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Aktywno$¢ proteolityczna wyciggéw z jaryzowanych
i nie jargzowanych kielkéw pszenicy

Proteolytic activity of extracts from vernalized and nonvernalized wheat germs

J. MYCZKOWSKI

Poznanie biochemicznego i fizjologicznego tta procesu jaryzacji w za-
kresie przemian zwigzkow azotowych u pszenicy wymaga ciggle jeszcze
dalszych szczegotowych badan.

. W pracy poprzedniej (Myczko wski 1967) stwierdzono miedzy
innymi wzrost aktywno$ci proteaz nasion pszenicy ozime] pod wplywem
dzialania temperatury jaryzacyjnej. Podobne wyniki uzyskali rowniez
inni autorzy (Blagowieszczenskij, Kirittowa 1955; Btla-
gowieszczenskij, Kotobkowa 1951). Jak wiadomo, proces
jaryzacji zlokalizowany jest w kietkach, czego dowodzi mozliwosé uzy-
skania pelnego rozwoju roslin zboz ozimych, pochodzacych z kietkow
izolowanych od endospermu i jaryzowanych na sztucznej pozywce (Gre-
gory, Purvis 1938; Markowski, Ryka 1967). W oparciu o po-
wyzsze dane podjeto badania nad wplywem jaryzacji na aktywnos¢ pro-
teaz w kielkach pszenicy.

MATERIAL I METODYKA

-

Nasiona pszenicy. ozimej 'Ostki Zlotoklosej’ oraz pszenicy jarej 'Ostki
Chlopickiej’ ze zbioru w 1966 roku kielkowano w temperaturze 1,5°C
w ciemnosci w specjalnych komorach jaryzacyjnych (Markowski
1962) oraz w temperaturze wykluczajacej jaryzacje (22°C) na szalkach
Petriego w termostacie. Okres kielkowania nasion w obu temperaturach
oraz wartosci suchej masy kielkow podano w tabeli 1. Po zakonczeniu
kietkowania nasion kietki izolowano od endospermu i wyciskano z nich
sok za pomoca mikropraski. Podobnie jak w do$wiadczeniach opisanych
w poprzedniej pracy (Myczkowski 1970) sok homogenizowano w cig-
gu 5 minut, a wszystkie czynnosci przeprowadzano w obnizonej tempera-
turze. Aktywno$¢ proteolityczng badano dwoma metodami (Singh
1962).
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Tabela 1 — Table 1
Sucha masa kielkéw izolowanych z nasion pszenicy,
kietkowanych w temperaturze 1,5°C oraz w temperaturze 22°C
Dry weight of embryos isolated from wheat seeds germinated at 1.5°C and 22°C

| Temperatura . Sucha masa
| sietsowania | Okres k€O 00w g |
. . ; wania nasion '
gbiek}:y ' nasion Dry weight of
Material | Temperature 100 embryos
. of §eed§ in g
| germination
Pszenica ozima { 5o , 52 dni -
Winter wheat ,5°C 52 days 1,3
Pszenica jara 1 5oG 46 dni
Spring wheat % 46 days 1,248
Pszenica ozima o 120—123 godziny
Winter wheat A 120—123 hours 1454 |
Pszenica jara 990 119—121 godzin 1295 l'
Spring wheat c 119—121 hours | g |

Metoda pierwsza polegala na przeprowadzeniu autolizy biatka w soku
kielkow. Sok rozcienczano woda destylowana w stosunku objetoSciowym
1:4 i inkubowano w termostacie w temperaturze 37°C w ciagu 5 godzin,
a nastepnie wytrgcano biatka 5% TCA przez 15 minut w temperaturze
0°C i wirowano przez 15 minut w temperaturze 4°C przy 1500 g celem
oddzielenia bialka od zwigzkoéw azotowych niebialkowych. Po oddziele-
niu supernatantu mikrossawka osad bialkowy przemywano 5% TCA,
powtornie wirowano i $ciagano supernatant, zawierajacy reszte azotu
niebiatkowego. W ten sam sposob oddzielano azot bialkowy od niebial-
kowego w probce kontrolnej (0 godzin autolizy) bezposrednio po homo-
genizacji soku. Zawarto$¢ azotu bialkowego w osadzie oraz azotu ogoél-
nego w homogenizowanym soku z kielkéw oznaczano metodg Kjeldahla.
Zawartos¢ azotu niebiatkowego wyliczano z réznicy miedzy azotem ogdl-
nym a bialkowym. Analizy wykonano w 3 oddzielnych probkach mate-
rialu roslinnego, a wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie.

