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W komorce roslinnej znajdujacej sie w srodowisku o obnizonej tem-
peraturze procesy zyciowe ulegajg zwolnieniu. Nie wszystkie one reagu-
ja w tym samym stopniu, fotez przebieg jednych zjawisk moze by¢
silniej dotkniety niz innych. Np. obniZona temperatura hamuje podziaty
komérkowe, nie hamujac jednocze$nie w pelni syntezy DNA (kwasu
dezoksyrybonukleinowego) (Rodkiewicz 1961). W pewnych przy-
padkach same chromosomy w partiach euchromatynowych i heterochro-
matynowych zachowuja sie odmiennie (La Cour 1952).

Celem przesledzenia trzech stosunkowo tatwo uchwytnych proceséw:
syntezy RNA (kwasu rybonukleinowego), bialek i DNA, w pracy tej
wykorzystano metode autoradiografii, pozwalajacej na ilosciowe porow-
nywanie wynikéw. Procesy syntezy i transportu RNA bezposrednio
wigzg sie z syntezg bialek; w komoérkach dzielacych sie mitotycznie,
synteza DNA — obok poprzednich proceséw — jest warunkiem ko-
niecznym pojawienia sie kariokinezy.

Mozna sie bylo spodziewaé, ze w obnizonej temperaturze zachodzi
pewne rozprzezenie zjawisk normalnie ze sobg zwigzanych. W rezultacie
zakl6cen, czesciowo odizolowane procesy metaboliczne stang sie latwiej-
sze do. obserwowania. W trakcie doswiadczen okazalo sie, ze podczas
pierwszych dni chlodzenia wilgczanie prekursoréw RNA i DNA do jadra
pozostaje na dosyé¢ wysokim poziomie, a nowo syntetyzowany RNA gro-
madzi sig, przynajmniej cze$ciowo, w jadrze. Tymczasem "synteza bia-
lek w jadrze spada gwaltownie. W cytoplazmie spada zaréwno ilosé
znakowanego RNA, jak i bialek. W rezultacie zwykla proporcja pomie-
dzy znakowanym RNA jadra i cytoplazmy zostaje przesunieta na ko-
rzy$¢ jadra. Po przywréceniu normalnych warunkéw temperatury, zna-
kowany RNA jadra przenosi sie do cytoplazmy i komérka wraca do
poprzedniego stanu réwnowagi,



410 M. J. Olszewska, B. Rodkiewicz

MATERIAE I METODY

Badania przeprowadzano na merystemie bocznych korzeni Vicia
faba. Miode rosliny hodowano w wodzie wodociggowej, w temperaturze
18°C, a nastepnie przenoszono do chlodni, do temperatury 4°C. Cze$é
roslin pozostawala w temperaturze 18°C i stanowila materiat kontrolny.
Korzenie utrwalano w mieszaninie alkoholu absolutnego i kwasu octo-
wego lodowatego (3:1). Skrawki parafinowe grubosci 4 u (w przypadku
prekursora pietnowanego “H) lub 8 u (prekursory pietnowane “C) po-
krywano plynng emulsjg Ilford G5 wedlug metody Ficq (1955). W pew-
nych przypadkach sporzadzano preparaty gniecione, macerujac stozki
wzrostu przez 5 min. 1IN HCl w temperaturze pokojowej. Autoradiogra-
my po wywolaniu barwiono mieszaning Unny. Niektore preparaty tra-
wiono rybonukleaza krystaliczng (Armour), stosowang w koncentracji
0,1 mg/ml w buforze TRIS (pH 7,2) przez 2 godz. w temp. 37°C.

Przeprowadzono nastepujace doswiadezenia:

1. Rosliny chlodzone przez 1, 2, 31 4 dni w temp. 4°C inkubowano
w ciggu 24 godz. w tej samej temperaturze w roztworze tymidyny-"H
(0,66 nC i 0,013 wM/ml), adeniny-8-“C (0,13 wC i 0,025 wM/ml), lub
dl-fenyloalaniny-2-14C (0,155 nC i 0,06 wM/ml). Materiat kontrolny byt
inkubowany przez 24 godz. w temperaturze 18°C. Czas ekspozycji wy-
nosit dla materialu inkubowanego z tymidyng 5 dni, z adening — 2 dni,
z fenyloalaning — 4 dni.

2. Rosliny chlodzone przez 4 dni inkubowano w chiodni przez 15,
30 i 60 min. z adening-8-“C (1,3 wC i 0,25 uM/ml). Rosliny kontrolne
byly inkubowane w identyczny sposéb w temp. 18°C. Czas ekspozycji
wynosit od 3 do 26 dni; wyniki w tabelach zostaly przeliczone na 6 dni
ekspozycji.

3. Rosliny chlodzone przez 3 dni inkubowano w chlodni przez
24 godz. z adening-8-1“C (0,13 nC i 0,025 uM/ml) lub z dl-fenyloalani-
na-2-14C (0,155 »C i 0,06 uM/ml). Nastepnie rosliny przeniesiono do
temp. 18°C i inkubowano przez 1, 3, 8 i 24 godz. z adening lub fenylo-
alaning nieradioaktywna. Czas ekspozycji wynosit 2 dni dla korzeni
inkubowanych z adenina, 4 dni — dla materiatu inkubowanego z fenylo-
alaning.

4. Rosliny chlodzone przez 3 dni inkubowano réwniez w temp. 4°C
przez 2 godz. z adening-8-!4C (1,3 uC i 0,25 wM/ml), po czym pozostawia-
no je na dalsze 22 godz. w tej samej temperaturze; w sumie czas chlo-
dzenia wynosil wiec 4 dni. Nastepnie cze$é korzeni utrwalano, reszte
materialu przenoszono do temp. 18°C i korzenie utrwalano po 1, 3 i 5
godz. Czas ekspozycji wynosit 24 godz.

