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ZAWARTOSC BIALEK ROZPUSZCZALNYCH W WODZIE

W NASIONACH SWIERKA POSPOLITEGO (PICEA ABIES L.
KARST) O ROZNEJ ODPORNOSCI NA TEST
PRZYSPIESZONEGO POSTARZANIA

CONTENTS OF PROTEINS SOLUBLE IN WATER IN NORWAY SPRUCE

SEEDS (PICEA ABIES L. KARST) OF DIFFERENT RESISTANCE
IN ACCELERATED AGEING TESTS

Abstract. Analysis of water soluble proteins in seed samples
representing 13 chosen provenances of Norway spruces onginating
from Sudety of different resistance in accelerated ageing tests was
carried out. Negative correlation for accelerated ageing test and
contents of water soluble proteins was stated.
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1. WSTEP

Odporno$¢ nasion danego gatunku drzewa na przechowywanie dtugookreso-
we cechuje si¢ duzg zmiennoscia, wystepujaca zarowno pomiedzy réznymi popu-
lacjami drzew, jak 1 pomigedzy poszczegdlnymi genotypami w drzewostanie.
Zmienno$¢ ta zwigzana jest z biochemicznymi wiasciwosciami nasion, ktore z ko-
let w duzej mierze zalezg od zmiennych warunkow $rodowiska, jakie maja
miejsce w czasle zawigzywania, wyksztatcania 1 dojrzewania nasion.

Skiad chemiczny nasion 1 zwigzana z tym ich zywotnos¢ zaleza od pochodze-
nia nasion oraz miejsc ich formowania si¢ w koronie drzewa. Nagromadzenie
w nasionach réznych ilosci substancji odzywczych 1 z tym zwigzanej odmiennej
witalno$ci stwierdzono dla wielu gatunkéw ros$lin (GRZESIUK, KULKA 1981).
Réwniez nasiona pochodzace z réznych regionow klimatycznych i glebowych ce-
chuje rozna zawarto$¢ biatek, kwaséw tluszczowych 1 weglowodandw oraz
poszczegdlnych enzymdw, regulatorow wzrostu 1 witamin (GRZESIUK, KULKA
1981). SKRE (1988) analizujac zmiany biochemiczne 1 fizjologiczne w nasionach
swierka pospolitego (Picea abies L. Karst), wigze je z dojrzewaniem 1 adaptacja
do klimatu.

Przyrostowi masy nasion towarzyszy rozwdj zarodkdéw 1 bardzo wysoka akty-
wno$¢ enzymatyczna. Faza ta wigze sie z gromadzeniem biatek. SKRE 1 GJELSVIK
(1981) podkreslajgq duzg zmiennos¢ miedzy poszczegdlnymi populacjami §wierka
pospolitego. Stwierdzaja, ze zjawisko to jest zwigzane z adaptacjg drzew do wa-
runkow srodowiska. Wedhug nich, oprocz Srodowiska zmiennos¢ te¢ moze
ksztaltowad réwniez zroznicowanie genetyczne poszczegdlnych genotypow. Su-
geruja to takze prace VINCENTA (1965), MACHANICEKA (1981) 1 HATTEMERA
(1982). Vincent podaje, ze przyczyna zmiennosci sg rownocze$nie czynniki gene-
tyczne 1 Srodowiskowe. Podobne zaleznosci w zrdéznicowanym nagromadzaniu
substancjl odzywczych 1 zwigzanej z tym réznej witalnosci nasion stwierdzano u
réznych gatunkdw roslin zielnych (ROBERTS, OSBORNE 1973; OVCZAROV 1976;
TRZEBINSKI 1976).

Do oceny predyspozycji nasion do dlugookresowego przechowywania stosu-
je sie w praktyce nasiennej testy przyspieszonego postarzania. Polegajg one na
okreslaniu spadku zywotno$ci nasion po poddaniu ich sztucznie stworzonym wa-
runkom stresowym (MACHANICEK 1981).

Celem prezentowanych badan” byto okreslenie zaleznosci pomiedzy odpor-
noscig nasion Swierka pospolitego na test przyspieszonego postarzania, a zawar-
toscig w nich biatek rozpuszczalnych w wodzie.

