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WSTEP

Proces rozwoju ontogenetycznego ziarna zb6z dzieli si¢ na trzy wy-
raznie zréznicowane etapy [56-8, 36]:

— etap formowania bielma i prozarodka (faza dojrzatosci zielonej),

— etap zasadniczego formowania zarodka i czeSciowego gromadzenia
materialéw zapasowych (faza dojrzalosci mlecznej),

— etap zasadniczego gromadzenia materialow zapasowych, utraty wo-
dy i przej$cia w stan spoczynku (faza dojrzatosci woskowej i pelnej doj-
rzalosci fizjologicznej).

Poszezegdlnym etapom morfogenezy ziarniaka towarzysza odpowied-
nie zmiany fizjologiczne i biochemiczne. Wigzg sie¢ one z meta‘bolizrqem
weglowodanéw, bialek, kwaséw nukleinowych (NA) oraz dynamikg ak-
tywno$ci enzymoéw i witamin. Dlatego tez dojrzewajace ziarno posiada
zmienng aktywnosé fizjologiczng, przejawiajgcg sie¢ miedzy innymi w nie-
jednakowej zdolnosci do kielkowania. Najwyzszg wartos¢ biologiczng
osigga ziarno w pierwszej polowie trzeciego etapu embriogenezy, tj. na
poczqtku dojrzatosci woskowej. Biologiczne wilasciwosci dojrzewajgcych
nasion wplywajg nastepnie na wzrost, rozwo6j i plgnowanie roslin z nich
wyrostych [5, 6, 19, 31, 32, 37].

Rozpatrujac ontogeneze pojedynczej komorki, organu czy tez calej
ro§liny, mozna wyrézni¢ w niej dwa zasadniczo rozne etapy przemiany
materii [17]. Etap pierwszy przypada na wzrost embrionalny tkanek i cha-
rakteryzuje sie tzw. ,,podstawowg” przemiang materii, wlasciwg wszyst-
kim organizmom zywym. W tym okresie zachodza intensywne procesy
strukturotworcze, prowadzgce do syntezy biatek konstytucjonalnych
i tluszczowcdw; formujg sie takze pierwsze organelle komorkowe. Two-
rzenie tych podstawowych skiadnikéw protoplazmy poprzedzone jest
zawsze intensywng biosyntezg kwaséw nukleinowych. Zwigzki te na po-
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czgtku fazy embrionalnej nagromadzajg sie w najwiekszych ilosciach, co
wyraznie zaznacza sie w wysokiej aktywnosci metabolicznej komorki.
Natomiast drugi etap stanowi specyficzng przemiane materii, zwigzang
z dyferencjacjg komoérek roslinnych. W tym okresie kwasy nukleinowe
bedgce podstawowymi skladnikami cytoplazmy biorg udzial w syntezie
substancji zapasowych komorki.

W ontogenezie nasion obserwuje sie charakterystyczne prawidlowosci
w syntezie zwigzkéw organicznych. Najpierw gromadzg sie w nich zwigz-
ki fosforowe, a wsrod nich NA, dopiero pozniej takie substancje jak cukry
proste, skrobia, hemicelulozy, bialtka zapasowe i inne zwigzki chemiczne
stanowigce suchg mase nasion. Na tej podstawie mozna przypuszczag, ze
intensywne przemiany metaboliczne zachodzgce w dojrzewajgcym nasie-
niu wigzg sie z uprzednig biosyntezg kwaséw nukleinowych i innych
zwigzkéw fosforowych [21].

Wystepowanie kwas6w nukleinowych w nasionach wigze sie nie tylko
z ich rozwojem. Czes¢ tych zwigzkéw odklada sie w nasionach w postaci
substancji zapasowych, ktére zostajg zuzyte w poczgtkowym okresie kiel-
kowania. Prawdopodobnie przerwanie lub wyjscie nasion z glebokiego
spoczynku jest uwarunkowane nagromadzeniem w tkankach merystema-
tycznych odpowiedniej ilosci NA i innych zwigzkow organicznych [18].

Przy obecnym stanie wiedzy trudno jest okresli¢, w czym tkwi zmien-
na aktywnos¢ fizjologiczna dojrzewajacych nasion. Biorge pod uwage
biologiczng role kwaséw nukleinowych w nasionach wydaje sie, ze zwigz-
ki te zastugujg w tym przypadku na szczegblng uwage. Nalezy nadmienié,
ze badania nad kwasami nukleinowymi rozwijajgcych sie nasion sg malo
zaawansowane i dotycza giéwnie ich ogélnej dynamiki w procesie doj-
rzewania. Brak wiec bardziej szczegétowych danych na ten temat byt
bezposrednia przyczyng podjecia niniejszych badan.

Celem pracy bylo przesledzenie zmian frakcji kwaséw nukleinowych
w zarodkach dojrzewajacego ziarna jeczmienia jarego. Badania takie
mogg rzuci¢ nowe swiatlo na wyjasnienie niejednakowej zywotno$ci ziar-
na o réznym stopniu dojrzalosci.

