ACTA SOCIET
BOTANICORUM POLONIAE
vol. XXXVI — 1
1967

Rybonukleazy zielonych i etiolowanych lisci Zyta
(Secale cereale)

Ribonucleases of green and etiolated rye leaves (Secale cereale)

T. GOLASZEWSKI, J. W. SZARKOWSKI, M. OMBACH

W trakcie naszych badan nad heterogennoscia roslinnego kwasu rybonukleino-
wego (Szarkowski i Gotaszewski 1961; Szarkowski i Golaszewski 1963;
Szarkowski 1965; Ombach, Gotaszewski i Szarkowski 1966) stwier-
dzili$émy, Ze proces réznicowania si¢ tego zwiazku jest zalezny od warunkéw oswie-
tlenia roélin w czasie hodowli. Kwas rybonukleinowy pierwszych lisci zielonych
kielkéw zyta daje si¢ rozdzieli¢ na wigksza ilos¢ frakcji niz etiolowanych. Dotyczy
to zaréwno kwasu rybonukleinowego chloroplastow i odpowiadajacych im gene-
tycznie plastydéw roslin etiolowanych, jak réwniez kwasu rybonukleinowego su-
pernatantu postmitochondrialnego roslin zielonych i etiolowanych. Zaobserwo-
wane zjawisko nasunelo pytanie, czy réznice w RNA roslin zielonych i etiolowanych
znajduja swoje odbicie we wzorze enzymatycznym. W zwiazku z tym, w przedsta-
wionej pracy zajeliSmy si¢ rozmieszczeniem aktywnosci rybonukleazowej we frak-
cjach podkomérkowych zielonych i etiolowanych pierwszych lisci zyta. PodjeliSmy
réwniez proby izolowania i oczyszczania rybonukleaz z pelnych homogenatéw
obydwu rodzajéw lisci oraz przebadaliSmy niektére wlasnosci tych enzymoéw.

Uprzednio stwierdzilismy aktywnod$¢ rybonukleazowa w plastydach Zyta
(Szarkowski, Gotaszewski i Ombach 1962) i zwrdcilismy uwage na hetero-
genny charakter tego enzymu w supernatancie postmitochondrialnym pierwszych
lisci (Gotaszewski i Szarkowski 1963).

MATERIAL I METODY

Rosliny. Materialem do badan byly pierwsze liscie zielonych i etiolowanych
kietkéw zyta. Zyto (Secale cereale), odmiana Dankowskie pochodzito z Zakladu
Do$wiadczalnego Reguly Instytutu Uprawy, Nawozenia i Gleboznawstwa. Ho-
dowle prowadzono w warunkach opisanych uprzednio (Ombach, Gotaszewski
i Szarkowski 1966). Czas wzrostu roslin wynosit 12 dni, wielkos¢ lisci ok. 10 cm.

Chloroplasty. Liscie cigto na fragmenty dlugoséci ok. 0,5 ¢cm i homogenizowano
recznie, porcjami w chlodzonym lodem mozdzierzu porcelanowym z 0,25 M roz-
tworem sacharozy (700 g lisci na 350 ml roztworu sacharozy). Chloroplasty izolo-
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wano z homogenatu metoda opisang przez Stdubli (1957) w temperaturze 0—4°,
stosujac 0,25 M roztwdr sacharozy. 1lo$¢ zanieczyszczen innymi organellami w pre-
paratach chloroplastéw obliczano w polu widzenia mikroskopu przy powickszeniu
450 razy. Srednio znajdowano 5—109% zanieczyszezen. Stosunek ilosci chlorofilu
do ilosci azotu calkowitego wynosit ok. 1 zgodnie z danymi Jagendorfa (1955)

Plastydy etiolowane. Liscie roslin etiolowanych krajano i homogenizowano
z 0,25 M roziworem sacharozy jak podano wyzej dla chloroplastéw. Odpowiadajace
genetycznie chloroplastom plastydy roélin etiolowanych (plastydy etiolowane)
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sqczenie przez plotno 2
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Ryc. 1. Izolowanie plastytéw etiolowanych
Fig. 1. Isolation of etiolated plastids

I — Homogenate (700 g leaf tissue plus 350 m10.25 M sacharose); 2 — Filtration through cheese-cloth; 3 — Filirate

(ca 350 ml); 4 — 350 g, 60 min; 5 — Supernatant (discarded); 6 — Pellet; 7 — Suspended in 0.25 M sacharose, centri-

fuged at 350 g, 60 min.; 8 — Supernatant (discarded); 9 — Layers: a) yellow b) white c)grey; /10 — Plastids I (yellow layer);

suspended in 0.25 M sacharose, centrifuged at 350 g, 30 min.; 1] — Plastids II, suspended in 0.25 M sacharose ceptri-

fuged at 350 g, 10 min.; 12 — Yellow layer (plastids IIT); 13 — Plastids III, as for 11; /4 — Light microscope examination;
15 — Plastids 1V — purified
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izolowano z homogenatu wg podanego schematu (ryc.1). Warstwa zélta zawie-
rala plastydy, warstwa biala — skrobig, warstwa szara — nie roztarte fragmenty
komérkowe 1 jadra.

Analogicznie jak w przypadku chloroplastow ustalono mikroskopowo ilos¢
zanieczyszczen. Znajdowano przecigtnie 5—109, zanieczyszczen.

Mitochondria. Liscie homogenizowano z 0,25 M roztworem sacharozy w 0,1 M
buforze cytrynianowo-fosforanowym, pH 5,0. Homogenat saczono przez plétno
i odwirowywano przy 1000 g w ciagu 20 min. jadra, plastydy i nieroztarte fragmenty
komérkowe. Mitochondria odwirowywano z supernatantu przy 17 000 g w ciagu
20 minut. Uzywano wiroéwki Serval Superspeed, rotor SS-34. Sile wirowania kal-
kulowano na podstawie promienia sredniego.