* Badania wykonano w ramach projektu celowego nr 49-00 finansowanego przez Komitet Badan
Naukowych
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2. METODYKA BADAN

2.1. Materiat badawczy

Nasiona swierka pospolitego, reprezentujace 48 pochodzen z Sudetdéw, prze-
chowywane saq w czterech roznych temperaturach (+3°C, -15°C, -20°C 1 -25°C) w
chtodniach Zaktadu Genetyki i Fizjologii Drzew Le$nych IBL. Zostaty one po-
zyskane w zimie 1992/93, z szyszek zebranych w dziewigciu nadlesnictwach, w
drzewostanach potozonych na réznej wysokosci — od 400 do 1250 m n.p.m.
Przed ztozeniem do dlugookresowego przechowywania, witasciwosci nasion
wszystkich pochodzen zostaty przebadane z zastosowaniem testéw: rentgenogra-
ficznych, kietkowania i przyspieszonego postarzania.

Do zbadania odpornosci nasion swierka roznych pochodzen na przyspieszone
postarzanie zastosowano test opracowany w Czechach przez MACHANICEKA
(1981). Probki nasion przetrzymywane byty w laboratorium przez 95 godzin w
temperaturze 40-41° C 1 w warunkach wilgotnosci powietrza 90-100%. Jako mia-
re wrazliwosct przyjeto roznice udziatu skietkowanych nasion po 14 dniach po-
mig¢-dzy nasionami poddanymi testowi postarzania 1 nie poddanymi temu testowi.
Wedhug opinii Machaniceka, jesli u tak traktowanej prébki nasion nastepuje spa-
dek zdolnosci kietkowania wigkszy niz 10% w porownaniu do rownolegtej probki
nasion nie poddanych warunkom stresowym, to nie nadajg si¢ one do przechowy-
wania dtugookresowego.

Istotnos$¢ réznic w zakresie obnizenia zdolnosci kietkowania ustalono za po-
mocg analizy wariancyjnej. Do badania zawarto$ci biatek wybrano 6 probek nie
reagujacych istotnym zmniejszeniem zywotnosci na test przyspieszonego posta-
rzania (wolno starzejacych si¢) 1 7 probek silnie reagujacych na ten test (szybko
starzejacych sie). Badania zawartosci biatek przeprowadzono w nasionach nie
postarzanych sztucznie.

Dodatkowo, dla okreslenia zawarto$ci biatka w nasionach $wierka juz po
dlugookresowym przechowywaniu, do badan uzyto dodatkowo probek z dwoch
zapasow nasion przechowywanych w chtodniach IBL przez 20 1 15 lat. Pocho-
dzity one ze zbioru z lat 1976/77, dokonanego w Nadles$nictwie Bialowieza (obreb
Zwierzyniec) i ze zbioru z lat 1980/81, dokonanego w Nadlesnictwie Wista (obreb
Istebna). Nasiona tych dwoch pochodzen przetrzymywane byly w stalej tempera-
turze -2°C, w probkach o zawartosci wody 6-7% w stosunku do suchej masy.
Wyjatek stanowily okresy rozmrazania chtodni, trwajace od 24 do 36 godzin,
ktore powtarzane byty co 2 tygodnie. W czasie rozmrazania temperatura po-
mieszczenia z ujemnej (-2°C) wzrastata do temperatury dodatniej, w zakresie od
- +8 do +10°C, w zaleznosci od pory roku.
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2.2. Metoda analizy biatek

Biatka w nasionach $wierka oznaczano metoda Lowry’ego w modyfikacji
PETERSONA (1977), w ktérej wykorzystuje sie dwie cechy biatek: obecnosé
wigzan peptydowych 1 reszt tyrozyny. Pod wplywem odczynnika weglanowego
zawierajacego jony Cu’’ i odczynnika Folina powstaje barwny produkt, ktory na-
daje roztworowi biatka zabarwienie o intensywrnosci proporcjonalnej (w zakresie
pewnych stezen) do 1losci biatka. Ilos¢ wytworzonego barwnego produktu mie-
rzona jest fotometrycznie. Ta metoda pozwala na wykrywanie nawet niewielkich
1losci biatka.

