do produkeji stodu.
Korzystne efekty odnosza si¢ nie tylko do przyépieszenia cyklu produkcji, lecz
rowniez ekstrakty kietkujacych nasion zboz traktowanych giberelinami, zawieraja
wigksze ilosci enzyméw i innych skladnikéw rozpuszczalnych (Hayashi 1940;
Bireckaiwsp.1962; Verner 1964).

Zagadnienie wolnych aminokwaséw podczas kietkowania jest malo zbadane
i dotyczyto gléwnie dwulisciennych. Badania przeprowadzone przez Ganaguli
(1954) na tubinic w warunkach normalnych bez hormonizacji wykazuja istnienie
ciekawych zmian w poziomie aminokwaséw zasadowych: argininy, lizyny i histydyny
w miare rozwoju procesu kietkowania. Istnieja réwnieZ réznice gatunkowe, a mia-
nowicie stwierdzono, ze podczas kietkowania fasoli nastgpuje spadek wolnej glicyny
natomiast w lubinie w tych warunkach obserwuje si¢ wzrost poziomu tego ami-
nokwasu (Aronoff1962).

Ostatnio zainteresowanie wzbudzito zagadnienie wplywu giberelin na metabolizm
wolnych aminokwaséw podczas kietkowania nasion. Herich (1961) przeprowadza-
jac badania na nasionach konopii, zauwazyl, ze stosowanie giberelin podczas kiel-
kowania wplywa na metabolizm aminokwaséw i amidow kwasowych, co wyraza sig
w ich zmianach jako$ciowych i ilosciowych w poréwnaniu z kontrola. Zwrécito
uwage zachowanie alaniny, ktérej stezenie okazalo si¢ proporcjonalne do dawek
kwasu giberelowego.

Istatkow i Edreva (1961) $ledzili biochemiczne zmiany w kietkujacych bulwach
ziemniakéw, traktowanych kwasem giberelowym. Oznaczenia chromatograficzne
wykazaly, ze bulwy i ich kietki hormonizowane, r6znia si¢ od kontrolnych jakoscia
i stezeniem aminokwaséw. Autorzy ci wyrazaja poglad, ze stosowanie giberelin
moze wplywaé zaréwno na syntezg jak tez dezaminacj¢ aminokwasoéw podczas
kielkowania.

Celem dalszego wyjasnienia wplywu réznych dawek kwasu giberlowego na
metabolizm aminokwaséw podjeto badania nad skltadem wolnych aminokwasow
w kielkujacym jeczmieniu i owsie.
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MATERIAL I METODY

Badania prowadzono na ziarnach owsa zwyczajnego Avena sativa i jgczmienia
zwyczajnego Hordeum sativum.

Odpowiednie ziarna w prébkach po 25 g moczono w ciagu 48 godz. w 100 ml
roztworu kwasu giberelowego (KG) o nastgpujacych stezeniach 1 mg, 5 mg, 10 mg
KG w litrze wody. Probka kontrolna zawierala wode destylowana bez kwasu
giterelowego. Nastepnie ziarna umieszczano w termostacie o temperaturze 17—18°C
na podiozu z bibuly nawilgoconej odpowiednim roztworem kwasu giberelowego.
W termostacie byla utrzymana stala wilgotnos§é, przez ustawienie szeregu naczyn
i ulozenie bibuly zanurzonej koncami w wodzie. Do pomiaru dlugosci korzonkéw
1 kietkéw oraz zawarto$ci aminokwaséw pobierano probki w drugim i piatym dniu
kietkowania. Oznaczono tez stgZenie aminokwaséw w ziarnie suchym nie poddanym
kietkowaniu. Po usunigciu ziaren martwych, ziarna skietkowane suszono w tempera-
turze 50°C, doktadnie rozcierano w mozdzierzu i suszono do stalej wagi.

) Aminokwasy kilkakrotnie ekstrahowano 709, roztworem alkoholu etylowego,
ekstrakt zageszczano, rozpuszczano w wodzie i odsalano na amberlicie TR—120
w formie wodorowej. Dla ustalenia stosunku glutaminy do kwasu glutaminowego
analizy wykonano rowniez na materiale nie poddawanym odsalaniu.