Aktywnosé rybonukleazy. Aktywnos$¢ rybonukleazy oznaczano metoda Anfin-
sena i wsp. (1954), stosujac inne proporcje substancji reagujacych. Do I ml 0,4 %,
roztworu RNA w 0,1 M buforze cytrynianowo-fosforanowym, pH 5,0 (Ostrowski
i Walczak 1961) lub odpowiednich buforach o innym pH) dodawano 0,1—1,0 ml
roztworu badanego na aktywno$¢ rybonukleazy. Préobke uzupetniano buforem do
2 ml i inkubowano przez 1 godzing w temperaturze 37°. Reakcje przerywano pirzez
dodanie 0,5 ml 0,75%, roztworu octanu uranylu w 259% kwasie nadchlorowym.
Prébki pozostawiano przez 15 min. w lodéwcee, a nastgpnie odwirowywano osad
biatka i nierozlozonego RNA przy 6000 g. Z supernatantu pobierano réwnoczesnic
dwie probki po 0,2 ml, dodawano do kazdej po 3 ml wody i mierzono ekstynkcje
przy 260 mu w warstwie 1-centymetrowej. Przygotowywano dwie proby kontrolne,
wobec ktérych odczytywano wielkos¢ ekstynkcji. Jedna proba kontrolna zawic-
rala enzym, druga za$ zawierala enzym i inkubowana byla bez RNA, ktére doda-
wano wraz z octanem uranylu po inkubacji. Odeczyty prob badanych wobec obydwu
préb kontrolnych nie réznity si¢ migdzy soba. Jako jednostke aktywnosci rybonu-
kleazy (j.R) przyjeto te ilos¢ enzymu, ktéra w podanych warunkach doswiadczenia
i przy podanych rozcienczeniach powodowata przyrost ekstynkeji AE}Gh,

— 0,001. Aktywno$¢ wlasciwa okreslano iloscia jednosiek rybonukleazy w przcli-
czeniu na 1 mg biatka, wzglednie stosunkiem AE,q/Ezg.

Aktywnosé dezoksyrybonukleazy. Aktywnos¢ dezoksyrybonukleazy oznaczano
metoda analogiczna jak aktywno$¢ rybonukleazy. Substratem byt kwas dezoksy-
rybonukleinowy. Jako jednostke aktywnosdci przyjeto tg¢ ilos¢ enzymu, ktora w wa-
runkach do$wiadczenia powodowala przyrost ekstynkeji AE}§™. = 0,001.

Aktywno$é  niespecyficznej fosfodwuesterazy. Jako substrat stosowano Ca
-[bis(p-nitrofenylo)fosforan], (Sinsheimer i Koerner 1952). Badany preparat
enzymatyczny przed oznaczaniem dializowano celem usunigcia jonéw fosforano-
wych. Do 0,4 ml roztworu enzymu dodawano 0,6 ml 0,1 M buforu glicynowego,
pH 8,8, 1 ml 0,001 M roztworu substratu w takim samym buforze i 0,2 ml 0,3 M
octanu magnezu jako aktywatora. Mieszaning inkubowano 1 godzing w tempe-
raturze 37°. Reakcje hamowano dodajac 2 ml 0,1 M NaOH. Wytracony osad odwi-
rowywano, pobierano 1 ml supernatantu, rozcieficzano 2 ml wody i mierzono ekstynk-
cje przy 440 my w warstwie 1 cm. Ekstynkcje prob badanych odczytywano wobce
wody. Préby kontrolne nie zawieraly roztworu enzymu, ich ekstynkcje odezyty-
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wano réwniez wobec wody. Réznicg ekstynkeji migdzy préba badang a proba kon-
trolng przyjmowano jako miarg¢ aktywnosci enzymu. Jako jednostke aktywnosci
enzymu przyjeto te jego ilo$¢, ktéra w opisanych warunkach reakcji powodowata
wzrost ekstynkcji AE g%, = 0,001.

Okreslenie iloSci plastydow w zawiesinie. Organelle zawieszano w 0,25 M roztworze
sacharozy. Pobierano okreslona ilo$¢ zawiesiny do mieszalnika na krwinki czerwone
i liczono organelle przy powigkszeniu 400-krotnym w kamerze Thoma-Zeissa.
Plastydy etiolowane barwiono fioletem krystalicznym.

Chromatografia kolumnowa. Uzywano kolumny z DEAE-celulozy o wymiarze
120,8 cm i kolumny z CM-celulozy zmieszanej z hydroksyapatytem w stosunku
wagowym 2 : 1 o wymiarze 60,8 cm. Kolumng z DEAE-celulozy przeptukiwano
0,1 M buforem cytrynianowo-fosforanowym o pH 5,0, kolumne z CM-celulozy
z hydroksyapatytem — 0,01 M buforem fosforanowym o pH 6,0.

Tabela 1 —Table 1

Aktywnos¢ nukleolityczna frakeji podkomérkowych zielonych
i etiolowanych lisci zyta *

Nucleolitic activity of subcellular fractions of green and etiolated
rye leaves *

i Frakcja ‘ Aktywnos¢
Liscie podkomoérkowa j- R./1 mg bialka
Leaves ‘ Subcellular ‘ Specific activity
. fractions [ R.u./l mgprotein
‘ Chloroplasty
Zielone Chloroplasts 73
Green | Mitochondria 84
| Supernatant 1215
| Plastydy [
Etiolowane | Plastids i 112
Etiolated | Mitochondria ' —

i Supernatant | 2150

* Organelle izolowano z pierwszych lisci 12-dniowych, zielonych i etiolowanych
kielkdw zyta. j. R. = jednostki aktywnosci rybonukleazowej. Sklad i warunki dos-
wiadczenia jak podano w tekscie.

* The organeelae were isolated from the primary leaves of 12-day old green and
etiolated rye seedlings. R. u. = ribonuclease activity units. Experimental conditions
as described in the rext.

Analizy chemiczne. Azot catkowity oznaczano mikrometoda Kjeldahla. Przy
spalaniu stosowano Kkatalizator miedziowo-selenowy. Amoniak oddestylowywano
do 39 roztworu kwasu borowego. Miareczkowano 0,01 N HCl wobec wskazni-
ka Tashiro.

Biatko organelli komdrkowych, jak réwniez preparatéw enzymatycznych oz-
naczano metoda Lowry i wsp. (1951) wg procedury dla biatek nierozpuszczalnych.
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Wymywanic biatek z kolumn chromatograficznych $ledzono na podsiawie po-
miaru ekstynkcji eluatu przy dilugosci fali 280 my.

Chlorofil w chloroplastach oznaczano metoda Arnona (1949).

Pomiary spektrofotometryczne przeprowadzano za pomoca spektrofotometru
Unicam SP 500.

Odczynniki. Kwas rybonukleinowy drozdzowy, preparat handlowy (BDH,
Anglia) oczyszczano metoda Kunitza (1940) w modyfikacji Woodwarda (1944).
Kwas dezoksyrybonukleinowy ze $ledzi i rybonukleaza trzustkowa, krystaliczna
(Light, Anglia).

Wielonukleotyd graniczny RNA (,,core”) otrzymywano z handlowego prepa-
ratu RNA (BDH, Anglia) dziataniem rybonukleazy trzustkowej sposobem Hilmoe
(1960) po uprzednim odbialczeniu go metoda Sevaga i wsp. (1938).

Ca-[bis(p-nitrofenylo)fosforan], przygotowywano wg procedury cytowanej przez
Gotaszewskiego (1963).

Wymieniacze jonowe DEAE-celuloze i CM-celulozg przygotowywano ze sprosz-
kowanej celulozy Whatman wg metody Petersona i Sobera (1956).

