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Ribonuclease in roots and nodes of two barley cultivars
Cultivar Union which, compared with cultivar Lubuski has a larger root
system, was found to show a significantly higher RNase activity.
The nodes of cv. Union show a lower RNase activity per gram of tissue
fresh weight and a higher specific activity, in comparison with ev. Lubuski.
The .number of RNase isoenzymes in the roots of both examined cultivars
is the same. No difference in the number of RNase isoenzymes between the
nodes of the examined cultivars was found either. On the other hand, cer-
tain differences between the examined cultivars in some RNase isoenzymes
activities were observed in the analysed parts of the plants.

WSTEP

Z prac dotyczacych rybonukleazy (RNazy) w korzeniach wiadomo o
wystepowaniu kilku typow tego enzymu. Wilson (1967, 1968 a i b,
1971) wyodrebnil w korzeniach kukurydzy 3 rodzaje enzymoéw degradu-
jacych RNA: RNaze I wystepujaca we frakeji rozpuszezalnej homogenatu
tkankowego, RNaze II zwigzang z mikrosomami oraz nukleaze I towa-
rzyszacg duzym organellom komorkowym, degradujaca zarowno RNA jak
1 DNA. W obrebie kazdej klasy Wilson (1969, 1971) zidentyfikowal
kilka izoenzymow RNazy.

W poszezegolnych odcinkach korzeni stwierdzono rozne aktywnosci
RNazy. Robinsoni Cartwright (1958) w korzeniach bobu i M a-
roti (1969) w korzeniach kukurydzy zaobserwowali, ze wyzsza aktyw-
nos¢ RNazy wystepuje w komorkach o intensywnym metabolizmie — w
strefie elongacji i roznicowania.
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RNazy odgrywaja znaczng role we wzroscie tkanek roslinnych poprzez
udzial w metabolizmie kwaséw nukleinowych. Stwierdzono wielokrotnie
zaleznos¢ miedzy aktywno$cia RNazy a iloscia RNA w tkankach (Dove
1973; Bryant iin. 1976). Ledoux 1 in. (1971) zaobserwowali w siew-
kach jeczmienia wprost proporcjonalng zaleznos¢ miedzy wzrostem aktyw-
nosci RNazy rozpuszczalnej a zawarto$cia RNA. Przy spadku aktywnosci
enzymu malala ilos¢ RNA, a wzrastal poziom kwasnych produktow de-
gradacji kwasow nukleinowych w badanym materiale roslinnym. Na
udzial RNazy we wzroscie wskazuja rowniez prace dotyczace zmian w
aktywnosci RNazy podczas rozwoju zarodkow w kielkujacych nasionach
zyta (Siwecka iin. 1971, 1973, 1977).

Ze wzgledu na role, jakg odgrywaja RNazy we wzroscie tkanek roslin-
nych, uznano za celowe okreslenie aktywnosci RNazy w korzeniach i wez-
lach krzewienia u dwoch odmian jeczmienia roznigeych sie wielkoscig sy-
stemu korzeniowego (Krzywanski iin. cz. IV 1976) oraz morfologia
i aktywnoscig wzrostowa glownego wezla krzewienia. Ponadto w niniej-
szej pracy okreslono sklad izoenzymoéw RNazy w korzeniach i wezlach,
dla badanych odmian jeczmienia, w celu okreslenia specyficznosci odmia-
nowej wspomnianego skladu.

MATERIAL I METODY

Do doswiadczen uzyto nasiona jeczmienia jarego odmiany Union i
Lubuski ze zbioréw w 1973 roku. Nasiona sterylizowano w 16% H,0,
przez 20 min, 4 godz. plukano pod biezacg woda, a nastepnie podkielko-
wywano na wilgotnej bibule w pokoju laboratoryjnym przez 48 godzin.
Skielkowane nasiona o wyréwnanej sile wzrostu kielkéw przenoszono do
pudelek plastikowych na bagietki zanurzone w wodzie destylowanej. Po
6 dniach kielkowania przenoszono siewki do hodowli w kulturach wod-
nych. Hodowle prowadzono w sposob opisany we wcze$niejszej pracy
(Krzywanski i in. cz. II i IV 1976). Rosliny rosly w wazonach od
4.03.77 r. do 21.04.1977 r.