MATERTALZ I METODYKA BADAN

Badania przeprowadzono w 1974 r. na dojrzewajacym ziarnie jeczmie-
nia jarego, odmiany Piast. Proby do analiz pobierano w fazie dojrzalosci
waskowe] 1 peine]. Bezposdrednio po zbiorze rodlin wyjmowano ziarniaki
ze srodkowych partii kiosa. Nastepnie okreslono energie i zdolno$é kiel-
kowanila swiezego ziarna; oznaczono tez jego suchg mase. Pozostale ziar-
no suszono w laboratorium na wolnym powietrzu przez okres 14 dni.
Tak przygotowany do dalszych badan materiat przechowywano w labora-
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torium w suchym i chlodnym miejscu. Analizy chemiczne NA wykonywa-
no na zarodkach (zawsze $wiezo przygotowywanych do tego celu). Zarod-
ki izolowano recznie za pomocy igly preparacyjnej. W celu zahamowania
aktywno$ci enzymatycznej czynno$¢ te wykonywano w temperaturze
okolo +1°C. Dla ulatwienia izolowania zarodkéw ziarno poddawano pecz-
nieniu przez okcto 12 godzin w temp. okoto 0—1°C,

W niniejszej pracy izolowanie NA przeprowadzano wedlug metody
Kirby [16] odpowiednio zmodyfikowanej (o czym nizej).

- Okoto 4 g wyizolowanych, a nastepnie zamrozonych zarodkéw ziarna
jeczmienia jarego homogenizowano za pomoca robota laboratoryjnego, typ
309 dodajgc bentonit (w ilo$ci 15 mg/g tkanki) i 0,025 M bufor Tris-HCI
o pH 7,6 z dodatkami (siarczan dodecylu sodu, MgCl,, KCl). Otrzymany
w ten sposob homogenat zadawano zbuforowanym fenolem w ilo§ci 4 ml
czystego fenolu/l g tkanki (przy pomocy buforu Tris-HCl o pH 7,6) i
mieszano przez 30 min. Nastepnie ptyn odwirowywano przez 20 min. przy
3000 g. Po odwirowaniu nadsgcz zadawano ponownie fenolem i bentoni-
tem (jak poprzednio), po czym mieszanine pozostawiano w chlodzie. Na-
tomiast do dolnej fazy wprowadzano wyzej wymieniony bufor Tris-HC1
i wirowano mieszanine jak poprzednio. Po odwirowaniu ponownie Zzbie-
rano warstwe gorng i dolgczano do poprzednio zebranej, a osad odrzuca-
no. Polgczone fazy wodne zawierajgce fenol i bentonit odwirowywano
w tych samych warunkach. Po odwirowaniu zebrany nadsgcz wytrzasano
W mieszaninie chloroformu i alkoholu izoamylowego przygotowanej w
stosunku 10:1 (czynno$é odbialczania przeprowadzono dwukrotnie, do za-
niku zelu na granicy faz). Po odwirowaniu warstwy wodnej ekstrakt za-
dawano 96% etanolem. Wytrgcone w ten sposéb kwasy nukleinowe po-
zostawiano w temperaturze —20°C przez okolo 12 godzin. \

Nastepnie po odwirowaniu i odrzuceniu etanolu otrzymany preparat
NA oczyszczano dalej wedlug metody Ralpha i Bellamy’ego [30].

Przygotowane w wyzej podany spos6b prébki kwaséw nukleinowych
rozpuszczano nastepnie w 10 ml 0,06M buforu fosforanowego o pH 6,8,
zawierajgcego 0,3M NaCl, po czym nanoszono roztwér NA na kolumne
chromatograficzng. Przed tym jednak pobierano prébe (10-krotnie roz-
cienczong) w celu oznaczenia zawarto$Sci ogdlnej NA i sprawdzenia ich
stopnia odbialczania. Mierzono absorbcje przy 280 i 260 nm. Stopien od-
biatczenia wyliczano ze stosunku gﬁ Wartos¢ ilorazu w dobrze
oczyszczonych preparatach NA wahala sie w granicach od 0,48 do 0,50.