Hydroksyapatyt otrzymywano wg Tiseliusa i wsp. (1956).

RNA z lisci zielonych Zyta otrzymywano jak opisano uprzednio (Ombach,
Golaszewski i Szarkowski 1966).

WYNIKI

Aktywno$¢ nukleolityczna frakeji podkomérkowych

Badano aktywno$é rybonukleazowa w poszczegdlnych frakcjach podkomér-
kowych pierwszych lisci zielonych i etiolowanych kietkéw zyta.

Wyizolowane chloroplasty, plastydy etiolowane lub mitochondria zawieszano
w 0,1 M buforze cytrynianowo-fosforanowym pH 5,0 i rozcierano w szklanym
homogenizatorze Pottera w temp. ok. 2°. Do oznaczeri pobierano okreSlona ilo$¢
homogenatu zawierajaca 2—3 mg biatka, a w przypadku supernatantu pozosta-
lego po odwirowaniu mitochondriéw, 0,5 ml zawierajacego 1—2 mg biatka. Bada-
no rozklad kwasu rybonukleinowego wg procedury opisanej dla oznaczania aktyw-
nosci rybonukleazy w rozdziale »Material i metody«.

Uzyskane wyniki (tab. 1) wskazuja, Ze wszystkie badane frakcje podkomérkowe,
zaréwno lisci zielonych, jak i etiolowanych, posiadaja zdolnos¢ rozktadania kwasu
rybonukleinowego. Aktywno$¢ nukleolityczna wyraZzona w jednostkach aktywnosci
rybonukleazowej w przeliczeniu na 1 mg biatka preparatu, jest najwyzsza w super-
natancie pozostalym po odwirowaniu mitochondriéw. Supernatant lisci etiolowa-
nych jest przy tym dwukrotnie aktywniejszy niZz supernatant liSci zielonych. Po-
dobnie, w takim przeliczeniu, frakcja plastydow etiolowanych bardziej intensywnie
rozklada RNA niz frakcja chloroplastow.

Przebadano rowniez zdolnoé¢ rozkladania RNA przez chloroplasty i plastydy
etiolowane w odniesieniu do znanej ilosci organelli. W tym celu oznaczono ilos¢
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Tabela 2 — Table 2
Zawartos$¢ bialka oraz aktywno$é rybonukleolityczna chloroplastéw i plastydow etiolowanych *

Protein contents and ribonucleolitic activity of chloroplasts and etiolated plastids *

Bialko | Aktywnosé

Plastydy 1.g/109 organelli - j. R.109 organelli
Plastids _ Protein | Activity
| ug/109 organellae | R.u./10? organellae
Chloroplasty — (Chloroplasts) 3000 (2910—3100) ! 220
Plastydy etiolowane — (Etiolated plastids) 800 (770—820) 90

* Organelle izolowano z pierwszych lisci 12-dniowych, zielonych i etiolowanych kielkow zyta. Aktywnos¢ nukleo-
lityczna wyrazono w jednostkach aktywnosci rybonukleazowej (j. R.). Zawartos¢ biatka jest srednig z 3 oznaczen.

* The organellae were isolated from the primary leaves of 12-day-old green and etiolated rye seedlings; ribonucleo-
litic activity is expressed in ribonuclease activity units (R u.). The protein contents are expressed as mean values of 3

measurements.

biatka w znacznej ilosci obydwu typow plastydow i przeliczono aktywno$¢ enzyma-
tyczna na okreslona ich ilos¢.

Uzyskane dane (tab. 2) wskazuja, ze chloroplasty zawieraja przeszto trzykrotnie
wiecej biatka niz plastydy etiolowane. Ilosci te wynosza odpowiednio 3000 pg/10%
chloroplastéw 1 800 wg/10% plastydéw etiolowanych. Aktywnos¢ nukleolityczna
wyrazona w jednostkach aktywnosci rybonukleazowej w przeliczeniu na 109 chloro-
plastow wynosi 220 jednostek (j.R). W przypadku plastydow etiolowanych jest
przeszto dwukrotnie nizsza i wynosi 90 jednostek na 109 organelli.

Izolowanie enzymu

Zastosowano nastepujaca kilkuetapowa procedurg oczyszezania rybonukleazy:

1. Ekstrakeja enzymu i wysalanie siarczanem amonu. Liscie, 150 g, cieto na frag-
menty dlugosci ok. 0,5 cm. chlodzono przez 30 min. w lodéwce, a nastgpnie homo-
genizowano w homogenizatorze ,,Turmix” z 400 ml 0,1 M buforu cytrynianowo-
fosforanowego, pH 5,0 w temp. 4°. Kazda porcj¢ homogenizowano trzy razy po 30
sckund z przerwami 30-sekundowymi. Homogenat saczono przez plotno. Przesacz
pozostawiano przez 30 minut w lodéwce (2°) ciggle mieszajac, a nastgpnie wirowano
20 minut przy 1000 g. Odwirowany osad ekstrahowano ponownie w ciggu 30 minut
250 ml takiego samego buforu i odwirowywano jak poprzednio. Ekstrakty faczono
i zakwaszano kwasem octowym do pH 4,5. Wytracony osad odwirowywano i od-
rzucano, a pH supernatantu doprowadzano do wartosci 5,5 za pomoca 1 N NaOH.
Otrzymywano ok. 600 ml surowego ekstraktu, do ktérego dodawano stalego siar-
czanu amonu do nasycenia 359%;,. Wytracony osad odwirowywano w ciggu 30 minut
przy 12000 g i odrzucano. Do supernatantu dodawano stalego siarczanu amonu
do nasycenia 90% i pozostawiano na noc w lodéwce. Wytracony osad odwirowy-
wano jak poprzednio i rozpuszezano w 70 ml 0,1 M buforu cytrynianowo-fosforano-
wego, pH 5,0, a nastgpnie dializowano kolejno wobec: 0,01 M 0,001 M buforu
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i wody, az do usunigcia jonoéw siarczanowych. Zawarto$¢ woreczka dializacyjnego
liofilizowano do objetosci ok. 40 ml. Kolejne etapy ekstrakcji, wysalania i dialize
prowadzono w temperaturze 0—4°.
2. Chromatografia na DEAE-celulozie. Roztwor biatka, otrzymany jak opisano
w punkcie 1, podawano na kolumng wypeiniona DEAE-celuloza. Kolumng prze-
plukiwano uprzednio 200 ml 0,1 M buforu cytryniano-fosforanowego, pH 5,0.
Biatko wymywano z kolumny takim samym buforem, a nastgpnie 0,09 M roztwo-
rem NaCl w buforze.
W przypadku lisci zielonych (ryc. 2) otrzymano jedna frakcje biatkowa, pokrywa-
jaca sie czesciowo ze szczytem aktywnosci rybonukleazowej. Odzysk z kolumny
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Ryc. 2. Chromatografia bialek wysolonych siarczanem amonu z surowego ekstraktu z zielonych
lisci zyta, na kolumnie DEAE-celulozy