Przed przystapieniem do ekstrakecji enzymu korzenie plukano najpierw
w wodzie biezacej, potem w destylowanej i obsuszano na bibule. Nastep-
nie ucinano korzenie i wezly krzewienia (wielkos¢ wezla okolo 0,5 cm).
Do ekstrakeji enzymow brano korzenie z 2 do 3 roélin jeczmienia oraz
tkanke wezlow o masie okolo 4 gramow.

Wykonano po 3 powtorzenia ekstrakcji RNazy z korzeni oraz po 2
powtdrzenia ekstrakcji enzymu z wezlow dla kazdej odmiany jeczmienia.
Stosowano bufor ekstrakcyjny zawierajgcy 50 mM cytrynian o pH
6,1 i 0,5 M sacharoze. Stosunek buforu do tkanki wynosil kazdorazowo
2 : 1. Rozdrobniony material roslinny ucierano w mozdzierzu w tempe-
raturze 2°C przez 12 minut. Homogenat wirowano 20 min. przy 35 000 g,
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a nastepnie 1,5 godz. przy 110 000 g. Uzyskany supernatant stanowil Zréd-
1o RNazy.

W preparatach oznaczono bialko metoda Lowry i in. (1951) stosujac
BSA frakcje V jako standard.

Aktywnos¢ RNazy badano zmodyfikowang metodqg Tuve i Anfin-
sen (1960). Mieszanina inkubacyjna zawierala: 0,2/0,1 M bufor fosfora-
nowo-cytrynianowy o pH 6,4 (optimum pH dla aktywnos$ci RNazy w ba-
danym materiale rodlinnym), 1,6 mg/ml drozdzowego RNA firmy Sigma
i enzym. Mieszaning¢ inkubowano w temperaturze 37°C przez 30 minut.
Reakcje zatrzymywano przez dodanie 0,5 ml 25% kwasu nadchlorowego
zawierajacego 0,75% octanu uranylu. Mieszanine oziebiano w lazni z lo-
dem przez 15 min, a nastepnie odwirowywano. Supernatant rozcienczano
19 razy woda destylowana i oznaczano absorbcje w 260 nm w kuwetach
o grubosci 1 em. Jednostke aktywnosci enzymu stanowil przyrost wartosci
absorbeji o 0,1 dla czesci kwasorozpuszezalne] w warunkach doswiadcze-
nia.

Rozdzial izoenzymoéw RNazy przeprowadzono metodg Davisa (1964).
RNazy identyfikowano na zelach w oparciu o metode Wilsona (1971),
przy czym do inkubacji Zelu po rozdzieleniu RNazy uzywano 0,2/0,1 M
buforu fosforanowo-cytrynianowego o pH 6,4.

OMOWIENIE WYNIKOW

Uzyskane wyniki z pomiaréw aktywnosci RNazy w korzeniach zebrano
w tabelach 1 i 2. Sklad izoenzymowy RNazy w badanym materiale ros-
linnym przedstawiaja rysunki 5 i 6. Rysunki 1 i 2 ilustruja uzyskane w
hodowli w kulturach wodnych typowe pokroje systemow korzeniowych
badanych odmian jeczmienia.

W korzeniach jeczmienia stwierdzono wyzsza aktywno$¢ RNazy u od-
miany Union (tab. 1), co jest skorelowane z wystepowaniem wiekszej masy

Tabela 1 — Table 1

Aktywnosé RNazy w korzeniach jeczmienia odmian Union i Lubuski
Activity of RNases in roots of barley cvs. Union and Lubuski

Aktywnos¢ RNazy — RNase activity

Korzeriie Biatko jedn./mg jedn./g $wie-
Roots Protein  jedn./ml/30° biatka zej masy
(mg/ml) units/ml/30° units/mg units/g fresh
protein weight
Union 1,47 392 272 969

Lubuski 1,37 188 140 477
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Rys. 1. Pokréj systemu korzeniowego 1 wyrastanie korzeni przyvbyszowyenh z wezla
krzewienia u odmiany Union
Fig. 1. The form of the root system and adventitious roots growth from node of
cultivar Union

korzeni u tej odmiany w pordownaniu z odmiang Lubuski (Srednia $wieza
masa 1 systemu korzeniowego u odmiany Union wynosila 3,76 g, a u od-
miany Lubuski 2,11 g.). Krzywanski i in. (cz. IV 1976) stwierdzili
rowniez w korzeniach odmiany Union w porownaniu z odmiang Lubuski
wyzsza aktywnosc¢ oksydazy TAA i peroksydazy.

