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Badania nad aktywnoscia proteaz lisci w czasie wzrostu
i rozwoju pszenicy

Investigations on protease activity in leaves during growth and development of wheat

J. MYCZEKOWSKI

Proteazy lisci roslin zbozowych zalicza sie do enzymoéw typu papainy
z powodu pewnych wspolnych wlasciwosci, jak aktywowanie czynnikami
redukujgcymi czy optimum pH w zakresie 5,0 do 7,0 (Brady 1961;
Singh 1962; Tracey 1948). Proteazy lisci roslin zawierajacych sok
mleczny wykazujg jednakze o wiele wyzsza aktywnos$¢é od proteaz lisci
innych roslin, np. pszenicy czy tytoniu. Tracey (1948), ktéry badat
enzymy proteolityczne kilkunastu gatunkéw roslin stwierdzil, ze np.
aktywnos¢ proteaz lisci pszenicy byla ponad 20 razy mniejsza od aktyw-
nosci proteaz lisci ananasa i stokilkadziesigt razy mniejsza od aktywnosci
czystej papainy.

Na temat aktywnosci proteaz w czasie wzrostu i rozwoju pszenicy
spotyka sie w literaturze naukowej bardzo nieliczne wzmianki. Singh
(1962) stwierdzit wzrost aktywnosci proteazy lisci podczas przejscia ze
stanu wegetatywnego w stan generatywny, a nastepnie gwaltowny spa-
dek tej aktywnosci. W pracy Kljaczki (1968) podano pewne wlasci-
wosci syntezy bialka w liSciach tytoniu i jeczmienia, polegajace na tym,
ze w miare starzenia sie liSei nastepuje przewaga rozpadu biatka nad
jego syntezg. W pracy poprzedniej (Myczkowski) stwierdzono, ze
jaryzacja nasion stymuluje aktywnos¢ proteolitycznag kietkéw pszenicy
ozimej. _

W $Swietle cytowanych powyzej wynikéw badan uznano za celowe
zanalizowanie aktywnosci proteaz lisci w poszezegolnych fazach roz-
woju pszenicy ozimej i jarej na okreslonych etapach organogenezy
stozka wzrostu pedu.

MATERIAL I METODYKA

Obiektem badan byly ro$liny pszenicy ozimej ’Ostki Zlotoktosej’
oraz pszenicy jarej ’'Ostki Chlopickiej’, pochodzace z poletek doswiad-
czalnych Wyzszej Szkoty Rolniczej w Chelmie k.Krakowa. Nasiona psze-
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Tabela 1 — Table 1
Etapy organogenezy pszenicy ozimej (Kuperman 1965)
Stages of organogenesis in winter wheat (Kuperman 19€5)

| Etap Charakterystyka — Characteristic

|Stage

| |

! I | Niezréznicowany stozek wzrostu — Nondifferentiated growth apex

5 II | Roznicowanie sie zaczatka lodygi na — Differentiation of shoot primor- 1
wezly i miedzywezla (poczatek two- dium to nodes and internodes

‘ rzenia sie pochw lisciowych) (beginning of leaf sheaths forma-

{ III | Segmentacja dolnej czgsci stozka tion)

' wzrostu i tworzenie sie lisci okry- — Segmentation of lower part of
wajacych (bracteae) growth apex and formation of |

IV | Poczatek tworzenia sie wzgérkow — bracts [
zaczatkow kloskow — Beginning of prominence forma-
| V | Tworzenie sie kwiatow w kloskach tion (primordis of spikelets)

. VI | Tworzenie sie pylnikow (mikrospo- — Flower formation in spikelets
rogeneza) 1 slupka (megasporogene- — Anther formation (microsporoge-
za) nesis) and pistil formation (me-

. VII | Tworzenie sie komoérek pleiowych gasporogenesis)

(gametogeneza), wzrost elongacyjny — Formation of sex cells (gameto-

| segmentéw osadki klosa oraz orga- genesis), elongation growth of

| néow okrywowych kloskow i kwia- segment of rachis and organs en-
[ tow : closing spikelets and flowers

| 'VIII | Kloszenie sie — Heading

| IX | Kwitnienie, zaplodniene, tworzenie — Flowering, fertilization, zygot

| sie zygoty (zygotogeneza) formations (zygotogenesis)