I — bialko; 2 _s_s_ aktywnoé¢ rybonukleazowa. Liniami przerywanymi zaznaczono probowki, kiorych zawartosé po
liofilizacji do malej objgtosci podano na kolumng z CM-celulozy zmieszanej z hydroksyapatytem
Na kolumne (12 0.8 cm) dano frakeje 0,35 —0,90 nasycenia siarczanem amonu po dializie i liofilizycji. Preparat zawiera
100 000 j. R. rybonukleazy ( A E,g,), aktywnosé¢ specyficzny 1,51 (4 Eypy/E,g ). Biatka wymywano 0,1 M buforem cytry-
nianowo-fosforanowym, pH 5,0; szybkosé wyplywu 1 ml/min. zhierano 2 ml probdéwki; temp. 10°
Fig. 2. Column chromatography of proteins desalted with solid ammonium sulphate from the
crude extract of green rye leaves on DEAE-cellulose.

I — protein; 2 _s_._ ribonuclease activity. Ordinate left — extinction at 280 my; right — ribonuclease activity; abs-
cissa — test tube No. The dashed lines mark the test tubes the contents of which were put, after liophylisation to a small
volume, into CM-cellulose mixed with hydroxyapatite column.

Into DEAE-cellulose column (12 x 0.8 cm) the protein fraction 0.35—0.90 of ammonium sulphate saturation was put,
after dialysis and liophylisation, containing 100 000 R. u. (4 Eyg), specific activity 1.51. Eluent: 0.1 M citrate-phosphate
buffer, pH 5.0. Effluent velocity: 1 ml/min., 1 ml samples were collected, temp. 10°C

wynosit ok. 70% aktywno$ci podanej na kolumne (tab. 3). Dodatek NaCl do bu-
foru nie powodowal juz wymywania dalszych frakeji biatkowych.
Rozdzielajac preparat z lisci etiolowanych otrzymano dwie frakcje biatkowe
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(ryc. 3): pierwsza, stosujac 0,1 M bufor cyirynianowo-fosforanowy, pH 5,0, a druga
—gdy do buforu dodano NaCl. Jednakze prawie cala aktywnos$¢ rybonukleazowa
zwiazana byla z frakcja pierwsza. Odzyskano, podobnie jak w przypadku prepa-
ratu z lisci zielonych, ok. 70% aktywno$ci podanej na kolumng. Po kolumnie
z DEAE-celulozy otrzymano z liSci zielonych preparat enzymatyczny 2-krotnie
oczyszczony, a z lisci etiolowanych 2,5 krotnie. Przebadano wplyw pH na akiywno$é
otrzymanych preparatow. W zakresie wartosci pH od 4—7 uzywano bufor cytry-
nianowo-fosforanowy, pH 7—9 bufor tris-HCI i dla pH 10 bufor weglanowy.

Tabela 3 —Table 3

Izolowanie rybonukleazy zielonych lisci zyta

Isolation of ribonuclease from green rye leaves

Aktywnos¢ Aktywnosc Aktywnosc
Etap ! ca.lkowita I specyficzna wzgledna
Stage . N [ AE260/E280 .
Total Specific Relative
i activity * | activity activity
Siarczan amonu |
(0,35—0,90 nasyc.)
po dializie i liofilizacji
Solid ammonium sulphate
(0,35—0,90 saturation)
after dialysis and liophylisation 600 000 1,51 1,00
DEAE-celuloza ) [
DEAE-cellulose column | 2
na kolumng dano:
introduced into: 100 000 1,51 1,00
z kolumny odzyskano:
recovered from a column: 67 800 312 2,07
CM-celuloza+ hydroksyapatyt
(2:1) |
CM-cellulose + hydroxyapatite |
(2:1) i
na kolumne dano: ’
introduced into: 35000 3,12 2,07
z kolumny odzyskano:
recovered from a column:
szezyt 1
I peak 20 600 ! 37,00 24,50
szezyt 11 :
IT peak 9000 15,50 (10)
* j. R. = jednostki aktywnosci rybonukleazowej. Aktywnosé szczytu Il po CM-celulozie z hydroksyapatytem mie-

rzono w pH 8,0.

* R. u. = ribonuclease activity units. Ribonuclzase activity of the second peak after CM-z:llulose mixed with hydro-

xyapatite column was measured at pH $,0.
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Stwierdzono, ze zarowno preparat z lisci zielonych, jak i etiolowanych posiadat
dwa optima aktywnosci enzymatycznej. Jedno optimum lezalo w okolicach pH
5,5 drugie przy pH 8,0 (ryc. 4 i 5). Druga frakcja preparatu z lisci etiolowanych,
wymywajaca si¢ z kolumny buforem z dodatkiem NaCl posiadata optimum ak-
tywnosci w pH 6,0 (ryc. 5).

Fakt wystepowania dwu optiméw pH wskazywal na ,,niejednorodno$¢ enzyma-
tyczna™ biatka po kolumnie z DEAE-celulozy i sugerowal obecnosé w badanych
preparatach dwoch enzymow rozkladajacych kwas rybonukleinowy.

3. Chromatografia na CM-celulozie z hydroksyapatytem. Preparat wyplukany
z kolumny z DEAE-celulozy 0,1 M buforem (polaczone najaktywniejsze frakcje
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Ryc. 3. Chromatografia bialek, wysolonych siarczanem amonu z surowego ekstraktu z etiolowa-
nych lisci zyta, na kolumnie z DEAE-celulozy

1 — bialko; 2 _s_«_ aktywnosé¢ rybonukleazowa
Na kolumne (12 % 0,8 cm) dano frakcje 0,35 —0,90 nasycenia siarczanem amonu po dializie i liofilizacji. Preparat zawierat
102 000 J. R., aktywnosé specificzna 1,19. Bialtka wymywano 0,1 M buforem cytrynionowo-fosforanowym pHs5.0;
a nastepnie 0,09 M NaCl w takim samym buforze., Warunki doswiadczenie jak podano pod ryc. 2.
Fig. 3. Column chromatography of proteins, desalted with colid ammonium sulphate from a crude
extract of etiolated rye leaf homogenate, on DEAE-cellulose.
1 — protein (E,g,) — left ordinate; 2 _e_s_ ribonuclease activity (4 Eygp) — right ordinate; abscissa — test tube No.
Into a column (12 % 0.8 ¢cm) the protein fraction desalted in the range of 0.35—0.90 of ammonium sulphate saturation
after dialysis and liophylisation was introduced. The preparation contained 102 000 R. u., specific activity — 1.19. The
stepwise elution of protein was carried out with 0.1 M citrate-phosphate buffer, pH 5.0 (fraction on the left) and with
0.09 M sodium chloride in the same buffer (fraction on the right). The experimental conditions — see fig. 2
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kolektorowe) dializowano przez noc wobec wody (2°) i liofilizowano do malej obje-
tosci. Okreslona prébke podawano na kolumne wypetniona CM-celuloza zmie-
szana z hydroksyapatytem, po czym wymywano kolejno 0,01 M buforem fosforano-
wym, pH 6,01 0,1 M buforem fosforanowym pH 7,5 wg Ostrowskiego i Walcza-

ka (1961).
Preparat z lisci zielonych, jak réwniez preparat z lisci etiolowanych rozdzielit
si¢ na dwie akiywne enzymaiyczne frakcje biatkowe (ryc. 6 i 7). Pierwsza wymywa-
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Ryc. 4. Zaleznos¢ aktywnosei rybonukleolitycznej od pH. Preparat enzymatyczny z zielonych
lisci Zyta otrzymany po kolumnie z DEAE-celulozy

