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Izolowanie kwasu dezoksyrybonukleinowego
z lisei Vicia faba

Isolation of deoxyribonucleic acid from leaves of Vicia faba
H. URBANEK
WSTEP

Otrzymanie czystych preparatéw wysokomolekularnego kwasu dezo-
ksyrybonukleinowego (KDN) z materialu zwierzecego, a nawet bakteryj-
nego, nie przedstawia obecnie powazniejszych trudnosci, natomiast wyizo-
lowanie tego kwasu z roélin pozostaje nadal zagadnieniem niedostatecz-
nie rozwigzanym. Trudnoéci w otrzymywaniu KDN z materialu roslin-
nego wynikaja przede wszystkim z niskiej jego zawartoéci. Ponadto, po-
niewaz material roélinny charakteryzuje sie duza zawartoScig réznych
polisacharydéw, stanowiacych badz to skladniki blon komérkowych, badz
tez materialy zapasowe, ekstrahowanie i oczyszczanie wyizolowanych
preparatéw KDN jest szczegélnie trudne.

Potrzebe preparatéw wysokospolimeryzowanego kwasu dezoksyrybo-
nukleinowego pochodzenia roélinnego odczuwa sie szczegélnie przy ba-
daniach nad strukturg KDN oraz jego wlasciwosciami genetycznymi.

Dotychcezas otrzymano szereg preparatow KDN z tkanek réznych ro-
§lin, ale otrzymano je za pomocg drastycznych metod ekstrakeji. T ho-
mas i Sherratt (1956) ekstrahowali kwasy nukleinowe z lici roz-
tworem NaCl, w temp. 100°C, a Trim (1959) ekstrahowal je buforem
fosforanowym réwniez w temp. 100°C. Uzyskane tymi metodami pre-
paraty byly czeSciowo zdepolimeryzowane i mogly sluzyé raczej do ba-
dan nad skladem zasad azotowych i1 wlasciwo$ciami polinukleotydow.

Tylko nieliczne, jak dotad, proby otrzymania KDN ze Zrédel ro$lin-
nych przy zastosowaniu lagodnych $rodkéw ekstrakeji zostaly uwienczo-
ne powodzeniem. Do takich nalezy zaliczy¢ wyizolowanie przez Lip-
shitzaiChargaffa (1956) czystych preparatéw dezoksyrybonu-
kleinianu sodu z kielkéw pszenicy. Material uzyty przez tych auteréw
okazal sie bogaty w KDN, ale trudno jest go otrzymaé¢ w wiekszych ilos-
ciach. Wang Tung-Yue i Commoner (1956) wyizolowali KDN
z liSci Nicotiana tabacum, a ostatnio Thomas (1959) donosi o otrzy-
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maniu KDN z lisci, lyka i tumoréw marchwi. W dwoch ostatnich pra-
cach autorzy nie podaja parametrow (zawarto$¢ fosforu, zanieczyszczenia
kwasem rybonukleinowym i bialkiem) charakteryzujgcych czystos$é otrzy-
manych preparatéw ani tez uzyskanej wydajnosci,

Zadaniem niniejszej pracy bylo oznaczenie zawartosci KDN w lis-
ciach szeregu ro$lin, w celu znalezienia materialu o mozliwie wysokiej
wydajnosci, oraz otrzymanie czystych preparatéow wysokospolimeryzo-
wanego kwasu dezoksyrybonukleinowego jak najbardziej lagodnymi me-
todami ekstrakeji.

MATERIAL I METODY

1. Material. Jako materialu do oznaczania zawartosci KDN uzyto
mlodych lisci Phaseolus wvulgaris, Trifolium pratense, Lupinus luteus,
Vicia faba, Urtica dioica i Nicotiana tabacum, a do izolowania KDN —
mlcdych lisci Vicia faba.

2. Oznaczanie KDN. Frakcje kwasu dezoksyrybonukleinowego
ekstrahowano wedlug metody Ogura i Rosen (1950), zmodyfikowanej
przez Urbanka (1960) i okreslano w niej ilo§¢ KDN w oparciu o reak-
cje Dischego (1930). Jako wzorzec uzywany byl KDN firmy The Bri-
tish Drug Houses.

