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WSTEP

W ocenie jakodci biologicznej nasion coraz czeéciej uzywa sie
pojecia - ,.2ywotnodc”. Zywotnodécig okredla si¢ nzjczedciej, poten~-
cjalng zdolno$c nasion do kieitkowanis i wydania normalnych i zdro-
wych oraz dynamicznie rosngcych siewek w warunkach polowych, tj.
przy zmieniajecym sie zakresie czynnikéw siedliskowych [10, 16,
21]. Wprowadiany termin Zywotnodc zastepuje wiec w ocenie jakoséci
nasion takie tradycyjne okreslenia, jak: zdolnoséc kieltkowanis, po-
tencjalna zdolnoéc kieikowania lub potencjal wzrostowy siewek. Zy-
wotnoéé nasion jest tez pojeciem o znacznie szerszym zakresie niz
wymienione wyzej. Ponadto Zywotno8C w znacznym stopniu uwzglednis
aspekt praktyczny w ocenie nasion.

Podczas dojrzewania zachodzg duze zmiany w budowie morfologi-
cznej, sktadzie chemicznym i wtadciwodéciach fizjologiczno-bioche-
micznych nasion [10, 11]. W okresie ontogenezy ulege takze znacz-
nym zmianom zywotno$¢ nasion [9, 25, 26]. Miode nasions ( we wczes~-
nej dojrzalodci) cechuje na ogél obnizona zdolnodc kietkowania, a
takze wolny wzrost i rozwéj powstalych z nich roélin [10]. W mia-
re dojrzewania nasiona uzyskuja wyzsze wskazniki zywotnosdci i wy-
dajg rosliny o lepszym rozwoju orai wyzej plonujace [2, 10,11.22].
Wedlug niektérych autoréw [9, 25, 26] ziarniaki zb6z uzyskuje naj=-
wyzsza wartosc¢ biologiczng w poiowie dojrzatosci woskowej. Ziarna
zebrane w koncu dojrzatodci woskowej i w dojrzaiosci peinej wy-
ksztatcaja rosliny nizsze [9, 25], mniej odporne na niesprzyjaje-
ce czynniki siedliskowe[26] oraz mniej plenne. Dane te sugeruja,
ze zbierane ziarna w koficowym etapie ontogenezy mogg stanowicC gor-
szy materiat siewny.
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Aktualnie w ocenie 2ywotnosci nasion, obok tradycyjnych me tod
standardowego kielkowania [7, 10, 16] 1 testu tetrazolinowego [20,
21, 23], stosuje sie takze inne wskazniki fizjologiczno-biochemi-
czne [1, 5, 16, 20, 30]. Czesto charakteryzowanym tego typu tes~
- tem jest proces oddychania i towarzyszgce mu przemiany bioenerge-
tyczne [6, 12, 17-19, 28]. W licznych badaniach [1, 13, 14, 17, 18,
27, 31] wykazano wysokie korelacje miedzy intensywnosdcig oddycha-
nia, mierzong ilo$ciga pobranego tlenu, u peczniejacych i kietku-
jacych nasion réznych gatunkdéw & sprawnoscig ich kietkowanis i dal-
8zZego wzrostu siewek. Wysokie zalezno$ci osiagano réwniez miedzy
2ywotno$cig nasion a nategzeniem metabolizmu oddechowego utozsamia-
nego z aktywnodcia ogdlna dehydrogenaz {13, 21, 23] oraz z aktyw=
nosdciga wybranych dehydrogenaz cyklu Krebsa lub ahncucha oddecho-
wego [5, 20, 27, 30]. Wysokiej zywotnosci nasion towarzyszy zazwy-
czaj zdolnod¢ do szybkiego powstawania mitochondriéw w rosnacych
siewkach [ 5, 18, 19]. Mitochondria zywotnych nasion wyrézniaje sie
takze zwigkszona aktywnodcia oksydacyjna i bioenergetyczna [12, 18,
19, 28]. W peczniejacych lub kielkujacych nasionach wydajacych
szybko rosnace siewki stwierdzono roéowniez odpowiednio wysoki po-
ziom ATP [5, 6, 17, 20].

Dotychczasowe badania nad ksztaitowaniem sig¢ 2zywotnosci zia=-
ren zbéz w korncowych etapach dojrzewania s@ mato rozpracowane., Wy=
daje sig, ze wysoka zaleznoéc wzrostu i rozwoju siewek od procesu
oddychania moze czedciowo wyjasnic¢ przyczyny zmiennej 2ywotnoéci
nasion w procesie ich ontogenezy. |

Celem podjetych badann byto okreslenie tradycyjnymi metodami
2ywotnosci u zbieranych w dojrzalodci woskowej i peinej ziaren
pszenicy i1 2yta oraz poréwnanie tych wskaznikéw z intensywnos$cig
oddychania i aktywnodcig oddechowa mitochondridéw u siewek.

MATERIAL I METODYKA BADAN

Obiektem badan byly ziarna dwéch gatunkéw zbdéz ozimych: psze-
nicy - Crana i 2yts - Darkowskie Ziote.Ziarna zbiersno w nastepu-
jacych etapach ontogenezy:

1) w dojrzatosci woskowe]

a) pszenica - 32 dni po zapyleniu,
b) 2yto - 30 dni po zapyleniu,
2) w dojrzatosci peinej
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a) pszenica - 48 dni po zapyleniu,
b) 2yto - 46 dni po zapyleniu.
Zbiér ziaren z dojrzalodci woskowej przeprowadzone racznie, a
z peinej maszynowo. Uzyskane ziarns z obu etapéw dojrzatoséci dosu-
szano w temp. pokojowej i poddawano frakcjonowaniu na sitach Fogg-
la o wielkosci szczelin 2,8-1,4 mm. Do analiz wybrano frakcje zia-
ren o najwyzszym procentowym udziale w zebranych partiach (tab. 1).

