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17.

3. METODES.

In hierdie ondersoek is suiwer mielielyne as proefmateriaal
gebruik omdat daar bevind is dat by dubbelbastermieliekultivars
baie variasie ten opsigte van droogtebestandheid voorkom. Die
lyne wat gebruik is, is 'n V.S.A.-lyn (Mex. Mex. exotic 1 x
(NY821 x W37A)) en 'n Potchefstroomlyn A281. Eersgenoemde is by
die Landbounavorsingsinstituut van Potchefstroom 'n nommer
G556DT toegeken. Daar sal voortaan net na die Potchefstroom

reeksnommer G556DT verwys word.

Die mielies is in plastiekpotte met 'n deursnee van 15 cm
bevattende drie kilogram rooi sanderige grond geplant. Die
grond is vooraf deeglik met kunsmis (3:2:1) gemeng. Die vers=

houding was 1| gram kunsmis tot 1 kilogram grond.

Om te verseker dat die grondvog van albei mielielyne vergelyk=z=
baar gedurende die verloop van die droogteperiode is, is daar

in elke pot drie pitte van elke mielielyn geplant.

Die potte is in groeikabinette waarin die groeitoestande kuns=
matig beheer is,geplaas. Die daglengte was dertien uur, die
temperatuur 290C en 'n relatiewe humiditeit van 35%. Nagtem=

peratuur was 20°C met 'n relatiewe humiditeit van 40%.

Nadat die plante op was,is die proefplante vir 5 weke elke
"1eede ¢ 7 met 200 ml kraanwater natgemaak. Daarna i die
proefplante toegelaat om uit te droog. Die kontrole plante is
vir die duur van die eksperiment elke tweede dag van 200 ml

water voorsien.
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3.4.2.

'n Gewysigde metode van Van Loon en van Kammen (1968) is gebruik.
Die buffer bestaan uit 0,002 M EDTA; 0,1M Tris-(hidroksiemetiel) -
aminometaan; 0,1% askorbiensuur en 0,1% sisteIen. Die buffer is

met 6N HCL tot pH8,0 getitreer.

Die massa van 1 gram blaarweefsel is noukeurig bepaal. Ver=
volgens is die blaarweefsel in 25 ml koue buffer vir 3 minute
in 'n ysbad gehomogeniseer. Nadat die ekstrak teen 30 000 g
vir 15 minute gesentrifugeer is, is die bovloeistof 95% ver=
sadig met ammoniumsulfaat. Die mengsel is vir 15 minute teen

30 000 g gesentrifugeer.

Die proteienpresipitaat is in 2 ml SDS-buffer (pH6,8) opgelos.
Die SDS-buffer is soos volg berei: 0,125 M Tris-(hidroksie-

metiel) ~aminometaan; 20% gliserol; 10% merkaptoé&tanol en 4% SDS.

Hierdie ekstrak is dan vir jelelektroforese gebruik.

1

3.4.3. Reraling van die C 4—aktiwiteit in die protelene.

Die ekstrahering van die gemerkte protelene word op dieselfde

wyse gedoen as vir jelelektroforese soos beskryf in 3.4.2.

Die protelene word gepresipiteer deur die byvoeging van 5 ml
50% trichloorasynsuuroplossing. Vervolgens is die ekstrak vir
15 minute teen 30 000 g gesentrifugeer waarna die gepresipi-
teerde proteiene in 1 ml "Solulene" opgelos is. By hierdie

1 ml opgeloste proteiene is 10 ml "Insta-gel" gevoeq.
("Insta-gel" is vanaf Packard Instruments verkry). Die akti=

witeit van die ekstrak is hierna bepaal.
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Die aminosure is met 100 ml 2N NH,OH en 100 ml 4N NH4OH geélueer.
Die eluaat is met behulp van 'n vakuumindampapparaat droog ge=

damp. Die residu is in 5 ml sitraatbuffer (pH2,0) opgelos.