Stosowana przez nas metoda autoradiograficzna pozwala na ilo$ciowe
przedstawienie wynikéw w odniesieniu do jadra, jgderka i cytoplazmy.
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Przy uzyciu prekursoréw znakowanych H uzyskuje sie bardzo precy-
zyjng lokalizacje w postaci pojedynczych ziaren, poniewaz energia cza-
stek p emanowanych przez ten izotop jest staba (0,017 MeV). Czastki
p 1C charakteryzujg si¢ wieksza energia (0,155 MeV), dzieki czemu po-
wstajg tzw. slady wskutek zaktywowania szeregu ziaren emulsji. Czgstki
B stopniowo wytracaja energie; powstaje lancuch ziaren bardziej odda-
lonych od siebie na poczatku toru czastki § i zgeszczajgcych sie przy
koncu. Pozwala to na dokladne okreslenie punktu wyjscia czgstek p 14C.
Przyjmowano (wg Ficq 1955) za ,$lad” lancuszek zlozony z co naj-
mniej 4 ziaren. Warto doda¢, ze stosowana przez nas metoda plynnej
emulsji redukuje do minimum blad powstajacy wskutek oddalenia
emulsji od tkanki radioaktywnej; w przeciwienstwie do metody zw.
»stripping film”, plynna emulsja przylega dokladnie do powierzchni
skrawkow.

Blad w obliczeniach ilo$ci $ladéw na autoradiogramach wynosi co
najmniej 4%, jednak przy zbyt duzej ich ilosci na preparatach zwieksza
sie i dochodzi do 10% (Ficq 1959). Z tego wzgledu, celem uzyskania
optymalnej ilo$ci sladow, autoradiogramy byly eksponowane na rozmaity
przecigg czasu — w zaleznosci od radioaktywnosci skrawkow. Ta ostat-
nia zalezy: od koncentracji w $rodowisku znakowanego prekursora, od
czasu inkubacji 1 wreszcie od rodzaju doswiadczenia. Liczba s$ladow
na autoradiogramach wzrasta wprost proporcjonalnie od uplywu czasu
ekspozycji. Aby uzyska¢ wyniki poréwnywalne, dane przedstawione na
tabelach byly przeliczone na ten sam czas ekspozycji. Obliczen ilosci
$ladow przeprowadzano co najmniej w 100 komoérkach.

WYNIKI

Wigczanie adeniny-14C

Poréwnywano liczby §ladéw na autoradiogramach wierzcholtkéow ko-
rzeni roslin chlodzonych 1—4 dni w temp. 4°C i roslin kontrolnych,
tj. hodowanych w temp. 18°C. Przy ocenie radioaktywnos$ci komorek
oddzielnie okreslano radioaktywnos¢ jaderka, jadra i cytoplazmy. Jak
mozna bylo sie spodziewaé, wlaczanie radioaktywnego prekursora obni-
za sie bardzo wyraznie w miare przedtuzania chtodzenia (tabela 1). Rosli-
ny inkubowane z adening-“"C przylaczaly ja przeszilo 6-krotnie slabiej
po 4 dniach chlodzenia niz rosliny kontrolne. Jednak zdolnosé przylacza-
nia adeniny zmienia si¢ niejednakowo w trzech obserwowanych czesciach
komérki. Podeczas pierwszych 2 dni chlodzenia przylagczanie adeniny
do jgdra i jaderka pozostaje na takim samym, a nawet wyzszym pozio-
mie niz w roslinach kontrolnych. Cytoplazma tymczasem staje sie mniej
radioaktywna i caly spadek ogoélnej radioaktywnosei komoérek odbywa
sie jej kosztem. W rezultacie wzgledny udzial jadra i jagderka w catko-
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witej radioaktywnosci ulega zwigkszeniu. Dopiero w 3 i 4 dniu chiodze-
nia bezwzgledna radioaktywnos$é jadra i jaderka obniza sie odpowiednio
do 1/4 i 1/2 w poréwnaniu z kontrola, podczas gdy radioaktywnosé cyto-
plazmy spada do 1/15.

Jak wynika z przytoczonych danych, procesy wigczania adeniny do
kario- i cytoplazmy w niejednakowym stopniu reagujg mna obnizong
temperature. Ogolnie zaobserwowana tendencja polega na zwigkszeniu
wzglednej ilosci wilgczanej adeniny do jadra i jaderka i obnizeniu wig-
czania adeniny do cytoplazmy.

Istnieja dwie mozliwosci objasnienia tego zjawiska: 1) proces wia-
czania adeniny do cytoplazmy silniej reaguje na obnizona temperature
niz proces wlaczania tego zwigzku do jadra; 2) pierwotnym miejscem
wlaczania adeniny jest jadro, a obnizona temperatura hamuje transport
radioaktywnego RNA z jadra do cytoplazmy.

O ile procesy przylaczania adeniny, odbywajace sie w jadrze i w cy-
toplazmie, charakteryzuja si¢ niejednakows wrazliwoscia na tempera-
ture, to w takim razie zmniejszenie radioaktywnosci cytoplazmy wska-
zywaloby na wigkszg wrazliwosé tych proceséw w cytoplazmie niz w jg-
drze. Poniewaz adenina moze sie wigczaé do DNA i RNA, to nasuwatoby
sie przypuszczenie, ze mniejsza wrazliwos¢ jagdrowego mechanizmu wia-
czania prekursora wynika wtasnie z faktu dwutorowosci tego procesu
w jadrze. W istocie, udzial adeniny przylaczonej do DNA stanowi 37%0
calkowitej radioaktywnosci jader roslin kontrolnych. Stwierdzono to
traktujac rybonukleazg odpowiednie preparaty (tabela 2).

Po 4 dniach chlodzenia udzial adeniny wtlaczanej do DNA stanowi
tylko 8% calej radioaktywnosci jgder. Intensywnosé¢ wigczania adeniny

Tabela 2 = Tablean 2

IXaczanie adeniny—mc do DNA wyrazone w % catkov .r:.te:j radiocaktywnodci jader
Incorporation de 1 adénine-'4C dans 1 ADN exprimée en % d activité totale
des noyaux

Llczba dni w 4 C &
% radioaktywngsci calkowitej jader
Dureeadz p?;gﬁi;}emem % d activité totale des noyaux
0 37

-

24
10
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do DNA spada w wigkszym stopniu niz intensywnos$é wiaczania adeniny
do RNA. Obserwacje dotyczace wlaczania adeniny do DNA przy obnizo-
nej temperaturze zgadzajg sie z obserwacjami wilgczania tymidyny w ta-
kich samych warunkach (spadek do minimum, omoéwiono dalej). Jesli
wezmiemy pod uwage jedynie wlaczanie adeniny do RNA jadra i RNA
cytoplazmy, to pod wplywem obnizonej temperatury wzrost wzgled-
nej ilosci adeniny wiaczonej do jadrowego RNA zwigkszy sie jeszcze
bardziej niz przy poréwnywaniu catkowitego wigczania adeniny do jadra
i cytoplazmy. Proces przylaczania adeniny do RNA jadrowego bylby
wiec mniej wrazliwy na obnizenie temperatury niz tenze sam proces
odbywajacy sie w cytoplazmie.

