ACTA SOCIETATIS
BOTANICORUM POLONIAE
Vol. XXXIV—nr 2
1965

-

Badania autoradiograficzne nad wplywem $wiatla
na wiaczanie tymidyny3H do chloroplastow
w roznych stadiach rozwojowych

Recherches autoradiographiques sur linfluence de la lumiére
sur Uincorporation de thymidine3H dans les chloroplastes
en différentes étapes du développement

M. ]. OLSZEWSKA, E. MIKULSKA

WSTEP

Przez szereg lat dyskutowano problem wystepowania DNA w chloro-
plastach (ref. Sisakian i Odincova 1960; Granick 1961).
Wydaje sie, ze rozbiezno$¢ uzyskiwanych wynikéw mnalezy pnzypisaé¢
trudnosciom metodycznym. Przy biochemicznej analizie izolowanych
chloroplastéw moze mastgpi¢ zanieczyszczenie ich frakcjg jadrowa; bar-
wienia cytochemiczne (reakcja Feulgena, zielen metylowa) struktur
o nieznacznej zawartosci DNA moga by¢ zawodne, a interpretacja wy-
nikéw jest bardzo trudna.

Ukazujgce sie ostatnio prace biochemiczne nie tylko wykazujg istnie-
nie DNA w chloroplastach, ale takze — dzieki udoskonaleniu metod
badawczych — wnoszg bardzo istotne dowody, potwierdzajace to odkry-
cie. Wykazano mianowicie, ze sklad nukleotydowy DNA chloroplastow
rozni sie od skladu nukleotydowego DNA jadrowego tej samej rosliny
(Kirk 1963aib — u fasoli; Segher i Ishida 1963 — u Chla-
mydomonas). Na uwage zastuguje réowniez praca Gibora i Izawy
(1963), ktérzy badali chloroplasty wyizolowane z bezjadrowych fragmen-
tow Acetabularia mediterranea pochodzacych z kultur sterylnych, dzieki
czemu calkowicie zostalo wyeliminowane niebezpieczenstwo zanie-
czyszezenia chloroplastéw jadrami i drobnoustrojami.

Ilos¢ DNA w chloroplastach jest bardzo mieznaczna; w przeliczeniu
na 1 chloroplast wynosi ona od 10 mg u Acetabularia (Gibor
i Izawa 1963) do 10~"mg u Chlamydomonas (Segher i Ishida
1963), co odpowiada zawartosci DNA u niektorych wiruséw. Wg Iwa-
mury (1962), swiatlo wywiera stymulujgcy wplyw na metabolizm
DNA chloroplastow u Chlorella.

W strukturach komérkowych DNA moze byé wykryty posrednio,
a mianowicie poprzez wilgczanie sie specyficznego prekursora DNA —
tymidyny. Metoda ta jednak daje wyniki pozytywme tylko pod warun-
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kiem wystarczajgcej aktywnosci metabolicznej DNA. Wigczanie tymidy-
ny 3H do chromatoforéw Spirogyra stwierdzili Stocking i Gifford,
1959 (cyt. wg Gifforda 1960). Podobny wynik uzyskali Woll-
giehn i Mothes u Nicotiana (1963). Tymidyna *H wlacza sie takze
do DNA chloroplastow lisci Clivia miniata i Bilbergia sp. (Olszewska
i Mikulska 1964).

W niniejszej pracy postugujemy sie nadal metodg autoradiograficzna,
ktéra jest szczegdélnie korzystna w przypadku badania DNA chloropla-
stéw. Technika ta pozwala na precyzyjne zlokalizowanie radioaktywno-
$ci nad badanymi strukturami, a ponadto, przez przediuzanie ekspozycji
autoradiograméw, mozna wuzyskaé odpowiednie zaczernienie emulsji
w miejscach wlgczania sie prekursora radioaktywnego.

W obserwacjach naszych poréwnujemy intensywno$¢ wigczania ty-
midyny SH do chloroplastéw o rozmaitym stopniu zréznicowania oraz
badamy wplyw §wiatla na metabolizm DNA tych organoidéw komorko-
wych.