Drugim sposobem oznaczenia aktywnosci proteolitycznej soku kiel-
kéw byla inkubacja surowej proteazy wobec 1% roztworu kazeiny w bu-
forze (0,103 M fosforanu dwusodowego i 0,0485 M kwasu cytrynowego)
przy pH 5,0. Sok wycisniety z kietkoéw wirowano przez 1 godzing w tem-
peraturze 4°C przy 10000 g, a uzyskany supernatant (wyciag enzyma-
tyczny) $ciggano mikrossawkg i inkubowano z 1% roztworem kazeiny
w stosunku objetociowym 1:4 w termostacie w temperaturze 27°C
przez 24 godziny z dodatkiem chloroformu przy pH 5,0. Inkubowano
rowniez w tych samych warunkach wyciag enzymatyczny bez kazeiny
(kontrola) z woda destylowang w stosunku objetosciowym 1:4. Azot
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bialkowy oddzielano od niebialkowego tak samo jak w autolizatach.
W wyciagu enzymatycznym oznaczono nastepujace frakcje azotowe przy
pomocy metody Kjeldahla: azot ogélny, niebialkowy i bialkowy przed
inkubacja oraz azot niebialkowy po inkubacji bez kazeiny (kontrola).
Aktywno$¢ proteazy wobec kazeiny oznaczono jako zawarto$¢ w inkubo-
wanej probce azotu niebialkowego, uwolnionego z substratu. Zawartosc
ta oznaczono w 3 powtdrzeniach metoda Kjeldahla.

WYNIKI BADAN

W tabeli 2 przedstawiono wplyw zréznicowanej temperatury kietko-
wania nasion na przebieg autolizy bialka w soku kielkow pszenicy. Jako
miare aktywnosci proteolitycznej soku przyjeto ubytek zawartosci azotu
biatkowego w czasie autolizy w odniesieniu do nie autolizowanej kon-
troli w przeliczeniu na mg oraz w procentach.

W soku kielkéw pszenicy ozimej stwierdzono istotnie nizsza zawar-
to$¢ azotu biatkowego pod wplywem temperatury jaryzacyjnej zaréwno
przed autoliza, jak i po autolizie biatka. Ubytek azotu biatkowego wyli-
czony w mg oraz wprocentach byl u jaryzowanych kielkéw pszenicy ozi-
mej istotnie wyzszy w porownaniu z kielkami nie jaryzowanymi.

U pszenicy jarej zawarto$¢ azotu bialkowego byla istotnie nizsza
przed autoliza biatka soku kietkow w warunkach niskiej temperatury
kielkowania nasion w porownaniu z kietkami, wyrostymi w temperaturze
22°C, a po autolizie biatka zawartos¢ ta nie roéznila sie istotnie. Ubytek
azotu bialkowego w czasie autolizy byl istotnie wyzszy pod wplywem
wyzszej temperatury kietkowania nasion.

Wyniki badan nad aktywnoscia surowej proteazy kietkow pszenicy
przy zroznicowanej temperaturze kielkowania nasion podano w tabeli 3.
Jako miare aktywnosci proteazy przyjeto ilos¢ azotu niebiatkowego,
uwolnionego z kazeiny podczas inkubacji enzymu. Dla uzyskania tej
wartosci liczbowej przeprowadzono inkubacje wyciggu enzymatycznegn
bez kazeiny, a ilo§¢ azotu niebialkowego, pochodzacego z rozpadu biatka
rodzimego odjeto od ogolnej ilosci azotu niebiatkowego, oznaczonego
w probce inkubowanej z kazeina.

Aktywnos¢ proteazy przeliczona na 1 1 wyciggu enzymatycznego
byla wprawdzie istotnie wyzsza w kielkach obu badanych odmian psze-
nicy pod wplywem niskiej temperatury kietkowania nasion w porow-
naniu z temperaturg 22°C, lecz u odmiany ozimej roéznice te byly bar-
dziej glebokie, niz u odmiany jarej.

W tabeli 3 podano réwniez aktywnos¢ proteazy kietkow pszenicy
w przeliczeniu na 1 g azotu bialkowego, zawartego w inkubowanej
probee. Zawarto$¢ te stanowilo bialko rodzime wyciggu enzymatycznego
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oraz biatlko kazeiny, dodane jako sztuczny substrat. Poréwnanie ilosci
azotu niebialkowego w prébce inkubowanej bez kazeiny z iloscig azotu
ogblnego wyciggu enzymatycznego $wiadczy o tym, ze bialko rodzime
uleglo tylko czeSciowemu rozkladowi w czasie inkubacji, natomiast
biatko kazeiny bylo hydrolizowane bardzo intensywnie (ubytek kazeiny
wynosit 28—68%). Powodem tego bylo zapewne wysokie stezenie sztucz-
nego substratu, niemniej jednak stanowi to potwierdzenie opinii (Singh
1962) o przydatnosci kazeiny jako substratu do badan aktywnosci pro-
teaz roslinnych.

