
КИЇВСЬКИХ УНІВЕРСИТЕТ 111. ТАРАСА ОКВЧЕНКА

«а  правах рукопису

Шгешнко Наталін Іванівна

АМІНОКИСЛОТИ ТА ЛІПІДИ РІЗНИХ ЗА СТІЙКІСТЮ
генетичних Ю Р М  КУКУРУДЗИ

оз. оа а*. біохшії

Автореферат
дисертації на вдабуття наукового ступеня 

доктора біологічних наук

Кніь 1004



Робота виконала у науково - дослідному Інституті біології 
Дніпропетровського державного університету

Офіційні опоненти: доктор біологічних наук

ОСТГОТСЬКА Людмила Костянтинівна

доктор біологічних наук 

СТАРО ДУВ Микола Федорович

доктор біологічних наук 
ВОВЧУК Сергій Володимирович

Провідна установа - Чернівецький державний університет 

їм. Ю Федьковича

Захист дисертації відбудеться „ .А.. Кр*}#*.......  1904 р.
о 14 годині на засіданні спеціалізованої вченої ради *Д 01.01.07 

для захисту дисертацій на біологічному факультеті Київського 

університету ім. Тарава Шевченка аа адресою: 252127, и. КиІв-127, 

пр. Ак. Глушкова, 2, корп. 12.

З дисертаціє» можна ознайомитися в бібліотеці університету

Автореферат розісланий .**

лн 5 Укра ни

1994 р. 

ім.В.Стефаника

0 0 8 0 1 5 0 5  (J)

Вчений секретар 
спеціалізованої вченої ради ,
кандидат біологічних наук, професор

Брайон О.В.

Лш ш. в. Стфг™* І
АН України



ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність проблеми. Першочерговим завданням рослинної біохі­

мії нь найближчі роки повинно бути розкриті я морфогенетичної, біо­
хімічної, фізіологічної та генетичної суті найважливіших господар­

чих ознак і біологічних властивостей рослин перспективних форм і 

сортів. Це - необхідна умова як для створення нових, більш ефек­

тивних методів селекційно-генетичного аналізу, так і для розробки 

заходів реконструкції генетичних систем рослин методами генної 

інженерії (Кокарєв В.Г.,1987).

Формування білкового комплексу, структура і фізіодого-біохіміч- 

ні особливості запасних білків, генетичний базис мутацій типу 

opaque-2 (о2) вивчаються у зв’язку 8 можливістю підвищення пожив­

ної якості кукурудзи (Soave С., 1984, Wilson C.W., 1988, Бінничен- 

ко О.і... ,1990, N. di Fondzo, 1987-1992). В той же час звичайні та 

переведені на основу о2 форми кукурудзи характеризуються різним 

адаптивним потенціалом по відношенню до деяких захворювань ( Orte­

ga R., 1973, «лоря М.В.,1990), теплового шоку (Плотніков В.К., 

1991) та хімічного впливу (Кіртока I.X.,1975). Вплив мутацій типу 

о2 на ениження адаптивного потенціалу рослин кукурудзи є відкритим 

питанням і актуальним напрямком досліджень особливостей мета­

болізму, що визначають стійкість злакових до екзогенного впливу.

Найменш вивченою фракцією азотовмісних речовин рослин е фрак­

ція вільних амінокислот, склад якої в різних генетичних формах 

значно відрізняється. Актуальним є питання: яким цінним якостям 
рослин відповідає формування певного пулу вільних амінокислот, 

маючи й перспективі розробку простих тестів для оцінки селекційно­

го матеріалу. Практично не вивчене питання кількісного співвідно­

шення зв'язаних та вільних амінокислот в процесі формування 

зерні візі, в той час, як цей показник може характеризувати ефектив 

ність використання зернівкою азото- і вуглецевовмісних поживних 

речовин, які потрапляють із вегетативних органів. Перебудову пулу 

вільних амінокислот рослинної клітини під впливом деяких факторів 

відносять до найважливіших механізмів біохімічної адаптації (Уоча- 
чка П., 1988).

Хімічне затруднения вважається о„.іим з наишкідливіших для иав 

колишніого середоЕиша. Атразин і сим-триазини - гербіциди, які 

йайбШг широко використовуї ься сільськогосподарському ВИООб'



ництві кукурудзи (Пиков B.C.,1989). Але питання про вплив цих пре­

паратів на амінокислотний склад вегетативних та, особливо, репро­

дуктивних органів кукурудзи практично не вивчене. Актуальність та­

ких досліджень підтверджується тим, що пептидні кон'югати атразину 

1 його метаболітів, які раніше вважалися нетоксичними, шкідливо 

впливають на нервову систему ссавців (Кахпіашвілі X.А.,1989).

Зерно різної за цінними сільськогосподарськими ознаками, такими, 

наприклад, як стійкість до захворювань кукурудзи, має Слизькі су­

марні склади амінокислот і ліпідів зерна. В той же час відомо,що 

вплив генетичних факторів, які визначають конкретні ознаки, прояв­

ляється насамперед в диференціації тканин зернівки, вміні розміру, 

компактності і фізіодого-біохімічних характеристик анатомічних 

частин і субклітинних часток зерна (Soave С. 1984, Wilson C.W.

1988). З цього погляду анатомічні частини та субклітинні частки 

зерна кукурудви практично не вивчені, хоча відомо, що перикарп - 

' найбільш важливий компонент протидії насіння до будь-якого пошкод­
ження (Halloin J.M.1983), а мембрана білкового тіла виконує захисні 

та регуляторні функції в процесі відкладання запасного білку 

зернівки (Burr В.f\Q77- 1S89).
Мета і основні завдання дослідження. У відповідності в вище- 

викладеним, основною метою роботи є дослідження амінокислотного і 

ліпідного складу кукурудзи рівних форм у зв’язку з їх стійкістю до 

екзогенних впливів. Вуля поставлені слідуючі задачі!

-дослідити склад зв'язаних та вільних амінокислот зерна різних 

за стійкістю форм кукурудви, їх кореляційні зв’язки в процесі до­

грівання в звичайних умовах і при адаптації до пестицидного стресу;
-вивчити роль амінокислот і ліпідів поверхневих тканин зерні­

вок кукурудзи у контролюванні стійкості до захворювань виходячи з '' 

необхідності розробки методів виявлення стійких і нестійких ферм: 

-дослідити процес формування пулу вільних амінокислот в листі 

кукурудви на рівних стадіях онтогенезу і‘вивчити вплив деяких ек­

зогенних факторів на ці характеристики;

-виявити найбільші розбіжності в формуванні ліпідного складу 

білкових тіл, анатомічних частин і цілого верна кукурудзи конт­

растних за стійкістю*до захворювань форм .

Робота узагальнює наслідки досліджень в період в 1981 по 1993 

роки в відділі молекулярної біології НДІ біології Дніпропетровсько- .
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го державного університету.
Наукова новизна роботи. Вивчено процес накопичення зв’язаних

і вільних амінокислот зерна кукурудзи в звичайних умовах вирощу­

вання і при передпосівній обробці грунту атразином. Нами введено 

одиницю - "індекс невключения" - відношення кількості вільної амі­

нокислоти до П сумарної кількості, яка характеризує ефективність 

використання фонду вільних амінокислот в процесі біосинтезу запас­

них білків зерна. Вперше показано геиотипову об'/мовленість адап­

тивних реакцій інактивації ксенобіотюса в зерні кукурудзи. Якісний 

склад вільних амінокислот зернь стійких генетичних форм кукурудзи 

відповідає амінокислотному складу ОіДку що синтезується; нестійкі 

форми характеризуються накопиченням підвищеного пулу вільних 

амінокислот та невідповідністю процесу формування пулу вільних 

амінокислот якості запасних білків.

Визначено склад амінокислот перикарпа звичайних і високолі ви­

нових форм кукурудзи. Якісно та кількісно досліджено процес екс­

тракції вільних амінокислот різними розчинниками з нерозмолотого 

зерна кукурудзи контрастних по стійкості до захворювань форм. По­

казана висока ступінь кореляції кількості екстрагованих нінгідрін- 

позитивних речовин з даними по захворюванню фузаріозом, які були 

одержані звичайними фітопатологічними методами.

Вперше вивчено вплив о2-мутації на процес накопичення аміно­

кислот в листі рослин кукурудзи верхнього ярусу в репродуктивній 

фазі розвитку та знайдено високий кореляційний зв'гзок вільної 

ГАМК з білковими амінокислотами. У флатовому листі о2-кукурудзи в 

період максимального накопичення вільних амінокислот показано 

різке зниження проліну, а в листі обгортки - підвищення кількості 

аспарагіну і глутаміну в порівнянні іа . звичайною формою. Вперше 

показана генотипова обумовленість формування звичайного та адап­

тивного амінокіслотного пулу первинного листя паростків різних 
форм кукурудзи

Вперше вивчено склад ліпідів зерна звичайних та високолізино- 

вих форм кукурудзи. Маїссимальна різниця в складі ліпідіь ана 

томічних частин звичайних аналогів і мутантів відноситься до пери- 

карпу та ліпідів поверхнгвих тканин зернівки 1 визначається більїі.'ж 

насиченістю (в L-3 рази) жирних кислот останніх, зниженням вмісту 

ВИЩИХ жирних КИСЛОТ, зміною співвідношень компонентів КбОКИЛсНИ/
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речовин і поверхневих восків.

Вперше вивчено склад ліпідів білкових тіл ендосперма кукурудзи. 

