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Aleksander togin, Andrzej Rejowski

Instytut B8iologii Rodlin AR=-T w Olsztynie

WSTEP

Od dawna obserwuje sig¢ zainteresowanie, zardwno badaczy, jak
i rolnikéw praktykéw, problemem wyboru nasion do reprodukcji na
odpowiednim etapie dojrzalosci. W praktyce rolniczej zagadnienie
to wigze si¢ z ustaleniem wiasciwego sposobu oraz terminu zbioru
nasion w okresie dojrzewania przy jednoczesnym uchwyceniu 1 2a=-
chowaniu ich wysokiej zywotnoéci. Naukowcéw interesuje zaleznosé
migdzy stopniem dojrzatosci a aktywnoscia biologiczna kieikujacych
nasion,

Caty proces rozwoju ontogenetycznego ziarna zbdéz podzieli¢ mo=-
Zna na trzy wyraznie zréznicowane pod wzgledem anatomicznym, mor-
fologicznym i fizjologiczno=biochemicznym etapy [12]:

- etap formowania bielma i prozarodka (faza dojrzaiodéci zielo-
neJ).

- etap zasadniczego formowania zarodka i czg¢sciowego gromadze-
nia materialéw zapasowych (faza dojrzatosci mlecznej),

- etap zasadniczego gromadzenia materiaidéw zapasowych, utraty
wody i przejécia w stan spoczynku (faza dojrzetoéci woskowej i pet-
nej dojrzatosci fizjologicznej).

Poszczegdélne fazy dojrzatodéci ziarna charakteryzujg sie swoi-
stym typem przemian fizjologicznych i biochemicznych. Wigza sig
one z metabolizmem wgglowodandéw, kwasow nukleinowych,a takze bia=-
tek .

W poczatkowym okresie formowanie sig¢ ziarna zbdz dominuja al=-
buminy i globulin, oraz niebiaikowe zwigzki azotowe. W miare doj=-
rzewania ziarna maleje procentowy udzial niskoczagsteczkowych awigz-

* praca wykonana w ramach Problemu 13 CK RWPG, koordynowanego
przez IHAR pod symbolem 408-A.
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kow azotowych (aminokwasy, amidy), a takze obniza sig ilo$é bia-
tek rozpuszczalnych, szybko zas wzrasta poziom prolamin i glute-
lin. Absolutna jednak ilo$c¢ biatek rozpuszczalnych wzrasta w mia-
re rozwoju ziarniaka, osiagajac maksimum w fazie dojrzatosci mle=
cznej. Poziom tych bialek nie ulega pdédiniej juz wiegkszym zmianom
(3, 4]). Intensywna natomiast synteza prolamin i glutelin, bialek
tworzacych gluten, zachodzi w dojrzalodci mlecznej i trwa do kon-
ca dojrzewania [3, 6, 23].

Zmieniajacy si¢ podczas dojrzewania sklad frakcyjny bialek rzue
tuje réwniez na ich skiad aminokwasowy, co najwyrazniej zaznacza
sie u prolamin i glutelin. Istota tych zmian polega na zmniejsze-
niu w poszczegdélnych frakcjach bialkowych ilodci lizyny 1 kwasu
asparaginowego, a wzrosdcie ilodci proliny i kwasu glutaminowego.
Prawidlowos$Sc ta mozna wytlumaczyc poJawaniem sie w toku rozwoju
ziarniaka nowych komponentéw biatkowych w obrebie danej frakcji.
Pozytywnym nastgpstwem znacznego gromadzenia sie¢ w ziarnie podczas
dojrzewania kwasu glutaminowego, glutaminy i proliny, jest dodat=-
ni wpiyw tych aminokwaséw na ksztaltowanie sig¢ sily wzrostowne] sie-
wek [7]. '

Jakkolwiek zmiany skiadu frakcji biaikowych w czasie dojrzewa=-
nia ziarna zb6z sa dosy¢ poznane, to jednak w dalszym ciagu brak
jest badarnn dotyczacych ksztaitowania si¢ zywtonosdci ziarna w za=-
leznosci od skiadu frakcyjnego biatek.