X | Tworzenie sie ziarniaka — Formation of caryopsis
X1 | Dojrzalos¢ mleczna (gromadzenie sie — Milk ripeness (accumulation of
skladnikéw pokarmowych) nutrient compenents)
XII | Dojrzalo$§¢ woskewa (przeksztalca- — Wax ripeness (transformation of
nie sie skladnikéw pokarmowych w nutrient components to storage
zapasowe) i dojrzewanie material) and ripening of seeds

nicy ozimej wysiano w dniu 6.X.1967 r., a pszenicy jarej 20.IV.1968 r.
Z rcélin przeznaczonych do badan preparowano stozki wzrostu i okres-
lano etap ich organogenezy (tabela 1 i 2), a nastepnie z tej samej grupy
pobierano rosliny do analiz, przewozono wraz z korzeniami w worecz-
kach z folii do laboratorium, liscie oddzielano, krajano i wyciskano
z nich sokx za pomoca mikropraski. Sok homogenizowano nastepnie
w ciaggu 5 minut. Wszystkie czynnosci przeprowadzano w obnizonej
temperaturze, a w soku bezposrednio po homogenizacji badano aktyw-
no$¢ proteaz dwoma metodami (Singh 1962).

1. Pierwszy sposob polegal na przeprowadzeniu autolizy bialtka w so-
ku lisci. Sok rozeienczano woda destylowang w stosunku objeto$ciowym
1:4 i inkubowano w termostacie w temperaturze 37°C w ciggu 5 go-
dzin, a nastepnie wytracano biatka 5% TCA w ciggu 15 minut w tempe-
raturze 0°C i wirowano przez 15 minut w temperaturze 4°C przy 1500 g
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Tabela 2 — Table 2
Etapy organogenezy pszenicy jarej] (Kuperman 1963)
Stages of organogenesis in spring wheat (Kuperman 1965)

Eiap Charakt'erystyka — Characteristic
Stage
|
I } Niezroznicowany stozek wzrostu — Nondifferentiated growth apex
II | Poczatek wydluzania sie stozka — Beginning of elongation of growth

lodygi na wezly i miedzywezla mordium to nodes and internodes
IIT | Réznicowanie sie dolnej czesci stoz- — Differentiation of lower part of |
j ka wzrostu na segmenty — zaczatki growth apex into segments-pri- |
| czton6w osadki klosowe] mordia of members of rachis

1V | Rozwéj wzgérkéw — zaczatkow klo- — Development of prominences (pri-
skow mordia of spikelets)

V | Poczatek wyksztalcania sie¢ kwiatow — Beginning of flower formation
w kloskach in spikelets .

VI | Tworzenie sie precikéw, ziaren pyl- — Formation of stamens, pollen
ku (mikrosporogeneza) i worecz- grains (microsporogenesis) and
ka zalgzkowego (makrosporogeneza). embryo sac (macrosporogenesis)
‘Wzmozony wzrost znamienia slupka Increased growth of stigma on

pistil

VII | Pelny rozwoj kloskéw i kwiatow — Full development of spikelets

' ' and flowers
VIII | Kloszenie sie — Heading

IX | Kwitnienie, zaplodnienie, tworzenie — Flowering, fertilization, forma-
sig zygoty tion of zygote

X | Tworzenie sie ziarniaka — Caryopsis formation

XI | Wypelnianie sie ziarna — Filling of grain

XII | Dojrzewanie ziarna — Ripening of grain

| wzrostu, réznicowanie sie zaczatka

apex, differentiation of shoot pri-

celem oddzielenia biatka od zwiazkéw azotowych niebiatkowych. Po
oddzieleniu supernatantu osad biatkowy przemywano 5% TCA, powtor-
nie wirowano i oddzielano ptyn z resztg zawartosci azotu niebialkowego.
W identyczny sposéb oddzielano azot bialkowy od niebiatkowego w kon-
trolnych probkach soku (0 godzin autolizy). Zawarto$¢ azotu bialkowego
w osadzie oraz azotu ogolnego w homogenizowanym soxu z lisci ozna-
czano metodg Kjeldahla w 3 powtérzeniach.