Показано, що чим крупніші органели, тим більший вміст С 18 - нень 

сичених жирних кислот. Запропоновано гіпотетичну схему напрямків 

біосинтезу жирних кислот та деяких похідних сполук в поверхневих 

та ендоспермальних тканинах верна кукурудзи стійких та нестійкий 

до захворювань форм.

Практичне значення роботи. Виконані дослідження є основою для 

розвитку уявлень про формування амінокислотного комплексу зерна і 

листя кукурудзи різних за стійкістю генетичних форм кукурудзи при 

звичайних умовах вирощування 1 під впливом деяких факторів, а та­

кож про склад ліпідів зерна, анатомічних частин і білкових тіл 

зерна кукурудзи, які можуть бути використані для з’ясування проб­

лем фізіології і біохімії рослин, молекулярної біології та сільсь­

кого господарства.

Розроблено мікробіологічний метод оцінки поживної цінності біл­

ків злакових культур (А.с. N 1669982). Запропоновано метод здобу­

вання білкової добавки в відходів крохмало-патокового виробництва 

(A.c.N 17346466).‘Розроблено спосіб визначення стійкості зерна ку­

курудзи до фузаріозу (А.с. N 17841440), який використовується для 

оцінки селекційного матеріалу в НДІ Кукурудзи, м.Дніпропетровсь­

ка. •

Первинне листя запропоноване моделлю для дослідження біосинтезу 

амінокислот In vivo.
Результати, отримані при вивченні амінокислотного складу різних 

$орм кукурудзи, покладені в основу двох монографій.
На захист виносяться такі положення;

1.Процес накопичення вільних амінокислот зерна кукурудзи е ге- ' 

нетично обумовлений і сполучений 8 формуванням запасних речовин 

зернівки, що визначають стійкість до екзогенного впливу; ступінь 

відповідності вільних амінокислот білкам'що синтезуються на різних 

стадіях онтогенезу, відображує ефективність використання азо­

товмісних речовин що надходять з вегетативних органів і являється 

фізіолого-біохімічним показником, який найбільш контрастно харак­

теризує рівні за стійкістю генетичні форми кукурудзи.

2. Підвищена кількість вільних амінокислот та більша наси­

ченість ліпідів характерні для поверхневих тканин зерна кукурудзи -
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нестійких до захворювань форм у порівнянні 8 стійкими.

3.Максимальні відміни у складі амінокислот вегетативних ор­

ганів рівних за стійкістю генетичних форм кукурудзи знайдено в фа­

зах репродуктивного розвитку та пророщування стосовно вмісту віль­

ного проліну та транспортних форм амінокислот.

4.Ліпіди ендоспермальних та поверхневих тканин верна кукурудзи 

нестійких до захворювань генетичних форм кукурудзи характеризуються 

підвищеними насиченістю та вмістом хирних кислот з непарною кіль­

кістю атомів вуглеию, up дає можливість припустити змінену 

інтенсивність процесів цис-денатурації та ш-окислювання жирних 

кислот в тканинах нестійких форм рослин.

Апробація роботи. Основні положення дисертаційної роботи 

опубліковані у вітчизняних та закордонних друкованих виданнях та 

викладені на V.VІ з'їздах ВОГІС (Москва, 1987; Мінськ,1992), на V 

Українському з'їзді генетиків і селекціонерів (Умань, 1986), на IV,

V, VI Українських біохімічних з'їздах (Дніпропетровськ,1982; Іва­

но-Франківськ,1987;Київ, 1992), на IX з’їзді Українського ботанічно­

го товариства (Дніпропетровськ, 1992), Всесоюзних симпозіумах "Мо­

лекулярні механізми генетичних процесів" (Москва, 1983,1990), на 

Виїздній сесії Ради АН СРСР "Сельхозрадиобиология" (Дніпропетровськ.

1989), на IV Всесоюзному симпозіумі "Ліпіди кліті.нних мембран" (Че­

рноголовка, 1989), на Всесоюзних науково-технічних нарадах молодих 

вчених по проблемам кукурудзи (Дніпропетровськ,1981- 1987), на І 

Всесоюзній конференції "Растения и промышленная среда" (Дніпропет­

ровськ, 1990), на VI Школі-семинарі "Механизмы адаптации животных и 

растений к экстремальным факторам среды "(Ростов-на-Дону,1990), на 

Всесоюзній конференції "Экологическая генетика растений, амотных и 

человека" (Кишинів,1991), на Всесоюзному семінарі "Биохимические ос 

новы хранения и переработки сельскохозяйственного сырья для пищевой 

промышлености" (Одеса,1991), на III Всесоюзному симпозіумі "Клеточ­

ные механизмы адаптации"(Чернігів.1991), на 18 всесоюзних, міжнаро­

дних, республіканських, регіональних конференціях.

Публікації. По матеріалах дисертації опубліковано Ь8 робіт, 2 

монографії, одержано 3 авторських свідоцтва.

Структура 1 обсяг роооти. Дисертація викладена на <:99 сторіьклх

1 складається it вступу, 3-х частин, 10 розділів, заключения, вис­

новків та переліку літератури. Робота ілюстрована 27 рисунками 1
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-  е  -
59 таблицями. Список цитованої літератури містить 420 назв.

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

Об'єктами дослідження були листя і зерно інбредних ліній та L. 

високолівинових аналогів, гібриду ПіоНер 3978М на різних стадіях 

онтогенезу, а також колекція зразків зерна кукурудзи, контрастних 

по стійкості до фузаріозу, які вирощені або одержані внаслідок 

селекційної роботи на Дніпропетровській дослідній станції НДІ Ку­
курудзи.

Включення мутантних алелей в генотип звичайних ліній здійсню­

вали методом зворотньо - насичених схрещувань по загальноприйнятій 

техніці схрещувань та запилення рослин кукурудзи. Дні відбору проб 

відповідали слідуючим фазам дозрівання зерна; формування зерна - 15 

днів після запилення(ДП8), валив-22 дпз, молола зрілість-29 дпз, 

молочно-воскова - 36 дпз, воскова-43 дпв, фізиологічна зрілість 

зерна-50 дпв. Проби гібрида Піонер 3978М відбирали через семиденні 

терміни часу, починаючи з молочної зрілості початка. Досліди з 

гербіцидною обробкою проводили на 3-х контрольних та >х дослідних 

(внесення під передпосівну культивацію вкг/га атразину на протязі 

трьох років) діляксах в польовому стаціонарі лабораторії боротьби з 

бур'янами НДІ Кукурудзи Дослідження проводились одночасно зерна і 

листя рослини.

Загальний азот визначали методом пірйлітичної хроматографії на 

елементному CHN аналізаторі моделі Carlo Erba Strumentacione 1106, 

білок - перерахунком по Рядчикову В.Г. (1975). Підготовку проб до 

амінокислотного аналізу проводили по Вінниченко О.М. (1975) та Ряд­

чикову В.Г. (1978).

Амінокислотний аналіз проводили на автоматичних амінокислотних 

аналізаторах Т-339 (ЧСР) ір Біотронік LC-5001 (ФРН) в режимах ' 

гідролізатів та фівіологічних рідин. В таблицях подані дані - се­

редні з обліку 3-6 експериментів. Максимальне відхилення для аміно­

кислот не перевищує,7. : 1) гідролізати: Гіс.Мет, Іле.Тир.Фен ±0,22; 

Лів,Apr,Тре,Сер,Гли,Вал ± 0,56; Асп,Про,Лей ± 1,45; Глу * 3,15-.

2) фізіологічні рідини: Тау.лААК.Глі, ВаЛ,*АМК,Мет, Іле.Лей.̂Ала, 

_/*А1МК,0он,Ліз,Арг + 0,45; Тре,Сер,Тир,Фж,Трп,Г1с ± 2,00; Асп, 

Глу, Про,Ала.ГАМК ±*3,45; Асн.Глн ± 16,67.

Екстракцію сумарних ліпідів, їх гідроліз та виділення жирних 

кислот і несмилених речовин із зерна, анатомічних частин та субклі- .
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тинних структур проводили по Кейтсу М. (1975). Виділення та анапів 

ліпідів поверхневих тканин зерна проводили по Юнусовїй С.Г. (1987). 

Розділення сумарних ліпідів на основні класи приводили методами 

тонкошарової хроматографії на платівках Сілуфол UV254 (ЧСР) а 
наступною ідентифікацією та кількісним визначенням фосфоліпідів і 

вільних жирних кислот по Кейтсу М.(1976).

Метилові ефіри жирних кислот та неомилені речовини одержували в 

ефірних розчинах діазометану по Физер Л. (1679). Кількісний аналіз 

вмісту жирних кислот проводили методом газо-рідинної хроматографії 

на газових хроматографах Хром-4 та Хром-5 (ЧСР) в по-

лум'яноіонізаційною детекцією, використовуючи в більшості випадків 

за внутрішній стандарт пентадеканову кислоту. Розділення метилових 

ефірів жирних кислот проводили на скляній колонці 0,04x2,5 м, за­

повненій EX SP-2100 па Хроматоні N Супер 160-200 дев. в програмова­

ному реклмі від 150°до 270°С г швидкістю зміни температури 5 гра­
дусів в хвилину та металевій колонці 0,04x2,5 м, заповненій 10Z 

ПЕГС на Хромосорбі Р 80-100 меш. е Ізотермічному режимі з темпера­

турою термостата 195*С. Температура камери введення 8равна в першо­

му випадку складала 150°С, в другому -250°С. Газ-носій - гелій. 