Tabela 1

Charakterystyka wielkos$ci / masy powietrznie suchych ziaren psze-
nicy zbieranych w dojrzatosci woskowej i peinej (dane sa érednimi
z 3 populacji ziaren)

Z dojrzatosci woskowe] Z dojrzalosci peinej

Numer frakcji

t sradnica’ziaren "252 100 % frekeli T mase 100 Frakess
w g ziaren w g ziaren
I - >2,8 4,4 55,1 4,8 60,6
II 2,8-2,5 3,6 39,0 3,9 33,5
III 2,5=2,2 2,6 3,0 2,7 2,9
1V 2,2=-2,0 2,4 1,8 2,5 2,1
V- 2,0-1,8 1,5 1:1 1,9 0,9

Warunki przyqgotowania materiatu do badad

Analizy laboratoryjne prowadzono na peczniejecych i kietkuja~
cych catych ziarnach lub na 1zolowanych zarodkach §%dz siewkach
od bielm. Rozdzielenie wymienionych czedci ziaren dokonano recz-
nie za pomoca 1i1gily preparacyjnej. Wyjsciowa zawartosc suchej ma-
sy zarodkéw 1 bielm oraz biaitka mitochondrialnego w zarodkach ozna-
czano po péecznieniu ziaren w wodzie przez 12 godz. w temp, 1-2Y%¢,
Kietkowanie ziaren wykonano na bibule filtracyjnej nasyconej wo-
da w ptytkach Petriego w termostacie przy temp., 20-21%.,

Oznaczenis kietkowania ziaren i wzrostu siewek

W standardowym kietkowaniu ziaren okreslano energig¢ (po 3 do-
bach) i zdolnos¢ kietkowania (po 7 dobach), a takze $redni czas



80 ' J. TLUCZKIEWICZ

potrzebny do skietkowania 1 ziarna [7, 10]. Wzrost siewek mierzo-
no na podstawie diugoséci lodyzek i korzonkéw po 3, 5, 7, 9 i 12
dniach kietkowania ziaren. Ponadto wzrost siewek ustalano za pomo-
ca przyrostu suchej masy po 1, 2, 3 i 4 dniach kietkowania ziaren,

Oznaczenia zywotnos$ci ziaren za pomocg testu tetrazolinowego
i aktywno$ci ogdlnej dehydrogenaz

Oznaczenia zywotnos$ci testem tetrazolinowym wykonano wg. pol-
skiej normy PN-69/R-65950 przyjetej dla ziaren zbéz [3]. Prébki
ziaren (100 szt.) poddawano pegcznieniu przez 18 godz. w temp. 20=-
-21°C ., Nastegpnie przenoszono do naczyniek na lodzie i oddzielano
zarodki (bez tarczek) od pozostate) czeséci ziaren., Zarodki zalewa-
no 1% roztworem chlorku 2,3,5-tréjfenylotetrazolinowego w 0,1 M
buforze K-fosforanowym o korncowym pH 7,0 1 pozostawiano przez
24 godz. w termostacie o temp. jak wyzej. Topograficzna ocene zy-
wotnosci zarodkow dokonano przez porownanie ich wybarwienia z ta-
belami uzywanymi w stacjach IHAR,

Oznaczenia aktywnoscli og6lnej dehydrogenaz przeprowadzono tes-
tem tetrazolinowym z zachowaﬁiem analogicznych warunkéw jak w me-
todzie topograficznej. Wytworzony fenyloformazan ekstrahowano z za-
rodkdw absolutnym acetonem [21, 23]. Ekstrakty fenyloformazanu mie-
rzono wobec acetonu w spektrofotometrze przy 4= 3520 nm [23]. 2Za-
wartosc fenyloformazanu odczy%ywanq z krzywej wzorcowej.

Oznaczenia intensywnosci oddychania

Natezenie oddychania mierzono w kietkujacych catych =ziarnach
lub ich siewkach. Oznaczenia oddychania przeprowadzono metoda ma-
nometryczng w aparacie Warburga przy statej temperaturze 25%C. Po-
miary oddychania dla kazdego wariantu doswiadczalnego prowadzono
jednoczesnie w 6 naczyhkach powtarzajac je czterokrotnie.

Izolowanie mitochondridw z siewek

Mitochondria izolowano z siewek pszenicy i 2yta metoda rézni-
cowego wirowania opracowang przez Pomeroya [24]. Swiezo wydzielo-
ne 2-dniowe siewki homogenizowanc w mozdzierzu z mieszaning o skta-
dzie: 0,5 M sacharoza, 1 mM etylenodwuaminoczterooctan, 67 mM bu-
for K-fosforanowy i 0,1% roztwor albuminy krwi wolowej (BSA)o kon-
cowym pH 7,2, w stosunku 8:1 cze$ci wagowych mieszaniny i siewek.
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Zhomogenizowana tkankg saczono przez nylon (okoito 100 mesh) i wi-
rowano przy 2000 xg w ciggu 5 min. Mitochondria osadzano przy
20 000 xg przez 5 min, Osad mitochondridw zawieszano w 20 ml mie~
szaniny do izolacji i ponownie wirowano przy 2 500 xg przez S5 min.,
Mitochondria znéw osadzano przy 8 000 xg przez 10 min, Uzyskana
frakcje mitochondridéw zawieszano w 1,0 ml mieszaniny o skitadzie:
0,3 M mannitol, 10 mM bufor tris-HCl i 0,1% BSA o koricowym pH 7,2,
Zawiesling mitochondridw przechowywano w tazni lodowej. Wszystkie
operacje przy izolacji mitochondridéw przebiegaiy w temp. 0-2%.