Istnieje wiele danych w literaturze wskazujacych na jaderko i jadro
jako na pierwotne i gléwne miejsca przylgczania prekursorow RNA oraz
jego syntezy (Goldstein i Micou 1959a i b; Sirlin i Elsda-
le 1959; Woods 1959; Amano i Leblond 1960; Feinende-
gen i in. 1960; Perry 1960; Sirlin 1960; McMaster-Kaye
1960; Perry i in. 1961; Olszewska i in. 1961; ref. Olszewska
1962). Nowo utworzony RNA ma by¢ nastepnie odtransportowany do cy-
toplazmy. Jesli przyjaé przytoczona hipoteze, to w opisywanym do-
$wiadczeniu proces transportu radioaktywnego RNA z jadra do cyto-
plazmy zostal zahamowany w wiekszym stopniu niz proces wlaczania
prekursora do RNA. Poréwnanie liczby $ladéw 1*C adeniny w kario-
i cytoplazmie podezas pierwszych 2 dni chlodzenia wydaje sie zgadzaé
wyraznie z proponowana interpretacjg; ‘pomimo obnizenia temp. o 14°,
ilos¢ wlaczonego do jadra prekrusora pozostawala nie zmniejszona. Trud-
no przypudci¢, ze wlaczanie adeniny do RNA jadra jest przez 48 godz.
nie tylko niewrazliwe na obnizona temperature, a nawet nieznacznie
stymulowane. Mozna wiec przypusci¢, ze zmiany we wzglednym roz-
mieszczeniu materialu znakowanego wynikaja z hamujgcego dzialania
obnizonej temperatury na transport tego materialu (RNA) z jadra do
cytoplazmy.

Na przechodzenie RNA z jgdra do cytoplazmy moga wskazywac
doéwiadezenia z krotkimi czasami inkubacji w temperaturze normalnej.
Woéwcezas rozmieszezenie materialu radioaktywnego jest podobne jak
w komoérkach roslin chlodzonych (tabela 3). W korzeniach inkubowa-
nych 15 min. z radioaktywng adening rozmieszczenie znakowanego pre-
kursora bylo prawie identyczne. jak w materiale utrzymywanym przez
4 dni w temp. 4°C (por. tabela 1). Po przedluzeniu inkubacji do 30
i 60 min., ilos¢ prekursora w preparatach wzrasta i jego wzgledne roz-
mieszczenie zostaje zmienione. Stopniowo zmniejsza sie wzgledny udzial
jadra i jaderka w ogolnej radioaktywnosci komorki — od 68% po 15 min.
inkubacji do 46%0 po 60 min. inkubacji. W analogicznym do$wiadczeniu,
przeprowadzonym w temp. 4° na materiale chlodzonym uprzednio przez
4 dni, stwierdza sie przez caly czas przewage wlaczania adeniny do
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Tabela 3 - Tableau 3
\iptyw chtodzenia na wkaczanie adeniny-140 do komdrek
nerystemu korzeniowego Vicia faba.
Influence de la basse température sur 1 incorporation d adénine-!4¢
dans les cellules du méristeéme radiculaire de Vieia faba.

Czas trwania Rodzaj dos— Liczba £laddw - lombre de traces
inkubacji i it
S 4 wizdczenia
uuﬁ:gignlncu- Traitement Jadexko Jjadro cytoplasma razem
nucleole noyau cytoplasme total
koptrola 1156 = 24%| 288 = 44%| 212 = 32% | 656 = 1003
15 min. PR 40
4'353_}:;3”5 20|25 = 24%] 62 = 59% 18 = 17% | 105 = 100%
Fogtrola 113 = 135 352 = 39%| 433 = 48% | 898 = 100%
30 min.
4 dni w 40 57 = : = c 55 = 29 - 7,
4 jours 3 4° 57 = 306 T7 = 415 55 = 29% | 189 = 100%
2] '
1~
KOBLrola 1416 = 9%[1656 = 3792372 = 54% |4444 = 100%
60 min,
4 dnd w 40 | n = & - i = 94
4 jours 3 40 159 = 24%]| 291 = 45%| 201 = 31% 651 = 100%

jadra i jaderka (tabela 3). Nalezy zaznaczy¢, ze celem uzyskania wy-
miernej ilosci sladéw na preparatach, w doswiadczeniach z krétkim
czasem inkubacji uzyto roztworu adeniny-1“C o 10-krotnie wiekszej ra-
dicaktywnosci niz w doswiadczeniu poprzednim. Stad tez stosunkowo
wysoka radioaktywnos¢ preparatow, pomimo krétkiego czasu inkubacji.

Rosliny chlodzone przez 3 dni inkubowano nastgpnie przez 24 godz.
w tej samej temperaturze z adening-!*C, a potem przenoszono je do
temperatury pokojowej, do $rodowiska z adening nie znakowang. Po-
mimo braku adeniny-C w $rodowisku, radioaktywno$é preparatow
z roslin utrzymywanych w pokojowej temperaturze ulegata podwyzsze-
niu o okolo 1/4 w ciagu pierwszych 3 godz. i utrzymywala sie przez
kilka godzin na stalym poziomie. Po 24 godz. spadata do polowy w po-
réwnaniu z aktywnoscig maksymalng (tabela 4). W roslinach chlodzonych
musiala sie wobec tego nagromadzi¢ pewna ilos¢ kwasorozpuszczalnych
polgczen adeniny. Te zwigzki zostaly wyplukane podczas utrwalania
korzeni pobranych w 1 godz. po przeniesieniu do temp. .18°. Po 3 godz.
przebywania roslin w temp. 18°, adenina w niskoczasteczkowych zwigz-
kach ulegla wigczeniu do zwigzkéw wysokoczasteczkowych i ujawnila
sie¢ w autoradiogramach. Poczatkowo rozmieszczenie znakowanej adeni-
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ny jest takie jak w poprzednich do$wiadczeniach z obniZzong tempera-
tura. Po przeniesieniu roslin do temperatury pokojowej, zmniejsza sig
wzgledny udzial jadra i jaderka w catkowitej radioaktywnosci komoérki
(tabela 4).