Максимальні відхилення для жирних кислот від середньої величини, 

одержаної з обліку 3-6 експериментів Z: С11.0, С12:0, С15:1,

С15:0, С21:0, С23:0. С25:0, С26:0 ± 0,01; С17:0, С19:0, С22:0,

С24:0 ± 0,56; С16:0, 018:0+1,02; С18:1, С18:2 ± 1,93; С18:1,

С18:2, С18:3 ± 3,15 для препаратів білкових Тіл.

Виділення бі.якових тіл проводили по Christianson P.P.(1961). 

УФ-спектри та оптичну густину рідин в видимій області визначали на 

спектрофотометрі Specord М-40 (НДР), ІЧ-спектри на Specord М-80 

(ІІДР). SDS-Електрофорез білків в ПААГ проводились по Леммли Е. 

(1970), активність інгібіторів протеїнаа - по Вовчуку С.В. (1987). 

Виділення пестицидів групи сим-триазинів із зерна і кукурудзи 1 ве­

гетативних органів проводили екстракцією ацетоном за відомими мето­

дами (Методи визначення мікрокількостей пестицидів... за ред. 

Клісенко М.І.,1983) та методом високоефективної рідинної хроматог­
рафії на рідинному хроматограф) високого тиску "МШхром-4” 

(Laurence I.F.,іу78). Статистичну обробку експериментальних дали/, 

кореляційний ан< ііз проводили на ЕОМ М-4 по Лакіну Г.Ф. (1980).
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ОСНОВНІ РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕННЯ 

Вивчення амінокислотного складу 8ерна кукурудзи різниш геноти­
пів у зв'язку Із стійкістю до екзогенних факторів.

Вивчали якісні та кількісні співвідношення між вільними та 

вв’язаними амінокислотами в процесі формування зерна кукурудзи, що 

дало можливість одержати найбільш контрастні характеристики для 
різних за стійкістю форм як в нормальних умовах вирощування так 1 в 
умовах пестицидного стресу. Зерно гібрида та ліній що вивчали знач­

но відрізняється як по кількості, так і по складу вільних аміно­
кислот. Так сумарна кількість вільних амінокислот зрілого зерна 

гіГрида 118,04 мгХ, звичайна лінія містить 491,3, а високолізинова 

- 1454,3 мг% цих речовин (рис. 1,2). Відрізняються досліджені фор­

ми також по динаміці накопичення в процесі формування зернівки та 

змінених) вмісту при вирощуванні на ділянках з атразином.

Якісний склад та кількість вільних амінокислот не відповідають 

складу білкових амінокислот на протязі формування зернівки, що

Терміни відбору 

Рис. 1. Вміст вільних амінокислот 

в зерні кукурудзи Гіонер 3978 М виро­

щеної на контрольних (----) та об- ‘

роблених атразином (- - -) ділянках 

в процесі визрівання

та може бути показано пар- 

Для

гібриду характерні досить високі знамення ПКК (табл.1).

Вирощування кукурудзи на ділянках з високими дозами атразину,

Рис.2. Вміст вільних 

амінокислот в зерні куку-

* рудзи А 204 +/+ (----- )

та. А 204 о2/о2 (----- )

в процесі вигрівання

свідчить про їх бататофункціональність,

ними коефіцієнтами кореляції (ПКК) білкова-вільна амінокислота.



Таблиця 1

Коефіцієнти кореляції деяких пар вільна - білкова аміноки­

слоти кукурудзи в процесі формування верна кукурудзи Піонер 3978 М, 

вирощеної на контрольних (1) та оброблених атрааиікж (2) ділянках*
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Білкові Лиз Асп Глу Про Ала

Вільні 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

Асп 0,72 0,66 0,55 0,51 0.71 0,59 0,61 0,53

Глу 0,65 0,74 0,57 0.53 0,56

Глн 0,91 0,75 0,57 0,79 0,93

Ала 0,66 0.92 0,65 0,79 0,83

Иле 0,73 0,81 0,85 0,62 0.67 0,80 0,68 0,67

Орн 0,81 0,56 0,64 0,92 0,80

Ліз 0,71 0,77 0.64 0,57 0,63 0.92 0,58 0,58

Сума 0,74 0,91 0,62 0,64 0,80

* Значення ПКК < 1 0,50 І не приводяться 
яке описано в експериментальній частині, являє собою приклад адап­

тації рослин до значної кількості ксенобіотику. Не дивлячись на 

значну кількість атразину в зерні досліджувань форм (від 0,03 до

0,98 мг/г сухої ваги), рослини зберігали загальну кількість азо­

тистих речовин в зернівці. Різкі зміни якості білків зерна гібри­

ду Піонер 3978М (рис.З) в дослідних зразках в порівнянн1 8 контро­

лем мали місце на початку відбора, де знайдено значно впасений 

вміст глутамінової кислоти і проліну. На другому етапі відбору 
дослідних рослин міститься майже вдвічі менше лізину. На останніх 

стадіях дозрівання вміст лізину 1 проліну практично однаковий, а 

глутамінової кислоти підвищений в порівнянні з контролем.

На відміну від гібрида, верно досліджених звичайної та 

високолівинової ліній кукурудзи мало змінений амінокислотний склад 

на всіх етапах виврівання. В порівнянні а контролем в досліджених 
рослинах вначно підвищений вміст глутамінової кислоти: в середньому 

на 5-8Х. В зерні високолізинової кукурудзи також підвищено вміст 

аспартату, що відрізняє адаптивну реакці цієї форми кукурудзи ?о 
атразину від l зичайної форми. Ироц.-с накопичення циу амінокислот
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Терміни відбору 

Рис. 3. Вміст білкових амінокислот в зерні кукурудзи гібриду 

Піонер 3978 II. вирощеної'на контрольних (А) та оброблених

атразином (Б) ділянках. Ліз --- , Глу - - Про -----
наглядно демонструється застосуванням прямопропорційної моделі 

Ландрі-Муро (Landry J., 1984) (рис.4).

Якщо в зерні гібрида експериментальних рослин спостерігається 

зниження сумарної кількості вільних амінокислот в порівнянні з 

контрольними, то в лініях на всіх досліджень етапах розвитку 

спостерігається підвищена кількість вільних амінокислот: в се­

редньому в 3-4 рази в звичайній та в 4-6 разів в високоліЗиновій. 

Таким чином, аміне :<ислотний склад sepia ліній кукурудзи значно 

більше змінюється, ніж гібрида на ділянках з внесенням гербіциду.

Кількість вільних амінокислот в цих рослинах знижується, а ПКК 

підвищується. В зерні ліній, вирощених у звичайних та дослідних 

умовах кореляційний зв'язок між вільними-зв'язаними амінокислотами 

майже відсутній, а для о2-фс?ми характерні від’ємні значення ПКК. 

Високі позитивні значення ПКК білковз-вільна амінокислота для



Вміст амінокислоти, мг 10 /зерно
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-2

Кількість білку, ш7верно 

Рис.4.Накопичення глутамату(І). аспартату (2) е верні звичай­

ної (А) та високол і винової (Б) кукурудзи, вирощеної на контро­

льних (--- ) та оброблених атразипом (----- ) Б ділянках.

гібрида характеризують процес формування білкового комплексу та 

Фракції вільних амінокислот як узгоджені, в ліні.іх - як незалежні 

один від другого процеси.

Для характеристики надмірності вмісту вільних амінокислот ми 

ввели індекс невключения для кожної вільної амінокислоті',який являє 

собою відношення її кількості до суми амінокислот в тих же одиницях 

на даному етапі розвитку (табл.2).
Ця величина контрастно характеризує форми» що ми вивчали. Так, 

в процесі визрівання зернівки відносно Глу(н). наприклад, для 

гібрида вона не перевищує IX, для лінії звичайної кукурудзи 29%, 

а для високолівинової може досягати 60%. В досліді з атраяином в 

гібриді ця величина знижується, а в лініях підвищується. В якісно­

му плані для гібрида спостерігається відповідність вільних аміно­

кислот складу білків, що синтезуються, а для ліній - невідповід­

ність, особливо відносно глутаміну та аспарагіну.

Оболонка верна ( перккарп ) повинна бути хімічним І

фізичним бар'єра, щодо проникнення інфекції в зерніьку, У висо-



Таблиця 2

Індекси невключения для деяких вільних амінокислот зерна 

на контрольних ділянках (1) та при обробці атрааином (2)
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Форма Стадії Амінокислоти

кукурудзи відбору Асп (н) Глу (н) Про Ала Ліз

Піонер 1 І 9-14 0-2 1-2 3-9 4-7

2 3-5 0-1 1-2 • 2-5 0.3

, 1 III 3-10 2-7 3-15 5-10 3-5

1 2 2-6 1-3 2-7 3-6 0.4

1 УІ 3-11 1-2 1-2 1-2 0.5

2 3-Б 0-1 0-1 0-1 0,3
А 204+/+ 1 3-6 2-3 2-3 3-5 9-20

2 40-60 55-60 10-15 10-25 10-15

А 204О2 1 Збдпз в-16 17-21 3-7 18-26 0.3
*

2 60-66 40-50 18-20 25-30 11-18

колівинових формах оболонка містить більше азоту, дикарбонових 

амінокислот, та вьосить більшій внесок у вагу цілої зернівки 

(табд.З). '
Таблиця З

Вміст авоту, деяких вв’язаних амінокислот та ваговий внесок 
оболонки верна звичайних та переведених на високолізинову 

основу форм кукурудзи

Сорма
«укурудзи

л а м  +/+

Вміст 
азота, Z

0.62Ю.02

Суха вага/ 
вага верна . X

5.6640.51

Вміст бідної 
; Глу

7,54

іих амінокислот,1
Асп

6.70
А204 аг/аг 0,7640 03 7.5540.53 10,97 9,36
W155 +/+ 0,6340.02 6.6640.47 • 5.39 10,17
W155 02/02 0,90±0,04 8.1540.52 10,58 10,95
МГ9 ♦/+ 0,6340.01 5,0340,34 8,41 10,96
Wf9 02/02 0.70±0,01 6,6740.36 Ю.18 11,95
W64A ♦/+ 0,56±0,0і 8.1540.74 6,72 9,70
W64A 02/02 0,75±0,04 8.9640.63 10.48 10,95



Ця анатомічна частина в мутантних рослинах характеризується 
зміненою гетерогенністю білків, підвищеною активністю інгібіторів 

протеінаа та значно більшою кількістю вільних амінокислот (табл.4)

Таблиця 4.