Oznaczenia zawartosci biatka mitochondrialnego w zarodkach

i siewkach

Mitochondria izolowano ze 100 zarodkéw lub siewek w sposoéb
przedstawiony uprzednio. W sklad mieszaniny izolacyjnej nie wcho-
dziit jednak 0,1/, BSA., Mitochondria i zawarte w nich biatko rozpu-
szczano w 1N NaOH przez 2 godz., a nierozpuszczone resztki odwiro-
wywano przy 30 000 xg przez 10 min.Zawarto$c bialka mitochondriodw
oznaczano metoda Lowry [15], uzywajac jako standardu albuminy krwi
wotowej. Oznaczenia zawarto$ci biatka mitochondrialnego wykonano
w 4 oddzielnych 1zolacjach dla ka2dego etapu kielkowania.

Oznaczenia aktywnosci oddechowej mitochondritw

Aktywnosc oddechowa izolowanych mitochondriéw mierzono metoda
polarograficzna przy uzyciu elektrody tlenowej typu Clarka. Pomia=-
ry aktywnosci oddechowej prowadzono w mieszaninie reakcyjnej oskta-
dzie: 0,3 M mannitol, 10 mM KC1l, 5 mM MgClz. 10 mM KH2P04. 10 mM
bufor tris-HCl i 0,1% BSA o koncowym pH 7,2 [24] i w temperaturze
25°¢., Wyjsciowe stezenie tlenu w medium reakcyjnym wynosiio 240 mM
[8, 24]. Sstosowano jako substraty a-ketcglutaran, L-jaeblczan i bur-
§ztynian w kofcowym stezeniu 10 mM, Aktywnodc oddechowg mierzono
w stanie 3 (po dodaniu ADP) i w stanie 4 (po wyczerpaniu sig ADP)
wg. Chance i Williamsa [4]. wielkos$c¢ kontroli oddechowej okresla-
no stosunkiem szybkosci pobierania tlenu w stanie 3 do szybkosci
pobierania tlenu w stanie 4 [4, 8]. Stosunek ADP:0 wyznaczano na
podstawie znanej ilosci dodawanego ADP i iloscl zuzytego tlenu w
stanie 3 [8]. Zawarto$é ADP okreslano spektrofotometrycznie stosu-
jac 15,4 mM wspdéiczynnik ekstynkcji przy 260 nm [24]. W zawiesi-
mitochondriéw w ilodéci uzytej do reakcji i wolnej od BSA oznacza-
no biatko metoda Lowry [15].
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WYNIKI

Charakterystyka wielkosci ziaren, sucha masa siewek i bielm
podczas kietkowania oraz wzrost siewek uzyskanych z ziaren
o réznej dojrzazodci

Powietrznie suche ziarna pszenicy zebrane w dojrzalosci wos-
kowej 1 peinej rozdzielono na 5 frakcji (tab. 1). Natomiast w po=-
pulacjach ziaren zyta z obu dojrzalosci wydzielono 7 frakcji (tab.
2). U ziaren pszenicy zebranych w obu etapach dojrzaltoéci przewa-
2ylo ziarno dobrze wyksztalcone (frakcja I i II). Jednak ziarnia-
ki pszenicy o najwyzszej masie i drednicy stanowily wigkszy udzial
w partii ziaren zebranych w dojrzalosci peitnej (61%), niz wosko-~
wej (51%)(tab. 1). Réwniez masa ziaren pszenicy w réwnoleglych
frakcjach byla wyzsza z dojrzalosci pelnej, jak woskowej.

Tabela 2

Charakterystyka wielkoéci i masy powietrznie suchych ziaren 2yta
zbieranych w dojrzalosci woskowej i pelnej (dane s@ drednimi z 3
populacji ziaren)

Z dojrzatosci woskowej Z dojrzatosci peinej

Numer frakcji

. . masa 100 % frakcji masa 100 % frakcji
* sredalgz Zlaren Ziaren w partii ziaren w partii
w g ziaren wg ziaren
I > 2,8 3,7 0,1 5,0 6,0
I1 2,8-1,5 3,2 13,6 3,9 65,6
I1I 2,5=2,2 2,8 45,0 3,1 16,0
1v 2,2-2,0 2,5 26,4 2,6 8,2
Y 2,0~-1,8 244 11,9 2,4 3¢5
VI 1,8-1,6 1,8 2,4 2,1 0,2
VII 1,6~1,4 1,4 0,6 1,6 0,1

U ziarniako6w zyta stosunkowy udziat ziaren lepiej wyksztaico-~
nych by: wyraznie wyzszy z dojrzalosci peilnej, niz z woskowej (tab.
2). Z dojrzatosci pelnej zasadnicza cze$c¢ ziaren (66%) stanowila
frakcja 11, zas z dojrzalosci woskowej dopiero frakcja III i 1IV
obejmowaly 71% calosci ziaren. Podobnie jak u ziaren pszenicy, me-
sa ziaren zyta z dojrzatos$ci peinej byla wyzsza niz z dojrzaioséci
woskowej w odpowiadajacych sobie frakcjach (teb. 2).
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U wybranych populacji ziaren (patrz materiait do badan) pszeni-
cy 1 z2yta o réznej dojrzatodci analizowano zmiany zawartosci su-
chej masy w zarodkach i siewkach oraz bielmach przez kolejne czte-
ry dni kielkowania (tab. 3). Wyjéciowa sucha masa zarodkéw i bielm
(pecznienie w temp. 1-2%% przez 12 godz.) byla wyrainie wy2sza u
ziaren pszenicy i znacznie wyzsza u ziaren zyta z dojrzalosci pei-
nej, niz woskowej. W miare wydluzenia kietkowania sucha masa zwie-
kszata sie bardziej dynamicznie u siewek wyrosiych z ziareno doj-
rzatoéci woskowej, niz peinej (tab. 3). Obrazuje toprocentowy przy-
rost suchej masy siewek w odniesieniu do ich wyjéciowej masy.Szyb-
szy wzrost suchej masy z ziaren z dojrzalosci woskowej zaznaczyil
si¢ wyraznie u pszenicy, zas8 w mniejszym stopniu u 2yta. Siewki
ziaren pszenicy z dojrzaloséci woskowej w poréwnaniu z siewkami zia-
ren z dojrzatoséci peitnej osiagaty nawet wyzszg mase juz po 3 do-
bie kietkowania (tab. 3). Natomiast siewki ziaren zyta z dojrzato-
$ci woskowej, mimo dynamiczniejszego wzrostu, nie przewyzszaity su-
cha masa siewek ziaren z dojrzalosci peinej do 4 dni wzrostu.