Wstepna identyfikacje aminokwaséw w odsolonych ekstraktach przeprowadzano
za pomoca chromatografii jednokierunkowej w ukladzie butanol: kwas octowy;
woda, w stosunku 12 : 3 : 8. Do pelnej identyfikacji i oznaczen iloSciowych amino-
kwaséw wykorzystano metode chromatografii kolumnowo-bibutowej. W metodzie
tej wyciek z kolumny jest zbierany na automatycznie przesuwajace si¢ arkusze
bibuly Whatman Nr. 1, ktére nastepnie rozwija si¢ w odpowiednim ukladzie roz-
puszczalnikéw. Na kolumny wypelnione skrobia nanoszono ekstrakt, a nast¢pnie
eluowano wg wariantu alkalicznego metody kolumnowo-bibutowej (Wierzchowski
i wsp. 1962) etanolem wzbogaconym stopniowo amoniakiem lub wg wariantu kwas-
nego (Wierzchowski i wsp. 1964) roztworem etanolowym zawierajagcym 0,59,
kwasu solnego. Chromatogramy bibulowe rozwijano w metanolu, wybarwiano
roztworem ninhydryny i oznaczano kolorymetrycznie wg Kay’a (1956).

WYNIKI I DYSKUSJA

Wyniki analizy aminokwaséw w kietkujacych ziarnach jeczmienia i owsa w miarg
rozwoju procesu kielkowania w zaleznosci od st¢zenia kwasu giberelowego podane sa
w tabelach 1i 2. W ziarnach jeczmienia oznaczono 17 aminokwaséw oraz kolaming,
przy czym brak jest metioniny, obecnej w ziarnach owsa. ZréZnicowanie gatunkowe
przejawia sig tez w wystgpowaniu w ziarnach owsa dodatkowej substancji barwiacej si¢
ninhydryna uwidocznionej na rycinie 1, przedstawiajacej chromotogram amino-
kwaséw zawartych w ziarnach owsa jako plama X. Na podst.wvie lokalizacji te)
plamy mozna stwierdzi¢, ze nie jest ona zadnym z aminokwaséw wyst¢pujacym
w hydrolizatach biatkowych, a raczej nielotna amina, lub aminoalkoholem.
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Poziom aminokwasdw w 1. molach/g nasion jeczmienia przy réznych dawkach kwasu giberelowego
KG — kwas giberelowy, K — kontrola, 1, 5, 10 — dawki KG w mg/l, O — przed kietkowaniem

The level of amino acids (. mol/g) in barley seeds in dependence of the doses gibberellic acid-
KG — gibberellic acid, K — control, 1, 5, 10 — the doses of KG in pg/ml, O — before germination

O-przed
kietko-
. waniem 2-gi dzien kielkowania 5-ty dzien kiectkowania
Aminokwas S i
Lp. Amino acid befor.e second day germination fifth day of germination
germi-
nation
K K | 1 | 5 | 10 K ] 1 | 5 j 10
1. Alanine 2,50 | 6,7 | 4,8 8.4 7.8 99 | 10,8 | 11,5 | 14,7
2. | B-alanine §l. §l | 8L | L §L | sl §l. §l. §l.
3. | Arginine $l. 20| 1,9 4,7 2,9 3,1 4,2 53 5,8
4. | Asparagine 2,35 13,7 94 | 11,7 93 | 42,9 | 46,9 | 61,0 | 74,1
5. | Aspartic acid 0,51 2,9 3,6 6,1 23 4,8 4,7 6,7 43
6. | Colamine 2,35 5.2 4,5 4.8 4,5 4,5 4.4 4.4 4.3
T [ Glutamine ! 1,1 7,7 $l 6,3 43 | 269 | 30,7 | 33,0 @ 340
8. | Glutamic acid | 1,07 6,3 7.9 8,0 7,5 7.8 8,5 | 10,4 | 10,7
9. | Glycine | 1,49 2,0 1.9 4.7 2,9 55 5.8 8,5 8,5
10. | Histidine sl 1,6 | sL 2,5 1.5 §l. sl §l. §l.
11. | Leucine-isoleucine 1,02 17,2 1 13,3 | 17,0 | 20,1 | 19,7 | 24,1 | 254 | 26,3
12. | Lysine Sl 3,0 1,6 4.4 3,7 3,2 33 3,8 42
13. | Nonidentified spot X $l. $l. $l. sl $l. 1,7 1.7 1,7 1,5
14. | Phenylalanine 0,41 8,9 | 14,1 8,8 9.8 | 12,7 | 12,7 | 13,0 | 16,9
15. | Proline 1,95 88 | 159 | 19,7 | 16,2 | 29,6 | 31,1 | 358 | 48,5
16. | Serine 136 59 35| 73| 66| 57| 80| 80| 95
17. | Threonine | 2,77 7,9 | 59 | 10,1 5,1 10,5 | 11,5 | 12,3 | 18,1
18. | Tyrosine & | 40| 32| 57| 56| Sl §l. §l. §l.
19.| Valine 1,14 | 7.7 i 4,1 9,5 97 | 12,8 | 144 | 152 | 159
Plama X ekstynkcja i obliczenia jak dla kolaminy
Spot X extinction and calculation as for colamine.
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Rye. 1. Chromatogram aminokwasow wystepujacych w  kietkujacych ziarnach owsa
leu — leucyna, val — walina, phe — fenyloalanina, meth — metionina, pro — prolina, tyr — tyrozyna, ala— alanina,
glu — kwas glutaminowy, asp — kwas asparaginowy, thr — thereonina, fala — falanina, ser — seryna, glu-HN, — gluta-
mina, gly — glicyna, his — histydyna, asp-NH, — asparagina, et-NH, — kolamina, [ys — lizyna, arg — arginina