Fig. 4. Ribonucleotic activity versus pH. Enzyme preparations obscissa after DEAE-cellulose

chromatography.
Ordinate — ribonucleotic activity; abscissa — pH values

Ryc. 5. Zaleino$¢ aktywnosci rybonukleolitycznej od pH. Preparaty enzymatyczne z etiolowanych
lisei Zyta otrzymane po kolumnie z DEAE-celulozy

Fig. 5. Fractions eluted from the column (DEAE-cellulose) isolated from etiolated 1ye leaves,

I —e_s_ preparat wyplukany z kolumny 0,1 M buforem cytrynianowo-fosforanowym, pH 5,0; 2 -0-0-0- prepatat wy-
plukany z kelumny 0,09 M chlorkiem sodu w 0,1 M buforze cytrynianowo-fosforanowym

I _s_w_fraction eluted with 0.1 M citrate-phosphate buffer, pH 5.0; 2 -0-0-0- fraction eluted with 0.09 M sodium chloride
in the same buffer; ordinate — enzyme activity, abscissa — pH values.

fa si¢ z kolumny 0,01 M buforem fosforanowym, pH 6,0, a druga — 0,1 M buforem
fosforanowym, o pH 7,5. W przypadku preparatu z lisci zielonych drugi szczyt bial-
kowy, skladat si¢ z dwéch mniejszych szczytéw, jednak ze wzgledu na ich wzaje-

" mne bliskie polozenie, jak réwniez ze wzgledu na nakladanie si¢ ze szczytami
aktywnosci rybonukleazowej potraktowano je jako jedna frakcje.

Przez chromatografi¢ na kolumnie z CM-celulozy z hydroksyapatytem otrzy-
mano dalsze oczyszczenie preparatu i rozdzial na dwie enzymatyczne frakcje. Frakcja
I preparatu z lisci zielonych zawierala ok. 609 aktywnosci podanej na kolumne,
za$ w przypadku preparatu z lisci etiolowanych — ok. 259 (Tab. 3 i 4). Aktyw-
nos¢ specyficzna preparatu z lisci zielonych mierzona w pH 5,0 byla prawie dwuna-
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Tabela 4 — Table 4
Izolowanie rybonukleazy etiolowanych lisci Zvta

Isolation of ribonuclease from etiolated rye leaves

Aktywnosé Aktywnos¢ Aktywnosé

catkowita specyficzna wzgledna
Etap jLR.E AE260/E280
Stage Total Specific Relative
activity * activity activity
Siarczan amonu [ ' |
(0,35--0,90 nasyc.) 5 ;
po dializie i liofilizacji ‘ |
Solid ammonium sulphate | ,
(0,35—0,90 saturation) | '
after dialysis and lIvophilisation 220 000 : 1,19 1,00

DEAE-celuloza

DEAE-cellulose column

na kolumne dano: |
introduced into: | 102 000 1,19 1,00
z kolumny odzyskano:
recovered from a column: |
szezyt 1 | |
I peak | 73 000 3,02 2,54
szezyt 11 |

1l peak 1 4200 0,27 - 0,23

CM-celuloza+ hydroksyapatyt |
2:1) l
CM-cellulose +hydroxyapatite
(2:1)
na kolumne dano:
introduced into:
(szczyt 1 po DEAE) [
(I peak after DEAE) [ 30 000 3,02 2,54
z kolumny odzyskano:
recovered from a column:

szczyt | ! [

I peak ! 7620 20.00 ! 16.81
szezyt 11 | '

11 peak 2 500 i 7,10 %))

* j. R. = jednostki aktywnosci rybonukleazowej. Aktywnos$é szezytu I1 po CM-celulozie z hydroksyapatytem mie-
rzono w pH 8,0,

* R.u, = ribonuclease activity units. The activity of ribonuclease peax Il from CM-cellulose with hydroxyapatit-
was measured at pH 8.0.

stokrotnie wyzsza od aktywnosci specyficznej preparatu uzyskanego po DEAE-
-celulozie i prawie dwadziescia pig¢ razy przewyzszata aktywno$¢ specyficzna biatek
wysolonych z surowego ekstraktu siarczanem amonu. Aktywno$¢ specyficzna pre-
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paratu z lisci etiolowanych przewyzszala aktywno$¢ specyficzna preparatu po
DEAE-celulozie tylko szesciokrotnie i aktywnos$¢ specyficzna bialek wysolonych
siarczanem amonu ok. siedemnastokrotnie.

Stwierdzono, ze frakcja I zaréwno z lisci zielonych jak i etiolowanych posiada
optimum aktywnoéci w pH 5,254 frakcja Il natomiast przy pH 8,0 (ryc. 8). Za-
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Ryc. 6. Chromatografia preparatu enzymatycznego z zielonych lisci zyta, otrzymanego po DEAE-
-celulozie, na kolumnie z CM-celulozy z hydroksyapatetem

I — Biatko; 2 _e_«_ aktywnosé rybonukleazy
Na kolumng (60,8 cm) dano preparat po DEAE-celulozie. Preparat zawieral 35000 j. R. (A Eygg), aklywnosé specy-
ficzna: 3,12 (4 Eygy/E,pgy). Bialka wymywano kolejno: 0,01 M buforem fosforanowym, pH 6,0 i 0,1 M buforem fosfo-
ranowym, pH 7,5. Szybkos¢ wyplywu | ml/min.; zbierano 2 ml prébki; temp. 10°. Liniami przerywanymi zaznaczono
probowki, z kidrych preparaty enzymatyczne pobierano do badan wlasnoici enzymu
Fig. 6. Column chromatography of the enzyme fractions isolated from green rye leaf homogenate,
obtained from DEAE-cellulose, on CM-cellulose mixed with hydroxyapatite,

1 — protein (E,gg); 2 —»_«_ ribonuclease activity. Ordinate — right: ribonuclease activity, left: extinction at 280mp;
abscissa — test tube No.