Jesliby roslinom podaé¢ prekursor w ciggu 3 dnia chlodzenia, a na-
stepnie pozostawié¢ je ma prawie calg dobe w temp. 4° w $rodowisku bez
prekursora, to mozna by sie spodziewaé¢ catkowitego wlaczenia nisko-
czasteczkowych zwiazkéw adeniny, a takze wolnej adeniny, do kwasow
nukleinowych komoérki. Wtedy, w momencie przenoszenia do podwyz-
szonej temperatury, cala adenina radioaktywna bylaby w wysokocza-
steczkowych, nierozpuszczalnych w utrwalaczu zwigzkach, znajdujgcych
sie przede wszystkim w jadrze i w jaderku. W doswiadczeniu tym po-
rownywano radioaktywno$é komoérek z korzeni utrwalonych w momen-
cie przenoszenia ro$lin z temp. 4° do temp. 18° (czas 0) i w 1, 3, 5 go-
dzin przebywania w temp. 18°. Radioaktywne zwigzki w czasie 0 byly
wyraznie zgrupowane w jadrze i w jaderku (tabela 5, fig. 1), co jest
zgodne z poprzednimi do$wiadczeniami. Pozostawal jednak nadal w ko-

Tabela 4 - Tableau 4

Zlokalizowanie £laddw 140 adeniny w merystemie korzeniowym
roslin chtodzonych przez 3 dni w 40, nestgpnie inkubowanych 24 godz.
z adeninq—14c w 40, po czym przeniesionych do adeniny-120, do temp.TBO.
Localisation des traces dans les cellules du méristeme radiculaire des
plantes prétratées 3 jours & 4°, ensuite incubdes pendant 24 heures

avec 1°adénine-1%c et transférdes & 18° au milieu contenant

de 1‘adénine-t4c,

Czags trwania inku-

bacji z adgning-12C Liczba £laddéw - Nombre de traces
, w18
Duree d incubation
avec gdenane-120 Jaderko Jjadro cytoplasma razem
a 18 nucleole noyau cytoplasme total
1 g . ' ’ r B 4
goiln 95 = 10% | 511 = 52% | 373 = 385 | 975 = 1003
1 heure
2 mola, 94 = 8% | 418 = 33% [ 738 = 59% [1250 = 1005
3 heures
8 dz. o
godz 42 = 4% | 370 = 30% | 802 = 66% |1214 = 100%
8 heures
2 dz. )
figods 18 = 3% | 156 = 264 | 426 = 71% | 600 = 1004

24 heures
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Tabela 5 - Tableau 5
Zlokalizowanie $£laddw w komdérkach merystemu korzeniowego
roglin chodzonych przez 4 dni, inkubowanych z adeninq-uc w ciagu
trzeciego dnia chXodzenia, przeniesionych nastepnie do temp. '1_80.
Localisation des traces dans les cellules du méristeme radiculaire des
plantes placées pendant 4 jours & 4°, incubdes avec 1 adénine-'%C pendant
2 heures au cours du troisiéme jour, et transférées a 18°,

Licgba godzin w 1g8° Liczba £laddw - llombre de traces

Duree ¢ incubation

a 18" /heures/ Jjaderko jadro cytoplasma razem
nucleole noyau cytoplasme total

0 137 = 19%| 308 = 44% | 258 = 3T7% 703 = 100%

1 165 = 18| 403 = 43% | 366 = 39% | 934 = 100%

3 92 = 9% 334 = 33% | 592 = 58% (1018 = 100%

5 69 = T%| 285 = 31% 580 = 62% 934 = 1004

mérkach zapas niskoczasteczkowych zwigzkéw adeniny, ktory ulegt wy-
czerpaniu w 1 godz. przebywania roslin w temp. 18°. W tym czasie
nastapil wzrost radioaktywnoéci preparatow o 1/5, ale wzgledny udzial
jadra, jaderka i cytoplazmy w calkowitej radioaktywnosci komoérek nie
zostal zmieniony w poréwnaniu z czasem 0. W dalszych prébkach —
po 3 i 5 godz. — calkowita radioaktywnos¢ komoérek pozostawala mniej
wiecej taka sama jak po 1 godz.; nastapilo jednak wyrazne przesunie-
cie radioaktywnosci z jaderek i jader do cytoplazmy (fig. 2). Wizgledne
rozmieszczenie radioaktywnosci zblizylo sie do takiego stanu, jaki
obserwowano przy dilugotrwalym wlaczaniu adeniny w temp. 18° (por.
tabela 1). Zmiana w intensywnosci znakowania poszczegdlnych stref
komoérek, w czasie od 1 do 5 godz., odbyla sie bez wzrostu radioaktyw-
noséci calkowitej, podobnie jak analogidzna zmiana w do$wiadczeniu
poprzednim po 3 i 8 godz. (por. tabela 4). Zmiane te mozna interpreto-
wa¢é jako przejscie z jadra do cytoplazmy zwigzkéw zawierajgcych ade-
nine. Wzrost ilosci $ladéw w cytoplazmie wynosi w przyblizeniu tyle,
ile strata ilosci sladow w jadrze i w jaderku.

Wlaczanie fenyloalaniny-14C

Analogicznie do do$wiadczen z adening-!%C przeprowadzano do-
$wiadczenia nad wplywem chlodzenia na wigczanie fenyloalaniny-!4C.
Iloéé znakowanej fenyloalaniny wiaczonej do korzeni wyraznie spada
w miare przedluzania poprzedzajacego inkubacje okresu chlodzenia (ta-
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Tabela 6 - Tableau 6

% - g g 7. DU Ly
WWptyw chiodzenia na wisczanie fenyloalaniny- au do komodrek

merystemu korzeniowego Vicia faba.
Influence de la basse température sur 1 incorporation de phénylalanine
~14¢ dans les cellules du iérictime radiculaire de Vicia faba.