W celu oznaczenia suchej masy liScie suszono w temperaturze 105°C
w c'agu 8 godzin.

3.0trzymywanie KDN z lisci Vicia faba. W celu otrzyma-
nia KDN z liSci Vicia faba opieranc si¢ ma metodzie Kay (1952) wpro-
wadzajac do niej pewne modyfikacje.

100 g mlodych liSci Vicia faba zamrazano w temperaturze —8°C
w c'agu 2 godzin, nastepnie rozdrabniano je w homogenizatorze przez
2 minuty w 250 ml 75% etanolu i odwirowywano przy 4000 obr./min.
w ciggu 10 minut. Do osadu wprowadzano 400 ml mieszaniny alkoholo-
wo-eterowej (1:1), wstrzgsano przez 15 minut i sgczono w lejkach Biich-
nera. Ekstrakcje mieszaning alkoholowo-eterowg powtarzano az do cal-
kowitego usuniecia barwnikéw zwykle 3—4 razy. Tkanke suszono na
powietrzu. Wysuszony bialy proszek przemywano dwukrotnie 400 ml
roztworu: 0,1 M NaCl + 0,05 M cytrynianu sodu, za kazdym razem
wstrzgsajac zawiesine 5 minut i odwirowujac osad w ciggu 15 minut
przy 10 000 obr./min. Do osadu wprowadzano 400 ml 0,2 M NaCl+ 36 ml
5% siarczanu dodecylu sodu w 45% etanolu i wytrzasano 2 godziny. Mie-
szanine wyciskano przez plétno, a do plynu dodawano NaCl az do uzy-
skania 1 M roztworu i wytrzgsano jeszcze 15 minut. Mieszanine wiro-
wano przy 10 000 obr./min. w ciggu 15 minut i w otrzymanym klarow-
nym plynie wytracano KDN przez dodanie 0,8 objetoéci etanolu. Widck-
nisty strat zbierano przez owijanie na bagietce szklanej i rozpuszczano
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go w 200 ml 0,2 M NaCl + 18 ml alkoholowego roztworu siarczanu do-
decylu. Po rozpuszczeniu KDN dodawano NaCl do otrzymania roztworu
o koncentracji 2 M i odstawiano na noc. Nastgpnie wirowano go w cig-
gu 15 minut przy 10000 obr./min. i w otrzymanym plynie wytrgcano
KDN jak poprzednio. Otrzymany preparat zanieczyszczony byl jeszcze
kwasem rybonukleinowym, W celu usuniecia KRN rozpuszczano preparat
w 1 M NaCl i wytragcano KDN przez powolne wprowadzanie najpierw
0,5 obj. etanolu, a po usunieciu wioknistego stratu jeszcze 0,3 obj. eta-
nolu, znéw zbierajac powstale wlokna KDN i laczac je z oftrzymanymi
poprzednio. Czynno$é powyzsza powtorzono dwukrotnie, po czym KDN
przemyto kolejno 75%, 960 i absolutnym etanolem, nastepnie acetonem
i eterem i suszono na powietrzu.

Oznaczanie fosforu w otrzymanych preparatach KDN wykonano wg
metody Kutnera i Lichtensteina (1932) po wprowadzeniu do
niej modyfikacji Krajewskiego i Urbanka (1961), zobojetnia-
nia plynu po mineralizacji.

KRN oznaczano na podstawie reakcji orcynowej (Schneider 1945),
KDN na podstawie reakcji z dwufenylaming (Dische 1930), a biatko
wykrywano wedlug reakeji biuretowej.

WYNIKI

Wyniki doswiadczen zamieszczone sg w tabelach 1 i 2.

