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Kwasy nukleinowe w rozwijajacym si¢ ziarnie zyta

Cz. 111. Badania nad skladem nukleotydowym RNA dojrzewajacego ziarna

The nueleic acids in the developing grain of rye

Part. 111. Investigations on the nucleotide composition of RNA of the ripening grain

K. KULKA

W procesie formowania si¢ ziarna zbdz zachodza w nim réznorodne zmiany
morfologiczno-anatomiczne, fizjologiczne i biochemiczne (Kalinin 1959; Grze-
siuk 1961a i b). Wydaje si¢, iz zmiany te w mniejszym lub wigkszym stopniu zaleza
od struktury przestrzennej kwaséw nukleinowych i ich skiladu chemicznego.

Dotychczas brak jest w pi$miennictwie naukowym publikacji na temat zmian
w skladzie chemicznym RNA w rozwijajacych si¢ nasionach. Natomiast do$¢ znacz-
ne réznice w skladzie nukleotydowym RNA wykryto w lisciach oliwki (Kessler
i Frank 1962) oraz w kielkach kukurydzy (West 1962) bedacych w stanie deficytu
wodnego.

Celem niniejszych badan bylo wyjasnienie, w jakiej mierze formowanie si¢
ziarna zwiazane jest ze zmianami skladu ogoélnego RNA.

METODYKA BADAN

Obiektem badan bylo zyto jare (miejscowy mazurski ekotyp) i ozime (,,Ludo-
we”). Probki ziarna przeznaczone do analizy skladu chemicznego RNA pobierano
w odstgpach trzydniowych, poczawszy od trzeciego dnia po zapyleniu do peinej
dojrzalosci. Badany material po przeniesieniu do laboratorium natychmiast utrwa-
lano w sterylizatorze Kocha w temperaturze 100°C w przeplywajacej parze wodnej,
a nastepnie suszono w temperaturze 60°C do stalego ciezaru. Poczawszy od proby
9-tej oddzielano od bielma zarodki przy pomocy igly preparacyjnej. Dobrze wy-
suszone probki ziarna i zarodkéw dokladnie mielono i przechowywano w her-
meltycznie zamknietych naczyniach szklanych, w chiodnym i ciemnym miejscu,
do momentu rozpoczgcia analiz chemicznych.

Pewna trudno$¢ sprawia wybér odpowiedniej metody do badania skiadu che-
micznego RNA w zréznicowanych tkankach i organach roslin wyzszych.

W wielu pracach celem oznaczenia skladu nukleotydowego kwasdw nukleino-
wych, wyodrebniano je z danego materiatu w formie wzglednie czystych preparatéw
ktére nastepnie hydrolizowano do wolnych zasad lub nukleotydéw (Filipowicz
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1956; Fujisawa i Makino 1939). Otrzymane w ten sposdb mieszaniny zasad
purynowych i pirymidynowych lub nukleotydéw rozdzielano zwykle przy pomocy
chromatografii i elektroforezy bibutowej. Nastgpnie poszczegolne sktadniki RNA
oznaczano ilo$ciowo na podstawie pomiardw gestosci optycznej w Swietle ultra-
fioletowym, lub tez przez oznaczenie zawartosci fosforu.

W doé¢ liczych badaniach nad sktadem kwaséw nukleinowych stosuje si¢ me-
tode Spiryna i Bielozierskiego (1956) oraz jej modyfikacje. Przy pomocy tej
metody oznaczono sktad nukleotydowy kwaséw RN oraz sklad zasad azotowych
kwasow DN w bakteriach, glonach, grzybach i roslinach wyzszych (por. Spiryn
1962).

W niniejszej pracy do badan skladu nukleotydowego RNA zastosowano ostat-
nig z przytoczonych metod (Spiryn i Bietozierskij 1956) wprowadzajac do nigj
niewielka zmiang, ktéra polega na tym, Ze pierwotna ilo$¢ hydrolizatu RNA (ok.
20 ml) zageszczano do objetosci 2 ml. W czasie zaggszezania hydrolizatu znaczna
czgS¢ zanieczyszczen ulegla wytraceniu w postaci brunatnego osadu, co przy-
czynito si¢ do jego znacznego oczyszczenia. Metoda ta nie nadawafla si¢ jed-
nak do badan starszych prob ziarna. Szczegdlne trudnosci wystapily przy oddzie-
laniu hydrolizatu RNA od pozostatej cz¢éei badanego materiatu, gdyz hydrolizat
ten przybieral wowczas postaé gestej kleistej masy i jego wyodrebnienie przez wi-
rowanie nawet przy ok. 18000 g niec dawato oczekiwanych rezultatéw. Z koniecznosci
wige ograniczono analizy dojrzewajacego ziarna tylko do 8 pierwszych prob.

Do rozdzialu nukleotydow RNA stosowano chromatografie bibulowa wste-
pujaca w ukladzie rozpuszczalnika: kwas izomastowy nasycony woda--stezony
amoniak dodany w takiej ilosci, aby caly uklad osiagnat pH 3,6.