) a Liczba £laddéw - Mombre de traces
Liczba dni w g

ML Mol ™| futepie | jatro | cytopleams | rezen

/Kontrolactémoin/ 92 = 4% |618 = 315 | 1302 = 65% | 2012 = 100%
1 62 = 10% 228 = 36% 348 = 54% | 638 = 100%
2 42 = 102 [ 156 = 39% 206 = 515 | 404 = 1004
3 33 =13% | 91 = 37% 124 = 50% | 248 = 1007
4 17 = 135% | 60 = 44% 58 = 43% | 135 = 100%

[

Tabela 7T - Tableau 7
Zlokalizowanie $laddw 140 fenyloalaniny w merystemie korzeniowym
roélin chXodzonych przez 3 dni w 4°, nest¢pnie inkubowanych 24 godz.
z fenyloalaning-14 ¢ w 4°, po czym przeniesionych do fenyloalaniny
12 ¢ do temp. 18°,
Localisation des traces dans les cellules du méristeme rediculaire des
plentes prétraitées 3 jours 2 4°, ensuite incubées pendant 24 heures aveco
la phénylalanine-'4 ¢ et transférdes & 18° au milieu contenant de la
phénylalenine-'2 ¢,

Czas trwania inku— Liczba $laddéw - Nombre de traces
bacji z renyloalg—
ning-l< ¢ w 18
Duree d  incubation F .
- Jaderko Jjadro cytoplasma razem
avef18hgngl?éﬁnine' miclsole noyau cytoplasme total
D B 49 = 8% | 229 = 356 | 366 = 57% | 644 = 100%
1 heure
3 goin, 60 = 9% | 247 = 36% | 378 = 556 | 685 = 100%
3 heures
9 gotHe 63 = 9% | 245 = 35% | 398 = 56% | 706 = 100%
8 heures
5 EiE. # =85 |204 =385 | 286 =545 | 531 = 1005
« 24 heures
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bela 6). Na autoradiogramach liczono liczbe $ladéw w jaderku, jadrze
i cytoplazmie. Radioaktywnos¢ catkowita po 4 dniach chlodzenia spadla
okoto 15 razy; wlaczanie fenyloalaniny jest wiec silniej hamowane
przez obnizong temperature niz wilaczanie adeniny. Rozpatrywane czesci
komorki reaguja niejednakowo, a mianowicie jaderko przylacza 5 razy
mniej fenyloalaniny, jadro — 10 razy mniej, a cytoplazma — 22 razy
mniej. W czasie chlodzenia redukcja wlaczania fenyloalaniny odbywa
sie mniej wiecej réwnomiernie w kazdym organoidzie. Uderzajacy jest
brak zbieznosci pomiedzy zachowaniem sie¢ RNA i biatek jadra, ocenia-
nym na podstawie wlaczania adeniny-'C i fenyloalaniny-1C podczas
pierwszych 2 dni do$wiadczenia. Zamiast z reguly stwierdzanej réw-
noleglosci pomiedzy syntezg RNA i biatek, w.tym przypadku po 2 dniach
chlodzenia, liczba $ladow 1C adeniny w jadrze wykazala tendencje
zwyzkows, podczas gdy liczba sladow “C fenyloalaniny spadata do 1/4
w jadrze i 1/2 w jaderku (por. wykres 1). W obu doswiadczeniach zna-
kowanie cytoplazmy zmniejszalo sie gwaltownie, przy czym redukcja
znakowania fenyloalaning byla nieznacznie wieksza niz znakowania
adenina.

W przeciwienstwie do adeniny, rozmieszczenie Sladéw fenyloalaniny
nie ulegalo zmianie po przeniesieniu materiatu chlodzonego do temp. 18°
(tabela 7, por. z adening, tabela 4).

Wigczanie tymidyny-“H

Autoradiogramy z roslin inkubowanych z adenina-!“C wykonywano
w dwoch seriach, W pierwszej obliczano cale wlgczanie adeniny, w dru-
giej, trawionej rybonukleaza, pozostala radioaktywnos¢ reprezentowala
ilos¢ adeniny wlaczonej do DNA. Jak juz wspomniano, ilos¢ wlaczone]
adeniny spada po 4 dniach chlodzenia. Po 1 dniu chlodzenia, ilo$¢ ade-
niny wiaczonej do DNA pozostaje na poziomie kontroli; gwaltowny
spadek obserwuje sie po 2 i nastepnych dniach. Po 4 dniach chtodzenia
wlgczanie adeniny do DNA jest minimalne. Poréwnujac wigczanie ade-
niny do DNA i RNA jadra stwierdza sie, ze zahamowanie wlgczania do
DNA rozpoczyna sie wezesniej, tj. w 2 dniu chlodzenia, podczas gdy
wigczanie do RNA jadra trwa diuzej — ostre zahamowanie uwydatnia
sie po 3 dniach chtodzenia.

Rozpatrywano wlaczanie tymidyny-H w takim samym ukladzie
doswiadczen jak w przypadku adeniny. Nie udalo sie ustali¢ doklad-
nych danych liczbowych w kolejnych dniach chilodzenia, poniewaz
w preparatach kontrolnych i po 1 dniu chlodzenia znakowanie jgder
jest tak silne, ze ziarna w emulsji zlewajg sie w jedng czarng mase.
Ogolna tendencja redukceji wlgczania tymidyny byla jednak bardzo zbli-
zona do obnizania wigczania adeniny do DNA. Po 1 dniu chlodzenia
ponad 70% jader bylo bardzo silnie znakowanych, po 2 dniach — jesz-
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cze okolo 60%, ale liczba ziaren w jadrze wynosila ok. 20 i byly juz
one rozréznialne (fig. 3); po 3 dniu chlodzenia liczba ziaren w 27% ja-
der jest jeszcze uchwytna, ale wynosi zaledwie okolo 5 (fig. 4); po
4 dniach chlodzenia zaréwno ilos¢ znakowanych jgder, jak i ilo§é ziaren
w jadrze jest bliska 0.

Na cienkich skrawkach jest tylko cze$¢ jadra, nie mozna wiec wy-
kaza¢ calej jego radioaktywnosci. Natomiast na preparatach gniecionych
jadro i jaderko zostajg silnie splaszczone i dzigki temu moze byé wyja-
wiona duza ilos¢ zawartego w jadrze prekursora radioaktywnego. W re-
zultacie jadra, ktére w skrawkach zawieraly ok. 20 ziaren, na prepa-
ratach gniecionych wykazywaly ich ok. 60; odpowiednio w jadrach
z 5 ziarnami znajdowalo sie ok. 20 ziaren (fig. 5 i 6).