Preparaty kwaséw nukleinowych frakcjonowano, na kolumnach z me-
tylowang albuming osadzong na ziemi okrzemkowej — MAK, wedlug
metody Mandella i Hersheya [25] w modyfikacji stosowanej przez Filka
[3]. 12 g celitu 545 zalewano 100 ml 0,056M buforu fosforanowego o pH
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6,8 (zawierajgcego 0,1M NaCl) i gotowano przez kilka minut w celu usu-
niecia pecherzykéw powietrza. Po ostudzeniu dodawano 5 ml 1% roz-
tworu metylowanej albuminy. Do chromatografii stosowano kolumne
szklang o $rednicy wewnetrznej 1,5 cm z plaszczem wodnym. Na wbu-
dowanym w dolnej czesci kolumny spieku szklanym G1 umieszczano kra-
zek bibuty. Na wierzchotku uformowanego zloza w kolumnie, stanowig-
cego mieszanine ziemi okrzemkowej z metylowang albuming, umiesz-
czano warstwe ochronng 1 g ziemi okrzemkowej bez albuminy. Napet-
nianie kolumny i chromatografie NA w gradiencie stezenia NaCl prze-
prowadzano w temperaturze 25°C. Po osadzeniu NA (uprzednio rozpusz-
czonych w buforze fosforanowym) na kolumnie MAK, poszczegbélne ich
frakcje wymywano zbuforowanym (przy pomocy 0,05M buforu fosfora-
nowego o pH 6,8) roztworem NaCl ¢ liniowym gradiencie stezenia w gra-
nicach 0,3 do 1,2M. Przeplyw plynu w ukladzie chromatograficznym re-
gulowano za pomocg pompy perystaltycznej. Szybkos¢ przeplywu wyno-
sita 50-80 ml/godzine. Zbierano frakcje o objetosci 5 ml, w ktérych na-
stepnie oznaczano spektrofotometrycznie zawartosé NA.

Na podstawie zmian absorpcji $wiatla ultrafioletowego wykreslano
profile chromatograficzne rozdzielonych na frakcje kwasdéw nukleino-
wych. -

Wyniki zawartosci NA w badanych prébach podawano w jednostkach
ekstynkeji przyjmujac za jednostke te ilos¢ NA, ktéra powodowala przy-
rost ekstynkeji El S o 0,01.

260nm

WYNIKI I DYSKUSJA

KIELKOWANIE ZIARNA

W tabeli 1 zamieszczono wyniki energii i zdolnoéci kietkowania ziarna
jeczmienia jarego zebranego w dojrzalosci woskowej i pelnej dojrzalosci
morfologicznej. Z danych tych wynika, ze ziarno zebrane w dojrzatosci

Tabelal

Kielkowanie ziarna jeczmienia jarego
o réznej dojrzatosci

) Zdolnos¢
Dojrza- Energia kietko-
tos¢ ——_—
ziarna
%
Woskowa 94 99

Pelna 91 97
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woskowe]j charakteryzowalo sie wyzszg zywotno$cig od ziarna zebranego
w dojrzaloéci pelnej. Zaobserwowane prawidlowosci potwierdzajg wczes-
niejsze badania Grzesiuka [5] i Séjki [36].

Jak wykazaly niektére badania [5, 31, 36] swieze i niedojrzale ziarno
zZb6z moze kielkowaé¢ w niewielkim procencie juz po uplywie 9-15 dni
od chwili zaplodnienia. Nastepnie, w miare jego rozwoju, zdolnos¢ do
kielkowania wzrasta, osiggajgc warto$ci maksymalne na poczatku dojrza-
losci woskowej, tj. w okresie intensywnego gromadzenia materialow za-
pasowych. Natomiast pod koniec dojrzewania zdolno$¢ ta sie obniza. Jed-
nocze$nie przedtuza sie $redni czas kietkowania, co zwigzane jest z nagre-
madzeniem sie w ziarnie inhibitor6w, w wyniku czego przechodzi ona
w okres spoczynku pozniwnego. Maksymalna zdolno$¢ kieltkowania ziarna
na poczatku trzeciego okresu ontogenezy ttumaczona jest przez Grzesiuka
[6] najwiekszym nagromadzeniem w tym czasie rozpuszczalnych w wo-
dzie bialek, cukrowcéw, witamin oraz obecnoscig zasadniczych komplek-
séw enzymatycznych. W tym okresie zarodek jest catkowicie wyksztalco-
ny i obserwuje sie niewielkg iloé¢ inhibitoréw, ktére moglyby hamowac
wzrost kielka.

SUCHA MASA BIELM I ZARODKOW

Ksztaltowanie sie ciezaru suchej masy zarodkéw i bielm przedstawia
tabela 2. Wynika z niej, ze ciezar ten byl nieco wyzszy w okresie doj-
rzalo$ci pelnej niz w okresie dojrzatosci woskowej. Rozwoj ziarna, w tym
takze i zarodka, konczyt sie wprawdzie na poczgtku dojrzatoSci wosko-
wej, lecz zwiekszanie sie jego rozmiaréw trwalo do konca pelnej dojrza-

Tabela 2

Ksztaltowanie si¢ suchej masy zarodkéw i bielm
dojrzewajacego ziarna jgczmienia jarego

Sucha masa, mg

Dojrza-
los¢
. 100 1,00 razem
ziarna zarodkow bielm
Woskowa 78 2843 2021
Pelna 89 2935 3024

toéci morfologicznej. Przedstawiane dane wskazujg na dos¢ wyrazny
przyrost suchej masy endospermu i zarodka w koncowych etapach doj-
rzewania ziarna. |