Nasiona swierka (10g) homogenizowano przez 2 minuty w 100 ml acetonu
schtodzonego do temperatury -15°C, po czym aceton odfiltrowano, a osad prze-
ptukano jeszcze 400 ml acetonu, wysuszono, zwazono 1 wykorzystano do analizy
(proszek acetonowy). Przez godzine ekstrahowano 0,25 g proszku acetonowego,
uzywajac 40 ml wody dejonizowanej, po czym roztwor odfiltrowano. Nastepnie
1,0 ml otrzymanego supernatantu przeniesiono do probowki, dodano 1,0 ml
odczynnika Lowry (Sigma diagnostics, USA) 1 wymieszano. Po odczekaniu 20
minut dodano 0,5 ml odczynnika Folina (Sigma diagnostics) 1 ponownie wy-
mieszano. Po uptywie 30 minut (czas wytworzenia intensywnego niebieskiego
koloru) mierzono absorbcje roztworu (spektrofotometr “Jenway” 6105 U.V./Vis,,
UK) przy dhugosci fali 4 = 750 nm. Ogolna ilos¢ biatka oznaczono wedtug krzy-
wej standardowej, stosujac jako standard albuming (albumin bovine, Sigma diag-
nostics, Protein Assay Kit).

Probki nasion dwoch pochodzen $wierka szybko starzejacego sie (1620) 1
wolno starzejacego si¢ (1618) analizowano réwniez metoda wysokocisnieniowe;j
chromatografii cieczowej (HPLC), na zasadzie filtracji zelowej. Warunki chroma-
tografii byty nastepujace:

— chromatograf cieczowy “Waters”,

— kolumna Protein-Pak 300 SW, 7,8 mmx*300 mm,

— bufor: 0,1 M K,HPO, pH 7.0,

— szybkos$¢ przeptywu rozpuszczalnika 1ml/min,

— detektor U.V ./Vis., detekcja przy 280 nm.

3. WYNIKI BADAN | DYSKUSJA

Wyniki badan swierka sudeckiego przedstawione w tabeli 1 wskazuja na to,
ze probki nasion nieodpornych na test przyspieszonego postarzania zawieraly
przecigtnie ok. 20% wiecej biatka rozpuszczalnego w wodzie niz probki nasion
odporne na ten test. Istotno$¢ roznicy w zawartosci biatka rozpuszczalnego w wo-
dzie pomiedzy grupa nasion odpornych i nieodpornych na test przyspieszonego
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Tabela 1
Table 1

Zawarto§¢ wodorozpuszczalnego biatka w wybranych prébkach nasion swierka
pospolitego z Sudetow

Contents of water soluble proteins in chosen samples of Norway spruce seeds originating
from Sudety

Pochodzenie nasion Obnizenie zdolnosci kietkowania po | Zawartos¢é
oo of seecy —— Docredsing of germnaton aoiiy afer | Content of
Seibe, | Fosimitie | oot | estof aceloatng ageng | proter
Number Altitude inm
of sample
Nasiona wolno starzejace sie
Slowly ageing seeds
1582 | Kamienna Géra |  800-1000 4 187
1586 Zdroje 510-650 5 1.84
1599 Zdroje 500 3 1.77
1600 | Zdroje 480-500 3 2.55
1602 Watbrzych 529-600 8 1.86
1618 Miedzylesie 520-630 7 1.97
Srednia Average 5.0 1.93
Nasiona szybko starzejace sie
Quickly ageing seeds
1588 Miedzylesie 750 40° 2.05
1604 Miedzylesie 1120 65 ' 2.27
1608 Miedzylesie 1250 60 2.91
1620 Miedzylesie 990-1020 42 2.94
1625 Szklarska 670-700 31 1.91
Poreba