Celem pracy byio oznaczenie zywotnoséci ziarna zyta dwu odmian
réznej dojrzatosci za pomoca kilku réwnoczesdnie stosowanych metod.
Mimo znacznej ilosci metod okreslania zywotnosci nasion, stosowa-
ne s3 powszechnie dwie: metoda tetrazolinowa i kieikowania. W pra-
cy tej podjeto prébe zastosowania szybkiej metody konduktometrycz-
nej do badania zywotnosci ziarna zyta. Jednoczednie w celu okres=-
lenia zwigzku zywotnosci ziarna z jakoscia bialek, zbadano ksztai~-
towanie sig¢ tych substancji w ziarnie Zyta o rdéznej zywotnosci.

MATERIAL I METODY BADAN

Badania przeprowadzono na ziarnie 2yta dwéch odmian: Dankow=
skie zlote i Pancerne. Ziarno do badan bochodzilo Z roslin wupra=
wianych w latach 1975/76 na poletkach dodwiadczalnych AR=T w Ol=
sztynie. Zbioru ziarna dokonano w trzech fazach dojrzatosci: mle=
cznej, woskowej i peinej. Od momentu sprzetu do czasu wykonania
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analiz ziarno przechowywano w laboratorium w workach piéciennych,
w temperaturze pokojowej przy wilgotnosci wzglednej powietrza wy-
noszacej okoio 50%.

Analizy fizjologiczne i biochemiczne przeprowadzono dwukrot-
nie: w marcu (I termin) i w pazdzierniku (II termin) 1977 r. Wter=
minach tych zbadano zywotnosc ziarna za pomoca: energii i zdolno-
sci kietkowania, biochemicznej metody Lakona i metody potencjome-
trycznej. Biochemiczna metoda Lakona polega na traktowaniu nasion
roztworem chlorku 2,3,5=-tréojfenylotetrazoliny (T7C).Bezbarwny roz-
twér soli tatwo przenika do nasienia, gdzie dehydrogenazy zywej
komérki redukuja go do formazanu o barwie karminowej. Do sporzg=-
dzenia roztworu 1% TTC uzyto 0,01 M buforu fosforanowego, a kori=
cowe pH wynosito 6,7 [21]. Formazan ekstrahowano z zarodkéw ace=
tonem i oznaczano kolorymetrycznie.

Obok klasycznych metod badania zywotnosci zbédz ZastosSONano roéwe
niez metode konduktometryczna, wykorzystywana dotychczas do bada=
nia zywotnosci nasion roélin straczkowych [28] . Istota pomiaru jest
op6r stawiany przez elektrolity wydzielone do wody przez nasiona
[14, 28], Do pomiaréw wykorzystano konduktometr wegierski typu
OK 102/1 Radeku.

Analizy chemiczne biatek przeprowadzcno na powietrznie suchym
ziarnie. Bialka rozpuszczalne ekstrahowano 0,2 M roztworem NaCl w
0,01 M buforze fosforanowym o pH 7,0, Homogenat wirowano przy
16 000 g, a supernatant zawierajacy albuminy i globuliny analizo=-
wano metoda saczenia molekularnego na sefadeksie G=100. W celu
ekstrakcji prolamin osad pozostaty po wirowaniu potraktowano 70%
etanolem. Etanolowy ekstrakt prolamin dializowano wobec 0,1 M
CH,COOH [15]. Tak przygotowany roztwér prolamin analizowano meto-
da saczenia molekularnego.