Chromatogram of amino acids composition in germinating oats seeds.
leu — leucine, val — valine, phe — phenyloalanine, meth — methionine, pro — proline, fyr — tyrosine, ala — alanine,.
gl — glutamic acid, asp — aspartic acid, thr — threonine, fiala — Palanine, ser — serine, glu-NH,; — glutamine, gly —
glycine, his — histidine, asp-NH, — asparagine, et-NHy — colamine, lys — lysine, arg — arginine.
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Tabela 2—Tabela 2

Poziom aminokwasow w . molach/g nasion owsa przy réinych dawkach kwasu giberelowego
KG — kwas giberelowy, K — kontrola, 1, 5, 10 — dawki KG w mg/l, O — przed kielkowaniem
The level of amino acids (umol/g) in oats seeds in dependence of the doses gibberellic acid
KG — gibberellic acid, K — control, 1, 5, 10 — doses of KG in mg/l. O — before germination.

O-przed
kietko-
. waniem 2-gi dzien kietkowania 5-ty dzien kietkowania
Lp. im‘l.mokwa.s before second day of germination fifth day of germination
mino Acid germi-
nation
K K | IKG |5KG [10KG| K | IKG |5KG | 10KG
1 | Alanine 1,45 33| 28 ’ 36 | 31| 71| 82| 96| 92
2 | B-alanine sk §l. | &l sl sl sl Sl sl sl
3.| Arginine sl 1,9 | 0,65 1,3 | 0,68 1,7 29 | 38 3.6
4. | Asparagine 5,90 94 | 63 | 11,3 | 62 | 165 | 18,1 202 | 190
5. | Aspartic acid 1,26 2,7 | 2.1 24 11,9 | 26 35| 50| 48
6. | Colamine 4,10 5,1 4,1 33 | 30 [ 3,1 3,1 3,11 28
7. | Glutamine 1,65 4.8 | 3,3 39 | 3,1 15,3 | 16,2 16,7 | 17,0
8. | Glutamic acid | 226 6,7 ' 3,9 48 | 4,1 8,0 8,6 9.4 9,2
9. | Glycine 0,77 2,3 1,8 25| 1,7 | 32 3.1 3,7 4.5
10. | Histidine sl sl 0,7 05,08 | 08 09 | 1, 1,0
11. | Leucine-}isoleucine 0,90 4,7 | 24 41 | 2,3 79 | 11,5 | 12,9 | 13,3
12. | Lysine | sl 2,2 | 0,78 1,705 | 231 30/ 37| 35
13. | Methionine | — Sl sl. $l. sl sl sl sl 8L
14. | Phenylanine [ sl 34 | 1,6 21 | 1,7 46 | 62| 74| 81
15. | Proline 0,98 4.4 3,1 54 | 44 6,2 | 104 | 14,3 | 11,3
16. | Serine 0,70 22 | 2,1 27| 2,6 4,2 48 | 57 6,7
17. | Threonine 1,39 38 | 25 34 20 4,9 5,8 7.7 8,0
18. | Tyrosine . | sl sl sl sl sl. sl §l. $l sl
19. | Valine 0,53 19 | 1,3 25| 1,3 | 40 58 | 6,7 | 6,4

Zawarto$ci poszczegolnych aminokwasow dla owsa sa nizsze w poréwnaniu z jecz-
mieniem. Réznice te moga by¢ spowodowane réznymi fazami kielkowania, gdyz
po S-ciu dniach kielkowania owsa brak jeszcze kietkow, podczas gdy u jeczmienia
dlugos¢ ich dochodzi do 0,5 cm. Fazy te jednak nie moga byé zbyt odlegle, po-
niewaz dhugo$¢ korzonkéw po 2 i 5 dniach kielkowania jest jednakowa dla oby-
dwu zboz.