Hierdie ekstrak is vir verdere skeiding en kwantitatiewe be=
paling van die aminosure op die TSM-l-aminosuuranaliseerder

gebruik.

)tale protelienaminosuurkonsentrasies sowel as die konsentrasies
van die afsonderlike aminosure is vanaf die chromatogramme be=

reken. Norleusien is deurgaans as interne standaard gebruik.

Drie herhalings van die proef is gedoen. Van elke monster is

drie bepalings gedoen.
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By G55°7T is die persentasie afname in die wateroplosbare pro-
telenkonsentrasie tussen dag een en vyf baie laer as by A28l
(fig. 2.2 en tabel 2.2). Na die vyfde dag van die droogteperiode
is daar egter 'n skerp afname in die proteienkonsentrasie wat
hoogs betekenisvol is by albei die mielielyne. Die verandering
is egter sodanig dat A281 betekenisvol van G556DT verskil met

die volle verloop van die droogteperiode. (fig. 2.2 en tabel 2.2).

4.3 Protelensirtesetemno.

(fig. 3 & 8 en tabel 3)

Volgens die krommes van fig. 3 en tabel 3 is daar 'n reglynige
afname in die persentasie protelensintese vanaf dag een van die

droogteperiode by albei die mielielyne.

Die afnametempo is egter baie hoé&r by A28l as by G556DT.
Veral tussen dag een en drie is die afname by G556DT laer as

by A281 (fig.3 en tabel 3).

4.4 Chlorofilkonsentrasies.

(fig. 4.1, 4.2 & 8 en tabelle 4.1, 4.2 & 4.3)

Uit die resultate is dit duidelik dat daar 'n byna reglynige
afname in die konsentrasies van chlorofil a en b, sowel as
totale chlorofil by albei die mielielyne gedurende die ver=
"op van ¢ 2 droogteperiode plaasvind. Dit is egter duidelik
dat by G556DT hierdie afname in konsentrasie stadiger plaas=
vind as by A28l. Die verskil in afnametempo is veral opval=

lend by die chlorofil a en totale chlorofilkonsentrasies.



Relatiewe persentasie watertekort.
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Die toename in die RNase-aktiwiteit en die afn
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5. BESPREKING EN GEVOLGTREKKING.

5.1. Relatiewe persentasie wetevtekort en proteieninhoud.

(fig. 1, 2.1, 2.2, 3, 5, 6, 7, 11 en 12 en tabelle 1,
2.1, 2.2, 3 en 5)
Die relatiewe persentasie watertekort neem by albei die mie=
lielyne byna reglynig met die verloop van die droogteperiode
toe. G556DT is blykbaar instaat om die tempo van vogverlies

beter te beperk as A281 (fig. 1 en tabel 1).

Chen, et al. (1964) meen dat proteiene waarskynlik die grootste
faktor is wat bydra tot die matryspotensiaal van plantweefsel.
Volgens hierdie outeurs sal 'n toename in totale proteienkon=
sentrasie aanleiding gee tot 'n afname in die tempo van vog=

verlies.

Volgtns Todd, Ingram & Stutte (1962) is die protefeninhoud van
koring met 'n ho& droogtebestandheid, hoér as by koring wat

nie droogtebestand is nie.

Die proteieninhoud van G556DT is ho&r as dié van A281 gedurende
die hele verloop van die droogteperiode (fig. 2.1 & 2.2 en

tabelle 2.1 & 2.2). Hierdie kenmerk van G556DT is waarskynlik
die belangrikste faktor wat aanleiding gee tot 'n kleiner per=

sentasie watertekort by hierdie lyn as by A281.

o Vo v
name in die totale protefenint 1d by Lbei die ielielyne waar=
geneem (fig. 2.1 & 2.2 en tabelle 2.1 & 2.2). Hierdie resul=
tate stem grotendeels ooreen met gegewens verkry deur Dhindsa

& Bewley 1976; Maranville & Paulsen 1972; Savitskaya 1972 en/...