Analize kazdej proby wykonano na dwoch réwnoleglych hydrolizatach. Nas-
tgpnie z kazdego hydrolizatu sporzadzano trzy jednakowe chromatogramy. Wyniki
przedstawione w tabelach stanowia §rednie arytmetyczne szeSciu powtorzen.

OMOWIENIE WYNIKOW

Jak juz zaznaczono w metodyce, w trakcie wykonywania ninicjszej pracy stwier-
dzono, ze hydrolizaty RNA zawieraja do$¢ znaczne ilosci zwiazkéw utrudniajacych
analiz¢ chromatograficzna jak i pomiary gestosci optyeznej w ultrafiolecie. W miare
rozwoju ziarniaka ilo$¢ zwiazkéw pochlaniajacych ultrafiolet stale si¢ zwicksza.
Utrudnia to w pewnej mierze prawidlowa analizg, a w wypadku ziarna bardzicj
dojrzatego zupelnie ja uniemozliwia. Gesto$¢ optyczna badanego hydrolizatu (po
jego czeSciowym oczyszezeniu — por. metodyka) ilustruje ryc. 1. Hydrolizaty po-
chodzice z 8 proby ziarna juz sa tak znacznie zanieczyszcezone, ze krzywa absorpeji
w ultrafiolecie przedstawia dla okre$lonych dlugosci fal niemal lini¢ prosta. Wias-
ciwy natomiast jej ksztatt winien by¢ zblizony do krzywej absorpcji czystego pre-
paratu RNA.

W trakcie rozdziatu mieszaniny nukleotyddéw przy pomocy chromatografii bi-
butowej, otrzymano 4 plamy (zamiast trzech). Ilustruje to 1yc. 2. W toku dalszych
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Ryc. 1. Krzywe absorpcji w $wietle ultrafioletowym hydrolizatow RNA

1 — hydrolizal otrzymany z RNA drozdzowego; 2 — hydrolizat z pierwszej préby ziarna; 3 — hvdrolizat z czwartej
proby ziarna; 4 hvdrolizat z ésmej proby ziarna

Ultraviolet absorption spectra of hydrolisates of RNA.

1 — hydrolisate of yeast RNA: 2 — hydrolisate of RNA from the first sample of grain; 3 — hydrolisate of RNA from
the fourth sample of grain; 4 — hydrolisate of RNA from the eight sample of grain

Ryc. 2. Chromatogram nukleotydow RNA rozwijajacego si¢ zarodka zyta ozimego.

Liczby rzymskie — kolejne préby, 4 — kwas adenylowy; C — kwas cyvtydylowy, GU kwasy: guanylowy +urydylowy

Chromatogram of the nucleotides of RNA of developing embryo of winter rye.

Roman numesrals — alternate sampling; 4 — adenylic acid, C — cytidylic acid, GU — guanylic+uridylic acids
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badan okazalo sig, ze czwarta plam¢ dodatkowa stanowia rézne barwniki, ktére
wedrujg prawie z frontem rozpuszczalnika. Barwniki te w trakcie naswietlania cho-
matogramu analityczng lampa kwarcowa o dlugosci fali ok. 360 my wykazywaly
intensywng fluorescencje. Wiasciwosci tej nie posiadaja nukleotydy. Na podobne
trudnosci przy analizie skladu nukleotydowego kwaséw nukleinowych zwracaja
uwage Waniuszyn i Bielozierskij (1959) oraz Sisakjan i Odincowa (1960).

Tabela 1 — Table 1

Sklad nukleotydowy RNA dojrzewajacego ziarna zyta ozimego
Nucleotide composition of RNA of the ripening grain of winter rye

Liczba dni '
Proby | po zapyleniu Zawartos¢ nukleotydow (% molarny) .
Number of Content of nucleotides (mole %) | G+C
Sa;np— days after _ i A+U
= pollination G A . C U |
1 3 28,1 231 | 212 21,6 1,24
2 6 285 | 226 27,3 21,6 1,26
3 9 28,8 | 23,0 27,0 21,2 1,26
4 12 28,7 23,4 27,0 20,9 1,26
5 15 28,9 27 | 211 21,3 1,27
6 18 30,4 242 25,7 19.7 1,28
7 21 29,8 232 26,6 204 1,29
8 24 29.1 232 27,1 20,6 1,28
Tabela 2 —Table 2
Skiad nukleotydowy RNA dojrzewajacego ziarna zyta jarego
Nucleotide composition of RNA of the ripening grain of vernal rye
|
Liczba dni |
Proby | po zapyleniu Zawarto§¢ nukleotydéw (% molarny) E
Number of Content of nucleotides (mole %) G0
Salmp " | days after A+U
S | pollination G A | C | U
' |
1 3 31,4 25,0 240 | 196 1,24
2 6 30,7 25,3 247 19,3 1,24
3 9 28,3 i 23,8 256 22.3 1,17
4 12 30,1 24,2 24.8 20,9 1,22
5 15 30,0 23,6 | 26,2 20,2 . 1,28
6 18 29,1 22.5 28,0 [ 20,4 133
7 21 29,6 24,6 254 | 204 | 1,2
8 24 30,0 23,1 270 | 199 | 1,32
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Z uzyskanych rezultatow (tabele 1—4) wynika, ze RNA we wszystkich badanych
okresach rozwoju ziarna i zarodkéw nalezy do tzw. ,typu GC”, to znaczy, Ze suma
zawarto$ci molarnych kwasu guanylowego i cylydylowego przewaza nad suma
kwasu adenylowego i urydylowego.