1627 Swieradow 880-930 78 2.58
1628 Jugdw 730-870 67 2.58
Srednia Average | 54.7 2,46

postarzania zostata udowodniona za pomocga analizy wariancji, na poziomie is-
totnosci 0,01. Dla zbioru 13 przebadanych probek swierka sudeckiego udowo-
dniono réwniez istnienie korelacji (przy poziomie istotnosci 0,01), o wspdtczyn-
niku R=0,74, pomiedzy obnizeniem zdolnosci kietkowania probek nasion po
teScie postarzania a zawarto$cig biatek rozpuszczalnych w wodzie w nie postarza-
nych nasionach. Nasiona pochodzace z Sudetow charakteryzowaty si¢ wysoka,
poczatkowg zdolnoscia kietkowania 1 duzg zmiennoscig pod wzgledem odpor-
"nos$ci na test przyspieszonego postarzania. Obnizenie zdolnosci kietkowania w
wyniku poddania nasion warunkom stresowym w stosunku do nasion nie posta-
rzanych sztucznie, wahato si¢ zaleznie od pochodzenia od 3 do 78% (ryc. 11 2).
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Ryc. 1. Przebieg kietkowania wolno starzejacych sie pochodzen nasion Swierka

z Sudetow
Fig. 1. Germination course of slowly ageing provenances of Norway spruce seeds from

Sudety
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Ryc. 2. Przebieg kietkowania szybko starzejacych sie pochodzen nasion swierka

z Sudetéw

Fig. 2. Germination course of quickly ageing provenances of Norway spruce seeds from

Sudety
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Tabela 2
Table 2
Zawartos¢ poszczegolnych bialek w nasionach wolno starzejgcych sie (probka
nr 1618) wyrazona w stosunku do zawartosci bialek w nasionach szybko
starzejacych sie (probka nr 1620).
Contents of particular proteins in slowly ageing seeds (sample No 1618) expressed in
percentage contents of proteins in quickly ageing seeds (sample No 1620)

Czas retencji biatka Zawartos¢ biatka
Protein retention time Contents of protein
(min.) (%)

9.07 0,00
11.80 46,48
12.46 95,97
13.08 36,55

W analizach statystycznych zastosowano przeksztalcenie wartosci procen-
towych za pomocg wzoru: y =arcsiny%.

Analiza chromatograficzna (HPLC) w prébce nasion nieodpornych na test
przyspieszonego postarzania (nr 1620) wykazala zawartos¢ czterech rodzajéw
biatek z czasem retencji: 9,07; 11,78; 12,45 1 13,08 minut (tab. 2). W probce na-
sion nieodpornych na test przyspieszonego postarzania (np. 1618) wykryto tylko
trzy rodzaje bialka o czasie retencji: 11,82; 12,47 1 13,08 min. Poréwnanie po-
wierzchni pikéw jakie otrzymano na wykresach w wyniku chromatografii,
potwierdzilo spostrzezenie, ze probka nasion odpornych na test przyspieszonego
postarzania zawierata ogdétem mniej biatek rozpuszczalnych w wodzie, w
porownaniu do probki nieodpornej na ten test. Dla poszczegdlnych rodzajow
biatek wartos¢ ta zawierata si¢ w przedziale od 0% (biatka o czasie retencji 9,07)
do 96% (biatka o czasie retencji 12,46) (tab. 2).

Istniejgq wiec podstawy, aby sadzi¢, ze odpornos¢ nasion na test przyspieszo-
nego postarzania zastosowany w tym doswiadczeniu jest zwigzana z ich sktadem
biochemicznym 1 wzrasta wraz ze zmniejszaniem si¢ w nasionach biatek
rozpuszczalnych w wodzie. Innymi stowy, duzy udzial biatek rozpuszczalnych w
wodzie moze powodowal, ze nasiona beda sie gorzej przechowywacd. Jak
twierdzg niektorzy badacze (KATSUTA 1961), w nasionach dojrzatych fizjolo-
gicznie zwigkszony jest udziat biatek rozpuszczalnych w roztworach soli kosztem
zmniejszonego udziahu biatek rozpuszczalnych w wodzie. O petnej przydatnosci
testu przyspieszonego postarzania do okreslania predyspozycji nasion do prze-
chowywania dtugookresowego (MACHANICEK 1981) mozna bedzie si¢ przekonaé
jednak dopiero w przysztosci, po przechowaniu nasion wszystkich testowanych
pochodzen przez okres co najmniej 20 lat 1 ponownym zbadaniu ich zywotno$ci.