MATERIAE T METODY

Obserwacje byly przeprowadzane na tych samych obiektach, co po-
przednio (Olszewska i Mikulska 1964), tj. na lidciach Clivia
miniata i Bilbergia sp. (Monocotyledonae). U obu gatunkéw rozwdéj chle-
roplastow i ich struktura zostalty poznane w wyniku badan w mikrosko-
pie optycaznym (Mikulska 1960) i w mikroskopie elektronowym
(Mikulska 1964).

Rownolegle dos§wiadczenia przeprowadzano na dwoéch grupach roslin.
Jedne ro$liny przed inkubacja 'byly umieszczone przez 4 dni w ciemno-
$ci, po czym inkubacje przeprowadzano réwniez w ciemnosci. Kontrole
stanowily ro$liny rosngce w normalnych mwarunkach oswietlenia
(w szklarni).

LiScie podzielono ma strefy diugosci ck. 2 cm, w zaleznosci od stopnia
zazielenienia (tablica I, fig. 1). W niniejszej pracy obserwacje przepro-
wadzalySmy mna chloroplastach strefy III (kolor liSci stabozielony),
strefy IV oraz strefy V, tj. szczytowej i najstarszej (w obu kolor lisci
intensywnie zielony). _

Tymidyne 3H w koncentracji 4 uC i 0,078 wM/ml dodawano do wody
wodociggowej. W roztworze tym jednocze$nie umieszczano pionowo
kawalki lisci pochodzgce ze wszystkich badanych stref. W tych warun-
kach, po 8-godzinnej inkubacji, komoérki mezofilu pozostawaly zywe,
widoczna w mich byla cykloza.

Po inkubacji fragmenty lisci utrwalano w mieszaninie alkoholu abso-
lutnego i kwasu octowego lodowatego (3:1). Skrawki parafinowe, réwno-
legte do powierzchni liscia, grubosci 5w, pokrywane byly plynng emulsja
Ilford L 4. Ekspozycja trwala 4 tygednie dla lisci Clivia 1 6 tygodni dla
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lisci Bilbergia. Poréwnywane w kazdej serii preparaty byly jednoczeénie'
pokrywane emulsja oraz jednoczesnie, w tej samej kapieli, wywolywane
i utrwalane.

Preparaty kontrolne przed pokryciem emulsjg byly trawione desoksy-
rybonukleaza (1mg/ml) w ciggu 24 godzin w temperaturze 37°C.

BADANIA WEASNE

W trakcie poprzednich obserwécji (Olszewska i Mikulska
1964) przeprowadzonych na najmlodszych strefach lisci (strefa I i II,
por. tablica I, fig. 1 i fig. 2a—2c) oraz w strefie zawierajgcej chloroplasty
catkowicie zroznicowane (strefa ta odpowiada obecnej strefie IV, tabli-
ca I, fig. 1 i 2 d) stwierdzilySmy, ze wiaczanie tymidyny 3H zachodzi
dopiero w chloroplastach wykazujacych w obrazach mikroskopu elektro-
nowego zaczatki struktur lamelarnych gran (tablica I, fig. 2¢) (Mikul-
ska 1964). Proplastydy wlaczaja intensywnie fenyloalanine *H.

U obu gatunkéw w analogicznych strefach liscia ultrastruktura
chloroplastéw przedstawia sie podobnie.

Plastydy III strefy liscia (kolor slabozielony) maja juz rozmiary doj-
rzalych chloroplastéw (tablica I, fig. 1 i 2c). Czesto zachowuja jeszcze
ksztalty amebowate. W mikroskopie elektronowym na przekroju podtuz-
nym zaznacza sie¢ pod blong warstwa przebiegajgca réwnolegle do po-
wierzchni plastydu, pozbawiona lamelarnej struktury, bogata w drobne,
geste dla elektronow ziarenka; jest to tzw. peristromium. W matriks
pojawiaja sie pierwsze, nieliczne jeszcze grana. Obok mnich wystepuja
drobne, geste dla elektronéw ziarenka i nieliczne osmofilne globule.
W intensywnie zielonej IV i V strefie licia chloroplasty sa ostatecznie
wyksztatcone i przedstawiaja sie¢ podobnie w obu strefach (tablica I,
fig. 1 i 2d). Posiadajg one liczne grana polaczone lamellami stromy, roz-
mieszczone w sposdb charakterystyezny dla kazdego gatunku. Chloro-
plasty Clivia zawierajg krople tluszczu, chloroplasty Bilbergia — po
kilka ziaren skrobi (Mikulska 1960; Mikulska 1964).