Dane tabeli 1 wykazujg duze roéznice w zawartoSci kwasu dezoksy-
rybonukleinowego w liSciach réznych gatunkéw roslin. Biorac za punkt
wyjscia wyniki odniesione do suchej masy zauwazono, ze liScie Vicia
faba, ktére charakteryzuja sie bardzo wysoka zawartoscia KDN, maja
go okolo 20 razy wiecej niz liscie Urtica dioica.

Tabela 1 — Table 1

Zawartos¢ KDN w mtodych lisciach niektorych roslin
The DNA contents in the young leaves of several plants

: .
mg% KDN w sto- mg9%, KDN

|
I sunku do $wiezej | w stosunku do su-
. l masy | chej masy
Species ‘ DNA in mg/100 g ‘ DNA in mg/100g

| of fresh matter |  of dry matter
Urtica dioica | 16,58 68,5
Lupinus luteus ! 29,18 176,4
Phaseolus vulgaris 26,73 238,2
Trifolium pratense ’ 92,36 409,5
Nicotiana tabacum 49,65 441,8

Vicia faba 138,22 1368.,0
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Tabela 2—Table 2

Charakterystyka preparatow KDN
The specifity of the DNA preparations

Bialka KRN w 9% | Wydajnosé*

Preparat Pw%
Preparation P in % Proteins RNA in% Yield
I 87 | . ‘ 1,05 78,5
II 8,9 I - — 106,4
11 89 | — — 110,5

* Ilo$¢ mg KDN otrzymana ze 100 g swiezej masy lisci.
DNA in mg from 100 g of the fresh weight of leaves.

Wobec stwierdzenia wysokiej zawartosei KDN w li§ciach Vicia fabua,
materialu tego uzyto do prob ekstrahowania kwasu dezoksyrybonukleino-
wego. :

Otrzymane preparaty nie zawieraly bialka i byly wolne od KRN
(z wyjatkiem drobnych zanieczyszczen w preparacie I) (tab. 2).

Wyizolowana ilo§¢ KDN w preparacie II stanowi przeszlo 76 calko-
witej jego zawartoSci w materiale wyjsciowym, a w preparacie III prawic
80% (patrz zawartoé¢ KDN w lisciach Vicia faba — tab. 1).

DYSKUSJA

Przy otrzymywaniu KDN z lisci nalezy zwroéci¢ szczegblng uwage na
uprzednie usuniecie barwnikow i lipidéow z tkanki, w przeciwnym bowiem
przypadku otrzymuje sie nizszg jego wydajnosc, a oczyszczanie prepara-
tow jest bardzo trudne. Nalezy przy tym zauwazyé, ze mieszanina alko-
holowo-eterowa latwiej ekstrahuje zwiazki lipidowe niz aceton.

Zagadnienie oddzielenia KRN od KDN nie jest dotychczas dostatecz-
nie rozwigzane. Usuwanie kwasu rybonukleinowego z materialu przed
ekstrakecjg KDN za pomoca przemywania 0,14 M roztworem NaCl nie
jest wystarczajace, chociaz jest korzystne, poniewaz poza czeSciowym
usunieciem KRN oddziela sie duza ilo$é bialek.

Wydaje sie, ze dla rozdzielenia KRN od KDN bardzo waznym mo-
mentem jest wytracanie kwasu dezoksyrybonukleinowego z roztworu
NaCl za pomocg alkoholu. Jak wiadomo, KDN wytraca si¢ zwykle w po-
staci galaretowatych wlokien, ktore mozna usungé z roztworu przez nawi-
janie na bagietke, podczas gdy KRN wytracany jest jako delikatny klacz-
kowaty osad. Po dodaniu etanolu do roztworu zawierajgcego kwasy
nukleinowe w NaCl wytragcajaca sie galareta zlozona z wlékien KDN
adsorbuje osad KRN. Jezeli wprowadzac¢ etanol bardzo powoli, @ wytrg-
cajgce sie stopniowo wldkna szybko usuwaé, to osad KRN w duzo
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mniejszym stopniu zaadsorbuje sie ne wiéknach KDN. Dodanie 0,8 obje¢-
tosci etanolu okazalo sie zupelnie wystarczajace do caltkowitego wytra-
cenia KDN z 1 M roztworu NaCl. W dotychezas uzywanych metodach
stosowano zwykle dla wytrgeenia KDN stezenie alkoholu w granicach
1,5—3,0 objetosci (Chargaff i Zamenhof 1948, Crampton
i wspolpr., 1954, Signer i Schwander 1949, Thomas 1959).
Zmn'ejszenie ilosci etanolu uzywanego do wytracenia KDN do 0,8 obje-
tosci jest korzystne, dlatego ze osad KRN w tak niskim stezeniu alkoholu
wytragca sie bardzo powoli.