Вміст вільних амінокислот в оболонці верна звичайних 

(+/+) та мутантних (о2/о2) форм кукурудзи (мгХ)
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Аміно­
кислотга

А
+/+

204
02/02

Форм

W6
+/+

а кукуру

4 А
02/02

дай

W 1
+/+

55
02/02

«Н
+/+

Г9

02/02

Асп 4,11 9.15 3,99 16,66 6,44 20,09 7,04 18,99
Тре 2.F3 6,78 2,46 3,54 3.53 9,05 3,98 3,86
Сер 12.10 29,06 11,09 23,83 14.80 28,63 19,11 20,74
Асн 6,31 15,26 7,32 53,78 11.61 61,23 0,33 40,26
Глу 1.92 4,27 0,98 6.17 3,59 17,44 3,05 7,57
Гдн СЛ. 1,08 СЛ. 6,31 сл. 1,98 0,59 0,95
Про 5,51 7,93 6,08 15,95 7,52 22,72 6,28 10,04
Гли 5,80 іб.ет 4,13 7,02 6,49 11,38 8,71 8,06
Ала 4,70 10,49 10.53 28,56 10,53 27,02 12,07 23,98
Вад 1,05 4,99 1,02 3,30 4,73 5,04 3,56 6,87
Цис 0,46 0,61 0,63 1,36 0.90 4,87 0,30 1.41
Иет сл. 0,43 0,04 0,42 0.42 0,45 сл. 0,41
Іле 1,48 4,28 1,36 2.60 1,68 3,71 3,76 2.01
Лей 1,48 4,23 1.11 2,01 1,45 3,58 3,75 1,05
Тир 1,65 7,72 1.63 7.72 1,92 4,04 4,43 2,30
Фея 4.38 5,97 3.96 6,98 4,82 6.26 2,61 6,29
^ Ала 2,80 1,66 3.48 3.56 3,27 6.25 сл. 4,95
ГАМК 1,28 1,32 1.У6 7,97 6,7В 17.34 6,20 11,68
Орн 3,75 11.77 3.64 3,69 5,66 7.49 5,28 6.44
ЛІ8 0,61 2,88 0,94 1,02 0,92 2,22 1,17 1,86
Гис 1,93 4,91 2.06 8,47 2,47 3.77 2,69 6 .6 6
Трп сл. 2,90 СЛ. 3,62 сл. 1.59 0,56 1.91
Apr СЛ. 1.67 СЛ. 1,21 0,76 1.64 0,74 1,00
Сума 63,91 154,78 68,41 215,75 99.99 268,39 96,10 187,ОЬ
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в порівнянні la звтіайними формами. Якщо порівняти з ендоспермом, в 

оболонці знаходиться в 5 разів меньше вільнії* амінокислот на одини­

цю ваги, проте в о2 формах спостерігається значне зростання суми 

амінокислот (в 2-2.5 разів) в порівнянні із звичайними формами. По 

якісному складу вільні амінокислоти ендосперма значно відрізняють'я 

від амінокислот оболонки. Якщо в ендоспермі глутамін складає 1C 

(+/+) і 30% (о2/о2) амінокислотного пулу, то в оболонці зерна А 2U  

+/+ він знаходиться з незначній кількості (лише сліди), а в А204о£/

о2 складає лише 0,432 пула. В оболонці значну долю складають нейт­

ральні низькомолекулярні амінокислоти (гліцин, пролін,валін). Наяв­

ність значної кількості в оболонках зерна о2/о2 форм вільних 

амінокислот-легкозасвоюваної форми азотовмісних сполук може бути 

причино» підвищеної ураженості зерна високолівинової кукурудзи 

грибковими захворюваннями, а такс* може свідчити про більшу про- 

никнениість мембран поверхневих тканин верна цих форм. Ці спосте­

реження сталії основою для розробки тесту на стійкість зерпа куку­

рудзи до захворювання фузаоіовом, який оснований’на екстракції 

вільних амінокислот водно-спиртовими розчинами з нерозмолотої зер­

нівки в послідовним вимірюванням оптичної густини забарвлених 

нінгідрішом розчинів. В таблиці 5 подані дані експериментів, про­
ведених розробленим методом. Групи зразків N 1-6 та N 15-20 відно­

сяться до звичайних та переведених на основу о2-форм, які характе­

ризуються різною стійкістю до фузаріозу, що відмічалось вище. 

Зразки N 7-14» 21-28 одержані в процесі селекційної роботи в НДІ 

Кукурудзи м. Дніпропетровська. Н 7-14 характеризуються стійкістю 

до патогену (захворюваність 0-25Z), а N 21-28- 80%, що визначено 

фітопатологічними методами. Запропонований нами метод характеризує 

ться значною ефективністю, простотою в технічному відношенні та ' 

може істотно прискорити інтенсивність діагностики в селекційному 
процесі.

Вивчення амінокислотного складу вегетативних органів кукурудзи 

різних форм та його зміни під впливом зовнішніх факторів сдг-гк--яуі-

па,-
Причиною високої продуктивності тропічних трав, якими являються 

кукурудза і сорго,* є можливість могутнього відтоку азотовмісних 

речовин з листя в зернівку, яке починається в репродуктивну фазу 

(Курсанов А.Л.,1976). При цьому, найбільш суттєвим джерелом азо-
*



Стійка форма Нестійка форма Відношення

N назва JD400HM J} 570нм N назва J0 400нм J0 570нм

1 2 3 4 5 б 7 8 3/4 7/8

1 А 204 +/+ •7,21 ±0,56 5,20±0,0б 15 А 204 о2/о2 14,98±1,23 10,40+0,93 2,05 2,07

2 V 64 А +/+ 3,59±0,0б 2,75±0,09 16 Ш  А о2/о2 18,73±1,51 15,33±1,23 5,07 5,57

3 VT 9 +/+ 6,24±0,43 5,02+0,07 17 Wf 9 о2/о2 22,36±2,18 18,98±1,63 3,58 3,78

А V 155 +/+ 7,61+0,53 5,43+0,06 18 W 155 о2/о2 31,07±3,19 24,75±2,23 4,06 4,55

5 А 619 +/+ 4,15±0,10 3,49+0,05 19 А 619 о2/о2 13,49±1,09 9,31±0,96 3,25 2,66

б Сг 2 +/+ 2,80±0,01 2,37±0,01 20 Сг 2 о2/о2 10,03+0,98 7,92±1,12 3,57 3,35

7 ЛЛ ЗСО 4,41±0,02 3,52±0,01 21 ДЛ 308 33,97±3,15 23,95+2,50 7,70 6,80

9 ДЛ 301 5,08±0,05 4,18±0,06 22 ДЛ 309 30,55±2,96 15,45±1,42 6,01 S,69

9 ДЛ 302 4,99+0,05 3,32±0,08 2? ДЛ 310 11,81+0,73 8,59±0,44 2,36 2,58

10 ЛЛ 303 2,08±0,01 1,47±0,01 24 ДЛ 311 11,35+0,72 7,2б±0,57 5,47 4,93

11 ДЛ 304 7,69+0,56 4,16±0,01 25 ДЛ 312 14,96+1,15 9,63+0,83 1,94 2,31

12 ДЛ 305 5,54і0,07 2,52±0,01 26 ДЛ 313 13,г9±2,02 9,31±0,92 2,52 3,72
13 ДЛ 306 8,79+0,53 4,69+0,03 27 ДЛ 314 .15,36і1,03 8,96±0,59 1,74 1,91

14 ДЛ 307 7,99+0,50 4,79±0,03 28 ДЛ 315 29,94±3,02 23,04±2,32 3,74 4,80

Таблиця Б. Величини оптичної густини екстрактів із зерна 

різних форм кукурудзи. Розраховано на 1г ваги

і

>-*

-хЗ

І



товмісних речовин тля визріваючої зернівки являється листя верхнь­
ого ярусу. Фонд вільних амінокислот, який формується в процесі 

старіння листя, розглядається нами як наслідок складного, генетич 

ио зумовленого процесу, вв'язаного з формуванням зернівки на прик­

ладі складу вільних амінокислот листя верхнього ярусу звичайної і 
переведеної на високая!винову основу лінії кукурудзи, а такс 

гібрида Піонер 397В М. Показано, що максимуми накопичення вільних 

амінокислот в листі верхнього ярусу та в зернівці в звичайних умо­

вах вирощування співпадають по термінам часу. Зв'явані амінокисло­

ти в білках флагового листя звичайної і о2-кукурудзи варіюють 

неіначно в процесі визрівання зерна 1 характеризуються великими 

ПХК (приблизно 0,95) за винятком значень для глутамата в мутант­
них рослинах, що свідчить про порушення динаміки накопичення цієї 

амінокислоти в листі мутантів.