W autoradiogramach chloroplastow Clivia miniata i Bilbergia sp.
we wszystkich trzech strefach liei roélin rosngcych mna $wietle lub
w ciemno$ci mozna stwierdzi¢ pewne podobienstwa: obok chloroplastéw
silnie oznakowanych (np. u Clivia wiecej, niz 20 zaczernionych ziarenek
emulsji nad 1 chloroplastem), spotyka sie chloroplasty zupelnie nieradio-
aktywne (tablica I, fig. 3a); obok komérek z chloroplastami oznakowa-
nymi, spotyka sie komoérki z chloroplastami nieradioaktywnymi. Stoso-
wana technika (plynna emulsja polozona na przekroje komérek) wyklu-
cza brak bezposredniego kontaktu chloroplastow z emulsja, co mogloby
spowodowaé niewykrywanie przez nia radioaktywnosci. Rozmaite ozna-
kowanie chloroplastéw jest wiec wynikiem odmiennej intensywnoéci
wlaczania tymidyny 3H. Nie udalo nam si¢ stwierdzi¢ prawidlowosci
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w rozmieszezeniu komérek z radioaktywnymi i nieradicaktywnymi chlo-
roplastami ma terenie mezofilu. Wydaje sig, ze intensywniej znakujg sie
chloroplasty o stosunkowo matych rozmiarach, znajdujace sie w poblizu
wigzek przewodzgcych. Fakt ten moze by¢ zwigzany z lepsza penetracja
tymidyny radioaktywnej. Zaczernione ziarenka emulsji nie wystepuja,
lub sa nieliczne, ponad miejscami, gdzie w chloroplastach wystepuja
inkluzje (u Clivia — krople tluszczu, u Bilbergia — skrobia, tablica I,
fig. 4 a i b).

W preparatach poddanych dziataniu dezoksyrybonukleazy chloropla-
sty byly badz zupelnie nieradioaktywne, badz zawieraly nieliczne za-
czernione ziarenka emulsji (tablica I, fig. 3 b).

Tablica I

Fig. 1. Kolejne odcinki liscia Clivia miniata i Bilbergia sp., zawierajace chloro-

plasty w roéznych etapach rozwoju; strefa I — bezbarwna, strefa II — sele-
dynowa, strefa IIT — bladozielona, strefa IV i V — zielone.
Les parties succesives d’'une feuille de Clivia miniata et Bilbergia sp. con-
tenant des chloroplastes en différentes étapes du développement; zone I —
incolore, zone II — blanche-verdatre, zone III — verte-pale, zone IV
et V — vertes.

Fig. 2. Ultrastruktura chloroplastow Clivia miniata w roéznych stadiach rozwoju;
a — strefa I, proplastydy; b — strefa II, proplastydy; ¢ — strefa III, chlo-
roplasty w trakcie réznicowania; d — strefa IV i V, chloroplasty catkowicie
zréznicowane,

Evolution ultrastructurale des chloroplastes de Clivia miniata: a — zone I,
proplastes; b — zone II, proplastes; ¢ — zone III, chloroplastes en voie de
différentiation; d — zone IV et V, chloroplastes entierement développés.

Fig. 3a. Wigczanie tymidyny *H do chloroplastéw Clivia miniata, strefa IV.
Incorporation de la thymidine *H dans les chloroplastes de Clivia miniata,
zone IV. :

Fig. 3b. Autoradiogramy z tego samego materialu, ale trawione DNAaza
Autoradiogrammes du méme matériel, les coupes soumises a l'action de la
DNAase.