Jednakze przytoczone wyniki oznaczen suchej masy sa odmienne od
wynikow badan Grzesiuka [5], Rejowskiego [31] i Sojki [36]. Autorzy ci
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bowiem wykazali, ze sucha masa rozwijajacego sie ziarna zb6z wzrastala
bardzo szybko, osiggajgc wartosé najwyzsza w polowie dojrzalo§ci wosko-
wej. W miare jednak osiggania przez ziarno pelnej dojrzatosci, jego su-
cha masa zmniejszala sie. Istota tego zjawiska uzasadniona jest prze-
ksztalcaniem sie w ziarnie cukrowcéw prostych w bardziej zlozone, co
potgczone jest z wydzielaniem wody uprzednio zwigzanej chemicznie.
Przyczyng obnizania sie suchej masy w koncowych etapach dojrzewa-
nia moze tez by¢ duze natezenie oddychania przy jednoczesnym zaha-
mowaniu odptywu zwigzkéw odzywczych z rosliny macierzystej [6].

Przedstawione w tej pracy wyniki wskazujg, ze proces dojrzewania
ziarna jeczmienia jarego w 1974 r. w okolicach Olsztyna przebiegal nie-
zupelnie normalnie. Zjawisko to mozna wytlumaczyé duzym natezeniem
opadow deszczu i niskg temperaturg podczas dojrzewania zboz.

OGOLNA ZAWARTOSC KWASOW NUKLEINOWYCH W ZARODKACH ZIARNA
JECZMIENIA JAREGO

Biologiczna rola kwaséw nukleinowych w dojrzewajacych nasionach.
nie jest jeszcze wyjasniona dostatecznie. Prowadzone liczne badania bio-
chemiczne [1, 4, 6, 11, 12, 19] wykazaly, ze w miare dojrzewania ziarna
zZb6z wzrastal w nim szybko poziom RNA i DNA, w przeliczeniu na 100
ziaren (zawarto$¢ bezwzgledna), osiggajgc maksimum w okresie dojrza-
tosci woskowej. Jednakze zawartos¢ wzgledna (w odniesieniu do suchej
masy) malala w miare rozwoju nasion. Kulka [19] stwierdzil w calej dy-
namice przemian NA, podczas rozwoju i dojrzewania ziarna, pewng eta-
powos¢ odpowiadajgcg w zarysie trzem fazom formowania ziarniaka [5,
36]. W okresie zasadniczego rozwoju bielma zachodzil szybki wzrost ilo-
Sci omawianych zwigzkéw. Podczas zasadniczego rozwoju zarodka, obej-
mujgcego drugg potowe dojrzalosci mlecznej i poczatek dojrzatosci wo-
skowej, bezwzgledna zawarto$§¢ NA w calym ziarnie utrzymywala sie na
stalym poziomie, zwigkszajac sie szybko pod koniec tego etapu, kiedy
to ziarno osiggalo najwyzsza aktywnosé fizjologiczng. W okresie zasadni-
czego gromadzenia materiatdéw zapasowych zachodzilo powolne zmniej-
szanie si¢ ilo§ci kwas6w nukleinowych. W ziarnie w tym czasie ustawaly
zasadnicze procesy wzrostowe i syntezy bialek.

Przytoczone w tabeli 3 wyniki ogélnej zawartosci NA w zarodkach
ziarna jeczmienia wskazujg na wyraznie wieksza zawartoéé omawianych
zwigzkoéw w okresie dojrzatosci pelnej niz w woskowej. Tendencije te za-
znaczyly sie¢ zar6wno w odniesieniu do 1 g suchej masy jak i w przeli-
czeniu na 100 zarodkéw. Zwigkszony poziom kwaséw nukleinowych w
zarodkach pochodzgcych z ziarna o dojrzalosci pelnej byt wynikiem ich
gromadzenia sig do konica okresu dojrzewania ziarna, co prawdopodobnie
zwigzane bylo z biosyntezg RNA w zarodkach, ktéra trwala do konca
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Tabela 3

Zmiany zawarto$ci kwaséw nukleinowych w zarodkach dojrzewajacego ziarna
jeczmienia jarego. Wyniki zawartoéci NA podano w jednostkach ekstynkcji

Ogoblna Zawarto$¢ poszczegblnych frakcji
Dojrza- zawarto$¢ NA NA w przeliczeniu 100 zarodkéw
lo§¢
ziarna u Lg' na 100 RNA DNA-RNA TNA+
suche) zarodkéw S - +mRNA
masy
Woskowa 109,74 8,56 2,15 2,10 4,31
Pellna 126,74 11,28 2,27 2,51 5,60

okresu dojrzewania [1, 6, 19]. Kulka, Sobieraj [23] oraz Scerano i Mora-
les [34] wykazali nawet synteze RNA w zarodkach ziarna spoczynkowego.

