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Wiaczanie 2P do kwaséw nukleinowych i fosfolipidow
w zarodkach spoczynkowego ziarna jeczmienia jarego

Incorporation 32P into nucleic acids and phospholipids in embryos of spring barley
grain during after-harvest dormancy

K. KULKA i A. REJOWSKI

Przemiany zwiazkow fosforowych w nasionach i organach roélin znajdujacych si¢
w stanie spoczynku glebokiego poznane sa dotychczas w bardzo malym stopniu.
W wyniku badan pakow drzew i krzewow owocowych wykazano, ze w czasie spo-
czynku zawarto$¢ w nich kwaséw nukleinowych zmniejsza si¢, a przy wychodzeniu
ze stanu spoczynku wyraznie si¢ zwigksza (Barskaja i Oknina 1959; Bobrysze-
wa i Oknina 1962; Sergiejewa 1964; Czaban 1968).

Tuan i Bonner (1964) badajac w paczkach spoczynkowych bulwy ziemniaka
synteze RNA zalezna od DNA stwierdzili, ze wyizolowana z nich chromatyna nie
podtrzymywata syntezy RNA. Dopiero przerwanie stanu spoczynku pod wplywem
etylenochlorhydryny przywracalo genom aktywno$¢ i powodowalo aktywacje lub
syntez¢ mRNA.

Poprzednie nasze badania wykazaly, Ze zawarto$¢ kwaséw nukleinowych
w spoczynkowym ziarnie jeczmienia znajduje si¢ W ujemnej korelacji z aktywno$-
cia inhibitora, bedacego mnajprawdopodobniej gldéwnym czynnikiem spoczynku
(Rejowski, Kulka 1967). Ziarno jeczmienia przetrzymywane w stanie pehnego
nasycenia woda nie kietkuje nawet przez okres Kilku miesigcy. Zawartos¢ RNA
w takim ziarnie wyraZnie zmniejsza sig, przy réwnoczesnym wzroscie aktywnosci
inhibitora. Natomiast w ziarnie powietrznie suchym, ktérego spoczynek w czasie
przechowywania stopniowo ustepuje, aktywno$é inhibitora zanika, a dynamika
KN nie ulega istotnym zmianom.

Stwierdzone obnizenie poziomu RNA w ziarnie pozostajacym w stanie glgbo-
kiego spoczynku nie $wiadczy o wstrzymaniu syntezy tego zwigzku przez wystgpu-
jacy w duzej ilosci inhibitor. Mogto ono réwniez by¢ wynikiem przewagi rozpadu
RNA nad resynteza, pod wplywem enzymoéw nukleolitycznych.

Celem wyjasnienia tego zagadnienia przeprowadzono badania nad wiaczaniem
radioaktywnego fosforu do kwaséw nukleinowych i fosfolipidow w zarodkach
ziarna jeczmienia jarego, w okresie jego spoczynku oraz ziarna wykazujacego juz
zdolno$¢ do aktywnego wzrostu.
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METODYKA

Badania przeprowadzono na ziarnie jgczmienia jarego (CBrowarny PZHR’)
charakteryzujacego si¢ dlugim okresem spoczynku. Ziarno po sprzgcie przechowy-
wano w laboratorium w stanie powietrznie-suchym, w temperaturze pokojowe;.
Po uptywie 10 dni od sprzetu ziarno poddawano p@czniéniu w wodnym roztworze
Na,H?*?PO,. Z pgczniejacego ziarna w okreslonych odstgpach czasu wypreparowy-
wano zarodki i oznaczano zawarto$¢ KN w calych zarodkach i mitochondriach
oraz zawarto$¢ fosfolipidéw. Radioaktywno$¢ oznaczanych zwiazkéw mierzono
przy pomocy licznika Geigera-Miillera.

Po 50 dniach suchego przechowywania, tj. po ustapieniu spoczynku pozniwnego
(Rejowski i Kulka 1967) poddawano pgcznieniu nastgpna probg ziarna i powta-
rzano w sposob identyczny wymienione wyzej analizy. Rownolegle oznaczano sucha
mase ziarna i zdolno$¢ kietkowania.