Сумарна кількість вільних амінокислот у флатовому листі в середнь­

ому в три рази менгае , ніж в пробі середнього ярусу (рис. Б).

MTZ мг%
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Рис.5. Сума вільних амінокислот у флаговому листі (А) та а середній

пробі листя верхнього ярусу (Б) в процесі визрівання звичайної (____

та високолізинової (----) кукурудзи

В середніх пробах листя верхнього ярусу максимум накопичення в 
гвичайній формі припадав на 29-й день після запиленя, а у флатових 

листях ,- на 36-й. В мутантних рослинах такий максимум майже 

відсутній. Загальна кількість вільних амінокислот в листях мутант­

них рослин в період максимального накопичення знижено за рахунок 

вільного проліну. Подібне явище не спостерігалось для проби се- .



реднього листя.Таким чином, мутантний ген 02 впливає на дифе­

ренціацію процесу накопичення асимілятів відносно розміщення лис­

та. До того ж. на 15 ДПЗ сума вільних амінокислот в листях 
обгортки складає для звичайної форми 211.90 мг£, а для високолізи- 

нової - 415,56 мгХ. Якщо прийняти рівень накопичення вільних 

амінокислсг як характеристику фізіологічної активності тканини 

листя (Ситник К.М.. 1988), то в мутантних рослинах основне наван­

таження по біосинтезу амінокислот і забезпеченню асимілятами покла­

дається на навколопочаткові листя, флатові листя при цьому зберіга­

ють низьку активність. Фізіологічна доцільність такого перерозподі­

лу не зовсім зрозуміла, хоча відомо, то інтенсивність відтоку по­

живних речовин з вегетативних органів в зернівісу може змінюватися 

в різних умовах азотного живлення та зволоження (Третьяков Н.И.. 

1988).
Ба •■■чаї, вільні та зв’язані амінокислоти листя характеризуються 

низькими ПКК (табл.б), за винятком пар вільної ГАМК-вв’явані аміно­

кислоти в обох формах кукурудзи.
Таблиця 6

Коефіцієнти кореляції деяких пар вільна - вв’язана аміно­

кислоти флагового листя ввичайної (1) та високолізинової 

(2) кукурудви в процесі репродуктивного розвитку*
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Вільні Зв’язані амінокислоти

аміно-—

кислоти Ліз Асп Глу Про АЛР Лей

1 2 1 2  1 2 1 2 1 2 1 2

Асп 0,60 - 0,52

Тре 0,67 - 0,61 0,61 - - 0,56 - 0,54 - 0,57 0,54

Глу -0,52 -0,53 - -0,54 - - - -0,56 - - -0,64

Лей 0,50 - 0,61 - - 0,55 - 0,65 - С.60

ГАМК 0,78 0,75 0,76 0.77 0.75 - 0,68 і0,65 0,73 0,86 0.75 0.79

* ПКК < |0,50І Не приводяться
ГАМК не являє-ьси білковою амінокислото», тому її тісний корели 

цінний зв’язок з білковими сполуками пояснити важко. Однією в гі-



потеа на підставі вивчення И ролі в тваринних організмах (Ситинсь- 

кий І,А., 1977) може бути надання ГАМК ролі низькомолекулярного ре­

гулятора нродесу біосинтезу - протеолізу білка. Можливість існування 
таких регуляторів в свою чергу мше пояснити явще сен і каці І, при 

якому обробка верхнього ярусу листя злаків азотовмісними речовинами, 

наприклад, сечовиною, приводить до посилення відтоку азоту * 

зернівку та підвищення врожай на 10-15 X.
В листі кукурудзи» епрощеної на ділянках з атразином, на III етапі 

знайдено підвищений вміст азоту, що в переліку на білок станови ?’

- 20 -

Терміни відбору 

Рис.б. Вміст білка (А) та вільних амінокислот (Б) в листі

кукурудзи Піонер 3973 М, вирощеної на контрольних (-----) та

оброблених атразином (-----) ділянках

Пул вільних амінокислот на цьому ж етапі відбору також підвищений 

в дослідних рослинах в порівнянні з контрольними (рис.бЕ) завдяки 

вибірковому накопиченню вільного аспарагіну, який в деяких пробах 

досягає 95Z суми вільних амінокислот. В зернівці не спостерігається 

підвищення вмісту вільних амінокислот, тобто має місце порушення 
відповідності динаміки накопичення вільних амінокислот в листі і 

зерні в дослідних рослинах, ще- на наш погляд має адаптивне значення. 
Оскільки в зерні не спостерігається такої реакції на атразин, то це



свідчить і.ро тканиноспецифічність реакції інактивації чужерідних ре­
човин в рослинах.

Гербіциди групи сим-триазин 1г. швидко поглинаються корінням 

стійких до них рослин, якою є кукурудза, і поширюються ті всім орга­
нам. Вміст пестицида в тканині залежить від багатьох умов експери- 

мента, але швидкість трансформації виконує провідну роль в феномені 

селективності (Чканіков Д.1., 1979). В наших експериментах ми спос­

терігали різну швидкість трансформації сим-триазинів в листі па­

ростків різних генетичних форм кукурудзи, показану методами ГРХ 1 

РХВД. В дослідних рослинах поряд із значною кількістю пестицидів не 

спостерігалось суттєвих амін у якісному та кількісному складі віль­

них амінокислот як в первинному, так 1 в листі більш дорослих па­

ростків. Проте, багатократні експерименти з паростками 10-15-денного 
віку показали, що амінокислотний склад гідролізатів листя контроль­

них і дослідних рослин значно відрізняються (табл.7) 1 дали змогу 
зробити ВИСНОВОК, ЩО . ОСНОВНІ 8МІНИ під впливом гербіцидів мають 

місце в високомолекулярній фракції азотовмісних'сполук рослинної кл.1 

тини (перебудова білків, пептидів).
Таблиця 7

Ц
Різниця (дослід-коятроль) у вміст! деяких амінокислот в гід­

ролізатах листя паростків звичайної (1) та високолізинсвої 

(2) кукурудзи, вирощених на концентрованих розчинах пестицидів, Z
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Аміно­

кислота Сим

1

азин

2

Атра

1

зин

2 У

Проме'

1

трин
2 •

Ліз -1,88 -1,12 -1,45 '-0,94 -2,4 -1,22

Асп -6,03 -6,20 -6,49 -8,85 -6,82 -11,27-

Сер -3,80 -1,90 2,48 -5,42 -4,07 -2,45

Глу 0,67 0,87 1,81 (5,40 0,00 6,38

Про 0,38 0,74 0,18 0,21 0,89 -4,35

Ала 4,97 4.09 5,25 3,22 3,94 4,01

При цьому вивчення амінокислотного складу листя дослідних рослин 

дає змогу показати генотипову регуляцію процесу пептидної блокади, 

наприклад, в о2-рослиназ під дією прометрина та атразинасингезуються



здебільшого глутамат-;вмісні пептиди (білки) на відміну від звичайних 

форм. Рівні адаптивні перебудови: з використанням транспортних форм 

амінокислот в фазу репродуктивного розвитку і переважне утворення 

пиптидних кон'югатів на ранніх стадіях розвитку рослин, можна пояс­
нити складністю процесу дезактивації, який є тканиноспецифічним і 

залежить від концентрації, будови молекули пестицида, стадії розвит­

ку рослини і її генотипу.
Враховуючи те, що первинна фаза розвитку перспективна для відбору 

рослин аа цінними сільскогосподарськими ознаками, ми вивчили ди­

наміку вільних амінокислот ендосперма проростаючого зерна звичайної 

та переведеної на високолізинову основу кукурудзи. Для ендосперму 

проростаючого верна кукурудзи, на відміну від періоду визрівання, 

характерна наявність певного пулу вільних- амінокислот в високим 
вмістом ароматичних амінокислот та лейцину,які не в такої.,у ступені 

метабол!вують (Lea P.J., 1983). Ці амінокислоти накопичуються в зви­

чайному ендоспермі а більшою швидкістю, ніж в мутантному, а для ди- 

карбонових амінокислот (швидкометаболізуючі амінокислоти) характерна 

протилежна закономірність, що пояснюється рівним порядком викорис­

тання (протеолітичного розкладу) запасних речовин цих форм. Для му­

тантного ендосперму спостерігались менший рівень накопичення вільних 

амінокислот починаючи з 3 доби пророщування і менша інтенсивність 

ростових процесів. Збитковий пул вільних амінокислот в мутантах, той 

фонд 1, ятй по теорії повинен використовуватися в першу чергу, 

Измайлов С. Ф., 1986), може гальмувати первинні процеси пророщуван­

ня внаслідок інгіСірування ферментів біосинтезу амінокислот, нап­

риклад, групи аспартату, активність яких пригнічується деякими 

амінокислотами по механізму алостеричної регуляції (Lea P.J., 1983, 
Ленінджар А.і 1985).

Враховуючи вищевикладене а також відомий величевний атрагуючий 
потенціал первинного листя злаків, очикувалось знайти залежність 

формування пулу вільних амінокислот первинного листя від генотипу 

рослини в звичайних умовах вирощування або при адаптації до екзоген­

них факторів, щр могло бути біохімічним маркером пеьних властивос­
тей генетичної форми.