Natomiast w innych badaniach [12, 20] stwierdzono, ze w bielmie syn-
teza kwaséw rybonukleinowych konczyla sie juz w fazie dojrzalosci wo-
skowej, po czym poziom ich zmniejszal si¢ w miare dalszego rozwoju
ziarna. Obserwowane w bielmie obnizenie iloéci RNA moze byé przy-
czyng rozpadu niektérych frakeji tego zwigzku do mononukleotydéw.
ZwigZki te moga nastepnie przemieszczaé si¢ do zarodka i byé¢ zrdédiem
syntezy nowych NA [26, 33].

Podobne regularnosci dotyczgce dynamiki zmian zawartosci kwasow
rybonukleinowych obserwowano réwniez w dojrzewajgcych nasionach
innych ro$lin, m. in. strgezkowych [22, 26-28, 35, 42]. W nasionach tych
najwyzsze ilosci omawianych zwigzkow stwierdzono w okresie osiggania
tzw. wczesnej dojrzalosci fizjologicznej. Nastepnie, w miare osiggania
pelnej dojrzato$ci morfologicznej, poziom RNA ulegl znacznemu obni-
zeniu.

ZMIANY FRAKCJI KWASOW NUKLEINOWYCH W ZARODKACH DOJRZEWAJACEGO
ZIARNA JECZMIENIA JAREGO

W przedstawionych na rysunku 1 profilach chromatograficznych roz-
dzielonych na kolumnie MAK kwaséw nukleinowych zaznaczyly sie wy-
raznie trzy zasadnicze frakcje: sSRNA, DNA-RNA oraz rRNA + mRNA.
Frakcja sRNA roéznicowala sie na dwa szczyty: pierwszy z nich stanowil
4S RNA, a drugi 5S RNA [2, 3, 9, 15, 39]. Kwas 4S RNA jest transportu-
Jacym kwasem rybonukleinowym [tRNA], za§ 5S RNA — niskospolime-
ryzowanym typem rybosomalnego RNA, dlatego tez sume 4S i 5S RNA
oznaczono przez sRNA (formy rozpuszczalne).

Kolejna eluowana frakcja byla jednoszczytowa; stanowila ona mie-
szaning DNA i RNA [3, 38, 40]. Przeprowadzone reakcje barwne z ora-
cyng i dwufenyloaming potwierdzity obecno$¢ w omawianym szczycie
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Rys. 1. Profile chromatograficzne, rozdzielonych na kolumnie MAK, kwas6éw nu-
kleinowych wyizolowanych z zarodkédw ziarna jeczmienia jarego o dojrzatosci wo-
skowej (A) i pelnej (B)

obu rodzajéw kwasoéw nukleinowych. Doswiadczalnie wykryto wystepo-
wanie w roslinach naturalnych komplekséw DNA-RNA. Przypuszcza sig,
ze mogg one spelnia¢ role posrednikOw w przenoszeniu informacji gene-
tycznej z DNA na RNA [43].

Trzecig frakcjg zaznaczajgcg sie najbardziej w profilu chromatogra-
ficznym byla mieszanina rybosomalnych RNA oraz pewna cze$é informa-
cyjnego RNA (mRNA). W obrebie tej frakeji zaznaczyly sie szczyty: 18S
RNA, 255 RNA oraz nie zawsze wyrazny szczyt mRNA [29, 38]. Dokla-
dniejsze zlokalizowanie szczytu mRNA wymaga stosowania pierwiastkow
znakowanych. Wedlug danych literaturowych [3, 14, 15, 24, 29], pewna
ilos¢ mRNA wystepuje we frakcji ,,mocno zwigzanej z kolumng” (TB-
-RNA), ktéra wymywa sie dokladniej 0,5 M NaOH, 1,5 MNH,OH lub tez
1,5 M NaCl.

Podobne rozmieszczenie poszczegélnych frakeji RNA otrzymali Vold
i Sypherd [40] oraz Walton i Soofi [41], badajgc na MAK-u kwasy nukle-
inowe izolowane z zarodkow peczniejgcego ziarna pszenicy.

Na rysunku 2 przedstawiono widma absorpcyjne NA tworzacych
szczyty (SRNA, DNA-RNA, rRNA + mRNA) w profilu chromatograficz-
nym. Sg to wyniki widm absorpcyjnych kwaséw nukleinowych powsta-
jacych w okresie dojrzalosci pelnej. Wskazujg one do§¢ wyraznie, ze naj-
silniejszg absorpcje obserwowano w pasmie 260 nm. Swiadezy to o do-
brym oczyszczeniu preparatow kwaséw nukleinowych nanoszonych na
kolumne MAK w celu ich rozdzielenia.
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Rys. 2. Widma absorpcyjne kwasé6w nukleinowych tworzacych szezyty w profilu
chromatograficznym
a — TRNA + mRNA, b — DNA — RNA, ¢ — sRNA