Pordwnanie bezwzglednych zawartosci oraz radioaktywnosci badanych zwigzkow
fosforowych pozwalato sadzi¢ o intensywnosci ich syntezy w spoczynkowym ziarnie
jeczmienia i w ziarnie, ktore juz wyszlo ze stanu spoczynku.

Warunki pegcznienia ziarna oraz zastosowane metody analiz omowiono nizej.

1. Warunki pgcznienia -ziarna oraz przygotowanie prob. Ziarno umieszczano
w szalkach Petriego w roztworze wodnym Na,H*?PO,, o radioaktywnosci wtlas-
ciwej 0,34 pCi/ml. Roztwdr fosforanu sodu dawkowano w ilosciach 50 ml/70 g
peczniejacego ziarna. Szalki umieszczano w ciemnosci, w temperaturze 20°C. W okre-
$lonych odstepach czasu pobierano probki peczniejacego ziarna, dokladnie plukano
je woda, a nastepnie wyjmowano z ziarna zarodki wraz z tarczkami. Stanowily one
material wyjsciowy do analiz.

2. Wydzielanie frakcji mitochondrialnej. Swiezo wyizolowane zarodki homoge-
nizowano recznie w porcelanowym mozdzierzu o gtadkiej powierzchni wewnetrzigej,
w 0,5 M sacharozie przygotowanej na 0,01 M tris buforze (pH 7,6). Homogenat
wyciskano nastepnie przez 8 warstw gazy. Uzyskany przesacz pozbawiony calych
komérek (kontrola mikioskopowa) poddawano wirowaniu réznicowemu. Pierwsze
wirowanie wykonano przy 1500 g w ciagu 10 minut. Otrzymany osad (jadra, pla-
stydy, fragmenty bton celulozowych itp.) odrzucano, supernatant za$ poddawano
dalszemu wirowaniu przy 12000 g, w czasie 10 minut. Uzyskany osad mitochondriéw
zawieszano w takim samym $rodowisku, jakie uzywano do homogenizacji ma-
terialu  wyjsciowego. Zawiesing rowniez odwirowywano przy 12000 g w ciagu
10 minut.

W uzyskanym w ten sposob osadzie mitochondridéw oznaczano zawartosé kwasow
nukleinowych oraz ich radioaktywnosc.

Wszystkie czynnosci zwigzane z wydzieleniem mitochondriéw przeprowadzano
w temperaturze 0—4°C.,

3. Ekstrahowanie fosfolipidow. Fosfor kwasorozpuszczalny usuwano z calych
zarodkow, rozcierajac je z 79, kwasem tréjchlorooctowym (KTO) w ciagu 20 minut
i wirujac przy 6.000 g. Supernatant usuwano, osad za$ przemywano 1% KTO
i nastepnie woda destylowana, do zaniku reakcji na kwas i fosfor. Po usunieciu
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frakcji kwasorozpuszczalnej osad ekstrahowano mieszaning etanolu i eteru (1:1),
utrzymujac ja w stanie wrzenia w ciagu 30 minut, po czym przemywano eterem i
suszono w temperaturze 37°C. W uzyskanym ekstrakcie eterowo-alkoholowym
oznaczano fosfor oraz radioaktywno$c¢ fosfolipidéw.

4. Analiza kwaséw nukleinowych (RNA-4DNA) w mitochondriach.

Osad mitochondriéw (uzyskany wg metodyki opisanej w punkcie 2) rozcierano
z 7% KTO w ciagu 20 minut. Usuwanie fosforu kwasorozpuszczalnego oraz od-
thuszczanie przeprowadzono tak samo jak w punkcie 3. Odtluszczony i wysuszony
(w 37°C) osad mitochondriéw zadawano 0,5 N HCIO, i pozostawiano w tempe-
raturze 70°C w ciagu 30 min. (Guin 1964). W kwasnym ekstrakcie oznaczano fosfor
kwaséw nukleinowych oraz ich radioaktywnoscé.

5. Analiza RNA i DNA w calych zarodkach. Zarodki bezposrednio po ich
wypreparowaniu rozcierano w mozdzierzu z 7% KTO w ciggu 20 minut, w tempe-
raturze 0°C. Dalsze czynnosci zwiazane z usunigciem frakcji kwasorozpuszczalnej
i lipidowej przeprowadzano analogicznie jak w punkcie 3.