Into the column (6 0.8 cm) enzyme preparation contained 35 000 R. u. (4 Esqo), specific activity 3,12 (4 Ej50/Eqgg)-

was introduced. Stepwise elution was carried out with 0.01 M phosphate buffer, pH 6.0 (peak on the left) and with 0.1 M

phosphate buffer, pH 7.5 (peak on the right). Effluent velocity — 1 ml/min, 2 ml samples were collected, temp. 10°. Dashed

lines mark the test-tubes the contents of which was used for an examination of some properties of enzyme preparation.

tem w wyniku rozdzialu chromatograficznego na kolumnie z CM-celulozy z hydro-
ksyapatytem uzyskano dwie rézne rybonukleazy, ktére w kolejnosci wyplukiwania
z kolumny i w zaleznosci od optimum pH nazwano: rybonukleaza 1 (optimum pH
5,2) i rybonukleaza 11 (optimum pH 8,0).

Niektore wlasnosci wyizolowanych rybonukleaz

Enzymy towarzyszqce. Preparat rybonukleazy I z lisci zielonych i etiolowanych
nie wykazywal aktywnosci ani niespecyficznej fosfodwuesterazy (E.C. 3.1.4.1),
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ani dezoksyrybonukleazy (E.C. 3.1.4.6). Natomiast preparat rybonukleazy II
z lisci zielonych zawieral, w przeliczeniu na 1 mg bialka 58 jednostek aktywnosci
niespecyficznej fosfodwuesterazy, a preparat rybonukleazy I1 z liSci etiolowanych
104 jednostki. Poniewaz preparat rybonukleazy I nie zawieral zanieczyszczen innymi
enzymami, w dalszym ciggu pracy badano tylko te preparaty.
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Ryc. 7. Chromatografia preparatu enzymatycznego z etiolowanych lisci zyta otrzymanego po
DEAE-celulozie, na kolumnie z CM-celulozy z hydroksyapatytem

I — bialko; 2 _e—s_ aktywnosé¢ rybonukleazowa
Preparat zawierat 30 000 J. R.; aktywnos¢ specyfliczna — 3,02, Warunki doéwiadczenia — patrz ryc. 6.

Fig. 7. Column chromatography on CM-celullose mixed with hydroxyapatite of enzyme prepa-
ration from etiolated rye leaf homogenate, after DEAE-cellulose column chromatography.

1 — (left ordinate) — protein, extinction at 280 mu; 2 — . (right ordinate) — ribonuclease activity (1E,5,); abscissa —
test tube No.
Into a column the preparation containing 30 000 R. u.; specific activity 3.02 was introduced. The stepwise elution was
carried out with 0.01 M phosphate buffer, pH 6.0 (the fraction on the left), and with 0.1 M phosphate buffer, pH 7.5
(fraction on the right).

Termostabilnos¢ rybonukleazy I. Wplyw ogrzewania na aktywno$é¢ enzymu ba-
dano w optymalnym pH 5,2 i w pH 8,0. Prébki doprowadzone do odpowiedniego
pH ogrzewano przez 5 minut w 70" oraz w 100°. Po ozigbieniu dodawano RNA
iinkubowano 1 godzing w 37°.

Wyniki (tab. 5) wskazuja, Zze rybonukleaza I lisci zielonych i etiolowanych jest
enzymem termolabilnym. Po ogrzaniu w 70° przez 5 min. w pH 5,2 enzym z lisci
zielonych tracit 759, aktywnosci, a enzym z lisci etiolowanych 90%,. Enzymy ogrze-
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wane w pH 8,0 w temperaturze 70° zachowywaly jedynie 109 akiywnosci. Ogrze-
wanie w 100° powodowalo praktycznie catkowita inaktywacje.

Wplyw dwuwartosciowych jonéw metali. Badano wplyw jonow miedziowych,
kobaltawych i magnezowych na aktywnos¢ rybonukleazy I obydwu rodzajow lisci.
Chlorki metali rozpuszezano w buforze cytryniano-fosforanowym, pH 5,0 i doda-
wano do préb. Préby kontrolne nie zawieraly enzymu.

(4E 3, ) —

=
LN ]
I

Aktywnasc rybonukleazown,

Ryc. 8. Zaleinos¢ aktywnosci rybonukleolitycznej od pH. Preparaty enzymatyczne z zielonych
lisci zyta otrzymane po CM-celulozie z hydroksvapatytem.

I — Preparat wyplukany z kolumny 0,01 M buforem fosforanowym, pH 6,0 (rybonukleaza 1); 2 — Praparat wy-
plukany z kolumny 0,1 M buforem fosforanowym, pH 7,5 (rybonukleaza I1).

Fig. 8. Ribonucleolitic activity versus pH. Enzyme preparations isolated from green rye leaves.
obtained after CM-cellulose mixes with hydroxyapatite column,

I — Preparation eluted from the column with 0.01 M phosphate buffer, pH 6.0 (ribonuclease 1); 2 — Preparation
eluted with 0.1 M phosphate buffer, pH 7.5 (ribonuclease 11); ordinate — ribonuclease activity, abscissa — pH values.

Wyniki (tab. 6) wskazuja, ze jony Co2*w steZzeniu 20 mM hamuja w 50 9, akiyw-
nos¢ enzymu z obu rodzajéow lisci. W tym samym stezeniu jony Cu2* hamuja
silniej w 759,—85%,. Najmniejszy hamujacy wplyw wywieraja jony Mg2+. Aktyw-
nos¢ zmniejszyta si¢ jedynie o ok. 20%.

Tabela 5— Table 5

Termostabilnosé oczyszezonej rybonukleazy 1 zielonych i etiolowanych lisci zyta *

Thermostability of purified ribonuclease 1 from green and etiolated rye leaves *

Temperatura Liscie zielone | Liscie etiolowane
ogrzewania Green leaves | Ftiolated leaves
(5 min.) i
Temperature R __]' S | T
of eaflig PH52 | pH80 | pHS52 | pHBO
70° 25 i 12 i | o
100° 5 ? — 7 ==

* Wyniki podano w ", aktvwnosci preparatu nie ogrzewanego.
* The results are expressed as per cent of activity preserved after heating in comparision to that measured without
prior heating.
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Tabela 6 — Table 6
Wplyw jonow metali na aktywnosé rybonukleazy I zielonych i etiolowanych lisci zyta *

The influence of metalic cations on I RNA-se activity of green and etiolated rye leaves *

Liscie zielone | . Liscie etiolowane
Green leaves I Etiolated leaves
Dodatek Aktywnos¢ | Aktywnos¢ | Aktywnosc Aktywnos¢
Addition 1 Rs I zachowana i R. | zachowana
Activity ; Activity | Activity I Activity
R. u. | preserved | R.u. | preserved
Bez dodatku
None _ 625 100 520 100
Co? - ! 310 20 263 50
Cu? + 94 15 131 25
Mg? = | 480 75 168 90

* Mieszanina reagujaca zawierala: 3 mg RNA w 1 ml0,1 M buforu cytrynianowo-fosforanowego, pH 5,0; rybo-
nukleaza 1 z lisci zielonych (aktywnoéé specyficzna 37) lub rybonukleaza I z lisci etiolowanych (aktywnosé specyficzna
20); CoCl, CuCly, MgCl, — koncowe stezenie 2 107 2: M. Czas inkubacji 60 min.; temperatura 37°,

* The incubation mixture contained: 3 mg RNA (purified, BDH) in 1 ml of 0.1 M citrate-phosphate buffer, pH 5.0.;
ribonuclease I from green leaves (specific activity 37) or ribonuclease I from etiolated leaves (specific activity 20); final
concentration of CoCly, CuCl, or MgCly — 2210 2 M. The time of incubation: 60 min. at 37°.