Stosujac powyzej opisany sposob oddzielenia KRN od KDN wudalo sig
otrzymacé preparaty dezoksyrybonukleinianu sodu wolne od kwasu rybo-
nukleinowego. Jedynie preparat I wykazuje drobne zanieczyszczenie
KRN.

Zawarto$é¢ fosforu w otrzymanych preparatach dezoksyrybonukleinia-
nu sodu, wynoszaca 8,7—8,9%, pokrywa sie z danymi dla preparatow
dezoksyrybonukleinianu sodu otrzymanymi przez LipshitzaiChar-
gaffa (1956), ktére wykazujg 8,7% P.

Dotychezas nie stwierdzono tak wysokiej zawartosei KDN w wegeta-
tywnych organach roélin, jakg wykryto w mlodych lisciach Vicia faba.
Wysoka zawarto§¢ KDN oraz dostepno$é¢ materiatu wyjsciowego w du-
zych ilodciach sprawia, ze liscie Vicia faba stanowia bardzo dogodne
zrodlo dla otrzymywania wysokospolimeryzowanego KDN.

Panu profesorowi drowi A. Dmochowskiemu i pani doc. W. Potap-

czykowe] skladam serdeczne podzigkowania za merytoryczne przedyskutowanie
pracy oraz za szereg cennych rad i wskazowek.

STRESZCZENIE

Oznaczono zawartos¢ KDN w lisciach Phaseolus wvulgaris, Trifolium
pratense, Lupinus luteus, Vicia faba, Urtica dioica i Nicotiana tabacum.
Frakcje KDN ekstrahowano metodg Ogura i Rosen (1950), a za-
warto$¢ jego oznaczano za pomocg reakcji Dischego (1930).

Najwyzsza zawartos¢ KDN stwierdzono w lisciach Vicia faba (1,36%0).

Izolowano z mlodych lisci Vicia faba KDN w nastepujacy sposob: po
usunieciu z lisei barwnikéw 1 lipidéw mieszaning alkoholowo-eterowa
ekstrahowano KDN wg detergentowej metody Kay (1952). Zanieczysz-
czenia preparatow KDN kwasem rybonukleinowym usuwano przez kil-
kakrotne wytracenie KDN z roztworu 1 M NaCl za pomoca stopniowego
wprowadzenia 0,8 objetosci etanolu.

Otrzymano KDN wolny od zanieczyszczen KRN i bialek.

Katedra Biochemii
Uniwersytetu Lédzkiego (Wplyneko dn. 25.6.1960 r.)
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SUMMARY

The DNA contents of the leaves of Phaseolus wvulgaris, Trifolium pratense,
Lupinus luteus, Vicia faba, Urtica dioica i Nicotiana tabacum were determined.
The DNA fractions were extracted by the method described by Ogura and Ro-
sen (1950); the DNA contents were determined by the diphenylamine method
of Dische (1930).

A very high DNA level was found in the leaves of Vicia faba (1,36"/0).

DNA was isolated from the leaves of Vicia faba according to the following
procedure: after removal of pigments and lipids from ithe fresh tissue, DNA was
extracted as in the detergent method used by Kay (1952).

RNA contaminants were removed by several precipitations of DNA from the
1 M NaCl solution by slowly adding of a 0,8 volume of ethanol.

DNA preparations isolated in this way were generally almost free from RNA
and proteins.
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