Kolumny (1,8 x 105 cm) do saczenia molekularnego przygotowano
wg Kulki [17]. Albuminy i globuliny eluowano z kolumny roztworem
0,2 M NaCl w 0,01 M buforze fosforanowym o pH 7,0, a prolaminy -
0,1 M roztworem kwasu octowego. Zawartosc biatek we frakcjach ozna-
czano metoda spektrofotometryczna i na tej podstawie sporzadzono
wykresy zaleznoéci objetosci eluatu od ilosci bialka (ekstynkcji).
Kalibracji kolumn dokonano za pomocg kilku czystych biatek o zna=-
nych ciezarach czasteczkowych: cytrochromu ¢ (13 000), trypsyny
(23 800), albuminy jaja kurzego (45 200) i albuminy krwi wolowej

(64 000).
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WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Zywotnos$ ¢é. Wyniki badania zywotnosci ziarna dwéch ode
mian zyta zebranego w trzech fazach dojrzatogéci, oznaczone w dwéch
terminach, przedstawiono w tabeli 1.

Po 7-miesigcznym przechowywsniu (w I terminie badan) najwigk=
sz zdolnos$c¢ kieikowania wykazywalo ziarno obu badanych odmian,
zebrane w fazie dojrzalos$ci woskowej. Nieco gorzej kietkowatlo ziar
no zebrane w fazie dojrzalosci peinej, najgorzej zas kietkowalo
ziarno o dojrzatosci mlecznej. Analogiczne wyniki uzyskano stosu=
jec do badania zywotnodéci biochemiczna metode tetrazolinowa. War-
to nadmienic¢, ze ziarno zyta odmiany Darnkowskie Zlote zebrane w fa-
zie dojrzaitosci mlecznej kietkowalo znacznie gorzej niz Pancerne
zebrane w analogicznej fazie dojrzatosci. Te ostatnia prawidlowoéé
potwierdza zardéwno test kieikowanis jak i metoda tetrazolinowa.

Po l4-miesigcznym przechowywaniu w warunkach laborétoryjnych
(11 termin) ziarno wszystkich badanych préb wykazywaio mniejeza
zdolnosc¢ kietkowania, co szczegdlnie wyrainie zaznaczylo sie wziar-
nie zebranym w fazie doJ(zaloéci mlecznej. W tym ostatnim przypad-
ku zdolnosc¢c kietkowania ziarna zmniejszyla sie¢ przeszio dwukrote
nie, a prawidiowo$¢ te potwierdzaja obie stosowane metody (tetra-
zolinows i bezposredniego kietkowania). Nalezy réwniez zauwazyd,
2e ponownie najwyzszg zywotnoscia cechowalo sig¢ ziarno o dojrza-
tosci woskowej, nieco mniejszg ziarno o dojrzalosci peinej, lecz
réoznice byly statystycznie nieistotne.

Wyniki uzyskane za pomocg metody konduktometrycznej dla ziar-
na przechowywanego 14 miesigcy, W ogblnych zarysach potwierdzily
powyzsze prawidiowosci. Wydaje sig, ze metode te z powodzeniem sto-
gowac¢ mozna do oznaczenia zywotnosci ziarna zyta, jakkolwiek wye
niki otrzymane za jej pomoca w wigkszym stopniu skorelowane sa ze
wschodami polowymi [28].

Badania zywotnosci ziarna o réznej dojrzalosdci wykazaty, ze
najwyzsza wartoscia biologiczna cechowalo si¢ ziarno zebrane w fa=
zie dojrzatosci woskowej,co pptwierdzaja inne badania [8, 9, 27].
Maksymalna zdolnosé kietkowania takiego ziarna tiumaczona jest naj-
wigkszym nagromadzeniem w tej fazie rozpuszczalnych w wodzie bia-
tek, cukrowcéw, witamin oraz obecnoscia zasadniczych komplekséw
enzymatycznych. W tym okresie zarodek jest catkowicie wyksztaizco=
ny i obserwuje sig¢ niewielka i1los$c¢ inhibitoréw, ktére mogiyby ha=
mowa¢ wzrost kietka [11, 25].
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Z drugiej strony jednak wyniki sugeruja nieco WyZsze tempo spad-
ku zywotnogci ziarna zebranego w fazie dojrzalosci woskowej niz
ziarna w peini wyksztalconego. Za$ ziarno uzyskane w fazie doje
rzatosci mlecznej bardzo szybko traci zywotnos$é w czasie przecho-
wywania. Przyczyn tego stanu rzeczy moze byé wiele, migdzy inny=-
mi takze rézny procent uwodnienia ziarna [19].