RNA ekstrahowano wedtug metody Ogura i Rosen. Do osadu pozbawionego
fosforu nukleinowego wprowadzano 1 N HCIO, i po dokladnym wymieszaniu
probki pozostawiano w ciagu 15 godzin w temperaturze -+4°C. W ekstrakcie ozna-
czano fosfor RNA oraz jego radioaktywnosc.

Oznaczanie DNA. Pozostaly w osadzie RNA oddzielono od DNA metoda
Schmidta i Thannhausera w modyfikacji Wollgiehna i Parthiera (1964). Po
ekstrakcji RNA osad przemywano zimna woda do zaniku reakcji na kwas, a nastgpnie
— etanolem i eterem. Wysuszony osad inkubowano z 0,5 N KOH w ciagu 2 godzin
w temperaturze 0°C. Nastgpnie DNA z osadu ekstrahowano 1 N HCIO, w ciagu
30 minut. W ekstrakcie tym oznaczano fosfor oraz radioaktywnosc.

Oznaczen fosforu dokonano przy pomocy metody Fiske Subbarowa, radioak-
tywnos$¢ za$ mierzono przy pomocy licznika Geigera-Miillera.

WYNIKI I DYSKUSJA

Zalezno$¢ miedzy aktywnoscia lub synteza RNA a poczatkiem syntezy biatka
w pierwszych etapach kietkowania nasion w chwili obecnej jest jeszcze kontrower-
syina (Marcus & Feeley 1965; Marcus i wsp., 1966; Waters & Dure 1966;
Loening 1968). Natomiast sam fakt zwigkszania poziomu KN, szczegélnie RNA,
w zarodkach nasion peczniejacych i kietkujacych nie nasuwa raczej watpliwosci
(Ingle & Hageman, 1965; Hall & Hodges, 1966; Mastowski i wsp., 1967).
Intensywny wzrost zawartosci KN w zarodkach ziarna zbdz wykrywano po uplywie
kilkunastu godzin kielkowania, chociaz zgodnie z danymi Marcusa i wsp. aktyw-
no$¢ rybosomoéw wielokrotnie wzrasta juz po 30 minutach pecznienia.

Wszystkie te badania byly jednak przeprowadzone na ziarnie dojrzatym fizjolo-
gicznie, kielkujacym po napecznieniu. Inaczej ksztaltuje si¢ dynamika kwasow
nukleinowych w ziarnie jeczmienia znajdujacego si¢ w stanie glgbokiego spoczynku
(tab. 1). W zarodkach tego ziarna, peczniejacego w ciagu 4 dni, nie zaobserwowano
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wyraznych zmian w zawarto$ci kwaséw nukleinowych. Poziom RNA nawet nieco si¢
obnizyl. Potwierdza to wyniki uzyskane w pracy poprzedniej (Rejowski i Kulka
1967).

Zarodki jeczmienia, pozostajqce w stanie spoczynku, posiadaly jednak zdolnos¢
do wiaczania znaczonego fosforu w RNA i DNA (tab. 1). W miar¢ pecznienia ziarna
rosta w zarodkach zaréwno aktywno$¢ wlasciwa kwaséw nukleinowych (na 1 mg P),
jak i aktywno$¢ calkowita (na 100 zarodkéw), osiggajac najwyzsze wartosci po 72
godzinach pecznienia. Brak wzrostu absolutnej ilosci RNA w zarodkach i tylko
nieznaczne zwigkszenie DNA wskazuje na istnienie stanu rownowagi dynamicznej
pomiedzy synteza a rozkladem kwasow nukleinowych. Zjawisko to moze by¢ zwia-
zane z potrzeba ciaglej odnowy czastek RNA i DNA (Siemienienko 1964).
Jezeli przytoczony poglad jest stuszny, wéwczas enzymy nukleolityczne zarodkow
ziarna spoczynkowego winny cechowac si¢ znaczng aktywnoscia hydrolityczna.

Analiza otrzymanych wynikow wykazuje ponadto, Ze wyraZne zmniejszenie
szybkosci biosyntezy kwaséw nukleinowych w spoczynkowych tkankach zarodka
nie wiaze si¢ z brakiem jakiego$ skladnika niezbgdnego dla jej przebiegu, gdyz inkor-
poracja **P w RNA i DNA zachodzi, a nawet wykazuje tendencje wzrostowe (tab. 1).