Aktywnosé¢ hydrolityczna proteaz lisci pszenicy badano rowniez me-
todg inkubacji surowego enzymu wobec 1% kazeiny. Sok wycisniety
z lisei wirowano przez 1 godzine w temperaturze 4°C przy 10000 g
celem uzyskania wyciggu enzymatycznego. Supernatant $ciggano znad
osadu i inkubowano z 1% roztworem kazeiny w buforze (0,103 M fosfo-
ranu dwusodowego i 0,0485 M kwasu cytrynowego) w stosunku objetos-
ciowym 1:4 w temperaturze 27°C przez 24 godziny z dodatkiem chlo-
roformu przy pH 5.0. Jako kontrole inkubowano w tych samych
warunkach wycigg enzymatyczny z wodag destylowang w stosunku obje-
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tosciowym 1 : 4. Do oddzielenia frakeji bialkowej od niebialtkowej w in-
kubowanych probkach zastosowano sposob podany powyzej przy auto-
lizatach. W wyciagu enzymatycznym oznaczono nastepujace frakcje
azotowe metoda Kjeldahla: azot ogoélny, niebialkowy i bialkowy przed
inkubacja oraz azot niebialkowy w probkach kontrolnych inkubowanych
bez kazeiny. Zawartos¢ azotu niebiatkowego w probkach wyciggu enzy-
matycznego inkubowanego z kazeing oznaczono réwniez metodg Kjel-
dahla w 3 oddzielnych powtérzeniach materiatu roslinnego. Aktywnosc
proteazy wobec kazeiny okreslono iloscia azotu niebialkowego uwolnio-
nego wylacznie z kazeiny, uwzgledniajac w tym celu zawartos¢ azotu
niebiatkowego w prébkach kontrolnych.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Rosliny obu odmian pszenicy pobierano do badan nad aktywnoscig
proteaz liSci w tych samych etapach organogenezy stozkow wzrostu i od-
powiadajacych im fazach rozwoju wegetatywnego 1 generatywnego.
Procz tego u pszenicy ozimej przeprowadzono badania rowniez w fazie
3-go liscia, na Il etapie organogenezy stozka wzrostu, a wiec przed
jaryzacja w warunkach naturalnych (tabele 3, 4, 5 i 6). Daty pobrania
probek lisci pszenicy do analiz uwidoczniono na rycinach 1, 2 i 3.

Jako miare aktywnosci proteolitycznej soku lisci pszenicy przyjeto
intensywno$¢ przebiegu autolizy biatka rodzimego, okreslong ubytkiem
zawarto$ei azotu biatkowego po autolizie w przeliczeniu na mg oraz
w procentach w porownaniu z probkami niepoddanymi autolizie.

Jak wynika z tabeli 3, przebieg autolizy bialka u pszenicy ozimej
charakteryzowal sie gwaltownym spadkiem aktywnosci proteolitycznej
soku lisci w fazie krzewienia roslin (IV etap organogenezy stozka wzro-
stu), po czym nastepowal skokowy wzrost aktywnosci, ktory utrzymywat
sie az do poczatku kloszenia. Zmiany te byly ujemnie skorelowane ze
stezeniem bialka soku, to jest przy najwiekszym nasileniu aktywnosci
proteolitycznej zawarto$¢ bialka byla najnizsza.

W tabeli 4 podano wyniki badan nad przebiegiem autolizy bialka
soku lisci pszenicy jarej. U tej odmiany pszenicy nie stwierdzono wiek-
szych wahan w aktywnosci proteolitycznej soku w poszczegélnych eta-
pach organogenezy stozka wzrostu roslin, przy czym najnizszej aktyw-
nosci oznaczonej w V etapie organogenezy odpowiadala najnizsza zawar-
tos¢ azotu bialkowego przed autoliza, a najwyzsza aktywnos$¢ nie
osiagnela tak wysokiego poziomu, jak u pszenicy ozimej.