Podczas kietkowania zaobserwowano na ogét powolny i systematyczny przyrost
aminokwaséw. Spoéréd aminokwasow obojetnych najbardziej intensywny przyrost
wykazuje leucyna (oznaczona w naszych analizach razem z izoleucyna), ktéra w pia-
tym dniu kietkowania hormonizowanego jeczmienia przy dawce (5 mg KG/l)
osigga poziom 25,4 . mola/g, a w wypadku owsa — 12,9 p. mola/g. Inne aminokwasy
obojetne: alanina, treonina, walina, seryna i glicyna wykazuja bardziej umiarkowany
przyrost stgZzenia w granicach od 8—15 y. moli/g dla jeczmienia i 1—10 p moli dla
owsa (ryc. 2).

Szczeg6lnie charakterystyczne jest intensywne nagromadzenie si¢ amidow:



Wplyw kw. giberelowego na poziom aminockwasow 609

4 mws_.-el 24 mel 28
gL -
| leu

g ° g

5 .

g 3

£ E

g Sl

F £
£

L\g \C-

3 -g "

b =

Steenie  Qmnokwasde

Stgreme amunokwsow

5 ETh

: ¥ A 5 am 2
Czas kietkowanig Time of qermination days 9 fioy siethomamt  Time of germiaation aays

Ryec. 2. Zmiany stezenia aminokwaséw obojetnych podczas kielkowania nasion zbdz: A — jecz-
mienia, B — owsa, hormonizowanych 5 mg KG/l

The changes of concentration of the neutral amino acids during germination corn seeds: 4 — barley
B — oats, which were hormonized 5 mg KG/L
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Ryc. 3. Zmiany stezenia aminokwasow kwasnych i ich amidow podczas kietkowania nasion zboz:
A — jeczmienia, B— owsa, hormonizowanych 5 mg KG/l

The changes of concentration of the amino acids and their amides, during germianination of corn seeds
A barley, B — oats, which were hormonized 5 mg KG/L
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Ryc. 4. Zmiany stezenia aminokwasow zasadowych podczas kielkowania nasion zboz: A —
jeczmienia, B — owsa, hormonizowanych 5 mg KG/l

The changes of concentration of the basic amino acids during germination corn sceds: 4 — barley,
B — oats, which were hormonized 5 mg KG/l

asparaginy i glutaminy, ktére w piatym dniu kielkowania osiagaja dla hormonizo-
wanego jeczmienia wartosci 61,0 p. mola/g i 33,0 p. mola/g, a dla owsa odpowiednio
20,2 p. mola/g i 16,7 . mola/g. Przyrost odpowiednich aminokwaséw ; glutaminowego
i asparaginowego jest powolny (ryc. 3). Tak wigc np. stosunek glutaminy do kwasu
glutaminowego wzrasta w okresie kietkowania jeczmienia dziesigciokrotnie. Swiadczy
to o intensywnoéci procesOw dezaminacji 1 transaminacji. _

Aminokwasy zasadowe: arginina, lizyna i histydyna nie wykazuja wigkszych
wahan podczas procesu kielkowania (ryc. 4).

Jak wida¢ z powyzszych zestawien stosowanie kwasu giberelowego wyraznie
wplywa na poziom aminokwaséw i amidéw w nasionach kietkujacego owsa i jecz-
mienia.

W drugim dniu kietkowania owsa i jeczmienia dawka kwasu giberelowego 5 mg/l,
powoduje maksymalny przyrost poziomu aminokwasow.

Przy dawkach mniejszych — 1 mg/L i wigkszych — 10 mg/L sumaryczny poziom
aminokwaséw po dwu dniach kietkowania jest niZszy nawet, niz w nasionach kiel-
kowanych bez podania kwasu giberelowego. Zalezno$¢ poziomu aminokwaséw od
dawek kwasu giberelowego w pigtym dniu kietkowania ma juz inny przebieg. W gra-
nicach stosowanych stezen KG — od 1 do 10 mg/L obserwuje si¢ stopniowy wzrost
poziomu aminokwaséw (ryc. 5).

Z doswiad czen Istatkowa i Edrevej (1961) wiadomo, ze w wypadku ziemnia-
kéw  traktowanych kwasem giberelowym zawarto$¢ protein obniza sie znacznie
w pordwnaniu z kontrola. Swiadczyltoby to po podwyzszonej intensywnosci proceséw
hydrolitycznych pod wplywem kwasu giberelowego.