Badania przeprowadzone dla dwdéch zapasow nasion $wierka po dtugookre-
sowym przechowywaniu w chtodniach IBL daty niejednoznaczne wyniki (tab. 3).
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Tabela 3
Table 3
Zawarto$¢ wodorozpuszczalnego biatka w nasionach $wierka pospolitego
przechowywanych przez 15 i 20 lat w temperaturze -2°C.
Contents of water soluble protein in Norway spruce storaged for 15 and 20 years in the
temperature of -2°C

Pochodzenie nasion | Okres przechowywania | Zdolno$¢ kietkowania Zawartos¢
(Nadlesnictwo) Period of storage po przechowaniu ogdlna biatka
Origin of seeds Germination ability after | Total contents of
(Forest Division) storage proteins

(%) (%)
Obreb Istebna 15 lat 70% 2,11
(Wista) )
Obreb Zwierzyniec 20 lat 30% ~ 1,33
(Biatowieza)

Jedna z probek, pochodzaca z Nadlesnictwa Biatowieza 1 przechowywana przez
20 lat, charakteryzowata si¢ bardzo mata zawartoscia biatek rozpuszczalnych w
wodzie (1,33%) — najmniejsza w poréwnaniu do wszystkich przebadanych
w tym doswiadczeniu probek, a mimo to zdolnos$¢ kietkowania obnizyta si¢ do
30%. W drugiej natomiast, pochodzacej z Nadlesnictwa Wisla 1 przechowywane;
przeéz 15 lat, udziat biatek rozpuszczalnych w wodzie ksztaltowat si¢ na prze-
cictnym poziomie, a zdolno$¢ kietkowania obnizyta si¢ do 70%. W tym przypad-
ku nie wiadomo wigc, jaki zwigzek z obnizeniem zywotno$ci w wyniku dhugiego
okresu przechowywania miata zawartos$¢ biatka. Nie jest wykluczone, ze nasiona
te miaty od samego poczatku rozne zawartosci biatka i r6zna wrazliwos¢ na prze-
chowywanie.

4. WNIOSKI

Dotychczasowe badania wskazuja, ze odpornos$¢ nasion §wierka pospolitego
na test przyspieszonego postarzania wzrasta wraz ze zmniejszaniem si¢ zawarto-
$ci w nich biatek rozpuszczalnych w wodzie. Nalezy przeprowadzi¢ dalsze
badania zywotnos$ci testowanych nasion po ich przechowaniu przez okres co
najmniej 20 lat w celu potwierdzenia zaobserwowanych prawidtowosci 1 spraw-
dzenia przydatnosci testu sztucznego postarzania do wykrywania rzeczywistych
“predyspozycji nasion do starzenia si¢ w trakcie dtugotrwatego przechowywania.

Praca zostala przyjeta przez Komitet Redakcyjny 9 listopada 1998 r.
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CONTENTS OF PROTEINS IN NORWAY SPRUCE SEEDS (PICEA ABIES L.
KARST) OF DIFFERENT RESISTANCE IN ACCELERATED AGEING TESTS

Summary

Spruce seeds stored in the cooling chambers were divided for 4 temperature variants
which represent 48 provenances from Sudety. The research showed that the seeds before
long-lasting storage characterised with large variability of resistance to accelerated ageing
test. The test relied on determination of germination ability decrease after stress treatment -
there were kept for 95 hours in temperature up to 40—41°C and fully saturated air
atmosphere (humidity 90-100%). Six samples of resistant provenances to accelerated
ageing test in the group of seeds where decrease of their vitality after stress treatment was
little (average 5%) and 7 samples of not resistant seeds to this test, in the group where
average vitality decrease equalled about 55%, were chosen for the analysis of water
soluble protein contents. Content of proteins soluble in water was determined with Lowry’s
method in modification of Peterson (1977), and in addition for two samples (one of each
seed group) the protein analysis with HPLC based on molecular filtration was carried out. It
was found that seed samples not resistant to the test of accelerated ageing contained more
water soluble proteins (in average about 20%) than samples resistant to this test. The
significance of this difference was proved statistically with analysis of variance (p=99),
Strong correlation (R=0,74) between germination decrease ability after accelerated ageing
test and the contents of water soluble proteins was stated.
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