: & 1 1 1967.
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Uit die resultate is dit, soos reeds aangedui, duidelik dat
daar by G55( T 'n geringer verandering in proteieninhoud tydens
droogte plaasvind as by A281 (fig. 2.2 & 6 en tabel 2.2). Na
die vyfde dag neem die protelenkonsentrasies by albei die mie=
lielyne baie vinniger af. Dit word waarskynlik deur 'n hoér
hidrolisetempo en onderbreking van die protelensintesesisteem
teweeg gebring. Chen, et =7. (1964) verkry soortgelyke resul=
tate met sitrussaailinge wat van mekaar verskil ten opsigte van
droogtebestandheid. Die verskil in reaksie op 'n droogteperiode
kan moontlik daaraan toegeskryf word dat die droogtebestande
plante 'n groter weerstand het teen konfigurasieveranderinge
van die makromolekule. Uitdroging van plantweefsel kan aan-
leiding gee.tot die verbreking van sekondére en tersiére bande
van die protelenmolekule en dit veroorsaak dat die proteiene

makliker gehidroliseer kan word.
v

HenckelL , Satarova & Tvorus (1967) het bevind dat tamaties wat
droogtebestand is, 'n hoér respirasietempo vertoon as tamaties
wat nie droogtebestand is nie. Dit bewerkstellig 'n beter vry=
stelling van metaboliese water wat protoplasmiese polimere
hidreer. Andreyeva & Kurkova (1965) toon aan dat droogtebestan=
de mielies instaat is om langer met fotofosforilasie in die
mitochondriums van wortelpunte vol te hou as plante wat minder

droogtebestand is.

Die resultate met gemerkte -l-aminosure toon 'n byna reglynige
afname in die protelensintesetempo by albei die mielielyne ty=
dens die droogteperiode (fig. 3 en tabel 3). ¢ »>rtgelyke af=
names in proteiensintese word onder andere deur Dhindsa &

Bewley (1976); Nir et al. (1970); » r-anville & Paul: 1 (1972)/...
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en Dhindsa & Cleland (1975(b)), beskryf. Die afname in die
protefiensintesetempo is egter veral tussen dag een en drie van
die droogteperiode laer by G556DT as by A28l. Volgens Henckel
(1970) is sekere plante moontlik meer droogtebestand omdat
hulle instaat is om bestaande protelene instand te hou deur

'n ho&r protelensintesetempo.

Die RNase-aktiwiteit neem by A281 vanaf dag een byna reglynig
toe. Die RNase-aktiwiteit by G556DT toon ook 'n toename maar
eers vanaf die derde dag van die droogteperiode (fig. 5 en
tabel 5). Arad & Richmond (1976) en Maranville en Paulsen
(1972) toon 'n soortgelyke verband aan tussen 'n toename in

vogspanning en RNase-aktiwiteit.

Volgens die resultate is dit duidelik dat daar 'n baie noue
verband tussen RNase-aktiwiteit en protelIensintesetempo bestaan
(fig., 7 en tabelle 3 & 5). Hierdie bevinding stem grotendeels
ooreen met resultate verkry deur Maranville & Paulsen (1972).
Verhoogde RNase-aktiwiteit het veral 'n invloed op die

b-RNS wat die ribosome aanmekaar koppel vir protefensin=

tese (Henckel, 1970).

