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Aktywnos¢ adenozynotrdjfosfatazy i rybonukleazy w zarodkach
ziarna jeczmienia jarego w okresie spoczynku pozniwnego

Adenosinetriphosphatase and ribonuclease activity in embryos of spring barley grain
in the period of after-harvest dormancy

K. KULKA

Zasadniczym czynnikiem wywolujacym spoczynek pozniwny ziarna zbdz sa
inhibitory wzrostu (Miyamoto iin., 1961; Grzesiuk 1967; Rejowskii Kulka
1967). Zwiazki te moga hamowaé¢ w ziarnie dzialanie wielu enzymoéw (Eliott
i Leopold 1953; Mietlickij i Korablewa 1965; Grzesiuk 1967), badz tez
wstrzymywac dzialanie biologiczne giberelin (Bradbeer 1968). Gibereliny za$,
jak wiadomo, stymuluja biosynteze a-amylazy i rybonukleazy (Chrispleesi Varner
1967). '

O aktywnosci enzymow w dojrzewajacym wtornie ziarnie zboz (tj. w okresie
spoczynku) wiadomos$ci sa male i niekompletne (Kretowicz 1945; Grzesiuk
1967). Wynika jednak z nich, ze w miare przechodzenia spoczynku w ziarnie
zmniejsza si¢ akrywno$¢ amylazy 1 katalazy, a zwigksza si¢ aktywnos$¢ enzymow
proteolitycznych.

Praca niniejsza miata na celu wyjasnienie jak ksztaltuje si¢ aktywnos$¢ ATP-azy
i RN-azy w zarodkach (oraz ich frakcji mitochondrialnej) spoczynkowego ziarna
jeczmienia podczas pegcznienia.

METODY BADAN

Badania przeprowadzono na ziarnie jgczmienia jarego ‘Browarny PZHR’.
Swiezo zebrane ziarno (w 1967 r.) przechowywano (w laboratorium) w stanie po-
wietrznie suchym, w temperaturze pokojowej, w ciemnosci. Nastgpnie podczas
spoczynku poddawano je pecznieniu umieszezajac na kietkowniku Jacobsena na
przeciag 24 i 48 godzin na bibule filtracyjnej nasyconej woda wodociggowa o tem-
peraturze okoto 20°C.

Prébki ziarna przeznaczone do badania aktywnosci enzymdéw pobierano po
uplywie 24 i 48 godz. pecznienia, plukano lekko w wodzie destylowanej i osuszano
z wody zewnetrznej za pomoca bibuly filtracyjnej. Nastgpnie z ziarna tego wyjmo-
wano zarodki, ktore przenoszono do naczynka umieszczonego w lodzie. Aktywnos¢
enzymow oznaczano w calych zarodkach oraz w ich frakcji mitochondrialnej.
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Izolowanie mitochondriéw. Swiezo wypreparowane zarodki rozcierano
w mozdzierzu porcelanowym o gladkiej powierzchni wewngtrznej (zamrozonym
w lodzie) z 0,5 M roztworem sacharozy przygotowanej na 0,01 M buforze tris-HCI
(pH 7,6). Homogenat saczono przez cztery warstwy gazy. Nie naruszone fragmenty
tkanek rozcierano powtdrnie. Polaczone przesacze przedstawialy jednorodna mase,
pozbawiona w zasadzie calych komorek (kontrola mikroskopowa). Mitochondria
izolowano z homogenatu metoda frakcjonowanego wirowania (Cunningham
1964). Osadu mitochondriéw nie przemywano z uwagi na mozliwo$¢ wyplukania
jonéw aktywujacych ATP-azg (Forti 1957; Reid i in. 1964).

Aktywno$§¢ ATP-azy. Aktywno$¢ tego enzymu okreslano metoda opisang
przez Sisakjana i wsp. (1963) nieznacznie zmodyfikowana. Osad mitochondriow
rozcierano w temperaturze 0°C, w mozdzierzu z 6 ml buforu boranowego o pH
5,6. Zawiesing trzymano 20 min. w temperaturze 4°C. Sklad mieszaniny reakcyjnej
wynosit: 1 ml 0,1 M buforu boranowego-+1 ml zawiesiny mitochondriow +1 ml
0,001 M ATP. Mieszaning inkubowano 15 min. w temperaturze 37°C. Reakcje
przerywano 3 ml 10 % kwasu tréjchlorooctowego. Calo$¢ trzymano 0,5 godz.
w szafie chlodniczej, po czym odwirowywano przy 6000 g w ciagu 10 min. W super-
natancie oznaczano fosfor nieorganiczny metoda Fiske Subbarowa, opisana przez
Brzeskiego i Kaniuge (1956). W probach kontrolnych kwas tréjchlorooctowy
wprowadzano do inkubatu przed dodaniem ATP.