Сумарна кількість вільних амінокислот перзияног̂ листя кукурудзи 
перевищує ию величину в Фазу вегетативного розвитку рослин і навіть 

в період максимального накопичення амінокислот в репродуктивну фазу 
(табл. 8).
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Таблиця 8
Вміст деяких вільних амінокислот в листі кукурудзи Піонер 3978 М на 

стадіях! 1-первинний лист; 2-фаза 7-8 листа; 3-період максимально­

го накопичення вільних амінокислот в репродуктивну фазу, X від суми
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Амінокислоти

1

стадії онтогенеау 

2 3

Асп + Асн 34,2 26,7 71.2

Глу + Глн 9,0 8,1 7.9

Алр 12,9 21,7 6,1
Тир + Фен 3,7 1.3 2,9

-̂Ала + £ -АШК 3.7 сл. СЛ.

ГАМК 2,7 1,25 сд.

Ліз + Гіс + Apr 8,6 1.4 1.9

Сума, мгХ 4505,46 827.5 2980,65

Однією з суттєвих відмін первинного листя від' листя інших етапів 

розвитку кукурудви є значна кількість основних, ароматичних аміно­
кислот та> -амінокислот (табл.в). Синтез останніх в рослинах не ви­

вчався, проте відомо, що ̂-аланін б попередником для біосинтезу ко­

ферменту А. Вплив генотипу на склад амінокислотного пулу проявляєть­

ся тут меньше, ніж в зернівці, але в цьому відношенні первинні листя 

можна помістити на друге місце після листя в період репродуктивного 

розвитку. Найбільсі розбіжності між генетичними формами відносяться 

до вмісту проліну та амідів дикарбонових кислот. Значна кількість ві 
льних амінокислот, їх гетерогенність та незвичайний склад, простість 

та швидкість одержання об'єкта досліджень дозволяють рекомендувати 
первинні листя кукурудзи як модель для вивчення механізмів біосинте­

зу амінокислот в тканинах рослин in vivo-.

Досліджено процес накопиченля вільних амінокислот в первинному 

листі різних генетичних форм кукурудзи в умовах Інгібірування pocvy 

розчинами NaCI . - відомий фактор, який спричиняє значь/ перебудову 

вільних амінокислот (Rhodes D..1989). В останньому випадку в листі 

формується пуд вільних амінокислот з підвищене») кількістю проліну, 

який не корелює зі отупінню адаптації певної генетичної форми, прете 

характеризується сильною залежністю від генотипу. Пул вільних аміно­

кислот в дослідних рослин,зд вростає також завдяки значному накопи-



Таблиця 9

Вміст вільних амінокислот первинного листя різних форм, мг%
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Аміио
кисло А204+/+ 

лота

Гібрид 

А204О2/О2 Піонер

Гібрид 

П396 Дн-ський F-2 ГК-26

і 2 3 4 5 6 7 8

Тау 37,89 22,70 48,97 42,43 19,16 16,43 115,67

Асп 117,8? 66,92 123,84 104,87 281,52 20,03 185,18

Тре 68,18 80,79 103,95 78,53 257,84 26,30 95,26

Сер 167,91 193,14 208,96 171,73 341,02 121,43 191,07

Асн 1313,92 1і57,34 1480,25 975,78 1135,53 348,42 2352,52

Глу 151,03 140,67 88,61 60,48 - 137,71 14,77 184,06

Глн 196,54 237,37 324,59 183,57 546,45 99,27 21.75

«оААК 47,12 11,41 16,09 13,54 11,18 13.93

Про 115 ЗО 205,99 60,17 153,23 57,49 105,39 210,35

Глі 90,30 107,55 129,61 84,01 137,74 84,61 152,34

Ала 520,64 627,49 571,09 528,70 661,75 402,23 854,85

Вал 245,74 233,82 218,25 382,42 364,17 178.57 235.85
Мет 28,8R 153,64 33,59 18,41
Іле 66,28 68,39 109,58 83,35 138,30 81,59 117.61
Лей . 58,32 81,08 129,76 115,94 71,32 71.07 102,84
Тир 130,73 84,58 77,41 108,94 119,46 43,23 85,63
Фен 87,60 103,84 94,53 63,71 100,98 82,55 110,22
j, Ала 86,22 42,40 43,49 76,83 54,38 43,05 57,63

/  А1К 161,19 141,45 125,79 115,65 186,16 174,06 146,04
ГАМК 138,07 133,42 125,89 171,96 184,77 104,86 134,34
Орн 4,55 3.8Р 41,11 4,86
ЛІЗ 137,46 39,77 182,89 29,82 157,24 30,69 166,40
і'іс 281,09 126,26 153,01 44,92 165,05 165,05 155,79
Apr 33,36 50,71 52,63 25,38 81,19 90,39 73,12
Сумма4281,96 3985,99 4505,46 3601,52 5404,98 2338,21 5786,20

ченгао аспарагіну. Пророщування кукурудзи на розчинах солі, яке не 

спричиняє значного інгібірування росту, але приводять до значної пе­

ребудови складу вільній амінокислот, також може бути використане



для вивчення процесів біосинтезу амінокислот in vivo. Такі моделі 
можуть бути використані також в експериментах, де передбачається 
провідна роль формування пулу вільних амінокислот, наприклад, у взає 

минах рослина - комаха (Araya F., 1991).

Таким чином, максимальні відміни у складі амінокислот первинного 

листя кукурудзи різних генетичних форм як в звичайних умовах вирощу­

вання так і при адаптації до екзогенних факторів відносяться до вмі­

сту вільного проліну, глутаміну та аспарагіну.

Дослідження складу ліпідів зерна, анатомічних частин та білкових 
тіл зерна кукурудзи різних форм.

Ліпіди зерна високолізинових та звичайних форм кукурудзи вивчено 

недостатньо, особливо, маючи на увазі різну стійкість форм до фузарі 

озу, інших захворювань та захисну роль ліпідних компонентів насіння 

проти патогенів. ■

Ліпіди зерна та анатомічних частин зерна чотирьох звичайних та 

чотирьох мутантних форм кукурудзи по даним ТШХ не мали особливих 

відмін у складі основних ліпідних фракцій. Проте, спектроскопічний 

аналіз фракцій ліпідів до і після гідролізу і фракціонування виявив 

депкі особливості' о2-форм, .також їх більшу насиченість. В ліпідах, 

виділених із зерна переведених на високолівинову основу ліній, спос­

терігається зниження вмісту жирних кислот, здебільшого за рахунок 

олеїнової та лииолевої кислот. При цьому означена тенденція проявляє 

ться залежно від генотипу. . Якщо для ліній А204 та Wf 9 це зниження 

не перевищує 91, то для ліній W64 А і W155 становить 35% і 20% 

відповідно. Одержані нами дані відрізняються від опублікованих 

раніше (Poneleit C.G.,1972) внаслідок різних, засобів одержання су­

марної ліпідної фракції. При екстракції неполярними розчинниками 

одержуються переважно три- і дигліцериди, а застосування суміші Фол- 

ча приводить до вичерпної еісстракції (95% ліпідів), ьключаючи поляр­

ні ліпіди. В першому випадку о2-форми, які мають збільшений розмір 

зародку, характеризуються більшім вмістом ліпідів запасного характе­

ру. В наших експериментах одержується значна доля полярних (струк­
турних) ліпідів.

Для зародку характерно, що вміст ліпідів приблизно в 10 рааів 

більший, ніж в епдоспермі. В мутантних-зразках по*різному змінений 

жирнокислотний склад зародку та ендосперму відносно звичайних форм. 

Я)що в зародку мутантів,линолевої кислоти більше, то в ендоспермі о2
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-форм мае місце зниження кількості цієї жирної кислоти. Маючи на 

уваві рівну біологічну активність ненасичених жирних кислот, можна 

вробити висновок про більшу фізіологічну активність зародку мутантів 

в порівнянні в звичайними формами, в той час як для ендосперму ха­

рактерна протилежна закономірність. Неомилені речовини охарактери­

зовані методами ТШХ .1 ГРХ 1 показано їх змінений компонентний склад 

як для цілого верна, так 1 для анатомічних частин верна високая іви­

нової кукурудзи. Характер виявлених відмін дав змогу віднести їх до 

змін в складі Функціональних (структурних) ліпідів. При цьому 

ліпіди ендосперму характеризуються більш суттєвими змінами під впли­

вом мутації, ніж ліпіди зародку.

В сумарній фракції ліпідів поверхневих тканин о2-форм, які одер­

жані екстракцією хлороформом нероамолотих вернівок, знаходиться мен­

ше фосфоліпідів, знижена кількість вільних С18 жирних кислот 1 спос­

терігається змінений ГРХ-спектр вуглеводнів та неомилених речовин. В 

жирнокислотному складі поверхневих ліпідів на відміну від складу 

Інших анатоміних часток внайдено значну кількість низько та високо- 

..олекулярних кислот (табл.Ю). Характерною рисою е також наси­

ченість, ор підтверджується даними ІЧ-спектроскопіІ. В звичайних 

формах знайдено набагато більший вміст (в 1,9-2,8 рази) ненасичених 

СІ8 та високомолекулярних жирних кислот, ніж в мутантних, що 

підтверджено т г  чотирьох парах ліній незалежно від року репродукції. 
Така ж закономірність була показана для контрастних по стійкості до 

фуваріозу форм:, в нестійких формах вміст ненасичених кислот значно 

змеїпвено в порівнянні Із стійкими. ЦІ спостереження доповнюють уяв­

лення про провідну роль будови поверхневих тканин зернівки в 
стійкості насіння до гахворюпань.