Hsiao, (1970) het bevind dat by mielies wat aan droogtetoestande
blootgestel word, die aantal polisome baie vinnig afneem. Hier=

die afname vind na slegs tien minute van vogspanning plaas.

ot tli ¥
hoér protelensintesetempo te handhaaf as A28l omdat die RNase-
aktiwiteit by G556DT deurgaans laer is as by A28l. Dit mag

dus wees dat G556DT meer polisome as A28l bevat.
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Volgens Blackman (1953) kan aminosure en protelene dien as res=
pirasiesubstraat vir verouderende lourierkersieblare. Die af-
name in die aminosuurkonsentrasies is waarskynlik die gevolg
van die benutting van aminosure as respirasiesubstraat. Die
feit dét die chlorofilkonsentrasies by hierdie stadium van

die droogteperiode alreeds met ongeveer 40% afgeneem het, sal
waarskynlik aanleiding gee tot 'n tekort aan beskikbare kool=
hidrate vir respirasie (fig 4.2 en tabel 4.3). Daar bestaan
egter ook die moontlikheid dat die sintese van sekere aminosure
op hierdie stadium gerem word, waarskynlik omdat die toenemende
waterspanning die werkinj van sekere ensiemsisteme beinvloed
(Huffaker et al., 1970; 1aranville & Paulsen, 1972 en Todd &

Yoo, 1964).

Kemble & McPherson (1954, en Lahiri & Singh (1968) skryf die
ophoping van aminosure by 'n ho& mate van uitdroging aan die
hidrolise van proteiene toe. Volgens Palfi & Juhasz (1969) is
die verskyning van pipekoliensuur in die vrye aminosuurpoel
tydens droogtetoestande 'n aanduiding van so 'n proteolisepros=
ses., Barnett & Naylor (1966) en Routley (1966) meen dat dié

ophoping die belangrike funksie vervul van stikstofberging.

G556DT begin eers na die derde dag var die droogteperiode 'n
verandering in aminosuurmetabolisme toon. Dit is 'n aandui=
ding dat G556DT instaat is om langer met normale stikstofn

tabolisme vol te hou as A281 wat reeds vanaf die eerste dag

aminosure ophoop (fig. 12 en tabel 7).
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1. Die transaminasie van glutamiensuur om sodoende o -ketoglu-
taarsuur te vorm wat as respirasiesubstraat dien (Goodwin

& Mercer, 1974). Naas koolhidrate is glutamiensuur die

mees geskikte resj ' rasiesubstraat (Weinstein, 1957).

2. Glutamiensuur is ook die voorganger van ander aminosure
soos Y -~aminobottersuur en prolien (Goodwin & Mercer,

1974).

Die ophoping van prolien word waarskynlik teweeg gebring deur
die onderbreking van die ensiemsisteem wat verantwoordelik is
vir die omvorming van prolien na glutamiensuur. Gedurende
normale toestande word die oksidasie van prolien versnel as

die prolienkonsentrasie styg, en dit veroorsaak dat die prolien=

inhoud laag bly (Steward, et al., 1977).

Die jonderbreking van die ensiemsisteem vir die oksidasie van
prolien na glutamiensuur het skynbaar 'n belangrike funksie.
Omdat prolien die beste wateroplosbare aminosuur is, kan dit
tydens vogspanning nog in "hoé& konsentrasies in cplossing bly,
en gevolglik nog in 'n metabolies aktiewe toestand verkeer

(Palfi, et al., 1974).

Tydens 'n baie gevorderde stadium van die droogteperiode dra
die hidrolise van protelene moontlik by tot die hoé prolienkon=

sentrasie (Barnett & Naylor, 1966).

1dat toegediende prolien, plante se weerstand teen droogte
1 :hdog, is prolienophoping waarskynlik 'n definitiewe droogte=

bestandheidsfaktor (Hubac & Guerrier, 1972).
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gestimuleer. Dit kan moontlik een van die faktore wees wat by
die vinniger afname in die totale proteleninhoud by A281 be=

trokke 1is.

Wat glisien betref, is daar relatief min verandering gedurende
die verloop van die droogteperiode waargeneem. Slegs by 'n

baie ho& mate van vogverlies neem die glisieninhoud af.

5.3.2.5. X=1*9ninhoud.

(fig. 13.en tabel 8).