Aktywnos$¢ rybonukleazy. Aktywnos¢ rybonukleazy oznaczano na podsta-
wie metod, ktore opisali De Duve i wsp. (1955) oraz Skwirskaja i Czepinoga
(1964). Osad mitochondridow rozcierano w temperaturze okolo 0°C z 6 ml buforu
octanowego o pH 6,2. Nastgpnie zawiesing trzymano w szafie chlodniczej (temp.
4°C) w ciagu 30 min. celem ekstrakcji enzymu, po czym wirowano przy 6000 g
w ciagu 10 min. Sktad mieszaniny reakcyjnej wynosit: 1 ml 0,1 M buforu octanowe-
go-+1 ml wyciagu tkankowego -+ 2 ml 0,4 % kwasu rybonukleinowego z drozdzy.
Mieszaning inkubowano w temperaturze 37°C w ciagu 90 min. Reakcj¢ przerywano
przez dodanie 4 ml 0,25 % octanu uranylu w 5 % kwasie tréjchlorooctowym. Probki
pozostawiano na 30 min. w szafie chlodniczej, a nastgpnie odwirowywano (przy
6000 g) osad biatka i nierozlozonego RNA.

Okreslanie aktywno$ci ATP-azy i RN-azy w calych zarodkach przeprowadzano
analogicznie jak i w mitochondriach, homogenizujac je do jednorodnej, przesa-
czalnej przez gazg masy.

Oznaczenia aktywno$ci enzyméw wykonano w trzech powtdrzeniach.

WYNIKI I DYSKUSJA

Podczas pecznienia zdolnego juz do kietkowania ziarna (dojrzato$c¢ fizjologiczna)
zwiekszala si¢ w jego zarodkach sucha masa mitochondriow (tabela 1). Zmiany te
moglyby by¢ wynikiem powigkszania masy poszczegélnych mitochondriéw w okresie
poprzedzajacym ich podzialy (Szabadasz 1967) oraz zwigkszaniem si¢ ich liczby
(Breidenbach i in. 1967). Pgcznienie ziarna, bgdacego w spoczynku, nie wywo-
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tywato wyraznych réznic w ci¢zarze preparatu frakcji mitochondrialnej zarodkéw
(tabela 1).

Aktywno$é adenozynotréjfosfatazy. ATP-aza odgrywa wazna role
w przemianach energetycznych organizméw roslinnych, stymulujac hydrolizg
ATP do ADP. Procesowi temu towarzyszy uwolnienie si¢ pewnej iloSci energii
chemicznej. Energia ta moze by¢ zuzywana podczas przebiegu wielu procesow bio-
chemicznych i fizjologicznych. W literaturze naukowej znany jest bowiem fakt,
ze tkanki o duzej aktywnosci fizjologicznej cechuje zwykle wysoka aktywnos¢
ATP-azowa (Zakrzewska Henisz 1965; Jaffe i Galston 1967; Kisjakowa
i in. 1967).

Aktywno$¢ ATP-azowa wykryto we wszystkich organellach komorek roslinnych
(Sisakjan iin. 1963; Wieczier i Rajcina 1967). Enzym ten trwale zwiazany jest
ze strukturami komorki.

Aktywno$¢ ATP-azowa frakcji mitochondrialnej zarodkéw wyraznie wzrastata
w miare ustepowania spoczynku ziarna (tabela 1), co szczegdlnie wyraznie zazna-
czylo si¢ przy przeliczaniu wynikow na 100 zarodkow. W wypadku catych zarodkow
zwiekszanie aktywnos$ci ATP-azy obserwowano dopiero w ziarnie o pelnej zdolnosci
kietkowania (tabela 2).

Zmniejszone dziatanie ATP-azy w calych zarodkach i mitochondriach ziarna
spoczynkowego wplywalo zapewne ograniczajaco na procesy fosforylacji wielu
zwiazkéw organicznych, a w nastgpstwie na ograniczenie natezenia podstawowych
przemian biochemicznych zachodzacych w komérkach spoczynkowego ziarna.
W tym ogdlnym ograniczeniu przemiany materii prawdopodobnie wystapily
réwniez zaburzenia w przebiegu samej fosforylacji oksydacyjnej, tj. w tym procesie,
w wyniku ktdrego powstaje ATP. Na taka zaleznos$¢ fosforylacji tlenowej od aktyw-
nosci ATP-azowej wskazywano juz wezesniej (por. Zakrzewska Henisz 1965).

Aktywno$é rybonukleazy. W tkankach roslinnych stwierdzono obecnos¢
réznych rybonukleaz (Ingle i Hageman 1965; Szarkowski 1965). Wilson
(1963 a, 1963 b) wypreparowatl z rosliny kukurydzy RN-az¢ A (optimum dzialania
przy pH 5) oraz RN-aze B (optimum dzialania przy pH 6,2). Oznaczona w niniejszym
dos$wiadczeniu rybonukleaze, zgodnie z nomenklatura Wilsona (1963 b) mozna
zaliczy¢ do RN-azy B.