Intensywnemu wzrostowi suchej masy siewek z zisren o dojrzalo-
$ci woskowej towarzyszyl réwniez szybki ubytek masy bielm (tab. 3).
W kielkujacych ziarnach pszenicy i 2yta z dojrzalos$ci peinej obni-
zenie masy rozktadanych bielm zachodzito wolniej i ich rozpad po
4 dobach kielkowania byl mniejszy o 4-5% w stosunku do masy wyj-
$ciowej (tab. 3).

Analizowany przez 12 dni wzrost siewek z ziaren pszenicy i zy-
ta o réznej dojrzalodci wykazal réwniez charakterystyczne prawid-
towosci (rys. 1 i 2). Wzrost lodyzek u siewek z ziaren pszenicy o
dojrzatoséci woskowej w odniesieniu do dojrzatosci peinej byt szyb-
szy. Przez caty badany okres rdéznice w diugosci todyzek ksztaito-
waty sig okoto 20-25% (rys. 1). Natomiast dtugosé todyzek u sie-
wek ziaren zyta o dojrzalos$ci woskowej bylta wigksza do 7 dni kiei-
kowania, a dalej wzrost ich przebiegal nieco wolniej niz u siewek
ziaren o dojrzatosci peinej (rys. 1).

Odmiennie ksztaltowala sie¢ takze drednia diugoécé korzonkéw u
siewek ziaren o dojrzatosci woskowej w poréwnaniu z siewkami zie-
ren o dojrzatoéci peinej (rys. 2). W analizowanym okresie rozwoju
wigkszy wzrost korzonkéw u siewek ziaren pszenicy o dojrzatosci
woskowej przewyzszat od 17% do 35% dlugoéc korzonkéw u siewek O
dojrzalosci pelnej. Z kolei diugos$c korzonkéw u siewek ziaren zy-
ta o dojrzatosci woskowej byla wigksza niz u siewek wyrositych z
ziaren o dojrzatosci petnej tylko do 5 dni kietkowania (rys. 2).
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Rys. 2, Wzrost korzonkéw u siewek kielkujacych ziaren pszenicy
zyta z dojrzalosci woskowej (a) i peinej (b)

W dalszych etapach wzrostu dlugosc korzonkéw u siewek ziaren zyta

pochodzacych z materiaiu reprezentujacego oba stadia dojrzaiosci,

ukladata sie odwrotnie.
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Kietkowanie oraz test tetrazolinowy i aktywnosc¢ og6lna dehydro-

genaz ziaren pszenicy i 2Zyta o réznej dojrzeiosci

Przeprowadzone analizy zywotnosci wykazaly,

2e ziarna pszeni-

Cy i1 2yta zebrane w dojrzaltosci woskowej kietkowaly szybciej i le-

Tabela 4

Wskazniki kietkowania ziaren pszenicy i 2zyta o dojrzatoéci wos-
kowej i peinej (wyniki sa $rednimi z 8 oznaczef)

Gatunek ziaren Energia Zdolnodc Sredni czas
i stopieft dojrza- kietkowa=- kietkowania kietkowania
toéci nia w % w % dni/1 ziarno
Pszenica:
z doj. woskowej 97 99 2,1
z doj. peinej 82 96 2,6
Zyto:
z doj. woskowej 95 98 .
z doj. peinej 90 95 .

Tabela 5

Zywotnoséc ziaren pszenicy i zyta z dojrzaiosci wos-
kowej i peinej okreslanej testem tetrazolinowym (wy-
niki sa srednimi z 8 oznaczen)

Gatunek ziaren Ziarna Ziarna
i stopien dojrza- zywe martwe
Tosci w % w 9%

Pszenica:

z doj. woskowe j 99 1

z doj. peinej 96 4
Zyto

z doj. woskowej 98 2

z doj. peinej 96 4
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piej niz ziarna o peinej dojrzaiosci (tab. 4). Ziarna pszenicy i
2yta o dojrzatosci woskowej mialy wyzsza energie kietkowaniao 15%.
Réznice w zdolnosci kieitkowania miedzy ziarnami obu zb6z o doj-
rzatosci woskowej i peinej bylty juz znacznie mniejsze i wynosity
okoto 3% (tab. 4). Czas kieikowania ziaren pszenicy i Zyta o doj-
rzatosci woskowej byl odpowiednio o 12 1 7 godzin krétszy niz dla
ziaren o dojrzalosci peinej (tab. 4).

Oznaczenia testem tetrazolinowym potencjalnej zywotnoséci zia-
ren zboz obu gatunkéw i z obu etapdw dojrzalosci byly zblizone do
zdolnosci kietkowania tych ziaren (tab. 4 i 5). Populacje ziaren
pszenicy 1 2yta o dojrzalo$ci woskowej posiadaly $rednio od 2-3%
wigcej 2zywych i mniej martwych ziaren w poréwnaniu z ziarnami o
dojrzatosci petnej (tab. 5).