Fig. 4. Wigczanie tymidyny 3H do chloroplastéw Bilbergia sp., strefa III; a — na
swietle, b — w ciemnoéci.

Incorporation de la thymidine *H dans les chloroplastes de Bilbergia sp.,
zone IIT; @ — & la lumiere, b — a l'obscurité.

Fig., 5. Wiaczanie tymidyny *H do chloroplastow Bilbergia sp., strefa IV; a — na
$wietle, b — w ciemnosai.

Incorporation de la thymidine *H dans les chloroplastes de Bilbergia sp.,
zone IV; a — a la lumiére, b — a D'obscurité.

Fig. 6. Wilgczanie tymidyny *H do chloroplastéw Bilbergia sp., strefa V; a — na
Swietle, b — w ciemnosci.

Incorporation de la thymidine *H dans les chloroplastes de Bilbergia sp.,
zone V; @ — a la lumiére, b — & l'obscurité.

Fig. 3—6 pow. ok. 1000 X;
Fig. 3—6 agrand. env. 1000 X
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Wobec idealnie czystego tla w autoradiogramach lisei Clivia mozna
bylo poréwnaé iloSciowo radioaktywnos¢ chloroplastéw w poszczegélnych
cze$ciach lisci roslin zaciemnianych i pozostawionych na $wietle. Liczy-
lySmy zaczernione ziarenka emulsji w co majmniej 500 chloroplastach
kazdej serii. Wyniki, przedstawione na ryc. 1 w postaci diagramu, nie
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Ryc. 1. Wigczanie tymidyny 3®H do chloroplastéw Clivia miniata;
rzedna — liczba chloroplastéw, odcieta — liczba zaczernionych
ziaren w jednym chloroplascie
a — III strefa na $wietle; a’ — III strefa w ciemnosci; b — IV strefa
na s$wietle; b’ — IV strefa w ciemnodei; ¢ — V strefa na Swietle;
¢’ — V strefa w ciemno$ci

Incorporation de la thymidine *H dans les chloroplastes de Clivia
miniata; ordonnée — nombre de chloroplastes, abcisse — nombre
de grains moircis dans un chloroplaste,

a — zone III & la lumiére; a° — zone III & l'obscurité; b — zone IV
& la lumiére; b’ — zone IV & l'obscurité; ¢ — zone V & la lumiére;
¢’ — zone VI & l'obscurité
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zostaly opracowane statystycznie, poniewaz w bardzo radioaktywnych
chloroplastach dokladnej liczby ziaren nie udaloby sie ustalié.

U ro$lin rosngcych na $wietle wiekszosé chloroplastow strefy III jest
badz nieradioaktywna, badz malezy do klas o miskiej radicaktywnosci,
tzn. zawiera 1, 2 lub 3 zaczernione zierenka emulsji. W strefie IV wiek-
szo$¢ chloroplastéw nalezy do klasy o najwiekszej radioaktywnosci (po-
wyzej 6 ziarenek). W strefie V maleje liczba chloroplastow silnie radic-
aktywnych, ale radioaktywnosé¢ ich jest wieksza, niz w strefie III.
 Zaciemnianie powoduje we wszystkich strefach wyrazny spadek ra-
dioaktywnosci chloroplastow. Stwierdza sie przesuniecie liczebnosci po-
szczegbélnych klas w lewo, ku nizszej radioaktywnosci. U roslin zaciem-
nianych zachowuje si¢ prawidlowo$¢é w intensywnosci znakowania sie
chloroplastéw poszezegolnych stref: majmniej radicaktywne sa chloro-
plasty strefy III, najbardziej — strefy IV.

Autoradiogramy lisci Bilbergia sp. byly dluzej eksponowane, dzieki
czemu ponad chloroplastami znajdowato sie bardzo duzo zaczernionych
ziarenek emulsji. Réznica miedzy poszezegbélnymi strefami oraz miedzy
roslinami zaciemnianymi a rosngcymi na $wietle byla uderzajaca i dala
sie uchwyci¢ na zdjeciach (tablica I, fig. 4—86).