Одержання препаратів білкових тіл супроводжувалось амінокислотним 

аналізом та електрофоретичними дослідженнями, що необхідно для Іден­

тифікації оргаі:ел. В сумарних ліпідах білкових тіл вначне місце за 

даними ТШХ посідають фосфоліпіди. що відповідає літературним даним 

відносно ліпідів субклітинних структур. Ненасиченість ліпідів білко­

вих тіл підтверджено 14 - спектроскопією та жирнокислотним складом 
(таб.11). Основна частина жирних кислот білкових тіл представлена 

С18 1 С 16 кислотами, серед яких найбільша доля належить линолевій
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Таблиця ІО
Вміст .їирних кислот в поверхневих ліпідах зерна кукурудзи 

(розраховано відносно вмісту С14:0)

-  Z7 -

Жирна

кислота

W155

+/+ 02/02

W64A

+/+ 02/02

А204

+/+ 02/02

С11:0 0,58 0,22 сл. СЛ. 0,94 0,29
С12:0 0,14 0,44 СЛ. 0,13 1,40 0,23

С13:0 сл. 0,03 СЛ. 0,06 сл. сл.

С14:1 сл. СЛ. 0,27 сл. сл. сл.

С15:1 0,14 сл. 0,37 0,22 0,20 0,12

С15:0 0,70 0,89 0,37 1,02 0,65 0,65

С16:1 0,64 1,29 6,02 1,97 1,44 2,98

С16:0 3,63 ' 5,40 7,67 5,54 9,80 8,05

С17:0 0,48 0,60 1.11 2,02 1,32 1,19

018:1,2 5,40 2,90 9,37 4,84 17,84 6,31

С18:0 0.90 2,36 2,55 2,54 Я, 60 1,38

С19:0 0,13 0,22 0,70 0,59 0,48 0,58

С20:0 0,18 • 0,24 0,63 0,64 1,33 0,22

021:0 0,13 0,24 0,*35 0,29 0,81 1,08

С22:0 2,40 1,30 6,17 6,87 7,29 4,05

С23:0 0,12 0,20 0,79 0,41 0,39 0,92

021:0 1,18 0,85 . 4,20 3,61 6,20 1,55

С25:0 1,09 0,60 12,56 3,11 2,48 2,17

С26:0 0,43 0,20 1,79
1-- ; ■■■ '■ ■

1,08 1,76 0.44

кислоті. Знайдено значну кількість насичених кислот, таких, як мар­

гаринова, пента-,три- і нонадеканові кислоти, які в сумарних ліпідах 
знайдені в елі цових кілью зтях. У високопродуктивного гібрида знай­

дено найбільшу ненасиченість ліпідів білкових тіл. В мутантних зраз­

ках спостерігається значне зменьшення яенасичених жирних кислот (на 

10 - 16Z) в порівнянні із звичайними формами. Тобто, скяї»^ «іпідів 

білкових тіл контролюється генотипом і більші по розміру Органели 

оточені шаром побудованим з більш ненасичених ліпідів- Маючи на ува­

зі провідну роль ліпідного вару в захисті запасних ділків від проте­
олізу.можна пояснити високоліЗиновий синдром як наслідок меншої за-



Таблиця 11
Склад жирних кислот сумарних ліпідів білкових тіл 

ендосперму верна рівних форм кукурудви в період спокою 

та на 5-й (2) дні пророщування,*
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(1).

Жирна А204 +/+ А204 о2/о2 Гібрид П1онер3978(

кислота 1 2 1, 2 1

С11:0 . - 0,67 - 1,63 1,82

С12:0 0,49 2,97 0,83 4,19 1,56

С14:0 1,43 2,42 2,33 5,84 . 0,94

С15:0 2,25 2,45 2,83 4,77 1,30

С16: 1 4,08 3,91 3,56 3,68 4,29

С16:0 11,44 26,41 10,10 12*56 27,95

C1V:0 0,19 2,91 6,62 7,99 0,52

С18:0 18,96 11,92 16,80 17,08 9,28

С18:1 10,85 6,45 9,15 8,36 10,05

С18:2 31,44 24,20 29,18 28,26 36,15

С1Ь:3 4,15 3,55 3,14 3,64 3,58

С19:0 сл. СЛ. 2,91 2,00 0,73

С20:0 2,15 '3,57 2,92 сл. 1,82

С22:0 9,40 7,46 5,91 сл. сл.

С24:0 2,26 1,73 2,41 сл. сл.

насичених 48,47 61,09 54,97 56,06 45,92
ненасичених50,53 38,11 45,03 43,94 54,08

хищеності запасних білків мутантів від протеолізу, що підтверджує 

теорію посттрансляційної модифікації веїнових поліпептидів за участю 

обмеженого протеолізу. 3.-лисна роль ліпідів білкових тіл від протео­

літичного розкладу підтверджується також експериментами на пророста­

ючому зерні. Знайдено, що ненасиченість ліпідів знижується паралель­

но з розкладом запасних органел. Перебудова ліпідного комплексу 

відбувається узгоджено із швидкістю проростання зерна. Значно від­

мінний жярнскислотний склад ліпідів білкових тіл ендосперму різних 

форм кукурудзи, які характеризуються різною продуктивністю, стійкіс­

тю до екзогенних факторів, свідчить про їх певну роль в процесі син­

тезу запасного білка 1 доповнює механізм провідного біос.,нтетичнгго 
процесу ендосперму.
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ОБГОВОРЕННЯ

Складні взаємини ніж пулом вільних амінокислот та білковими 

амінокислотами, що ми спос*еріпали, пояснюються різноякістю, або 

компартментаціею фонду вільних амінокислот. Амінокислот-! фонду,який 

приймає участь у біосинтезі білків, можуть бути відокремлені мембра­

нами або сорбовані на молекулах нуклеотидів, утворюючи з ними 

лабільні комплекси (Ізмайлов С.Ф., 1986). Різні за стійкістю форми

кукурудзи, що ми вивчали, відрізняються по ступеню відповідності 

вільних амінокислот білковим в процесі формування зернівки та по 

кількості цих азотовмісних сполук на етапі повної стиглості в зви­

чайних умовах вирощування 1 при адаптації до пестицидного стресу. На 

цей час не знайдено такого біохімічного по.лзника, який би так конт­

растно (в 4-10 разів) характеризував розбіжності між різними за 

стійкістю формами. На наш погляд, це можна пояснити тим, що 
1)надмірне накопичення амінокислот гальмує процеси біосинтезу захис­

них сполук зернівки, оскільки амінокислоти являються алостеричними 

регуляторами багатьох ферментів (Lea P.J., 1983; 2) вільні амінокис­

лоти - найбільш легкозасвоювана фоома азотовмісних сполук для пато­

генних мікроорганізмів та комах (Araya F.,1981).

Стійкість кукурудзи до сим-триазинів пояснюється активною дією 

глутатіон-S-трансферази (КФ. 2.5.1.18), яка перетворює фітотоксичні 

молекули на неактивні метаболіти. Процес дезактивації також полягає 

в утворенні кон'югатів атразина 1 його метаболітів з короткими пеп­
тидами (Кахніал'Рілі Х.А., 1989). Ферментативний розклад атразину

проходить в досліджених рослинах Із різною швидкістю в ряду: гібрид 

звичайна високая ізинова лінії/ Таким чином, можна говорити про наяв­

ність двох типів адаптивних механізмів в залежності від стійкості 

рослини. В пераюму випадку (механізм і) швидкий процес дезактивації 

ксенобіотика супроводжується своєчасним виводом чужерідних сполук із 

сфери життєзабезпечуючих процесів, синтезом пептидів-кон'югаторів з 

використанням пулу вільних амінокислот vLahdesmakl Р.,1985) Підвище­

ний вміст деяких зв’язаних амінокислот на кінцевому етапі розвитку 

зерна гібрида (наприклад, глутамінової кислоти) можна пояснити їх 

участю в утворенні кон’югатів. Меньша швидкість дезактивації ксе­

нобіотика в лініях приводит*, до феномену "невключения", тобто др 

зменшення кількості запасних білків на користь фракції вільних 
амінокислот (механізм 2\. Ці спостереженім гідтверджують теорію так



вваногс осмотично регульованого синтезу запасних білків (Tsai С.У., 

1983). З другого боку, цей механізм е фізіологічно доцільним, бо 

надмірне нагромадження вільних амінокислот створює осмотичний потен­

ціал, який стримує надходження сторонніх речовин (Хочачка П.,1988). 

Збиткова кількість амінокислот у вільному стані гальмує синтез 

білків тваринних організмів завдяки посиленню процесу помилкового 

аміноацшпованчя тРНК (Гулий Ф.М.,1979). Зміну амінокислотного складу 

вегетативних органів кукурудзи під впливом сим-триазинів можна пояс­

нити в експериментах 8 паростками - механізмом і, а в експерименті з 

дозріваючою кукурудзою переважно механізмом 2. Каші дані показують, 

що процес дезактивації сим-триа8ішів в вегетативних органах кукуруд­

зи включає перебудову азотовмісних речовин і цей процес залежить від 

фази розвитку, генотипу рослини, структури -ксенобіотика та його кон­

центрації .
Старіння листя кукурудви в репродуктивну фазу розвитку - фазу, 

яка найбільш важлива для сільскогосподарської діяльності і моделі 

якої не існує (Соболев A.M., 1983) - в різних за стійкістю формах 

рослин супроводжується рівним за кількістю і якістю процесом форму­

вання пулу вільних амінокислот. Наші спостереження відносно значно­

го зниження кількості вільного проліну у флатовому листі о2-кукуруд- 

зи в цей період в порівнянні Із звичайною формою можна зв’язати з 

формуванням високолівинового синдрому і, маючи на увазі репараційну, 

азотореэервчу, регуляторну та ін. функції цієї захисної амінокислоти 

(Брітіков А.С., 1975), зробити припущення про її роль у формуванні 

феномену стійкості кукурудзи на цій фазі розвитку.