Tabela 3 —Table 3

Sklad nukleotydowy RNA rozwijajacego si¢ zarodka zyta ozimego
Nucleotide composition of RNA of the developing embryo of winter rye

|
| Liczba dni
Proby | po zapyleniu Zawartos¢ nukleotydow (9 molarny)
| Number of Content of nucleotides (mole %) B
| Samp- | days after A+U
| s | pollination G ; A | C | U
9 | 27 29,4 24,7 ‘ 255 | 204 1,22
10 _ 30 29,5 24,2 257 [ 20,6 | 1,23
1| 33 30,9 26 | 246 | 199 | 1725
12 36 283 | 24,1 [ 27,0 _ 20,6 1,24
13 | 39 28,8 24,0 | 26,8 | 20,4 i 125
14 | 42 28,8 22,6 | 27.2 21,4 | 127
15 45 300 | 236 | 264 20,0 1,29
16 | 48 29.0 [ 235 ‘ 26,6 20,9 ‘ 1,25
| | i
Tabela 4 — Table 4
Sklad nukleotydowy RNA rozwijajacego si¢ zarodka zyta jarego
Nucleotide composition of RNA of the developing embryo of vernal rye
‘ Liczba dni
Préby | po zapyleniu Zawartos¢ nukleotydow (% molarny)
Number of Content of nucleotides (mole %) e
Sa]rnp- days after i
N | pollination G | Fl | C | U
o | 27 | 308 | 245 | 247 | 20 | 125
10 30 30,7 I 24,6 | 25,3 19,4 1,27
11 33 30.8 ‘ 24,2 250 20,0 1,26
12 36 292 | 243 26,6 19,9 1,26
13 39 | 31,0 | 247 25,1 19,2 1,28
14 | 42 ! 24,0 | 26,0 j 27,0 23,0 1,04
15 45 i 300 | 245 26,0 19,5 1,27
16 a8 [ 296 | 25 26,7 20,2 1,29
|
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Najlepszym chyba wskaznikiem zmian sktadu nukleotydowego RNA jest wspéi-
czynnik specyficznodci (G+C/A+U). Jego warto$ci wahaja sie w zasadzie od
1,22—1,32, a dla wigkszosci préb od 1,24—1,29. Na og6t ziarno i zarodki mniej
dojrzate (mniej rozwinigte) charakteryzuja si¢ nizszymi wspolczynnikami specy-
ficznosci. Jednak réznice pomigdzy wartosciami tych wspolezynnikéw nie sa w za-
sadzie duze. SpostrzeZenie to nasuwa wniosek, Ze w trakcie rozwoju ziarna Zyta
sktad chemiczny RNA nie ulega wigkszym zmianom.

Mozna przypuszczaé, ze zachodzace w toku rozwoju ziarna zmiany jego akiyw-
nosci fizjologicznej (por. Grzesiuk 1961b) moga mieé¢ swoje zrodlo w odpowied-
niej sekwencji nukleotydow w RNA i DNA. Wyjasnienie tego zagadnienia ogranicza
dotychczas brak odpowiedniej metodyki.

WNIOSKI

I. Sktad nukleotydowy RNA formujacego si¢ ziarna i zarodkoéw zyta nalezy
do typu GC.

2. Wartosci wspdlczynnika specyficznosci (G+C/A--U) wahaja si¢ na ogol
w granicach od 1,24—1,29.

3. Uzyskane wyniki w pewnym stopniu maja charakter dyskusyjny i wskazuja
tylko, ze w trakcie rozwoju ziarniaka sktad nukleotydowy RNA nie ulega wigk-
szym, istotnym zmianom.

Panu Doc. dr Stanistawowi Grzesiukowi pragne serdecznie podzickowac za wszechstronna
pomoc i cenne wskazowki przy wykonywaniu niniejszej pracy.

Katedra Fizjologii Roslin WSR w Olsztynie (Wplyneglto: dn. 23.XI1.1965r.)
Kierownik doc. dr St. Grzesiuk

SUMMARY

The nucleotide composition of RNA in the ripening grain of winter and vernal rye was de-
termined. Both whole grain and their embryos were analysed.

1. In general, the values of the G+C/A+ U ratio varied from 1,24 to 1,29.

2. The results indicate that in the process of grain development there are no significant changes
in nucleotide composition of RNA.
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