Aktywnos$é proteazy liSei wobec kazeiny byla u pszenicy ozimej
(tabela 5) znacznie nizsza w stanie wegetatywnym stozka wzrostu w II
etapie organogenezy w poréwnaniu z pozostalymi obiektami. Wsrod
obiektéw badanych na wiosne (ryc. 2 i 3) najnizsza aktywnos¢ proteazy
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Tabela 6 — Table 6

Aktywnoéé surowej proteazy liSci pszenicy jarej
Activity of crude spring wheat leaf protease

| < : )
Obiekty — Objects | Azot w ml wyciagu enzymaty Jednostk1‘ !
- | cznego W mg aktywnosci |
| Nitrogen in 1 ml of enzyme proteazy** |
| extract in mg Protease acti- |
Etap | I — . Gormgin Il
L. vity units* |
orga- Nniebial-|___ |
Faza |noge- N nie- | kowy po | nalg
) rozwoju | nezy | N | bial- N N Lnkukbac_]i;rn.allwy- N |
?Jdm}atna Stage of Stagefogél- kowy DIal=)| fazE= ezm;ze (SIS S5 bial-
ariety o F kow i zymaty-
develop of | ny |Non- P f cmv_ Non-pro- :ne); kowe-
ment orga-| Total | -pro- r.o E_’SE tein N af-| ©% g go
noge- N tein tein n ter ]'.I.lcu- per 11 of er[g
nesis N N N bation | enzyme |
without| extract Ofpro-'
casein I tein N
Krzewienie
Tillering | 11* | 2,121 0,630 | 1,491| 5,862 0,967 4423 | 602
: 'Strzelanie
Pszenica i
. w zdiblo v 2,616 | 0,476 | 2,140 5,862 | 1,491 4254 532
L Shooting
Ostka
Chtopicka
Spring Strz'elame
wheat w zdZblo |y | 3100|0979 2,121 5862| 1,628 3935 | 493
Oshiea Shooting
Chiopicka |7 |
Poczatek : I
kloszenia
Beginning VIII | 3,955| 1,370 | 2,585| 5,862 | 2,218, 3979 471
of heading
Roznica istotna
Significant difference 308,0 | 37,7

* patrz Tabela 2
see Table 2

** Jako jednostke aktywnosci proteazy przyjeto ilos¢ potrzebna do przyrostu zawartosci
azotu niebialkowego o 1 mg przy inkubacji enzymu z 1% kazeing w buforze (0,103 M fosforanu
dwusodowego 1 0,0485 M kwasu cytrynowego) przez 24 godziny w 27° przy pH 5.0.

The unit of protease activily is defined as the amount required to give an increase of 1 mg
in non-protein N when the enzyme was incubated with 1% casein in buffer (0,103 M disodium
monohydrogen phosphate and 0,0485 M citric acid) for 24 hrs at 27°C at pH 5.0.

wobec kazeiny stwierdzono w lisciach pszenicy ozimej w IV etapie orga-
nogenezy stozka wzrostu, podobnie jak to mialo miejsce w badaniach
nad przebiegiem autolizy bialka w soku lisei (ryc. 1).
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Jak wynika z tabeli 5, procentowy udzial azotu niebiatkowego w azo-
cie ogélnym wyciggu enzymatycznego przed inkubacja byl dosé¢ zrézni-
cowany w poszczegdlnych fazach rozwoju'roslin i byl najnizszy w II

fazie

orgznogenezy stozka wzrostu. Warto$¢ ta moze stanowi¢ pewien

wskaznik przebiegu proceséw hydrolizy i syntezy biatka in vivo, a wiec
tym semym kierunku dzialalnosci enzymoéw proteolitycznych. Gdyby
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Ryc. 1. Ubytek azotu bialkowego po autolizie bialka w soku li$ci pszenicy

Fig. 1.

Decrease in protein nitrogen content after protein autolysis of wheat leaf sap
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Rye. 2.

Fig. 2.

Przyrost (na 1 1 wyciggu enzymatycznego) azotu niebialkowego po inku-
bacji proteazy lisci pszenicy z kazeing
Increase in non-protein nitrogen content after incubation of wheat leaf
protease with casein (per 1 1 of enzyme extract)
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Ryc. 3. Przyrost (na 1 g azotu bialkowego) azotu niebialkowego po inkubacji
proteazy lisci pszenicy z kazeing
Fig. 3. Increase in non-protein nitrogen content after incubation of wheat leaf
protease with casein (per 1 g of protein nitrogen)

przyja¢ takie zalozenie, mozna by wnioskowaé, ze w roslinach pszenicy
w Il etapie organogenezy stozka wzrostu kierunek dzialania proteaz
prowadzit do przewagi syntezy biatka nad jego hydrolizg i zgodnie
z tym enzym wyosobniony z roslin hydrolizowal mniej intensywnie
sztuczny substrat. Przypuszczenie to zdaje sie¢ potwierdzaé fakt, ze przy-
rost azotu niebialkowego po inkubacji bez kazeiny byl réwniez slabszy
w probkach wyciggu enzymatycznego z roslin wegetatywnych w porow-
naniu z roslinami w fazie kloszenia.