Tabela 4

Procentowa zawarto$é poszczegélnych frakcji kwaséw nukleinowych w zarodkach dojrzewajacego
ziarna jeczmienia jarego

Dojrzatosc sRNA DNA-RNA rRNA+mRNA Bazem
ziarna
Weskowa 25,11 24,57 50,32 100
Pelna 20,01 22,31 57,68 100

Wyniki zamieszczone w tabeli 3 i 4 obrazujg do$¢ istotne roznice w
zawarto$ci poszczegbdlnych frakcji NA w zaleznosci od stanu dojrzatosci
ziarna. Sledzgc dynamike zawarto$ci frakcji SRNA, nalezy podkreslic jej
nieznaczny ilosciowy wzrost (w przeliczeniu na 100 zarodkoéw) w okresie
dojrzatosci pelnej. Jednakze procentowy udzial tej frakcji przewazal zna-
cznie w okresie dojrzalosci woskowej. Wigkszy udzial wzglednej zawar-
tosci niskoczasteczkowych RINA w zarodkach w okresie dojrzatosci wo-
skowej niz w pelnej wskazuje na bardziej intensywng biosyntezg biatek
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w tym okresie. Przemawia za tym takze fakt intensywnego gromadzenia
materialdw zapasowych, a w tym i bialek, w trzecim etapie ontogenezy
ziarniaka, tj. w okresie dojrzato$ci woskowej [6, 7]. Warto doda¢, ze dy-
namika NA w nasionach wigze sie écisle z przemianami bialkowymi. Mie-
dzy biosyntezg bialek a nagromadzeniem RNA istnieje $cisly zwigzek
[11, 20, 26]. Tempo biosyntezy bialek jest jednak o wiele wyzsze od bio-
syntezy RNA. Stosunek RNA-biatko w miare rozwoju nasion maleje, nato-
miast stosunek DNA-biatko wzrasta, osiggajgc wartos¢ maksymalng w po-
lowie okresu dojrzewania [21]. Zdaniem Grzesiuka [6], zmiany wartosci
stosunku RNA do biatka $wiadczg o tym, ze w poszczegbélnych fazach
dojrzewania nasion zmienia sie w pewnym stopniu rola fizjologiczna RNA.
By¢ moze zmniejszenie stosunku RNA-bialko wynika takze ze wzmozo-
nej aktywnosci rybonukleaz.

Poziom frakcji DNA-RNA byl wyzszy w okresie dojrzatosci woskowej.
Jednakze jej procentowy udzial ksztaltowal sie odwrotnie. Stwierdzono, ze
kompleks ten prawdopodobnie uczestniczy w inicjacji syntezy RNA pod-
czas wyksztalcania i rozwoju nowych komorek [13].

Najwiekszy ilosciowy i procentowy udzial w badanym materiale zaj-
mowala frakcja rRNA + mRNA. Wzrost zawartosci omawianej grupy
RNA w zarodkach pochodzacych z ziarna o dojrzaloéci pelnej wskazuje
na jej synteze w koncowych etapach dojrzewania. Okazuje sie wiec, ze
W miare rozwoju ziarniakéw zwiekszala sie w nich ta ilo§¢ RNA, ktéra
przypuszczalnie byla zwigzana z tworzeniem sie nowych struktur cyto-
plazmatycznych [10, 18, 21].

W dojrzewajgcych nasionach zmienia sig tez forma RNA, Wedtug Ko-
nariewa [17], w zalezno$ci od stopnia rozwoju komoérki RNA moze two-
rzy¢ z jej organellami mniej lub bardziej trwate polgczenia lub tez wy-
stepowa¢ w stanie wolnym. Tkanki embrionalne zawierajg gltéwnie labil-
ne formy RNA, za$ tkanki zréznicowane — trwale postacie tego zwigzku.

Rozwdj calego ziarna w znacznym stopniu zalezny jest od metabo-
lizmu NA. Poréwnanie danych liczbowych tabeli 2 i 3 wskazuje na isto-
tng korelacje miedzy poziomem kwaséw nukleinowych w zarodkach
a przyrostem ich suchej masy. Biorgc pod uwage wzrost poziomu frakeji
rRNA + mRNA w pehlnej dojrzalosci, wydaje sie, ze przyrost suchej masy
ziarniakow w koncowych etapach dojrzewania w znacznym stopniu byt
uzalezniony od dynamiki tej frakcji. W oparciu o to spostrzezenie mozna
przypuszczac, ze zmiany iloSciowe w obrebie frakeji rRNA byly $cisle
zwigzane z ksztaitowaniem sie suchej masy dojrzewajgcego ziarna.