W autoradiogramach rozmieszczenie zwigzku znakowanego moze by¢
okreslane z dokladnosciag od 0,5 do 2 p — zaleznie od uzytej emulsji.
Scistos$é lokalizacji wynika z bardzo malej energii promieniowania °H.
Dzieki temu mozna oceni¢ morfologie struktur (sktadnikéw) komérko-
wych przylaczajagcych prekursor znakowany “H na podstawie ukladu
ziaren w emulsji (Rodkiewicz i Olszewska 1962). Po dluz-
szym chlodzeniu chromatyna zostala oznakowana w niektérych miej-
scach przez grupy ziarenek, a przy skracaniu czasu chlodzenia (a wiec
przy intensywniejszej syntezie DNA) na terenie jadra obok grup ziare-
nek znajduja sie ziarenka uszeregowane w lancuszki sygnalizujace ulo-
zenie nici chromatynowych. W warunkach obnizonej temperatury do-
bitnie zostaje wiec wyrazona asynchronicznos¢ syntezy DNA wzdluz
nici chromatynowej.

Podczas chlodzenia zmniejsza sie znacznie aktywnos¢ mitotyczna
(Rodkiewicz 1961). Po 1 i 2 dniach chlodzenia spotyka sie obok
mitoz nie znakowanych takze mitozy z chromosomami radioaktywnymi.
Po 3 dniach chlodzenia iloé¢ mitoz jest bardzo mata. Po przeniesieniu
do temp. 18° roslin chlodzonych przez 4 dni, w krétkim czasie rozpo-
czyna sie wlgczanie tymidyny-*H. Mitozy zaobserwowano w 10 i 20 godz.
po przeniesieniu do temp. 18°. Jesli roslinom w czasie chlodzenia poda-
wano tymidyne-H w 1 lub 2 dniu, to chromosomy mitotyczne byly
czesciowo lub calkowicie znakowane, badZz zupelnie nie znakowane.

DYSKUSJA

Z uzyskanych rezultatéw wytaniaja sie dwa zagadnienia, ktore zastu-
guja na blizsze omoéwienie, a mianowicie: 1) problem pochodzenia RNA
cytoplazmatycznego, 2) paralelizm pomiedzy zachowaniem sie RNA
i bialek w jadrze i w cytoplazmie.

Wyniki badan autoradiograficznych przyczynilty sie do ugruntowania
pogladu o istnieniu tzw. messenger RNA, tj. RNA informacyjnego.
Sekwencja nukleotydéw w informacyjnym RNA jest determinowana



Wiagczanie adeniny-'C, fenyloalaniny-#C i tymidyny °*H 4921

przez odpowiedni DNA. Informacyjny RNA przechodzi do cytoplazmy
i tam stanowi wzorzec dla syntezy lancuchéw polypeptydowych. Sche-
mat eksperymentow autoradiograficznych, stuzacych do wykazania we-
drowki RNA, przedstawia sie jak nastepuje: material jest krotko inku-
bowany z radioaktywnym prekursorem RNA i nastepnie zostaje prze-
niesiony do $rodowiska z nieradioaktywnym prekursorem (w celu roz-
cienczenia zapasu wolnego radioaktywnego prekursora zawartego jesz-
cze w komoérkach). Prawie zawsze obserwowano na poczatku wylaczne
lub silniejsze znakowanie jadrowego RNA. Po przeniesieniu do $rodo-
wiska nieradioaktywnego, radioaktywny RNA pojawia si¢ w cytoplaz-
mie. Zjawisko to stuzy za dowod przechodzenia RNA z jadra do cyto-
plazmy (Goldstein i Micowu 1959a i b; Sirlin i Elsdale
1959; Amano i Leblond 1960; Feinendegen i in. 1960;
Perry 1960; Sirlin 1960; Taylor 1960; Perry i in. 1961; O1l-
szewska 1 in. 1961). U roslin wyzszych tego rodzaju badania zosta-
ly wykonane jedynie przez Woodsa (1959) na merystemie korzenio-
wym bobu. Jednoznaczng interpretacje wynikéw utrudnia fakt, ze pomi-
mo przeniesienia materialu do s$rodowiska nieradioaktywnego, radio-
aktywnos¢ komorek przez pewien czas bardzo silnie sie zwieksza kosz-
tem wewnatrzkomérkowego zapasu niskoczasteczkowych radioaktyw-
nych zwigzkéw. Np. we wspomnianej pracy Woodsa ogélna radio-
aktywnos$é komorek wzrosta jeszeze czterokrotnie po dwugodzinnej inku-
bacji w Srodowisku nieradioaktywnym.

Wzgledne zmiany ilosci prekursora przy zwiekszaniu sie ogolnej ra-
dioaktywnos$ci preparatu nie sg rozstrzygajacym dowodem o przecho-
dzeniu prekursora z jadra do cytoplazmy. Jesli catkowita radioaktyw-
nos¢ preparatu ulega zmianie in plus lub in minus, to zmiany wzgledne
pomiedzy radioaktywnoscia cytoplazmy i jadra moga by¢ tlumaczone
nie tylko przenoszeniem prekursora z jednej strefy komérki do drugiej,
ale réwniez nieproporcjonalnym zwigkszeniem sie syntezy lub rozpadu
zwigzkéw zawierajgcych ten prekursor. Bardziej wiarygodne byloby
doswiadczenie, w ktorym w oznakowanym materiale przy braku dopty-
wu prekursora z zewnatrz i bez zmiany poziomu radioaktywnosci cal-
kowitej preparatu nastepowaloby przesuniecie materialu radioaktywne-~
go. Taka sytuacja miala miejsce w do$wiadczeniu, w ktérym adenine-
-1iC podano w ciggu 2 godz. w trakcie 3 dni chlodzenia, po czym ma-
teriat chlodzono przez dalsze 22 godz. W tych warunkach znaczna czesé
zapasu niskoczgsteczkowych radioaktywnych zwigzkéw adeniny ulegla
wigczeniu do kwasow nukleinowych komorki, poniewaz po przeniesieniu
do temp. 18° radioaktywnos¢ catkowita wzrosta jedynie w ciggu 1 godz.
o 1/5. W nastepnych godzinach, przy stalym poziomie radioaktywnosci
calkowitej, ilos¢ radioaktywnego cytoplazmatycznego RNA zwieksza sie
kosztem RNA jadrowego. Zmiany te mozna interpretowaé¢ jako przecho-
dzenie RNA z jadra do cytoplazmy:.