Dokonane oznaczenia zywotnos$ci ziaren pszenicy i 2yta zmodyfi-
kowanym testem tetrazolinowym zwanym aktywnoécig ogélna dehydroge-
naz [21, 23], wykazaty przewage tej wlasciwoéci u ziaren o dojrza-
losci woskowej w odniesieniu do ziaren o dojrzalosci peinej (tab.
6). W speczniatych zarodkach ziaren pszenicy i zyta o dojrzalosci
woskowej wytwarzato sie o 8 i 9% wiecej fenyloformazanu niz w za-
rodkach ziaren o dojrzaloséci peinej.

Tabela 6

Ak tywnosc ogélna dehydrogenaz w zarodkach pecz-

niejacych ziaren pszenicy i 2yta 2z dojrzstosci

woskowej i pelnej (wyniki sa érednimi z 4 ozna-
czen)

mg fenyloformazanu (100 zarodkéw)

Gatunek

ziaren z dojrzatosci z dojrzatosci
woskowe j peinej

Pszenica 2,20 2,03

2yto 1,75 1,60

Intensywno$sc¢ oddychania oraz zawartosc biatka mitochondriaslnego
w zarodkach i siewkach ziaren pszenicy i zyta o réznej dojrza-
tosci

Intensywnosc¢ oddychania réznie dojrzatych ziaren mierzono pod-
czas kietkowania oddzielnie w catych ziarnach oraz ich rosnacych
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siewkach (rys. 3, 4, 5 i 6). Intensywnoéé pobierania tlenu przez
cate (siewki z bielmami) ziarna pszenicy o dojrzatosci woskowej w
pordwnaniu z ziarnami o dojrzalodci peinej byta nieco nizsza w po-
czgtkowych etapach kietkowania (rys. 3). Po 2 dobie kielkowania od-
dychanie ziaren pszenicy o dojrzalosci woskowej przebiegaio z wy-~
raznie wigkszym natezeniem niz u ziaren o dojrzatosci peinej. Po-
bieranie tlenu przez kietkujace ziarna zyta o dojrzalosci wosko-
wej byto nizsze przez pierwsze 3 dni kieitkowania, jak przez ziar-
na o dojrzatosci peinej (rys. 4). Jednak po 4 dobach kietkowania
ziarniaki o dojrzatoéci woskowej zuzywaly szybciej tlen niz ziar-
niaki o dojrzalosci peinej.

Badania intensywnosci oddychania wydzielonych siewek pszeni-
cy wykazaly, ze byla ona wyzsza dla siewek z ziaren o dojrzaiosci
woskoviej niz pelnej przez caly okres kielkowania (rys. 5). Nato-
miast zuzycie tlenu przez zarodki i siewki ziaren zyta o dojrza-
tosci woskowej byio nizsze do trzeciego dnia kieitkowania. Dalej
pobieraty one nieco wiecej tlenu niz siewki z ziaren w peini doj-
rzatych (rys. 6).

W siewkach pszenicy 1 2yta wyrosiych z ziaren o dojrzatosci
woskowe] przebiegal bardziej dynamicznie wzrost biatka mitochond-
ridéw niz w siewkach ziaren o dojrzatosci pelnej (rys. 7 i 8).Siew-
ki pszenicy z ziaren o dojrzalosci woskowej przewyzszaiy te o doj-
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Rys. 7. Dynamika zmian zawarto$- Rys. 8. Dynamika zmian zawartos-

ci biatka mitochondriéw w siew- ci biatka mitochondridéw w siew~

kach kietkujacych ziaren pszeni=- kach kieitkujacych ziaren zyta

cy z dojrzatosci woskowej (a) i z dojrzalosci woskowej (a)ipei-
peinej (b) nej (b)

rzatosci peilnej zawartos$ci biatka mitochondrialnego juz po 1 do-
bie kietkowania. VW poréwnaniu do ilo$ci wyjéciowej (w  zarodkach)
Zawartos$c¢ biatka mitochondridéw po 4 dobach kielkowania zwigkszyla
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sie okoto 6 razy u siewek wyrosiych z ziaren o dojrzatosci wosko-
wej i tylko 4 razy u siewek z ziaren o dojrzatosdci peinej (rys. 7).
W tym okresie kieikowania siewki zyta z ziaren o dojrzaiosci wos-
kowej i peinej zwigkszaly ilos¢ bialka mitochondriéw okoio 6,5 1
5 razy odpowiednio (rys. 8). Jednak w siewkach ziaren zyta z doj-
rzatodci woskowej w pordwnaniu z dojrzaloscia peina zawartoéc bial-
ka mitochondridéw byla nizsza przez caly okres kieikowania.

Ak tywnoé¢ oddechowa mitochondriéw izolowanych z siewek ziaren
pszenicy i1 2zyta o réznej dojrzatosci

Dla peiniejszego okreslenia zaleznodci migdzy oddychaniem a
Zywotnoscig ziaren pszenicy i 2yta z réznej dojrzatodci przesle-
dzono takze aktywnos$c oddechowa mitochondriéw z 2-dniowych sie-

Tabela 7

Charakterystyka aktywnosdci oddechowej mitochondriéw izolowanych z

2-dniowych siewek ziaren pszenicy o dojrzalosci woskowej i pei-

nej (dane sa érednimi z 3 izolacji mitochondriéw i 3-4 cykli utle-
niania w stanie 3 i 4 dla kazdego substratu)

nmole Oz/min

. Kontrola
Do jrzazysc Substrat mg biatka mit., oddecho- ADP : O
Ziaren A
stan 3 stan 4
Z doj. woskowej - t::gglu- 98 o8 3,50 2,54
Z doj. peinej 82 27 3,03 2,50
Z doj. woskowej L - jabiczan 170 47 3,54 2,39
Z doj. peinej 154 53 2,96 2,35
Z doj. woskowej bursztynian 208 98 2,12 1,7
Z doj. peinej 171 94 1,82 1,7

wek tych ziaren (tab. 7 i 8). Aktywno$c oddechowa mitochondriow
charakteryzowano przy utlenianiu «@-ketoglutaranu, L-jabiczanu i
bursztynianu. Generalnie mitochondria siewek pszenicy i zyta po-
bieraty szybciej tlen w stanie 3 (po dodaniu ADP) i w stanie 4 (po
zuzyciu ADP) przy utlenianiu bursztynianu i L-jabiczanu niz q@-ke-
toglutaranu (tab. 7 i 8)