Informacje zawarte w tabeli 3 sklaniajg z kolei do twierdzenia, ze
zwigkszenie zawartoSci RNA w zarodkach ziarna zb6z w koncowym okre-
sie dojrzewania bylo przede wszystkim wynikiem syntezy frakcji rRNA +
+ mRNA a cze$ciowo takze — sRNA. Do podobnego wniosku doszli Mil-
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lerd i Whitfeld [28] badajgc NA z rozwijajacych sie liScieni bobiku. Ba-
dacze ci, stosujgc znakowang urydyne i adenozyne, stwierdzili, ze wzrost
ilosci RNA byl wynikiem wzmozonej syntezy 255 RNA, 18S RNA oraz
tRNA.

Reasumujac nalezy stwierdzi¢, ze proporcje ilo§ciowe miedzy frak-
cjami sSRNA, DNA-RNA oraz rRNA + mRNA zmienialy sie podczas doj-
rzewania jeczmienia. Swiadezy to o istnieniu zmian w ich wzajemnych sto-
sunkach i o fizjologicznym znaczeniu réznych frakcji RNA w koncowych
etapach dojrzewania ziarna. Z badan Grzesiuka [5], Rejowskiego [32]
i Séjki [36] wiadomo, ze dojrzewajace ziarno zbéz posiada zmienng ak-
tywnos¢ fizjologiczng. Najwiekszg witalncé¢é wykazuja ziarniaki w okre-
sie dojrzalosci woskowej. W tym okresie ziarno posiada najwiekszg ener-
gie 1 zdolno§¢ kietkowania (tab. 1) zwigzang z jego wysoksg aktywnoscia
metaboliczng. Zaobserwowany w niniejszych badaniach nizszy poziom
NA w zarodkach dojrzalo$ci woskowej niz w pelnej pozwala sadzié, ze
zywotnos¢ ziarna nie wigzala sie bezpo$rednio z ogdélng iloscig kwasow
nukleinowych. Nie mozna sie wiec zgodzié z pogladem badaczy wloskich
[34], wedlug ktorych poziom DNA w zarodkach decyduje o zywotnosci
nasion. Wydaje sie, ze przyczyng zmiennej zywotno$ci ziarna mogly byé
racze] zmiany we wzajemnych stosunkach poszczegélnych frakcji RNA.
To ostatnie przypuszczenie potwierdza fakt, ze w zarodkach ziarna nie
w peini dojrzalego udzial frakcji sSRNA byl wyzszy niz w okresie doj-
rzaloSci pelnej. Natomiast w okresie pelnej dojrzaloSci znacznie wzrastal
udzial frakcji rRNA, ktéra prawdopodobnie wigzala sie ze strukturami cy-
toplazmatycznymi [10]. Na podstawie powyzszych uwag mozna wniosko-
wa¢, ze dynamika frakecji sRNA znajduje odzwierciedlenie w wartosci
biologicznej i zywotnosci dojrzewajgcych nasion.

Wyniki analiz NA w zarodkach dojrzewajgcego ziarna jeczmienia nie
tlumaczg wiec w pelni, réznej (zazwyczaj zwiekszonej w okresie dojrza-
tosci woskowej) ich zywotno$ci. Dokladniejsze wyjasnienie omawianego
zagadnienia wymaga dalszych badan. Z kwasami nukleinowymi wigze
sig SciSle metabolizm zwigzkéw biatkowych i byé moze wnikliwe prze$le-
dzenie ich metabolizmu pozwolitloby blizej poznaé nieznany dotad mecha-
nizm zmiennej.aktywnosci fizjologicznej dojrzewajgcych nasion.

WNIOSKI

1. Najwyzszg zywotno$¢ majg ziarniaki jeczmienia jarego w okresie
dojrzalosci woskowej. Ich sucha masa zwieksza sie do§¢ réwnomiernie
do konca okresu dojrzewania ziarna.

2. Najwyzsza ogbélng zawarto§¢ kwaséw nukleinowych majg zarodki
w peitnej dojrzalosci morfologicznej. Intensywnemu wzrostowi suchej ma-
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sy endospermu i zarodka towarzyszy najwiekszy wzrost ilosci kwaséw
nukleinowych w zarodkach.

3. Wzgledna zawartos¢ frakcji sRNA jest wyzsza w ziarniakach
o dojrzalo$ci woskowej niz w ziarniakach o dojrzalosci peinej. Jednakze
jej ilos¢ bezwzgledna (w 100 zarodkach) jest nieco wyzsza w okresie pel-
nej dojrzalosci. Rowniez zawarto$é frakeji rRNA + mRNA jest znacznie
wieksza w okresie dojrzalosci pelnej niz w woskowe].

Wzrost ogélnej ilosci RNA w zarodkach w koncowych etapach doj-
rzewania ziarniakéw jest wynikiem przede wszystkim intensywnej syn-
tezy frakcji rRNA. Zwiekszanie sie zawartosci kwasow nukleinowych
(rRNA) wiaze sie $cisle z szybkim wzrostem suchej masy dojrzewajgcych
nasion.