OMOWIENIE WYNIKOW

Brak radioaktywno$ci w preparatach trawionych dezoksyrybonukle-
azg upowaznia do wniosku, ze stwierdzone przez mas znakowanie sie
chloroplastéw tymidyng ®H zachodzi wskutek wlgczania tego nukleozydu
do DNA. Ze wzgledu mna charakter metody autoradiograficznej, réznice
ilosciowe wyrazajace sig liczbg zaczernionych ziaren w emulsji moga
byé¢ traktowane jedynie jako wskazniki réznic w aktywnosei metabo-
licznej DNA, a nie jako wskazniki bezwzglednej zawartosci tego zwigzku.

Aktywno$¢ metaboliczna DNA wzrasta w miare osiggania przez chlo-
roplasty dojrzalosci strukturalnej. Najwieksza aktywnosé¢ charakteryzuje
chloroplasty w pelni zréznicowane (strefa IV), potem maleje ona w chlo-
roplastach znajdujacych sie w szczytowych, najstarszych czesciach liscia
(strefa V). We wszystkich badanych strefach aktywno$é metaboliczna
DNA chloroplastéw poszczegélnych komérek mezofilu, a takze chloro-
plastéw tej samej komoérki jest odmienna. Nie mozna wykluczyé jako
przyczyny tego faktu obumierania w trakcie inkubacji komérek, ktérych
chloroplasty nie byly radioaktywne.

Dane masze potwierdzaja wyniki uzyskane przez Iwamure (1962),
ktéry stosujagc 32P wykazal stymulujgcy wplyw $wiatla na metabolizm
DNA chloroplastéw Chlorella. W naszych do$wiadczeniach wlgczanie ty-
midyny ®H do chloroplastéw zachodzilo mniej intensywnie u roglin za-
ciemnianych, niz u roélin rosngcych na $wietle.
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Najmlodsze cze$ci liSei u badanych roslin pozbawione s3 doplywu
Swiatta. Ta okolicznos¢ mogtaby wplywaé nie tylko na sposdb réznico-
wania sie ultrastruktury chloroplastow (ref. Mikulska 1964), ale row-
niez na niskg aktywnosé metaboliczng zawartego w nich DNA. Intere-
sujace wyjasnienie braku wilgczania tymidyny ®H przez proplastydy
stwierdzone w poprzedniej pracy (Olszewska i Mikulska 1964)
nasuwa sie w zwigzku z eksperymentami McCalla i Allana (1964)
oraz Pogo i Pogo (1964). Autorzy ci wykazali u Euglena, ze akty-
nomycyna D (antybiotyk blokujgcy synteze RNA zalezng od DNA, a wiec
blokujgcy akiywnos¢ genetyczng DNA), mie daje efektu we wezesnym
okresie przeksztalcania sie proplastydéw w chloroplasty. Hamujacy
wplyw aktynomycyny przejawia sie dopiero w momencie, kiedy wy-
ksztalcajg sie na terenie plastydéow lamelle, tj. struktury charakterysty--
czne dla chloroplastow. Zdaniem Pogo i Pogo (lc.) pierwszy etap
réznicowania sie proplastydéw zachodzi bez genetycznej informacji, ktora
staje sie konieczna dopiero w koncowym okresie dyferencjacji chloro-
plastow.

Wydaje sie, ze $wiatlo stymuluje takze synteze RNA. Do takiego
wniosku prowadzg wyniki prac Brawermamna i wsp. (1961, 1962)
nad Euglena gracilis. Natomiast, wg Szarkowskiego i Gola-
szewskiego (1961), w etiolowanych roslinach wyzszych chloroplasty
zawieraly 3 razy wiecej RNA, niz chloroplasty roslin rosngcych na swie-
tle. Cytowani ‘autorzy zastrzegaja jednak, ze zjawisko to mozna objasni¢
albo wzrostem syntezy RNA w chloroplastach w ciemno$ci, albo nagro-
madzaniem sie w chloroplastach RNA syntetyzowanego w innych cze-
$ciach komorki. Jesli chodzi o aktywnoé¢ metaboliczng RNA, to w na-
szych poprzednich doéwiadczeniach (Olszewska i Mil‘:uu lska
1964) stwierdzilySmy, ze wlgczanie urydyny °H wzrasta w miare rézni-
cowania sie chloroplastéw, co mozna wigzaé¢ nie tylko z uaktywnieniem
ich aparatu genetycznego, ale i z wplywem S$wiatla.