Zawarto$¢ azotu bialka rodzimego w wyciagach enzymatycznych ba-
danych obiektow byla zrdznicowana u pszenicy ozimej podobnie jak
w soku, poddanym autolizie bialka, natomiast u pszenicy jarej wiecej
biatka zawieral wycigg enzymatyczny z kielkéw izolowanych z nasion
kietkowanych w niskiej temperaturze w poréwnaniu z temperaturg 22°C.
Przyrost azotu niebialkowego po inkubacji bez kazeiny byl u wszystkich
badanych obiektéw wprost proporcjonalny do stezenia biatka rodzimego
w wyciggu enzymatycznym, natomiast zawartos¢ azotu niebiatkowego,
uwolnionego podczas inkubacji z kazeiny, byla zroznicowana w przeli-
czeniu na 1 g azotu bialkowego podobnie jak po przeliczeniu na 1 1 wy-
ciggu enzymatycznego.

OMOWIENIE WYNIKOW

Badania nad aktywnoscig proteaz kietkow pszenicy przeprowadzone
metodg autolizy bialka oraz metodg inkubacji enzymu z kazeing daly
nastepujgce wyniki: droga autolizy bialtka stwierdzono istotny, stymu-
lujacy wplyw niskiej temperatury kielkowania nasion na aktywnos¢
proteaz soku kietkow tylko u pszenicy ozimej, natomiast u pszenicy
jarej wyzsza aktywnos$é proteolityczng wykazaly kietki w warunkach
wyzsze] temperatury kielkowania nasion. Podczas inkubacji proteaz
z kazeing aktywnos¢ enzymatyczna wzrastala istotnie pod wplywem na-
stepczym jaryzacyjnej temperatury kielkowania nasion u obu bada-
nych odmian pszenicy. Uwzgledni¢ nalezy jednak fakt, ze stezenie sztucz-
nego substratu bylo jednakowe dla wszystkich badanych obiektow,
a przed autolizg stezenie biatka rodzimego w soku kielkow bylo zrézni-
cowane w poszczegblnych obiektach. U pszenicy jarej intensywnosé
autolizy bialka byla wprost proporcjonalna do jego stezenia, mozna wiec
przypuszczac, ze przy jednakowych stezeniach substratu aktywnosé¢ pro-
teaz nie roznilaby sie, mimo roéznych warunkow termicznych. Natomiast
u pszenicy ozimej aktywnos¢ proteolityczna autolizowanego soku kiel-
kow jaryzowanych byla istotnie wyzsza przy nizszym stezeniu biatka
w poréwnaniu z sokiem kielkow nie jaryzowanych, ktore zawieraly wie-
cej bialtka
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Sposrod 4 badanych obiektow najwyzsza aktywnos¢ proteolityczng —
zarowno wobec bialka rodzimego, jak tez sztucznego substratu — stwier-
dzono w jaryzowanych kietkach pszenicy ozimej. Wyniki badan nad
aktywnoscig proteaz uzyskane dwiema metodami byly zgodne w odnie-
sieniu do pszenicy ozimej. Po uwzglednieniu tych rozwazan oraz biorgc
pod uwage, ze proces jaryzacji jest specyficzny tylko dla roslin ozi-
mych, stuszne wydaje sie przypuszczenie, ze stwierdzony wzrost axtyw-
noéci proteolitycznej kietkoéw pszenicy ozimej byl nie tylko wynikiem
dzialania niskiej temperatury kietkowania nasion, ale pozostaje w zwigz-
ku z samym procesem jaryzacji.

Zaklad Fizjologii Roslin PAN,
Krakow
(Wplynelo dn. 11.2.1969 r.)

SUMMARY

The effect of vernalization on protease activity in winter wheat germs was
investigated. As control served winter wheat germinated at a temperature ex-
cluding vernalization (22°C) and spring wheat germinated at both temperatures.

Protease activity was determined by two methods: the germs sap was subjected
to autolysis, and the enzymic extract from the germs was incubated with casein.
The diminution of protein nitrogen content after autolysis was adopted as measure
of the proteolytic activity of the autolysed samples. The activity of crude protease
towards casein was expressed as the amount of nonprotein nitrogen released from
the substrate.

Results and conclusions

1. Protein autolysis indicated a significant stimulating effect of low tfempera-
ture of seed germination on protease activity in the germs of winter wheat. In
spring wheat this stimulating effect was exerted by a temperature of 22°C.

2. Protease activity towards casein was higher under low temperature germinat-
ing conditions as compared with a temperature of 22°C. The differences were more
pronounced in winter than in spring wheat.

3. From among the four kinds of material investigated (tab. 2 and 3) the highest
proteolytic activity was revealed by application of the two methods in vernalized
germs of winter wheat.

4. It is believed that the noted increase in proteolytic activity of the winter
wheat germs was not only due to the action of low temperature during seed germi-
nation but that it is also related to the process of vernalization itself.

Department of Plant Physiology,
Polish Academy of Sciences,
Cracow
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