a) b)

E A Pancerne E ) Dankowskie ztote

c) d)

' A
Pancerne £ Dankowskie zfote
08 ' - e
-2
n i -
06 -

Noseeene 2
S %,
1 | | I "’_ | | | [ i i | lé»

1 |
40 80 120 160 20 40 80 120 160 20
VIml]

Rys. 1. Frakcjonowanie bialek rozpuszczalnych w soli ziarna zyta

rdznej dojrzazosci przechowywanego 7 (a, b} i 14 miesigcy (c, d),

1 - dojrzatoéc peilna, 2 - dojrzalosc woskowa, 3 - dojrzatosé
mleczna

Biatka rozpuezczalne i prolaminy,
W celu poznania zmian bieiek rozpuszczalnych i prolamin zachodze:
cych w ziarnie zyta o réznej dojrzatodci i czasu przechowywania,
zwigzki te poddano sgczeniu molekularnemu na zelu Sephadex G=100.
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Biatka rozpuszczalne w soli obu odmian ziarna zyta rozdzielo=
no na trzy zasadnicze frakcje réznigce sig¢ érednimi masami CZa=
steczkowymi (rys. 1 a,b): I frakcja - okolo 100 000, II - 10 000
i III - 8000. W ziarnie o dojrzatosci mlecznej zdecydowanie prze=-
wazaly biatka niskoczasteczkowe (frakcje II i III). W miare doj=-
rzewania ziarna zawarto$c¢ bialek o niskiej mesie czasteczkowej wy-
raznie zmniejszala sig, rosia natomiast ilosc biatek wysokoczaste-
czkowych. Wskazuje to na intensywna synteze bialek o wysokiej ma=-
sie czasteczkowej, 8 wiec przede wszystkim globulin.

Przeprowadzone badania bialek rozpuszczalnych ziarna zyta po
14 miesigcach przechowywania wykazaly ich znaczne zmiany (rys.ic,dh
Przede wszystkim ulegia zmniejszeniu ogélna ilosc¢ biatek rozpusz-
czalnych. W duzym stopniu zmalal poziom bialek o duzej masie cza=
steczkowej, w mniejezym natomiast biailka niskoczagsteczkowe. Zna=
cznie wzroslta heterogenicznoéc rozdzielanych bialek. Powyzsze zmia-
ny mogly byc spowodowane zaréwno przez cze¢dciowa hydrolize bialek,
jak i ich denaturacje¢. Do podobnych spostrzezernn doszio wielu auto-
réw badajac dojrzalte ziarno [1, 13, 16, 17, 20, 26].

Wyniki Owczarowa [227] prowadza do wniosku, ze podczas przecho-
wywania nasion zmniejsza sie nie tylko ogdélna zawartosc bialek’lecz
zmienia sie takze ich skiad aminokwasowy. Bialka martwych nasion
zawieraja mniej kwasdw asparaginowego i glutaminowego,proliny,li-
zyny i histydyny. Przytoczone i inne dane [17] wskazuja, e prze-
chowywaniu nasion towarzyszy zmiana wtérnej struktury niektérych
biatek. '

Gliadyny ziarna rdéznej dojrzatosci obu badanych odmian Zyta
rozdzielono, podobnie jak Preston i Woodbury[24], na cztery wy-
razne frakcje rézniace sig masami czasteczkowymi (rys. 2a,b).§red-
nie masy czasteczkowe gliadyn wynosily: I = frakcJa_okolo 95 000,
II - 80 000, I1I - 11 000 i IV = 9000. W miare dojrzewania ziarna
zmienialy sie proporcje ilosciowe peszczegdlnych frakcji, to zna=-
czy zmniejszal sie udzial bialek drobnoczasteczkowych, a zwigksza-
ta sie ilodé zwiazkéw o duzej masie czasteczkowej. éwiadczy to,ze
podczas dojrzewania coraz intensywniej syntetyzowane sa gliadyny
wysokoczasteczkowe kosztem prolamin o krdétszych Zarncuchach.