Liczba izoenzymow RNazy w korzeniach obu odmian jeczmienia jest
jednakowa. Zaobserwowano jedynie roznice w aktywnosci 5 izoenzymow
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Rys. 2. Pokroj systemu korzeniowego i wyrastanie korzeni przybyszowych z wezla
krzewienia u odmiany Lubuski
The form of the root system and adventitious roots growth from node of
cultivar Lubuski

o]
[

RNazy (rys. 5 i 6). Przypuszezalnie wzrost aktywnosci tej RNazy u odmia-
ny Lubuski wiagze sie z poslgpujacymi procesami starzenia korzeni u tej
o’miany. W systemie korzeniowym odmiany Lubuski przewazaja korzenie
starsze, a mlode korzenie przybyszowe, wyrastajgce z wezldow krzewie-
nia. wystepuja w niewielkiej ilosci (rys. 2). Zaobserwowano w jednym z
doswiadezen, ze w starvch korzeniach (po 3,5 miesigcach wzrostu jecz-
mienia odmiany Lubuski w kulturach wodnych w okresie zimowym), przy
braku mlodych korzeni bocznych, znacznie wzrastala aktywnosé¢ izoenzy-
mu 3, pozostale izoenzymy RNazy byly natomiast stabo widoczne na zelu.
Nasuwa si¢ pewna analogia z wynikami Sahulki (1971), ktory stwier-
dzil w starzejgcych sie lisciach bobu, w poréwnaniu z mlodymi lisémi,
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Rys. 3. Morfologia wezldw krzewienia odmiany jeczmienia Union
Fig. 3. Morphology of barley nodes cultivar Union

wzrost aktywnoscei (rozszerzenie sie pasma na zelu) izoenzymu o najmniej-
szej ruchliwosci elektroforetycznej, a ponadto pojawienie sie dodatkowej
izo-RNazy. Schulka (1971) nie stwierdzil zmniejszania sie aktywnosci
pozostalych izo-RNaz.

W ksztaltowaniu systemu korzeniowego jeczmienia duzg role odgrywa
glowny wezel krzewienia. Badane odmiany jeczmienia wyraznie roznig
sie morfologig i aktywnoscia wezla krzewienia (rys. 3 1 4).

Cdmiana Union ma glowny wezel krzewienia grubszy, odznaczajgcy
si¢ duza aktywnoscia wzrostowa. Wyrastaja z niego liczne korzenie przy-
byszowe, ktére przyczyniaja sie do zwiekszenia masy systemu korzenio-
wego tej odmiany (rys. 1 i 3). U odmiany Lubuski wezel krzewienia jest
cienszy, o odmiennej morfologii. Z licznych zawigzkéw korzeni, jakie sa
widoezne na tym wezle, tylko w niewielkim stopniu wyrastaja korzenie
przybyszowe (rys. 2 1 4).

Nie jest znany mechanizm regulujacy wyrastanie korzeni przybyszo-
wych z wezla krzewienia u obu odmian jeczmienia. Wiadomo jednakze,
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Rys. 4. Morfologia wezldw krzewienia odmiany jeczmienia Lubuski
Fig. 4. Morphology of barley nodes cultivar Lubuski

ze wezel jest tkankg bardzo aktywng biochemicznie. Stwierdzono w niej,
w porownaniu z innymi cze$ciami roslin jeczmienia, najwyzsza aktyw-
nos¢ oksydazy IAA, bardzo wysoka aktywnosé peroksydazy i najwieksza
liczbe izoenzymoéw peroksydazy oraz wysokg zawartos¢ cytokininowsg
(Krzywanskiiin. 1976; Stroinskiiin. 1976; Jeske i in. 1977).

W wezlach krzewienia u odmiany Lubuski, w poréwnaniu z odmiang
Union, stwierdzono nieco wyzsza aktywnos¢ RNazy (tab. 2). Na uwage
zastuguje fakt, Ze u odmiany Lubuski w wezlach krzewienia, w porow-
naniu z korzeniami, aktywnos¢ RNazy w przeliczeniu na gram s$wiezej
masy tkanki jest ponad 50% wyzsza (tab. 11 2).