Pozostaje otwarty problem lokalizacji DNA na terenie chloroplastow.
Rozstrzygniecie tego zagadnienia moze nastgpi¢ tylko przy pomocy mi-
kroskopu elektronowego. Tg metodg Ris i Plaut (1961) wykazali,
ze w chromatoforach Chlamydomonas regiony Feulgen-pozytywne w mi-
kroskopie optycanym zawieraja mikrofibryle o $rednicy 25 A, przypomi-
najgce mici DNA.

Odkrycia ostatnich lat rzucaja mowe Swiatlo na chloroplasty, ktére
dzieki obecno$ci DNA sg skiadnikiem komérki w pewnym stopniu unie-
zaleznionym od jadra. Dowiedzenia genetycznej autonomii chloroplastow
mozna bylo sie spodziewa¢ od momentu stwierdzenia, ze w bezjgdrowych
fragmentach Acetabularia mediterranea synteza RNA odbywa sie jedy-
. nie w chloroplastach (Naora i wsp. 1960). U Euglena przeksztalcanie
sig bezbarwnych proplastydéw w zielone chloroplasty nie jest kontrolo-
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wane przez jadro; proces zielenienia chloroplastow odbywa sie normal-
nie w komoérkach, ktérych jagdro bylo maswietlone mikrowigzka UV. Roz-
nicowanie chloroplastéw jest natomiast zahamowane, jesli naswietlaniem
zostala uszkodzona cytoplazma -(Gibor i Gramick 1962). Autono-
mia chloroplastow, jak mozna wnosi¢ z badan na najlepszym obecnie
modelu — glonie Acetabularia mediterranea — jest jednak ograniczonsz,
poniewaz fragmenty bezjgdrowe sz zdolne do zycia tylko przez kilka
tygodni (ref. Olszewska 1962).

STRESZCZENIE

Metoda autoradiograficzna (kentrola — trawienie dezoksyrybonukleaza) wyka-
zata, ze tymidyna H wlacza sie do DINA chloroplastéw Clivia miniata i Belbergia sp.
Prekursor ten jest najintensywniej pobierany przez chloroplasty w pelni zréznico-
wane (strefa IV), nieco slabiej — przez chloroplasty najstarszych odcinkéw lisci
(strefa V), najstabiej — przez chloroplasty bedace w trakcie réinicowania (sbre-
fa IIT).

We wszystkich badanych odcinkach liei aktywnosé metaboliczna DNA chloro-
plastow jest stymulowana przez Swiatlo.

Stwierdzono réinice w intensywnosci znakowania sie chloroplastow w poszcze-
gélnych komoérkach mezofilu, a takze chloroplastéw tej same] lkomorki.

Zaklad Cytochemii, (Wplyneto: dn. 10.XI1.1964 r.)
Katedra Anatomii i Cytologii Roslin
Uniwersytetu Eddzkiego, LodZ, Nowotki 18

RESUME

Naus avons démontré, par autoradiographie, 'inconporation de la thymidine *H
dans les chloroplastes de Clivia miniata et Bilbergia sp. (Monocotylédonées). Les
préparations témoins, traitées a4 la DNAase n'étant pas radioactives, I'incorporation
de ce précurseur est due & la présence de I’ADN.

L’nconporation la plus intense a lieu dans les chloroplastes entiérement diffé-
renciés (zone IV); les chloroplastes des parties les plus vieilles des feuilles (parties
apicales, zone V) sont moins marqués; l'incorporation est la plus faible dans les
chloroplastes en voie de la différentiation (zone III).

Dans toutes les zone étudiées, I'activité métabolique de PADN est stimulée par
la lumiére. .

L’intensité du marquage des chloroplastes différe d'une cellule a lautre; il en
est de méme en ce qui concerne le marquage des chloroplastes de la méme cellule.
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