Mitochondria siewek pszenicy i zyta z ziaren o dojrzatosci wo-
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Tabela 8

Charakterystyka aktywnos$ci oddechowej mitochondriéw izolowanych z

2-dniowych siewek ziaren zyta z dojrzalosci woskowej] i peinej (da-

ne 8@ srednimi 2z 4 izolacji mitochondridéw i 3-4 cykli utleniania
W stanie 3 1 4 dla kazdego substratu)

, nmo le Oz/min Kontrola
Dojrzaloéc Substrat mg biatke mit. oddecho- ADP : O
stan 3 stan 4 wa
Z doj. woskowej @ - ketoglu=- 88 26 3,38 2,40
Z doj. peinej taran 74 25 2,96 2,42
Z doj. woskowsj L - jabizczan 146 45 3,24 2,27
Z doj. peitnej 124 55 2,25 2,21
Z doj. woskowe j bursztynian 178 89 2,00 1,67
Z doj. pelnej 149 17 1,71 1,68

skowej w poréwnaniu z mitochondriami siewek z ziaren o dojrzalos-~
ci peinej charakteryzowaly sig szybszym zuzyciem tlenu w stanie
3 dla wszystkich podawanych substratéw. Réznice w pobieraniu tle-
nu w stanie 3 dla mitochondriéw siewek pszenicy wynosity dla o/~
-ketoglutaranu 16%, dla L-jabiczanu 10% i dla bursztynianu 18%
(tabe 7). U mitochondriéw siewek 2yta z obu dojrzatosci dyspropor-
cje w pobieraniu tlenu w stanie 3 dla @~-ketoglutaranu, L-jablcza-
nu i bursztynianu dochodzily do 16, 15 i 16% odpowiednio (tab. 8).

Oddychanie w stanie 4 mitochondridéw siewek pszenicy i zyta =z
obu dojrzatodci przebiegalto bez wigkszych réznic przy utlenianiu
@-ketoglutaranu i bursztynianu (tab. 7 i 8). Natomiast utlenianie
L-jabiczanu w stenie 4 przez mitochondria siewek pszenicy i zyta
z ziaren o dojrzatosci peinej bylo o 12 i 22% wyzsze niz u wydzie-
lonych z siewek ziaren o dojrzalosci woskowe] (teb. 7 i 8),

Do charakterystyki aktywnosci oddechowej mitochondriéw obok
wlasciwodéci oksydacyjnych zalicza sie réwniez aktywnosd biocenerge-
tyczng. Jednym ze wskaznikdéw obrazujacych te aktywnosé jest kon-
trola oddechowa okredlana stosunkiem szybkoséci pobierania tlenu w
stanie 3 do szybkoéci jego pobierania w stanie 4. Jej wielkosé wske-
zuje ile razy wzrasta zuzycie tlenu przez mitochondria,kiedy prze=-
biega oksydacyjna fosforylacja, w obecnosdci akceptora energii ja-
kim jest ADP, w poréwnaniu do tego, ktére jest energetycznie nie-
efektywne (stan 4).



92 J. TLUCZKIEWICZ

wielkodéé kontroli oddechowej u mitochondriéw siewek pszenicy
i zyta wyrostych z ziaren o dojrzalosci woskowej byia mniejsza niz
z siewek wyrostych z ziaren o dojrzalodci peinej (tab. 7 i 8).Prze-
cietnie osiagane wielkoséci kontroli oddechowej przez mitochondria
siewek ziaren pszenicy i zyta o dojrzalosci peinej byly obniZone
o 13-14, dlaa’™~ketoglutaranu i bursztynianu oraz o 20-31% dla L=
-jabtczanu (tab., 7 i 8).

Wydajnoé¢ oksydacyjnej fosforylacji (okreslana wielkodécia sto-
sunku ADP:0) w mitochondriach siewek pszenicy i zyta zziaren obu
dojrzatosci ksztattowala sig na zblizonym poziomie dla wszystkich
utlenianych substratéw (tab. 7 i 8).

DYSKUSJA

Zbierane ziarna pszenicy 1 zyta w stadium dojrzalosci wosko=-
wej réznilty si¢ niektérymi wiadciwosciami od ziaren w peini doj-
rzatych. Mniejsza masa i wielkos$c ziaren o dojrzaiosci  woskowe]
wskazuja, ze koncowy etap ontogenezy ziarniakéw zwigzany jest giéw-
nie z gromadzeniem substancji zapasowych [2, 10, 11] i wplywa w
zasadniczy sposéb na ich wyksztalcenie. Uzyskane wyniki sa@ kontro-
wersyjne do innych danych [9, 25, 26], poniewaz masa nasion kuku-
rydzy oraz ziaren pszenicy i 2yta zbieranych w dojrzalodci wosko-
wej byta wyzsza niz z dojrzalosci peinej.

Niektdrzy autorzy [18, 20, 22, 30] donosza, ze masa nasion ko-
reluje z zywotnos$cia i wzrostem siewek. Wiasne badania i inne da-
ne [10] nie potwierdzaja tej zaleznosci. Nalezy sedzic, ze zwigk-
szenie masy nasion lub ziaren ma zwigzek z zywotnos$cia, gdy ten
przyrost odbywa sie réwnolegle z rozwojem zarodka [10, 11].