Gedurende die droogteperiode neem die valieninhoud by albei
die mielielyne toe. Dit stem ooreen met die bevindinge van
Kemble & McPherson (1954); Thompson, et al. (1966) en
Savitskaya (1965). Volgens eersgenocemde neem die valieninhoud
toe omdat alanien en glutamiensuur deur transaminasie hulle

aminogroepe aan die voorloper van valien oordra.

Die valieninhoud by G556DT verander egter eers na die derde

dag van die droogteperiode.

5.3.2.6. Fenielalanien- en histidieninhoud.

(fig. 13 en tabel 8).

Die verandering in die fenielalanien- en histidieninhoud toon

dieselfde patroon tydens die verloop + die droogteperiode.

By G556DT vind daar 'n ophoping van die twee aminosure plaas
tot en met die vyfde dag van die droogteperiode. Hierdie op=

hoping is waarskynlik net soos by die meeste van die ander/....
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aminosure aan die onderbreking van die protel 1sintesesisteem
en verhoogde sintese van die aminosure toe te skryf. Die af=
name in dié aminosuurinhoude is hoofsaaklik aan 'n afname

in die sintese daarvan en aan 'n benutting van hierdie amino=

sure as respirasiesubstraat toe te skryf.

By A281 neem die inhoud na die vyfde dag toe. Dit kan moontlik

aan die hidrolise van protelene toegeskryf word.

5.3.2.7. Arginierinhnud.

(fig. 13 en tabel 8).

Die resultate stem ooreen met dié van Saunier,et al. (1968)

en Barnett & Naylor (1966).

Die toename in die arginieninhoud is waarskynlik die gevolg van
die hidrolise van arginienryke proteliene. Volgens Rena &
Splittoesser (1974) is dit veral reserwe-protelene wat ryk

is aan arginien.

Die afname in die arginieninhoud by 'n gevorderde stadium van
die droogteperiode kan 'n aanduiding wees dat die reserwepro-
teiene by A28l reeds uitgeput begin raak. Op hierdie stadium

styg die arginieninhoud by G556DT nog steeds.

5'3.2'8. m*"'"""’\v\4_r\hﬁ11tq'

(fig. 13 en tabel 8).

Volgens Prusakova (1960) is normale blaargroei van voldoende
triptofaan en tirosien afhanklik. Die afname in die tirosien=

inhoud by albei die mielielyne kan dus 'n aanduiding wees dat/...
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normale blaargroei vanaf die vyfde dag van die droogteperiode

gerem word.

Aspekte wat moontlik aanknopingspunte kan bied vir seleksie van

droogtebestande plante is die volgende:

1.

Die bepaling van totale protelene.

Die plant met die hoogste proteleninhoud is blykbaar meer
droogtebestand omdat sulke plante 'n ho&r matryspotensiaal
besit en gevolglik meer gebonde water bevat. Verandering
in die protelenfraksies, veral die hoog molekulére massa
protefene, gedurende die droogteperiode is 'n goeie aan-
duiding van die mate van vogspanning by dié plante. By
meer droogtebestande plante behoort hierdie verandering

laer te wees.

Die bepaling van chlorofilinhoud.

'n Metode waaraan daar in die verlede min aandag geskenk

is en wat in hierdie ondersoek duidelike verskille aantoon,
is die bepaling van chlorofilinhoud. Op grond van die
verandering in veral chlorofil a- en totale chlorofilin=
houd kan G556DT van A28l onderskei word as die meer droog-
tebestande lyn van die twee. Die bepaling van chlorofil
het dié belangrike voordeel dat die ekstrahering en be=

paling daarvan relatief eenvoudiqg is.

RNase=-aktiwitait on vrye aminosure.

'n Moontlike ander metode sou wees om die tydsduur te bepaal

voordat die plant 'n versteuring in aspekte soos/.........



65.

RNase-aktiwiteit en vrye proteiIenaminosuurinhoud begin vertoon,
gedurende droogtetoestande. Daar is bevind dat G556DT ten op=
sigte van dié aspekte eers 'n verandering begin toon teen die
derde dag van die drooateperiode. Hierteenoor vertoon A281

reeds vanaf die eerste dag van die droogteperiode 'n verandering.