Tabela 7— Table 7

Porownanie aktywnosci rybonukleazy 1 zielonych i etiolowanych lisci zyta w stosunku do roznych
substratow

Comparision of relative activities of ribonuclease 1 of green and etionated leaves toward various

substrates
Aktywno$¢ wzgledna
Substrat | Relative activity
Substrate . Liscie zielone | Lidcie etiolowane
Green leaves | Etiolated leaves

RNA z drozdzy
deproteinezed yeast RNA 1,00 1,00
- Wielonukleotyd graniczny
,eore” 0,47 0,51
RNA z ziclonych lisci zyta
Green rye leaf RNA 1,50 —

Mieszanina reagujaca zawierala: 4 mg RNA droizdiowego lub wielonukleotydu granicznego w 1 ml0, 1 M buforu
cytrynianowo-fosforanowego, pH 5,0. Rybonukleaza 1 z ziclonych lisci (aktywnoéé specyficzna 37) lub etiolowanych
(aktywnosé specyficzna 20). Czas inkubacji 60 min; temperatura 377 :

Incubation mixture contained: 4 mg veast RNA (purified, RDH) or ,.core” fraction of that RNA, or RNA isolated
by phenol procedure from the postmitochondrial fraction of green rye leaf homogenate in 1 mlof 0.1 M citrate-phosphate
buffer, pH 5.0; Ribonulease T from green leaves (specific activity 37) or etiolated leaves (specific activity 20). The time
of incubation-60 min, at 37°,
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Aktywnosé w stosunku do réznych substratow. Rybonukleaza 1 zaréwno z lisci
zielonych, jak i etiolowanych rozklada wiclonukleotyd graniczny (,,core™) uzyskany
dzialaniem rybonukleazy trzustkowej na RNA drozdzowy. Szybko$¢ rozkladania
tego wielonukleotydu byla, w poréwnaniu z szybkos$cia rozkladania RNA drozdzo-
wego, dwukrotnie mniejsza. Rybonukleaza I z lisci zielonych rozklada RNA wyizo-
lowany z supernatantu postmitochondrialnego tych lisci 1,5 razy szybceicj niz RNA
drozdzowy. Kwas dezoksyrybonukleinowy byl zupetnie oporny na dziatanie rybo-
nukleazy I. Podobnie nie stwierdzono rozkladu syntetycznego dwuestru kwasu
fosforowego, tj. bis(-p-nitrofenylo)fosforanu.

DYSKUSIA

Przedstawione wyniki wskazuja, ze homogenaty chloroplastéw, mitochondriéw
i supernatant postmitochondrialny zielonych lici zyta rozkladaja kwas rybonuklei-
nowy. Podobnie, homogenat plastydéw lisci etiolowanych, odpowiadajacych gene-
tycznie chloroplastom, rozklada kwas rybonukleinowy. Najwyzsza aktywnosé
rybonukleazowa w przeliczeniu na | mg bialka stwierdzono w supernatancie postmi-
tochondrialnym. Powazna czg$¢ akiywnosci rybonukleazowej tego supernatantu
Jest wykrywana we frakcji rybosomowej (Szarkowski i Gotaszewski 1966).
U lisci zielonych akiywnos¢ supernatantu przewyzszala akiywno$é¢ homogenatu
chloroplastéw szesnastokrotnie. W przypadku lisci etiolowanych akiywnos$¢ rybo-
nukleazowa supernatantu byla prawie dwudziestokrotnie wyzsza od aktywnosci
plastydow etiolowanych.

Poréwnujac akiywno$¢ rybonukleazowa odpowiadajgcych sobie frakcji pod-
komérkowych lisci ziclonych i etiolowanych widaé, Ze jest ona prawie dwukrotnie
wyzsza u lisci etiolowanych. Jednakze, w przeliczeniu na te sama ilo$¢ organelli
akiywnos$¢ rybonukleazowa chloroplastow okazala si¢ byé wyzsza niz aktywno$é
plastydéw etiolowanych. Z uwagi na szczuplo$é danych o znaczeniu fizjologicznym
rybonukleazy trudno wyrobi¢ sobie dzi§ poglad, czy zaobserwowane przez nas
roznice maja biologiczne znaczenie.

Przeprowadzone proby izolowania i oczyszezania enzymu wykazaly, ze zielone
i etiolowane liscie zyta zawieraja dwie rézne rybonukleazy. Zasadnicza wskazéwka
bylo tu stwierdzenie — w preparatach czesciowo oczyszezonych na kolumnie
z DEAE-celulozy — dwéch optiméw pH w s$rodowisku kwasnym i zasadowym.
Obie frakecje rybonukleazy rozdziclone na kolumnie z CM-celulozy zmieszanej
z hydroksyapatytem posiadaly: jedna — optimum aktywnosci w pH 5,2 (rybonu-
kleaza 1), a druga w pH 8,0 (rybonukleaza 11). Tak wigc rybonukleaza I kietkow
zyta jest zblizona pod tym wzgledem do wigkszosci rybonukleaz wystepujacych
uroslin wyzszych (Holden i Pirie 1955; Macicjewska-Potapczyk i Gorniak
1962).