Inaczej ksztaltowaly si¢ przemiany zwiazkéw nukleinowych w ziarnie jeczmie-
nia po uplywie 50 dni przechowywania, tj. wtedy, kiedy ziarno juz wyszlo ze stanu
spoczynku glebokiego. Zawartoé¢ RNA i DNA w zarodkach takiego ziarna syste-
matycznie wzrastala (tab. 2). Znacznie bardziej intensywna byfa réwniez inkorpo-
racja 3P w RNA i DNA, zwlaszcza w poczatkowym okresie pgcznienia.

Najwyzsza aktywno$é wilasciwa i catkowita badanych zwiazkéw miata miejsce
juz po 36 godzinach pecznienia, czyli znacznie wezesniej, niz w probach ziarna spo-
czynkowego. Swiadczy to o duzo szybszym tempie przemian kwaséw nukleinowych
w ziarnie, ktére juz wyszto ze stanu spoczynku.

Tabela 3 — Table 3

Wiaczanie 32P do kwaséw nukleinowych mitochondriow, wydzielonych z zarodkdw peczniejacego
ziarna bedacego w stanie spoczynku i po jego ustapieniu

Incorporation 32P into mitochondrial nucleic acids isolated from embryos of dormant and after-
-dormant spring barley grains during the imbibiton

Zawarto$é kwasow nukleino- | - R.n:!inﬂkl;wnosc.-;wasbw |
ficzba dai oo Czas Kielkowanie wych wyraZzona w | nukleinowych |
CZ0d . . .

: Slp._zw ie : pgcznienia ziarna po 7 Nucleic acids content | Radicactivity of nucleic acids |
ziarna, godz. | dniach w % expressed as Radioactivity of nucleic acids |
! | T )
| Number of | Imbibltion Germination |8 P/mg suchego| pg P/100 | imp/min/mg P‘ impfmin 100
| days after | hr after 7 days preparatu zarodkow | | zarodkéw
! hatves | | ) |
| arvest ! ©) ug P/mg dry ug P/100 | cpm/mg P | cpm/100
| preparation embryos | | embryos |
. . ; ! |
R T 4 81 | 130 | 380 | 50 |
| | |
| 50 { 16 99 7,0 | 14,0 | 3955 | 55 l
| ] | 1
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Powyzsza prawidtowos$¢ dotyczy ogdlnej zawartosci RNA i DNA w komorkach
zarodkéw. Biosynteza kwasow nukleinowych w mitochondriach przebiega inaczej, co
wskazuje na biosyntetyczna autonomi¢ tych organelli (Bonner, Varner, 1965).
Analiza zawartoéci KN oraz wiaczanie w nie *?P w zarodkach ziarna podczas spo-
czynku i po jego ustapieniu nie wykazata prawie zadnych réznic (tab. 3). Wiaczanie
32P do frakcji mitochondrialnej kwaséw nukleimowych (gtéwnie RNA) bylo bardzo
intensywne. Potwierdza to nieliczne dotychczas dane o aktywnej syntezie tych zwigz-
kow, przede wszystkim RNA, w mitochondriach poszczegdlnych czg$ci nasion
na poczatku ich kielkowania (Cherry & Hageman, 1961; Breidenbach i wsp.,
1967; Lado i Schwendiman, 1967).

Wyniki otrzymane w niniejszej pracy wskazuja ponadto, Ze 10snacy kietek moze
wykorzystaé do syntezy kwasow nukleinowych ortofosforan nieorganiczny, czyli
jest on zdolny do syntezy tych zwiazkéw de novo, stwierdzonej wczesniej przez
Siemienienke (1964), Ingle’a i Hagemana (1965), Mastowskiego i wsp.
(1967) oraz innych autorow.

Synteza KN w ziarnie znajdujacym si¢ W stanie spoczynku, mimo znacznego jzj
oslabienia, nie byta calkowicie przerwana (por. tab. 1). Natomiast analiza wlaczania
2P do fosfolipidéw w zarodkach spoczynkowego ziarna wykazala calkowity brak
syntezy tych zwiazkéw. Po ustapieniu za$ spoczynku zaréwno radioaktywnosc,
jak i ogdlna zawartos¢ fosfolipidow w  peczniejacym ziarnie szybko si¢ zwigkszala
(tab. 4).