Pszenica jara (tabela 6) wykazala stopniowy spadek aktywnosci pro-
teaz lisci wobec kazeiny w poszczegdlnych kolejnych etapach organo-
genezy stozka wzrostu roslin. Spadek ten nie byl skorelowany ani
z procentowym udzialem azotu niebialtkowego w azocie ogolnym, ani
z przyrostem zawartosci azotu niebialtkowego po inkubacji proteazy
bez kazeiny.

Poréwnujgc wyniki badan nad aktywnoscig proteolityczna lisci obu
badanych odmian pszenicy przy zastosowaniu dwoéch metod, mozna
stwierdzi¢, ze cechg charakterystyczna proteaz lisci pszenicy ozimej jest
wieksza ich zmienno$¢ pod wplywem czynnikoéw zewnetrznych warun-
kujacych rozwoéj generatywny w poréwnaniu z proteazami lisci pszenicy
jarej. Stwierdzony wzrost aktywnosci proteolitycznej soku lisci pszenicy
ozimej przy przejsciu roslin w stan generatywny, mimo nizszego steze-
nia bialka soku, znajduje swojg analogie w wynikach badan nad pro-
teazami kielkéw pszenicy (Myczkowski 1970), na podstawie ktorych
stwierdzono intensywniejszg autolize biatka (przy jego nizszym stezeniu)
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soku kietkéw jaryzowanych w porownaniu z kietkami nie jaryzowa-
nymi u odmiany ozimej, podczas gdy u odmiany jarej intensywnosc¢
autolizy bialtka soku byta nizsza w warunkach niskiej temperatury kiel-
kowania nasion i wprost proporcjonalna do .stezenia substratu. Metoda
inkubacji proteaz liSci pszenicy ozimej z kazeing stwierdzono znaczny
wzrost aktywnoseci enzymatycznej u roslin zjaryzowanych w warun-
kach naturalnych. Obserwacja ta znajduje réwniez potwierdzenie w pra-
cy poprzedniej (Myczkowski 1970), ktéorej wyniki wykazaly wy-
razny, dodatni wplyw temperatury jaryzacyjnej na aktywnosé proteoli-
tyczng kieltkow wobec kazeiny u pszenicy ozimej oraz mniej wyrazny
u pszenicy jarej.

Na podstawie oméwionych powyze]j wynikéw pracy mozna przypusz-
czaé, ze wzrost aktywnosci proteaz lisci pszenicy ozimej jest charaktery-
styczny dla etapéw generatywnego rozwoju stozka wzrostu roslin.

Zaklad Fizjologii Roslin PAN
Krakow
(Wplynelo dn. 12.2.1969 r.)

SUMMARY

The hydrolytic activity of leaf proteases was investigated in winter and spring
wheat at various phases of development of the plants and at a definite stage of
organogenesis of the shoot growth apex.

Protease activity was determined by the method of protein autolysis in tha
leaf sap at 37°C for 5 hrs, and by the method of incubation of the enzyme at 27°C
for 24 hrs with 1% casein in citrate buffer of pH 5.0. The proteolytic activity of the
sap was measured in terms of the decrease in protein nitrogen after autolysis and
increase of nonprotein nitrogen content released from casein after incubation of
the enzyme.

Results

1. Protein autolysis in the sap of winter wheat leaves was most intensive at
the stage of shooting, in spite of the lowest protein concentration. The lowest
hydrolytic activity of the leaf proteases towards casein was observed in winter
wheat in autumn when the growth apex was in a vegetative state, and the high-
est at the beginning of earing.

2. In spring wheat the intensity of protein autolysis in leaf sap did not show
major variations and remained as a rule in direct proportion to protein concen-
tration. Neither were major differences noted in the protease activity towards
casein in the particular stages of plant development.

3. It would seem that the increased protease activity in the leaves of winter
wheat is characteristic for the stages of generative development of the growth apex
of the plants.

Department of Plant Physiology,
Polish Academy of Sciences,
Cracow
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