4. Tlosciowe proporcje réznych frakcji NA (sRNA, DNA-RNA,
rRNA + mRNA) zmieniajg sie podczas dojrzewania ziarna. Prawdopodo-
bnie wskazuje to na odmienng role fizjologiczng kwasow nukleinowych
w procesie rozwoju i dojrzewania nasion. Mechanizm zmiennej aktywno-
Sci fizjologicznej nasion nie zalezy jednak od ogolnej zawartosci RNA,
lecz wigze sie raczej ze zmianami we wzajemnych stosunkach frakcji
sRNA i rRNA + mRNA.

5. Przedstawione w pracy tej wyniki badan nie tlumaczg w pelni
przyczyn zwiekszonej witalnos$ci ziarna zb6z w okresie dojrzatosci wo-
skowe]j. Dokladniejsze poznanie tych zagadnien wymaga dalszych badan,
szczegblnie bialek, ktérych synteza i aktywnosé¢ zalezg od NA.
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Puiwapo I'ypeuxu, Crarucaas I'icecrox

HYKJEVMHOBBIE KJVICJOTBI B KOHEYHBIX $A3AX
CO3PEBAHUA 3EPHA AFOBOTIO AYMEHSA

Peswme

Ilenpro paboTkl OBLIO NpPenCcTaBUTb, A0 KaKOil CTeNeHM XKUIHEHHOCTL COo3peBa-

IOIL[Er0 3€pHa 3€PHOBBIX KYJAbTYP 3aBUCUT OT AMHAMUKM M3MEHEHM (Qpakuum Hy-
KJEeMHOBBIX KucJoT. McciaemoeaHusa ObLIM NPOBEAEHbI HAa 3€PHOBKAxX AYMEHHA, IIPO-
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MCXOAAIMX M3 BOCKOBOM M IIOJNHONM 3penocTy. VI3MeHeHuAa (pakumy HYKJIEeMHOBBIX
KHMCJIOT JMICCIENOBaJIMCh NPY TIOMOIUM METOAa KOJIOHHOJ xpomarorpacdum MAK. Jo-
Ka3aHO, YTO HaMGOJbLIEH IKUIHEHHOCTHIO 0o0JIaflalOT 3€PHOBKM AYMEHSA BOCKOBO
3pesocTy. KomiecTBO HYKJIEMHOBBIX KMCJIOT B 3aPOALILIAX YBEIMYMBAJIOCE 4O KOHIA
Cco3peBaHMA. OTOT POCT ObLI pPe3yJNbTaTOM MHTEHCUMBHOIO CUHTE3a dparmm rRNA,
a 4vacTMiHO TakXe y SRNA. ¥YBeimuenme comepmmmoro stmx TtunmoB RNA (sRNA,
rRNA) Obl710 ¢BA3aHO C GBLICTPBIM POCTOM CYXOlf MacChl CO3PEBAOLINX 3epHOBOK. Ko~
JIMIECTBEHHBbIE ITPONOPIMM Pa3HbIX (pakumii RNA u3MeHAauch) Bo BpeMsa co3peBa-
HuA 3epHa. IIo Bceil BEPOATHOCTHM 9TO YKa3bIBAeT HA Pa3IMYHYIO OU3MOIOrMIECKYIO
POJL OTAENBHBIX (PPAKUMI HYKJIEMHOBBIX KNCJIOT B IpOLecce DPa3sBUTHA ¥ CO3pe-
BaHMUA CEMSAH. :

Kaxercsa, 4To MeXaHM3M NEPEMEHHO (DU3MONOrMYEecKOoil AKTIBHOCTH 3epHa He
3aBMUCUT OT obuiero cogepzkumoro RNA, a BepHee CBA3aH C M3MEHEHMAMM B3aUMO-
otHomennin dopakuuit SRNA 1 rRNA + mRNA.
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Ryszard Goérecki, Stanistaw Grzesiuk

NUCLEIC ACIDS AT FITNAL RIPENING STAGES
OF SUMMER BARLEY GRAIN

Summary

The aim of the work was to find, to wheat degree the vitality of ripening
grain of cereals would depend on the dynamics of changes of particular fractions
of nucleic acids. The investigations were carried out on barley grains taken at
the wax ripeness or full ripeness stage. The changes of fractions of nucleic acids
were determined by the column chromatography method MAK. It has been proved
that with the strongest vitality distinguish themselves barley grains at the wax
ripeness stage. The amount of nucleic acids in germs increased up to the ripening
and partly also the sRNA fraction. The increase of the content of the above RNA
and partly also the sRNA fraction. Te increase of the content of the above RNA
types (sRNA, rRNA) was connected with a rapid growth of dry matter in the
ripening grains. Quantitative proportions of different RNA fractions changed du-
ring ripening of the grain. It proves, probably, a different physiological role of
particular fractions of nucleic acids in the process of development and ripening of
grains.

It seems that the mechanism of changeable physiological activity would not
depend on the total RNA content, but would be connected rather with the changes
in mutual relationships of sRNA and rRNA 4+ mRNA fractions.
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