Znamiennym fizjologicznie zjawiskiem dla ziarniakow zbiera-
nych w stadium dojrzaloséci woskowej sa wyraznie wyzsze wskazniki
zywotnodci. Wigksza ilosé i szybciej kietkujacych ziaren [7, 10,
16], wyzsze wartosci testu tetrazolinowego i aktywnosci ogbélne]
dehydrogenaz w zarodkach [3, 13, 16, 21, 23] oraz zdolnoéc do szyb-
kiego zwiekszania masy i wielkos$ci siewek [5, 14, 19, 22, 28, 29,
podkreslaja wyraznie wyzsza zywotno$é¢ ziaren pszenicy i zyta zbie-
ranych w dojrzato$éci woskowej niz peinej. Ponadto zisrna obu zbdz
zebrane w dojrzalosci woskowej wykazuja typowe wiasciwosci jakimi
charakteryzuja si¢ nasiona obdarzone wigorem (s, 20, 30]. Swiad-
czy o tym takze szybki rozpad substancji zapasowych bielmoraz rap-
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towne pszeksztalcanie ich w budulcowe i konstytucjonalne zwiazki
siewek [10, 14].

Wysoka zywotnodé¢ ziaren zbéz zbieranych przed kokcem ontoge-
nezy zaobserwowano juz dosyc dawno [9, 25, 26]. Uzyte jako mate-
riat siewny nasiona kukurydzy oraz ziarna pszenicy i zyta ze zbio-
ru wczesniejszego niz pod koniec dojrzewania, przewyzszaty te =z
dojrzatosci peinej wzrostem i rozwojem nie tylko w fazie siewek,
uzyskane z nich ros$liny rozwijaly sie bujniej i lepiej plonowaty.

Wyniki ninie jszych badan oraz innych autordéw [1, 14, 17, 18,
19, 31] podkreslaja zwiazek miedzy natezeniem oddychania a 2ywot-
noéci@ ziaren i wiasciwoécig siewek do szybkiego wzrostu.Wysokiej
zywotnosci i dynamicznemu wzrostowi siewek z ziaren o woskowej doj-
rzatosci towarzyszyio intensywne pobieranie tlenu (rys. 3, 4, 5,
6) . U nasion o wyraznie zréznicowanej zywotnosdci obserwowano zna-
czne dysproporcje w natezeniu oddychania juz w fazie imbibicji [1,
14, 31], a takze w dalszych etapach kietkowania [13, 17, 18, 19,
27]. Wskazuje to jednoczednie, ze u nasion o obnizonej zywotnog-
ci zachodzi wolniejsze aktywowanie aparatu oddechowego podczas
kietkowania.

Dane literatury wskazujg rowniez na wolniejsza biogeneze apa=-
ratu oddechowego w nasionach o zmniejszonej zywotnosci lub niz-
szym wigorze [5, 18, 19, 20]. Zastosowanie oznaczern zawartoscibial-
ka mitochondrialnego w siewkach pszenicy i zyta, jako obiektywne-
go miernika biogenezy tych organelli, podkre$la bardziej dyngmicz-
ny charakter tego procesu u kietkujacych ziaren o dojrzato$ci wos-
kowej niz peilnej (rys. 7 i 8). Przeliczenie zawartos$ci bialka mi=
tochondridow na mas¢ siewek jeszcze wyrainiej dokumentuje szybsze
powstawanie i rozwdéj mitochondridéw w siewkach ziaren o dojrzato$-
ci woskowej.

Istotna role w ksztalttowaniu si¢ 2ywotnosci i wigoru nasion
przypisuje sie funkcjonowaniu mitochondriéw podczas kieitkowania
[5, 20, 30]. Mitochondria nasion o wysokiej zywotnoéci lub wigo-
rze charakteryzuje si¢ szybkim utlenianiem substratdéw powiazanym
ze sprawnym wiazaniem energii [5, 12, 18, 19]. Lepsza ak tywnosc¢
oksydacyjna i fosforylacyjna oraz wyzszy stosunek P/0 osiagaly mi-
tochondria zarodkéw jeczmienia z dojrzatoéci woskowej niz peinej
[28]. stwierdzono rdéwniez, ze nasiona szybko kielkujace i wydaje-
ce siewki o przyspieszonym wzrodcie posiadaj@ wyzZszy poziom ATP
niz te, ktére wolno kieikuja (6, 17].

Mitochondria siewek pszenicy i zyta z ziaren o dojrzalosci wo-
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skowe] w pordwnaniu z dojrzatoscia pelng cechowaly sie¢ aktywniej-
szym pobieraniem tlenu i mialy wyzszy stopien sprzezenia reakcji
utleniania i fosforylacji (wyzsza wartos$¢ kontroli  oddechowej).
Jakkolwiek wydajnoéc oksydacyjnej fosforylacji (stosunek P/0) nie
roznita si¢ u mitochondridw obu typéw siewek (tab. 7 i 8). Wska-
zuje to jednak, ze w mitochondriach siewek ziaren o dojrzatos$ciwo-
skowej miato miejsce bardziej intensywne utlenianie substratéw i
wysokie jednoczesnie wiazanie uwalnianej z nich energii, co dodat-
nio wplywalo na kietkowanie tych ziaren i wzrost ich siewek.

Na podstawie wlasnych danych i literatury [5, 6, 12, 17, 18,
19, 27, 28, 30, 31] mozna sadzic, ze obnizenie natezenia oddycha-
nia oraz mniej sprawne funkcjonowanie utleniania biologicznego w
mitochondriach podczas pecznienia i kietkowania nasion wywoiuje
pewien deficyt metabolitéw oraz energii i jest jednag =z giéwnych
przyczyn wolniejszego kietkowania ziaren i wzrostu ich siewek.