Dit was ook in hierdie ondersoek duidelik dat die prolientoets
'n redelike aanduiding van droogtebestandheid kan wees.

G556DT begin eers prolien ophoop vanaf die derde dag van die
droogteperiode, maar hoop groter hoeveelhede prolien op as

wat by A281 die geval is.
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Onder droogtetoestande neem die vrye protelIenaminosuurinhoud
by albei die teellyne aanvanklik toe, daal daarna en neem by
'n baie ho& relatiewe persentasie watertekort weer effens toe.
Die aanvanklike ophoping van vrye inosure is waarskynlik

toe te skryf aan 'n verhoogde aminosuursintese en 'n gedeelte=
like onderbreking van die protelIensintesesisteem. Die di =
opvolgende afname in aminosuurinhoud word waarskynlik teweeg

« oring "::ur 'n afname in die aminosuursintese en 'n hoér mate
van benutting van sekere aminosure as respirasiesubstraat.
Onder baie hoé€ vogspanning dra die proteolise van proteiene

waarskynlik by tot die geringe styging in die aminosuurinhoud.

Moontlike kriteriums vir die seleksie van droogtebestande
plante is "'e volgende: Die invloed van droogtetoestande op
die totale protelIeninhoud, op die verandering in die proteiIen=
fraksies, veral die hoog molekulére massa proteiene, op die

chlorofilinhoud, op die prolieninhoud en op die tydsduur vanaf

die begin van die droogteperiode totdat die plant 'n versteuring

in aspekte soos RNase-aktiwiteit en vrye protelIenaminosure

begin vertoon.
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7. SUMMARY,

Two maize lines, A281 and G556DT, were investigated to ascer=
tain the effect of drought conditions on the following aspects
of the water relations and nitrogen metabolism: relative per=
centage water deficit, total water soluble protein content
rate of protein synthesis, chlorophyll content, total amount
of water soluble protein fractions and qualitative and quan=

titative chanues in the free protein amino acid content.

During the drought period the relative percentage water deficit
of A281 proves to be higher than that of G556DT. Total water
soluble protein content is higher in G556DT than in A281.
G556DT also exhibits a higher rate of protein synthesis under

these conditions.

A sharp decline in the chlorophyll content of both maize lines
occurs under increasing water stress. The chlorophyll content
of A281, however, decreases much faster than that of G556DT.
The rate of protein synthesis and the chlorophyll content are
apparently well correlated with each other during drought con=

ditions.

The RNase-activity of A28l increases from the first day of the
drought period onwards. In the case of G556DT, the increase
only begins after the third day of the drought period, and the
rate of increase is lower than that of A281. The RNase evidently
affects the rate of protein synthesis by destroying the mRNA

linking the ribosomes.

The most marked change in the protein fractions occurs in the

3 u ] Ue in/.c-
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the protein fractions are less obvious in the case of G556DT

than in that of A281.

The free amino acid content of both maize lines initially in=
creases under drought conditions, thereafter it decreases and
this is followed by a slight increase at a very high relative
percentage water deficit., The first accumulation is probably
due to a higher synthesis rate of these amino acids and a par=
tial interruption of the protein synthesis system. The de=
crease that follows is probably due to a decrease in amino
acid synthesis and a higher utilization of certain amino acids
as respiratory substrate. The ultimate slight increase in
amino acid content under very high water stress is probably

wused by the hydrolysis of proteins.

Selection of drought resistant plants may be possible by de=
termining the influence of drought conditions on: total water
soluble protein content, changes in the protein fractions (es=
pecially the high molecular mass fraction), chlorophyll content,
and proline content. Additionally, the elapsed time from the
beginning of the drought period until the first changes in
RNase-activity and free amino acid content are observed, may

be significant.
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