Po l4-miesiecznym przechowywaniu ponownie uzyskanocztery frak=
cje prolamin (rys. 2 c,d). Ich $rednie masy czgsteczkowe réznity
sie nieznacznie. Fakt ten moze swiadczy¢ o niewielkich  zmianach
jakosgciowych biatek zapasowych zachodzacych w zlarnie zyta pod-
czas przechowywania [10, 11]. Zaobserwowano natomiast znaczne zmia=-
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Rys. 2. Frakcjonowanie prolamin ziarna Zzyta rodznej dojrzatosci prze-
chowywanego 7(a,b) i 14 miesigcy (c,d). Objasnienia jak przy rys. 1

4o 80 120

ny ilosciowe tych zwiazkéw w ziarniakach poszczegélnych doj-
rzatosci, Najwieksze 2zmiany =zasziy w ziarnie zebranym w fa-
zie dojrzalosci mlecznej, gdzie zmniejszeniu ulegta ogélna iloéé
prolamin., W ziarnie o dojrzaiosci woskowej i peinej zmiany byiy
mniejsze i dotyczyly gidéwnie frakcji prolamin o duzej masie ' czag=-
steczkowej. Ilodc tych bialek ulegla zmniejszeniu prawdopodobnie
wskutek hydrolizy.
Generalnie nalezy stwierdzic¢, Ze metabolizm biatkowy w znacz- -

nym stopniu Xgaczy sig z zywotnosécia ziarna 2yta. Wysoka zawartoscé
biazek rozpuszczalnych jak réwniez prolamin koreluje z wysokg ake
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tywnodcia fizjologiczna ziarna. Na podobna prawidiowosc wskazuje
badania Ayersa i wsp. [2] oraz Chinga [5]. Ayers i wsp. [2]twier=
dza oprécz tego, 2e energia kietkowania zalezy takze od stosunku
biatek rozpuszczalnych w soli do biaiek nierozpuszczalnych.

Z badanych bialek najwiekszy wpiyw na ksztaitowanie sie¢ zywote
noéci ziarna w~ydaiy sie miec bialtka rozpuszczalne, @ szczegdlnie
ich frakcje niskoczasteczkowe. Sa to gidéwnie albuminy, ktore sg
frakcja dominujaca w ziarnie zyta [10, 18]. Zmiany ilosci albumin
i ich jakosci w duzym stopniu taczyly sie z Zzywotnoscia ziarna.,
Prawidiowo$¢ te tiumaczyc mozna tym, Ze albuminy peinia przedewszy=-
stkim funkcje enzymatyczne. Denaturacja lub hydroliza tej frakcji
biatek powodowala spadek zywotnosci ziarniakow.

Natomiast poziom frakcii biatek tak rozpuszczalnych wysokocza=
steczkowych, a wigc gidwnie globulin, jak i prolamin miat mniej-
szy zwiazek z jakoscig fizjologiczna ziarna, chociaz spadkowi Zy-
wotnoéci towarzyszylo zmniejszenie ilosci tych zwigzkdéw. Biatka te
wystepuja w ziarnie gidwnie jako material zapasowy, a w mniejszej
mierze peinia funkcje ‘enzymatyczne.

WNIOSKI

1. Najwyzsza zywotnoscia cechowaio sig¢ ziarno obu odmian ze=-
brane w fazie dojrzalosci woskowej, a nastepnie peinej, zas naj=
mniejsza w dojrzalosci mlecznej.