Rybonukleazy I nie wykazywaly zanieczyszczen niespecyficzna fosfodwueste-
raza. Rybonukleazy II byly zanieczyszczone tym enzymem. Badajac wlasnosci
enzymoOw bardziej czystych, tj. rybonukleaz I z obu rodzajéw lisci, nie obserwowano



Rybonukleazy zielonych i etiolowanych lisci Zyta 215

migdzy nimi zasadniczych roznic. Enzymy te. podobnie jak inne rybonukleazy roslin-
ne (Holden i Pirie 1955; Fiersi Lepoutre 1961), sa enzymami iermolabilnymi.
Tracily one w znacznym stopniu aktywnos¢ przy ogrzewaniu w temperaturze 70°
1 100" w pH kwasnym 1 zasadowym. Jest to jedna z cech odrdzniajacych miedzy
innymi, niektore rybonukleazy roslinne od zwierzecych. Rybonukleaza trzustki
wolu (E.C. 2.7.7.16) wytrzymuje np. ogrzewanie w 100° przez 30 minut (Kunitz
1940). Stwierdzony przez nas hamujacy wplyw jonow miedziowych i kobaltawych
na aktywnos¢ rybonukleazy I jest powszechnie obserwowany u rybonukleaz roslin-
nych 1 zwierzgcych (Markham i Smith 1952; Gotaszewski 1964). W obecnosci
jonow magnezowych aktywnos¢ rybonukleazy I byla réowniez hamowana, jednakze
w bardzo niewielkim stopniu.

Rybonukleaza I zielonych i etiolowanych lisci rozklada wielonukleotyd graniczny
(,,core™). Szybkos¢ rozkladu jest w tym przypadku dwa razy mniejsza niz RNA
drozdzowego. Zdolnos¢ rozkladania wielonukleotydu granicznego opornego na
dzialanie rybonukleazy trzustkowej wskazuje, ze podobnie jak inne rybonukleazy
roslin wyZzszych (Golaszewski 1964), rybonukleaza 1 jest mniej specyficzna niz
rybonukleaza trzustki wolu. Wielonukleotyd graniczny jest, jak wiadomo, mieszaning
cztero- lub pigcionukleotydéw o przewadze nukleotydéw purynowych zakonczo-
nych zawsze reszta nukleotydu pirymidynowego (Markham i Smith 1932).
Rybonukleaza I z zielonych lisci zyta rozkladala RNA wyizolowanych z tych lisci
1,5 razy szybciej niz RNA drozdZzowy. Badana rybonukleaze I mozZzna by sklasyfi-
kowa¢ jako nukleotydo-2-transferaze rybonukleinianu(cyklizujaca) o pozycji kata-
logowej (E.C.2.7.7.17), analogicznie jak inne rybonukleazy roslin wyZszych. Kwas
dezoksyrybonukleinowy byl zupelnie oporny na dziatanie tego enzymu. Badane przez
nas wlasciwosci rybonukleaz zielonych i etiolowanych lisci zyta nie wykazywaly
jakichs$ podstawowych réznic wynikajacych z odmiennych warunkéw oswietlenia
roslin w czasie hodowli. Sledzac jednakze zachowanie si¢ poszczeg6lnych frakeji
rybonukleaz w trakcie oczyszczania, moZna zauwazy¢ odmienne zachowanie sig
ich szczegdlnie na kolumnie z CM-celulozy zmieszanej z hydroksyapatytem. Znaj-
duje to odbicie w osiggalnym stopniu oczyszezania. Obserwacje te wydaja si¢ sygna-
lizowa¢ pewne rdZznice w strukturze bialek zielonych i etiolowanych lisci, kidre
wynika¢ moglyby z warunkow oswietlenia w czasie hodowli.

Wykazany w nieniejszej pracy hetorogenny charakter rybonukleaz lisci zyta
jest jak dotychezas jednym z nielicznych dowodéw na wystepowanie zloZzonego
systemu rybonukleaz u roslin wyzszych. Rybonukleaza chloroplastow i plastydéw
etiolowanych ma optimum aktywnosci w srodowisku alkalicznym w pH 8,0 (Gola-
szewski i Szarkowski 1966), jest wigc prawdopodobne, Zze odpowiada rybonu-
kleazie II pelnego homogenatu liSci badanej w niniejszej pracy. Uprzednio stwier-
dzilisSmy u marchwi wystgpowanie dwéch rybonukleaz o odmiennych opiymalnych
pH dzialania (Golaszewski i Szarkowski 1964). W chloroplastach i mitochon-
driach iej rosliny mamy do czynienia — jak si¢ wydaje z enzymami homogennymi.
Zjawisko heterogennosci rybonukleaz jest wigc by¢ moze, odbiciem kompertamen-
tyzacji komorki 1 odmiennych warunkow panujacych w organellach.
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Streszczenie

Opisano wystepowanie heterogennego zespolu enzymodw rybonukleolitycznych w homogena-
tach pierwszych lisci kielkow izyta (Secale cereale L.). Stwierdzono wystgpowanie przynajmniej
dwoch enzymow nukleolitycznych u zielonyeh i etiolowanych roslin. Enzymy te wykazuja rozne
optymalne pH ich aktywnosci, daja si¢ rozdzielic za pomoca techniki chromatografii kolumnowej
na CM-celulozie. Enzym o optymalnym pH dzialania réwnym 8 stanowi frakcje poboczna i jest
zlokalizowany glownie w chloroplastach lub plastydach etiolowanych. Stwierdzono, iz homoge-
naty mitochondriéw wykazuja roéwniez aktywnos¢ rybonukleolityczna, lecz najwyzsza aktywnosc
wlasciwa enzymu wykryto w supernatancie uzyskanym po odwirowaniu mitochondriéw. Frakcja
glowna enzymu (,,rybonukleaza kwasna™) zostala wyizolowana i wysoce oczyszczona. Badania
nad jej niektorymi wlasnosciami wykazaly, ze jest to enzym termolabilny, silniec hamowany przez
jony miedziowe i kobaltawe i hydrolizujacy tzw. wielonukleotyd graniczny kwasu rybonukleino-
wego. W pracy dyskutowana jest mozliwos¢, ze heterogennosé enzymu jest odbiciem zroznicowania
organellowego komorki.

Za doskonala pomoc techniczna w czasie wykonywania niniejszej pracy skladamy podzigko-
wania Pani Danucie Klarkowskiej.

SUMMARY

Heterogenous system of ribonucleolitic enzymes in primary leaf homogenates of rye (Secale
cereale L.) seedlings is described. At least two ribonucleolitic enzymes, separable on CM-cellulose
(carboxymethyl) column were found in green and etiolated plants (Fig. 6, 7), differing in optimal
pH values of their activities (Fig. 8). The enzyme fraction showing its optimal activity at pH 8
is a minor one, being localised chiefly in chloroplasts and in plastids of etiolated plants. Mitochon-
dria showed also the ribonucleolitic activity, the highest specific activity, however, was stated in
the postmitochondrial supernatant (Table 1). The main enzyme fraction (“acidic ribonuclease™),
was isolated and highly purified (the procedure applied — see Table 3 and 4) and some of its pro-
perties were studied. It is thermolabile (Table 5), strongly inhibited by Co** and Cu®* ions
(Table 6), and digesting the “core” fraction of ycast RNA (Table 7), enzyme. Hypothesis that
heterogenity of ribonucleolitic enzymes is a reflection of the organellar differentiation of the cell
is disscused.
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