Poniewaz w naszych badaniach kielkowanie jeczmienia i owsa, jak tez rozwdj
s i€wek przebiegaly w §rodowisku wodnym bez podawania do podloza aminokwasow,
znaczny przyrost ich stezenia pod wplywem KG, moze §wiadczy¢ o stymulowaniu
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Ryc. 5. Sumaryczny poziom aminokwasoéw i dhugos¢ korzonkow oraz kielkéw po 2 i 5 dniach
kielkowania A — jeczmienia, B — owsa, w zaleznoéci od stezenia KG. K — kontrola, 1, 5, 10 —
dawki KG w mg/l
The total level of amino acids and length of roots and germs after two and five days of germination
A — barley, B— oats, in dependence of the doses of gibberellic acid, K — control, 1, 5,10 — the
doses KG in mg/l.
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proteolizy tylko w pézniejszym okresic kietkowania. Mozna wnioskowaé, ze wplyw
KG nie jest spowodowany bezpo$renia aktywacja enzyméw proteolitycznych.

Z doswiadczen wynika, ze dzialanie kwasu giberelowego w zastosowanych daw-
kach powoduje wyrazniej zaznaczone efekty na procesy zwiazane z metabolizmem
aminokwaséw, niz na przebieg kielkowania nasion i rozwdj siewek okreslony dhu-
goscig korzonkéw kietkujacych ziaren. Wplyw réznych dawek kwasu giberelowego
na poziom aminokwaséw i dlugo$¢ korzonkéw nie zawsze jest zgodny (ryc. 5).
Po dwoéch dniach kietkowania, kiedy dlugo$¢ korzonkéw w zaleznosci od stezenia
kwasu giberelowego stale si¢ zwigksza, poziom aminokwaséw wyraznie zalezy od
dawek KG — pierwsza 1 mg/L powoduje znaczne obnizenie poziomu aminokwasow,
druga — 5 mg/L maksymalny przyrost i trzecia — 10 mg/L spadek.

Po pigciu dniach przyrost poziomu aminokwaséw jak i dlugosci korzonkéw
w przypadku owsa sa wprost proporcjonalne do stezenia kwasu giberelowego.

U jeczmienia, wykazujacego w procesie kietkowania szybsze i bardziej dynamiczne
zmiany, przyrost steZenia aminokwaséw jest proporcjonalny do stezenia kwasu
giberelowego, natomiast nie obserwuje si¢ juz przyrostu dlugosci korzonkéw
przy zwigkszeniudawek KG w poréwnaniu z dawka 1 mg/L (ryc. 5a).

Autorzy skladaja podzigkowanie Komitetowi Biochemicznemu PAN za dotacje przyznana
na prowadzenie niniejszej pracy.

STRESZCZENIE

Badano wplyw réznych dawek kwasu giberelowego na poziom aminokwaséw w kielkujacych
ziarnach jeczmienia i owsa.

W poczatkowym okresie tj. w 2-gim dniu kielkowania dawka kwasu giberelowego 5 mg[L
powoduje maksymalny przyrost poziomu aminokwaséw. Uzycie dawek mniejszych lub wigkszych
hamuje przyrost aminokwasow.

W pézniejszym okresie kietkowania (po 5-ciu dniach) przyrost stezenia aminokwasow jest pro-
porcjonalny do wielkosci dawki kwasu giberelowego w granicach od 1—10 mg KG/L.

Dzialanie gibereliny GA3 powoduje wyrazniej zaznaczone efekty na procesy zwiazane z metabo-
lizmem aminokwaséw niz na kielkowanie nasion i rozwdj siewek okreslony dlugoscia korzonkéw .

Katedra Chemii Ogdlnej
Akademii Medycznej w Warszawie

SUMMARY

The influence of various doses of gibberellic acid on the level of amino acids in germinating corn
barley and oats seeds was investigated. Gibberellin influences distinctly the level of amino acids
and amides in germinating corn seeds. In the first period, i.e. on the second day of germination,
the dose of gibberellic acid (5 mg KG/l) was optimal, causing the greatest increase of the amino
acids level. Application of amounts smaller or larger than optimal inhibits the increase of the amino
acids level. In the later period (five days) the concentration increase of amino acids is proportional
to the gibberellic acid dose.

The action of gibberellic acid is more pronounced in regard to the processes connected with
metabolism of amino acids, than to the course of germination of seeds measured by the length
of roots.
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