2. Wyniki uzyskane za pomoca metody konduktometrycznej w pei-
ni pokrywaja sig¢ z danymi otrzymanymi metodg kietkowania. Metoda
ta moze byc, pd udoskonaleniu, stosowana do oznaczania zywotnosci
ziarna zyta.

3. W trakcie dojrzewania ziarna zwigksza sig: poziom biatek
wysokoczgsteczkowych, a zmniejsza sig iloéc biatek o niskiej ma-
sie czasteczkowej.

4. Zywotnos¢ ziarna zyta ma zwiazek z ogdlna iloscia bialek.
Zalezy ona szczegblnie od stabilnosci frakcji albuminowej ziarna.
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Anexcannp Jlorun, Aniaxe#t PaeBcku

¥U3HECIIOCOBHOCTb 3EPHA PXM PA3HO{ CIIEJIOCTH
1 EE CBfI3b C KAYECTBOM BEJIKA

Pe3wwMme

C noMomb® HECKOJbBKHX METOJNOB ONpeleNal¥ XUIHEeCHNOCOGHOCTH 3epHa
ZByX coprtoB pxu (JaubkoBCKe 3J0T2 M [lannmepus), cobpaHHOf B Tpex da-
3aX CMeJOCTH H XPaHUMOro B JaSopaTOpPHHX YCJAOBHAX, OXHOBpPEeMeHHO aHa-
AN3UPOBANK DACTBOPUMHE B COJM OejKa X NPOJaMHHH [I0 METOALY MOJEeKyaAAp-
HO#t $uabTpaumu. YCTAHOBJAEHO, 4TO caMoit cuabHO# AM3HECNOCOOHOCTHH OT-
JAYanock 3epHo 060OHX COPTOB cobOpaHHoe B fa3e BOCKOBOH clesocTtu, He-
CKOJABKO Ooxee cnabolt -~ 3epHO co6panHHoe B daize nmoxxo# cmesoctu, a ca-
Mo#t camabo#t - coGpannoe B dase MoaouHoft cnermocTn., B xoxe cospeBaHua
3epHa NOBHMAJCA YPOBEHb BHCOKOMOJNEKYJNAPHHX 6eJKOB, & CHMUXaJCHA Yypo-
BeHbh 6eJIXKOB C HU3KHUM MOJNEKYJAAPDHHM BEeCOM. BO BpeMA XPaHEHHUA 3IepHO Te-
PAIO CBOX® XKH3HeCcnoCoOBOCTh, OCOOEHHO cofpanHoe B da3e MOJOYHOH cre-
JOCTH. KH3HeCNMOCOOGHOCTHL 3epHA PXH OuJa CBA3aH3 C OOMMM KOJUYECTBOM,
GeaxkoB, OHa Ohina o6ycXoBjeHA OCOOEHHO CHJIbLHO CTAGHIBHOCTBHR &NbLOYMiA=
HoBo#f dpakmum 3epHa,
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VITALITY OF RYE GRAIN OF DIFFERENT RIPENESS DEGREE
AND ITS CORRELATION WITH PROTEIN QUALITY

Summary

Vitality of rye grain of two varieties(Dartkowskie Zlote, Pan-
cerne), harvested at three ripeness stages, stored wunder labora-
tory conditions, was determined at use of several methods. At the
same time salt-soluble proteins and prolamines were analyzed by
the molecular filtration method.

It has been found that with the strongest vitality distinguish-
ed itself the seed of either variety, harvested at the wax ripen-
ess stage, with somewhat weaker one - that harvested at full rip-
eness and with the weakest - in milk ripeness stage. In the seed
ripening course the level of highly-molecular proteins increased,
under a simultaneous decrease of proteins of low molecular weight.
Seeds lost their vitality during storage, particularly when har-
vested at the milk ripeness stage. The vitality of rye grains showed
a correlation with the total content of proteins.It depended par-
ticularly on the albumin fraction stability of grain.