W wezlach, podobnie jak w korzeniach, nie stwierdzono wystepowa-
nia roznic w skladzie izoenzymow RNazy miedzy badanymi odmianami
(rys. 5 i 6). Pewne roznice ilosciowe dotycza izoenzymu 3. Przypuszczal-
nie aktywnos$¢ tej izo-RNazy jest uwarunkowana iloscig wystepujacych
na wezlach zawigzkow korzeniowych. W weztach odmiany Lubuski, gdzie
liczba zawiazkoéw korzeniowych, z ktérych nie wyrastaja korzenie przyby-
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.T-abela 2 — Table 2

Aktywnos¢ RNazy w wezlach krzewienia odmian jeczmienia
Union i Lubuski
Activity of RNase in nodes of barley cvs. Union.and Lubuski

Aktywnosé RNazy — RNase activity

“Wezly Bialko jedn./mg ‘jedn./g swie-
krzewienia Protein jedn./ml1/30° bialka zej masy
Nodes (mg/ml) units/ml/30’ units/mg units/g fresh
protein weight
Union 2,35 449 187 838
Lubuski 3,20 506 158 930

szowe, jest wieksza, prazek 3 jest jasniejszy na zelu (wieksza aktywnosé
izoenzymu).

7 danych zawartych w tej pracy wynika pewna zaleznos¢ miedzy
poziomem RNazy a aktywno$cia wzrostowa badanej tkanki. Odmiana
jeczmienia posiadajaca wieksza mase systemu korzeniowego ma wyzszg
aktywnosé RNazy. Mozna wiec przypuszezac, ze poziom aktywnoséci RNazy
frakeji rozpuszezalnej homogenatu tkankowego moze by¢ miernikiem in-
tensywnosci wzrostu systemu korzeniowego jeczmienia.

Wyzsza aktywno$é RNazy w wezlach krzewienia w przeliczeniu na
gram Swiezej masy wystepuje u odmiany Lubuski, gdzie wezly odznaczajg
sie niewielkim wyrastaniem korzeni przybyszowych. Mamy tu do czynie-
nia z potencjalng aktywnoscia wzrostowsa (liczne zawigzki korzeniowe),
ktora w danych warunkach do$wiadczalnych nie realizuje si¢. Dalsze ba-
dania wykaza, czy jest to prawidlowos¢ ogolna, czy tez przypadkowa
zbiezno$¢ w badanym, ograniczonym materiale.

STRESZCZENIE I WNIOSKI

Zbadano aktywnosé i sklad izoenzymowy RNazy w korzeniach i wez-
lach krzewienia u dwoch odmian jeczmienia jarego Union i Lubuski, roz-
nigeych sie wielko$cig systemu korzeniowego i morfologia glownego wezla
krzewienia. ’

1. U odmiany Union, kiora w porownaniu z odmiang Lubuski posiada
wiekszy system korzeniowy, stwierdzono zdecydowanie wyzsza aktywnosé
RNazy.

2. Wezly krzewienia u odmiany Union w poréwnaniu z odmiang Lu-
buski posiadaja nizsza aktywnos¢ RNazy w przeliczeniu na gram swieze]
masy tkanki oraz wyzsza aktywnosé specyficzna.

3. Liczba izoenzymow RNazy w korzeniach obu odmian jeczmienia
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jest jednakowa. Nie stwierdzono tez réznic w ilosci izoenzyméw RNazy
w wezlach badanych odmian.

4. Zaobserwowano miedzy badanymi odmianami pewne réznice w
aktywnosci niektérych izoenzyméw RNazy w analizowanych czesciach
jeczmienia. -

SUMMARY

The RNase activity and isoenzymatic composition in the roots and nodes of
two spring barley cultivars: Union and Lubuski, differing in the size of the root
system and morphology of the tiller node, was examined.

Cv. Union which, compared with cv. Lubuski has a larger root system, was
found to show a significantly higher RNase activity.

The nodes of cv. Union show a lower RNase activity per gram of tissue fresh
weight and a higher specific activity, in comparison with cv. Lubuski.

The number of RNase isoenzymes in the roots of both examined cultivars is
the same. No difference in the number of RNase isoenzymes between the nodes of
the examined cultivars was found either. On the other hand, certain differences
between the examined cultivars in some RNase isoenzymes activities were observed
in the analysed parts of the plants.
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