Фонд вільних амінокислот у листі в репродуктивну фазу розвитку - 

це результат динамічної рівноваги якнайменш між двома процесами 

біосинтезу-протеолізу білка листя (Куперм&л 1.А.,1986). Ця рівновага 

може бути регульована, що підтверджує явище сенікації - обробка 
верхнього ярусу злаків азотистими речовинами з підвищенням врожай­

ності верна на 10-15Х. Знайдений нами високий кореляційний зв’зок 
між ГАМК та білковими амінокислотами листя вавдяки застосуванню 

вперше розробленного підходу: вивчення кореляційних зв'язків між 

вільними та вв’язаними амінокислотами - робить можливим припущення 

про її роль як регулятпіа процесів біосинтезу-проте іізу і відкриває 

можливість пошуку більш дешевих активних речовин- регуляторів в нап
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рямку структурних аналогів ГАМК і управління продуктивністю сільсь-' 
когосподарських рослин.

Пошук біохімічних особливостей, які б виразно характеризували 
різні за стійкістю генетичні форми, на ранніх етапах розвитку рос­

лин, не виявив таких контрастних характеристик, як на зернівці та 
листі дозріваючої кукурудзи, проте виявив генотипічну обумовленість 

формування звичайного та адаптивного пулу вільних амінокислот пер­

винного листя кукурудзи.Застосування сучасного хроматографічного ме­

тоду аналізу амінокислот, який дозволяє розділити на катіонообмінни- 

ку і кількісно визначити Э? нінгідрінпозитивних сполук у складі 

фізіологічних рідин рослин, зробило можливим знайти jb -амінокислоти 

в первинному листі 5-ти ліній і 2-х гібрид’в кукурудзи і вробити ре­
комендації по використанню цих моделей, які можна легкг отримати, 

для теоретичних та прикладних досліджень.

Наявність значної кількості нейтральних вільних амінокислот в 

поверхневих тканинах зерна нестійких до захворювань форм, які можуть 

потрапляти в епідермальні тканини по механізму, пасивного транспорту 

стало основою способу визначення стійкості і наступних досліджень 

ліпідів зерна різних за стійкістю форм. На схемі зображено основні 

напрямки біосинтезу жирних кисіЬт (ЖК) та компонентів восків в рос­

линах, відомі на цей час. Оскільки в нестійких формах в поверхневих 
та евдоспермальних тканинах знайдено більше ЖК з непарною кількістю 

атомів вуглецю, які синтезуються шляхом щеплення молекул ЖК з парною 

кількістю атомів вуглецю по механізму <Ь -щеплеьня, зроблено висновок 
про посилення цього біосинтэтичного шляху в нестійких до хвороб рос­

линах (гапрямок 8). В той же час, зменшена кількість ненасичених ЖК 

та високомолекулярних ЖК робить можливим припущення про зниження 

Інтенсивностей процесів й 9-цис-десатурації (напрямок 4), яісий при­

водить до головної природної моноєнової ЖК та £. 12, ‘ 5- цис-десатура- 

ції (напрямки 5,6,які відсутн4 в тваринних організмах, що є причи­

ною дефіцита есенціадьних ЙК), а також одної Із систем подовження 

пальмітинової кислоти, які існують в вищих рослинах, і приводять до 

високомолекулярних ЖК (напрямок 7).Джерелом вуглеводнів та високомо­

лекулярних спиртів в рослинах є молекули ЖК. Зниження високомолечу- 

лярних компонентів в восках нестійких- форм може бути пояснено або 

нестатком вихідних вида Ж, або зниженням інтенсивностей процесівіь- 
окислення та декарбоксиловання (напрямок 9).



Схема 2. Напрямки біосинтезу найбільш поширених жирних кислот (230 та деяких їх п о х ід н и х  

в поверхневій та ендоспершльній тканинах зерна кукурудзи.*»- посилення, * -  вни- 
лення інтенсивності біосинтеау в нестійких до вахворювань формах. В дужках м і с т я т ь ­

с я  найбільш типові речовини.
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висновки
1. Прсцес формування амінокислотного комплексу зерна рівних за 

стійкосте до екзогенних факторів форм кукурудзи характеризується 

певнов динамікою накопичення ув’язаних та вільних амінокислот, 

відношення між якими може бути подано за допомогою індексів невклю­

чения на різних стадіях розвитку зернівки, які характеризують ефек­

тивність використання вільних амінокислот у процесі біосинтезу за­
пасних білків.

2. В умовах адаптації до пестицидного стресу має місце зміна амі 
нокислотного складу зерна кукурудзи, ступінь якого залежить від ге­

нотипу рослини; для високопродуктивного гібриду характерна зміна амі 

нокислотного складу на первинних стадіях розвитку зернівки та зни­

ження пулу вільних е :інокислот; для ліній виявлена зміна амінокис­

лотного складу на всіх стадіях формування внаслідок збільпення кіль­

кості вільних амінокислот; найважливішими компонентами захисного 

пула амінокислот, сформованого в зерні дослідних ліній кукурудзи, є 
аспарагін та глутамін.

3. Перикарп зерна мутантних ліній характеризується в 2-2,5 рази 

більшим вмістом азоту, підвищеною активністю інгібіторів протеїназ, 

в 2-3 рази більшою кількістю вільних амінокислот в порівнянні з обо­

лонкою зерна звичайних ліній. 4 Наявність значної кількості вільних 
амінокислот - легкозасвоюваної форми азотовмістних речовин - в обо­

лонці цих форм може бути причиною більшої ураженості зерна мутантів 

грибковими захворюваннями.

4. Кількість добутих ьінгідрінпозитивних сполук з нерозмолотого 
зерна кукурудзи корелює із схильністю до захворювання фузаріозом, 

визначеною фітопатологічними методами, що стало основою розробки за­

собу визначення стійкості кукурудзи до фузаріозу.

5. Показано вплив генотипу на процес накопичення амінокислот в 

листі кукурудзи верхнього ярусу. В репродуктивний період розвитку у 

біляпочатковому листі зисоколізинових мутантів знайдено значно 

підвищений пул вільних амінокислот, а у флаговому листі.значно змен­

шену кількість вільного проліну в порівнянні Із звичайними лініями, 

що може бути зв'язано з формуванням феномену стійкості.
6. В період максимального накопичення вільних амінокислот в лис­

ті рослин, вирощених на оброблених атразином ділянках, виявлено 

підвищення вмісту вільного аспарагіну. На перших стадіях розвитку в



листі кукурудзи рівних форм під дією сим-триазинів спостерігається 

зміна складу вв'язаних амінокислот при практично незмінному складі 
пулу вільних амінокислот, що можна пояснити інтенсивним процесом 

пептидно! коньюгації; процес дезактивації ксенобіотиків, зв'язаний 

а перебудовою амінокислотного складу листя є тканиноспецифічним. за­

лежить від концентрації і будови молекули пестицида, стадії розвитку 

рослини і її генотипу.
7. Склад амінокислот первинного листя різних форм кукурудзи ха­

рактеризується максимальним пулом вігьних амінокислот, значним 
вмістом небілкових, ароматичних та основних амінокислот, що не має 

місця в вегетативних органах, зернівці на другій стадіях розвитку 

рослини і дозволяє запропонувати первинне листя кукурудзи як зручну 

модель для вивчення механізмів біосинтезу амінокислот in vivo.

8. Визначено рівницю у складі ліпідів верна та його анатомічних 

частин звичайних та мутантних форм кукурудзи. Показано, що ліпіди 

зародку мутантів характеризуються більшою ненасиченістю ніж ліпіди 

звичайних форм; для ендоспермів вивчаемих пар вихідна-високолівинова 

кукурудза знайдено зворотню закономірність.

9. Поверхневі ліпіди зерна кукурудзи о2-форм містять знижену 

кількість С-18 ненасичэних і високомолекулярних жирних кислот; нео- 

милені речовини поверхневих ліпідів і вуглеводні поверхневих восків

о2 - форм характеризуються зміненим відношенням компонентів в по­

рівнянні із звичайними формами; визначені закономірності справедливі 

також для контрастних по стійкості до фузаріозу форм і доповнюють 

уявлення про провідну роль біохімічних властивостей поверхневих тка­

нин зерна кукурудзи в стійкості насіння до захворювань.

10. Ліпіди білкових тіл зерна кукурудзи характеризуються нена­

сиченістю, значним внески низькомолекулярних жирних кислот і залеж­

ністю складу від генотипу рослини; вміст лінолєвої кислоти в ліпідах 

білкових тіл в ьрілому вёрн1 більший у форм з більшим розміром орга- 

нел і знижується при пророщенні зерна, що підтверджує захисну роль 

ліпідів, асоційованих з валасаюч ми органелами, від протеолізу запас­
них білків.
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