W mitochondriach zarodka jeczmienia w miarg przemijania spoczynku ziarna
aktywno$¢ RN-azy zwigkszala si¢ tylko w niewielkim stopniu (tabela 1).

Cale natomiast zarodki pozostajace w stanie spoczynku mialy stosunkowo
niska aktywno$¢ badanego enzymu (tabela 2). Aktywno$¢ ta zwigkszala sig, gdy
ziarno konczylo spoczynek i uzyskiwalo dojrzatos¢ fizjologiczna (tabela 2).

Jakkolwiek fizjologiczne funkcje rybonukleazy nie sa jeszcze catkowicie wy-
ja$nione, tym nic mniej, uzyskane wyniki sugeruja, Ze podczas spoczynku ziarniaka
rybonukleaza zarodka byla w znacznej mierze inaktywowana, a w miarg jego
ustepowania i uzyskiwania dojrzalosci fizjologicznej, aktywno$¢ enzymu wielokrotnie
si¢ zwigkszala,

Czasteczki kwaséw nukleinowych maja zdolno$¢ do szybkiej odnowy ze swoich
prekursoréw (Shannon i in. 1964; Srivastava 1964). W zwiazku z tym, niektorzy
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autorzy przypisuja RN-azie posrednia role w biosyntezie RNA (Barker i Douglas
1960; Gotaszewski 1964; Ingle i Hageman 1965) i biatka (Szarkowski 1965).
W zarodkach ziarna spoczynkowego procesy odnowy RNA i syntezy bialek byl
niewatpliwie ograniczony i wzmagal si¢ on dopiero po ustapieniu spoczynku.
W tym samvm czasie wzmagala si¢ aktywno$¢ RN-azy.

STRESZCZENIE I WNIOSKI

W okresie spoczynku ziarno przechowywano w laboratorium, w stanie powietrznie suchym,
w temperaturze pokojowej. W okre§lonych odstgpach czasu pobierano probki ziarna i poddawano
je pecznieniu. Z peczniejacego ziarna (po 24 i 48 godz.) wypreparowywano zarodki oraz izolowano
z nich mitochondria. W calych zarodkach oraz w mitochondriach oznaczano aktywnos¢ ATP-azy
i RN-azy w trzech roznych okresach spoczynku ziarna. Stwierdzono:

1. Przy pecznieniu ziarna, ktorego spoczynek minat (od dojrzatodci fizjologicznej) zwicksza sig
~ w zarodkach sucha masa mitochondriéw. W peczniejacym ziarnie spoczynkowym takich zmian
nie obserwowano.

2. Podczas ustepowania spoczynku ziarna aktywno$¢ ATP-azowa mitochondrialnej frakcji
zarodkdw wyraznie sig zwigkszata. Natomiast w calych zarodkach znaczne zwigkszenie aktywnosci
ATP-azy obserwowano dopierg u ziarna, ktére posiadalo peina zdolnos¢ kietkowania.

3. Aktywnoéé RN-azy w mitochondriach byla wysoka i tylko w niewielkim stopniu wzrastata
w miare uptywu spoczynku. Cale natomiast zarodki pozostajace w stanie spoczynku poZniwnego
wykazywaly niska aktywnos¢ badanego enzymu w poréwnaniu z zarodkami ziarna, ktore uzyskato
dojrzatosé fizjologiczna.

4. Mozna przypuszczaé, ze inhibitory (tzw. f-inhibitor) zawarte w spoczynkov»ym ziarnie
jeczmienia hamowaly aktywno$¢ ATP-azy i RN-azy w zarodkach.

Panu Prof. Dr Stanistawowi Grzesiukowi serdecznie dzigkuj¢ za cenne rady i wskazowki
w czasie wykonywania niniejszej pracy.

Katedra Fizjologii Roslin
Wyiszej Stkoly Rolniczej w Olsztynie (Wplynelo dn. 24.6.1968 r.)

SUMMARY

During after ripening the grains were kept in the laboratory in air-dry state at room temperature.
At fixed intervals grain samples were taken and allowed to swell. After 24 and 48 hrs., from the
swelling grains embryos were removed and the mitochondria isolated.

ATPase and RNase activity were determined both in intact embryos and in mitochondria
at three different periods of afterharvest dormancy. It was found that:

1. atthe end of dormancy there the dry matter of mitochondria increases in the swelling grain.
No such changes were observed in the dormant grain.

2. at the end of dormancy ATPase activity in the mitochondrial fraction of embryos was
markedly increased. However, in intact embryos an increase of ATPase activity was observed
only when the grain reached full germinating capacity.
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3. the RNase activity in mitochondria was high and, as dormancy progressed, this activity
increased only slightly. Intact dormant embryos, however, were characterized by low activity of the
enzyme as compared with that of physiologically ripe grain.

4, it may be assumed that inhibitors (the so-called f-inhibitor) present in dormant barley grain
inhibited ATPase and RNase activity in embryos.

College of Agriculture, Olsztyn
Department of Plant Physiology
Head: Prof. Dr Stanistaw Grzesiuk
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