W dwietle przedstawionych badan aktywnosc oddechowa tkanek i
mitochondriow nasion mozna zaliczyc do wysoce obiektywnych wskaz-
nikéw oceny zywotnosci nasion,

WNIOSKI

1, Ziarna pszenicy i zyta z dojrzatosci woskowej w pordéwnaniu
z ziarnami w peini dojrzaiymi maja mniejsza mase¢ i wielkosc,

2, Ziarna pszenicy i zyta zebrane w dojrzaltosci woskowej osig-
gaja lepsze wskazniki kielkowania i testu tetrazolinowego oraz ce-
chuja sie¢ wyzszg aktywnosécia ogdlna dehydrogenaz niz ziarna o pei-
nej dojrzatosci.

3. Ziarna pszenicy i zyta zebrane w dojrzaios$ci woskowej w po-
rownaniu z ziarnami o peinej dojrzatosci wydaja siewki szybciej
rosnace i o sprawniejszym wykorzystaniu substancji zapasowych bielm

4. W siewkach pszenicy i zyta uzyskanych z ziaren o dojrzalos-
ci woskowej dynamiczniej wzrasta nate¢zenie oddychania i poziom
biatka mitochondrialnego niz w siewkach z ziaren o dojrzatoéci pei-
neje.

5. W siewkach uzyskanych z ziaren zbé6z o dojrzatosci woskowe]
w porownaniu do siewek ziaren o dojrzaiosci peinej, funkcjonuja
mitochondria, ktére szybciej utleniaja substraty oddechowe i wy-
twarzaja wiecej energii biologicznie uzytecznej.
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6. Natgzenie procesow oddychania i bioenergetyki przebiegajg-

cych w siewkach moze by¢ czuiym i obiektywnym testem zywotnosci u

zbieranych ziaren zbéz,
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Axym TayukesZu

OLEHKA KM3HECTOCOZHOCTH 3EPHA 3 PA2HOY FA3E
CHEJOCTZ C INOMCILIC $A3HCJACTC-BA0JNOTUYECKUX TECTOB

P e 30 Me

D Tpyie @aHAJK3KPORAaJAM XU3HECNOCOOKOCTH 3€epHa A POCT CeAHleB
v OpcpacTanmdx 3epeH NIEeHMLN Y PX4 CcoSpaHHmX B faze BOCKOBOR uU noJ-
HEO? cneaocT#. ¥uauecnocobHOCTh 3eDHA U POCT OFTraHOB cCeAHUeB CpaBHU-
Bali C HMHTEHCHBHOCTLO HbXaHud, CoLep¥arueM OeJKa MHTOXOHIPpUA H HX
A=XaTenbHYY aKTiiBiI0CTh, 3EDHO IMEeHHUIHN A DPXM coSpaHHoe B fa3ze BOCKO-
BOY CNEJOCTH TpopacTanc 6HCTDSe H JYyuse, a Takxe XapakTepu3oBaJoCh

BLICIMM KDOJVYELTBOM XUBLX 3epPeH OlpeleifAeMhX TeTPa3OoJHHOBHM TeCTOM H
o8mel BuHCCe? AKTHBHOCTHX Xer#ZLpOoreHas B 3apoxHmax, 4YeM 3epHO coOpaH-

roe B ‘baze noauol cnenocTe. POCT ceAHLeBP M3 O6GOMX BHJIOB 3epHa co%-
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paHHOrOo B ¢ase BOCKOBOM cnesocTtu OhJ Takxe GoJee GHCTPWM,. llpopacTa-
Kree 3epHO NDEeHUUW H pxXM cob6paHHoe B a3e BOCKOBOH cmesocTu xapak-
TEepPU3OBAJOCh GoJlee OUHAMHYECKHUM YCBaWBAHKEM KUCJIOPOILA BCeM 3@pPHOM M
BDOCIIEM M3 Hero cedAHUeM, a Takkxe 6ojee OGHCTPHM POCTOM CoAepXaHUA
Genxka MUTOXOHJpuUH B ceAHnay, MUTOXOHAPHY ITHUX CeLHIUEB NOTPEBIAAM TaK~
Xe GoJee BHCOKHE KOJMYeCTBa KHUCJOpOoJa B $aze 3 X xapaKTepu3oBaJHCh
Bricmell BeauuuLoP KOHTPONA AbXaHUA, [lpefCTaBiaeHHLIe 32aBHCUMOCTH CBIiLIe-
TeJbCTBYNT 00 OOGBEKTHBHOM XapaKTepe NMPOBOAMMHX H3IMepeHUM UHTEHCUBHO-
CTH JAbLXAHWA 3epHAa M JUXaTeNbHOM aKTUBHOCTA MX MHMTOXOKIpPUH B TecroBa-
HAH XU3HeCINOCOOHOCTH 3€epHa.

Janusz Tiuczkiewicz

ESTIMATION OF VITALITY OF CEREAL GRAIN OF DIFFERENT
RIPENESS DEGREE BY MEANS OF PHYSIOLOGO-BIOCHEMICAL TEST

Summary

The vitality of grain and growth of seedlings in germinating
wheat and rye grain harvested at the wax ripeness stage was ana-
lyzed in the work. The vitality of grains and the growth of seedl-
ing organs were compared with the transpiration intensity,protein
content in mitochondriae and their transpiration activity.The wheat
and rye grain harvested at the wax tipeness stage germinated quick-
er and better and were characterized by a great number of living
grains (determined by the tetrazoline test) and higher general ac-
tivity of dehydrogenases in germs than in grains harvested in full
ripeness. The growth of seedlings of both grain kinds harvested at
the wax ripeness stage, ran also quicker. Germinating wheat and
rye grains, harvested at the stage of wax ripeness, were character-
ized by a more dynamical oxygen assimilation by whole grains and
seedlings and by quicker growth of the protein content in mito-
chondriae in seedlings as compared with grain in full ripeness.
Mitochondriae of these seedlings assimilated more oxygen at the
stage 3 and showed higher value of the transpiration control.The
relationships as presented above prove an objective character of
applied measurements of the tr-anspiration intensity of grain and
of transpiration activity of their mitochondriae in testingof the
vitality of grain.