14
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Pozostaje jednak mie rozstrzygniety, odrebny problem, w jakiej formie
radioaktywny material zostaje przekazany z jadra do cytoplazmy. Po-
wszechnie postulowany messenger RNA powinien przechodzi¢ w formie
integralnej czasteczki. RNA jadrowy charakteryzuje sie wysokg aktyw-
noscig metaboliczna (ref. Olszewska 1962). Jest mozliwe, ze przy
normalnym metabolizmie (w temp. 18°), radioaktywny RNA jadra ulega
rozkladowi, ktérego produkty przechodza do cytoplazmy i tam stuza

0 Wykres 1. Wplyw chlodzenia na wlacza-
nie adeniny-"C i fenyloalaniny-"“C do ko-
moérek merystemu korzeniowego Vicia
faba. Rzedna — zmiany radioaktywnosci
w poréwnaniu z materialem kontrolnym,
dla ktérego ilosé $ladéw przyjeto za 100;
odcieta — ilo$é dni w temp. 4°.
1 — wlgezanie adeniny do jadra 1 jaderka;
2 — wilaczanie adeniny do cytoplazmy; 3 — wia-
czanie fenyloalaniny do jadra i jaderka; 4 —
wlaczanie fenyloalaniny do cytoplazmy.

10

Influence de la basse température sur
Iincorporation d’adénine-“C et de phény-
lalanine-""C dans les cellules du méristé-
me radiculaire de Vicia faba. Ordonnée —
le changement de la radioactivité; le
nombre de traces dans le matériel témoin
est considéré comme 100; abscisse —

la durée du traitement a 4°.
1 — Jl'incorporation d'adénine-14C dans le nu-
cléole et dans le noyau;, 2 — l'incorporation
d'adénine dans le cytoplasme; 3 — I'incorpora-
tion de phénylalanine dans le nucléole et dans
le noyau; 4 — lincorpcration de phénylalanine
dans le cytoplasme.

do budowy czasteczek syntetyzowanego od nowa RNA; stad wzrost
ilosci $§ladow w cytoplazmie wynosi tyle, ile ubytek ilosci sladow w jg-
drze. Tak wlaénie interpretuja wyniki badan autoradiograficznych
McMaster i Taylor (1958, 1959), McMaster-Kaye 1960) oraz
Harris i Watts (1962).

W normalnej komoérce prekursory biatek i RNA intensywnie wia-
czaja sie do jadra i cytoplazmy. Jak wielokrotnie stwierdzono, synteza
biatek jest uwarunkowana uprzednig syntezg RNA (ref. Brachet
1957). W omawianym materiale, po 1 i 2 dniach chlodzenia, wlaczanie
adeniny do jadra utrzymuje sie jeszcze na wysokim poziomie, podczas
gdy wlaczanie fenyloalaniny spada gwaltownie. Nasuwa sie pytanie,
gdzie nalezy szukaé¢ przyczyn rozprzezenia tych procesow. Wysoki po-
ziom radioaktywnej adeniny w jadrze, sugerujacy normalny przebieg
syntezy RNA, wynika — jak sie zdaje — przede wszystkim z zahamo-
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wania transportu RNA z jadra do cytoplazmy. W konsekwencji prze-
kaznikowy (messenger) RNA skupia sie w jadrze. Tak wigc normalny
poziom radioaktywnej adeniny zostaje zachowany, pomimo spadku jej
wlgczania do jgdrowego i przekaznikowego RNA. Duza ilo§é obecnego
w jadrze przekaznikowego RNA nie moze — jak widaé — braé udziatu
w syntezie bialek jadrowych, a ilos¢ RNA zwigzanego z ich syntezg
okazuje sie niewystarczajgca, chociaz synteza biatek jadrowych jest
w mniejszym stopniu dotknieta niz synteza bialek cytoplazmatycznych.
Skoro tak jest, to zrozumiale staje sie zmniejszanie ilosci wlaczonej do
jadra fenyloalaniny. Nie mozna jednak wykluczy¢ w opisanych do-
$wiadezeniach innych czynnikéw, warunkujgcych synteze biatek jgdro-
wych.

STRESZCZENIE

Metoda autoradiografii poréwnywano iloéciowo wilgczanie tymidyny-2H do DNA
(kwasu dezoksyrybonukleinowego), adeniny-8-1“C do DNA i RNA (kwasu rybo-
nukleinowego) oraz fenyloalaniny-2-%C do biatek komoérek merystemu korzenio-
wego Vicia faba. RoSliny przed podaniem prekursoréw utrzymywano przez 1 do
4 dni w temp. 4°C. Wlaczanie prekursoréw do biatek i RNA cytoplazmy zostaje
stopniowo zahamowane i po 4 dniach chlodzenia adenina jest przylaczana 15-krot-
nie stabiej, a fenyloalanina — 22-krotnie. W tym samym czasie réwniez ulega
zahamowaniu przylaczanie prekursoréw do jgdra — tymidyny i adeniny do DNA
prawie catkowicie, adeniny do RNA — ok. 3-krotnie, a fenyloalaniny — 10-krot-
nie. Po 1 i 2 dniu w obniZonej temperaturze, ilo$¢ radioaktywnej adeniny w ja-
drowym RNA ulega nawet zwiekszeniu, podezas gdy wlgczanie innych prekurso-
row wyraznie spada. Zwiekszenie ilo$ci adeniny radioaktywnej nalezy tlumaczyé
zahamowaniem odplywu informacyjnego (messenger) RNA z jadra do cytoplaz-
my. W rezultacie zaburzen w transporcie zwieksza sie udzial jadra w catkowitej
radioaktywnoséci komérki. Po przeniesieniu roélin do temp. 18° do $rodowiska bez
prekursora, w ciggu 1 godz. zuzywa sie zapas wolnej adeniny-%%C i ustala sie
okreslony poziom radioaktywno$ci calkowitej. Po dalszych 4 godz. nadmiar przy-
taczonej do jadra adeniny-1"C przechodzi do cytoplazmy — czego wyrazem jest
zwigkszenie radioaktywnos$ci cytoplazmy przy odpowiednim zmniejszeniu radio-
aktywnosci jadra.

Za odczynniki niezbedne do autoradiografii serdecznie dziekujemy prof. dr. J.
Brachet i prof. dr. M. Errerze 2z Université Libre w Brukseli.

Katedra Anatomii i Cytologii Roslin
Uniwersytetu fodzkiego (Wptynelo dn. 7.11.1962)

RESUME

Nous avons comfparé, par autoradiographie, l'incorporation de la thymidine-*H
dans ’ADN, de I'adénine-8-1%C dans I’ARN et I'ADN (digestion a la ribonucléase)
et de la phénylalanine-2-1"C dans les protéines des cellules du méristéme radicu-
laire de Vicia faba.
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Les plantes ont été soumises a l'action de la basse température (4°C) pendant
1, 2, 3 et 4 jours et ensuite incubées avec les précurseurs radioactifs, & la méme
température, durant 24 h. Les racines ont été fixées dans un mélange alcool
absolu — acide acétique glacial (3:1); les coupes a la paraffine ou les frottis ont
été recouverts d'émulsion Ilford G 5 daprés Ficgq (1955).

Dans le cytoplasme, l'incorporation des précurseurs dans les protéines et
I'ARN diminue a mesure qu'on prolonge le prétraitement a 4°; aprés 4 jours
a cette température, lincorporation de l'adénine est réduite 15 fois (tabl. 1), celle
de la phénylalanine — 22 fois (tab. 6). L'incorporation des précurseurs dans les
noyaux du méme matériel est aussi inhibée: I'incorporation de la thymidine
et de l'adénine dans 1'ADN est presque nulle (tab. 2, fig. 3 et 4), I'incorporation
de la phénylalanine diminue 10 fois, celle de l'adénine dans I’ARN nucléaire n’'est
réduite que 3 fois.

Dans les noyaux apreés 1 et 2 jours a 4°, l'inccrporation de la thymidine et de la
phénylalanine diminue considérablement, tandis que llincomporation de l'adénine
augmente. I1 en résulte un rapport de la radicactivité du moyau et du cyto-
plasme qui est caractéristique de celui du matériel témoin n’incubé que 15 min.
avec l'adénine-"“C (tab. 3). L’incorporation accrue de l'adénine dans I'ARN du
noyau indique que le transfert de ,messenger RNA” est inhibé; la part relative
du noyau dans la radioactivité totale augmente,

Les plantes prétraitées 3 jours a 4° ont été incubées pendant 2 h. avec
T'adénine-"C a la méme température, ensuite placées au milieu non radioactif,
a 4°. Au bout du 4 jour a 4°, le maténiel a été transféré a 18°. Au cours de la
premiére heure a 18°, la réserve d'adénine-14C est épuisée et la radioactivité
totale demeure pendant plusieures heures au niveau constant, bien que la répar-
tition du matériel radioactif change: on observe le démarquage des noyaux, accom-
pagneé de l'augmentation :de la radiactivité du cytoplasme (tab. 5).

En conclusion, l'incorporation cytoplasmigue des précursseurs de I'ARN et des
protéines a 4° est plus atteinte que l'inconporation nucléaire; il est lbien possible
que cette altération soit due a l'inhibition du transfert de I’ARN du moyau au
cytoplasme.
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Tablica I

Fig. 1. Merystem korzeniowy roslin chtodzonych przez 4 dni, inkubowanych przez
2 godz. z adening-8-1C w ciggu trzeciego dnia chiodzenia. Slady sa zlokalizowane
glownie w jadrze i w jaderku
Meéristéme radiculaire des plantes placées pendant 4 jours & 4°, incubées avec
l'adénine-8-1C au cours du troisiéme jour pendant 2 heures. Le nucléole et le
noyaux sont beaucoup plus margués que le cytoplasme

Fig. 2. Merystem korzeniowy roélin potraktowanych jw., utrwalony w 5 godzin po
przeniesieniu do temp. 18°. Slady zlokalizowane sg gléwnie w cytoplazmie
Meéristéeme radiculaire des plantes traitées comme précédemment, ensuite transfeé-
rées durant 5 h. a 18°. Le cytoplasme et plus marqué que le nucléole et le noyau

Fig. 3. Skrawek z merystemu korzeniowego ro$lin chlodzonych przez 24 godz.,
inkubowanych nastepnie przez 24 godz. w 4° z tymidyng-*H. Wiekszos¢ jader
znakowanych, w przyblizeniu 20 ziaren w kazdym jadrze
Coupe du meéristéme radiculaire d’une plante prétraitée 4 4° pendant 24 heures,
ensuite incubée a 4° durant 24 heures avec la thymidine-*H. De nombreux noyaux
sont marqués, on rencontre env. 20 grains par noyau

Fig. 4. Skrawek z merystemu korzeniowego roéliny chlodzone] przez 48 godz.,
inkubowanej nastepnie przez 24 godz. w temp. 4°C z tymidyng-*H. W jadrach
radioaktywnych znajduje sie po ok. 5 ziaren
Coupe du méristéme radiculaire d'une plante prétraitée a 4° pendant 48 heures,
ensuite incubée a4 4° durant 24 heures avec la thymidine-*H. Dans les noyaux
marqués on ne rencontre qu’env. 5 grains

Fig. 5 i 6. Rozplaszczone komorki z merystemu korzeniowego roslin chlodzonych
przez 24 godz. (fig. 5) i 48 godz. (fig. 6), nastepnie inkubowanych przez 24 godz.
w temp. 4° z tymidyna-’H. Stwierdza sie wieksza ilo§¢ ziaren niz w jadrach ze
skrawkow (fig. 31 4)
Frottis des méristémes radiculaires des plantes prétraitées a4 4° pendant 24 heures
(fig. 5) et 48 heures (fig. 6), ensuite incubées & 4° durant 24 heures avec la thymi-
dine-SH. Les noyaux sont plus marqués que ceux dans les coupes présentés
ci-dessus
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