Tabela 4 — Table 4

Radioaktywnos¢ fosfolipidow zawartych w zarodkach peczniejacego ziarna jeczmienia po ustapieniu
spoczynku

Radioactivity of phospholipids of embryos of after-dormant spring barley grains during the

imbibition

I Czas Zawartosé fosfolipidow w | Radioaktywnosé¢ fosfolipidow |
| pgeznienia | Content of phospholipids expressed as Radioactivity of phospholipids

w godz. | S | _— |

Imbibition | pg P/g. s. masy ll g P/100 zarodkow ! imp/.min/mg P imp/min/100 zarodkow

I hr | pg Pl dry wt ‘ pg P/100 embryos I cpm/mg P cpm/100 embryos
- | |
| 16 232 | 38 ; 716 . 27
| 24 | 257 ! 41 1320 54 :
i 36 296 | 46 2490 ; 115 ?
i 48 380 | 56 2690 | 150 |

Istnieje duze prawdopodobienstwo, Ze naruszenie metabolizmu zwiazkéw fosfo-
rowych w spoczynkowym ziarnie jeczmienia odbija si¢ ujemnie na przemianach
zwiazkéw biatkowych, w rezultacie czego moze by¢ utrudnione formowanie poliso-
moéw, zasadniczych centréw syntezy biatka w komorce. Przypuszczenie to znaj-
duje czesciowe potwierdzenie w pracy Karimowa i Kadyrowej (1966).
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STRESZCZENIE T WNIOSKI

Badano dynamike kwaséw nukleinowych w zarodkach peczniejacego ziarna jeczmienia jarego,
znajdujacego si¢ w stanie spoczynku glebokiego oraz ziarna ktére juz przeszto okres spoczynku.
Oznaczano zawarto$¢ RNA i DNA w calych komorkach i mitochondriach, zawartosé fosfolipidow
oraz wlaczanie w te zwigzki 32P,

Przeprowadzone badania pozwalaja na sformulowanie nastepujacych stwierdzen:

1. Zarodki peczniejacego ziarna jeczmienia pozostajacego w stanie spoczynku glebokiego
wykazuja niewielka zdolno$¢ do wilaczania znaczonego fosforu 32P w RNA i DNA. W miare
uplywu czasu pecznienia tempo biosyntezy RNA i DNA rosnie, natomiast absolutna ilo$é tych
zwiazkdw w zarodkach nie zwigksza si¢. Wskazuje to na istnienie stanu réwnowagi dynamicznej
pomiedzy synteza a rozkladem kwaséw nukleinowych.

2. W zarodkach peczniejacego ziarna jeczmienia, ktore juz przeszio okres posprzetnego doj-
rzewania, stwierdzono wyrazny wzrost zawartosci KN i znacznie intensywniejsza inkorporacje
32P niz w ziarnie spoczynkowym. Wskazuje to na diuzo szybsze tempo przemian kwaséw nuklei-
nowych w ziarnie, ktére juz wyszlo ze stanu spoczynku.

3. Najbardziej jednak intensywnie wiacza sie 32P do KN frakcji mitochondrialnej. Stan spoczyn-
ku ziarna nie wywiera jednak wigkszego wplywu na szybkos¢ inkorporacji 32P do kwaséw nuklei-
nowych mitochondriow.

4. Synteza fosfolipidébw w zarodkach pegczniejacego ziarna spoczynkowego jest catkowicie za-
blokowana.

Wyzsza Szkola Rolnicza, Olsztyn (Wplyneto 10.5.1969r.)
Katedra Fizjologii Roslin
Kierownik: Prof. dr St. Grzesiuk

SUMMARY AND CONCLUSIONS

The dynamics of nucleic acids was studied in embryos isolated from swelling dormant and
after-dormant spring barley grains. The content of RNA and DNA in isolated cells and mito-
chondria, the content of phospholipids and the ability of those compounds to incorporate 32P
were studied.

From this study the following conclusions can be drawn:

I. The ability of embryos isolated from swelling dormant barley grains to incorporate in their
RNA and DNA labeled phosphorus 32P is poor. As the time of swelling is going on the rate of
biosynthesis of RNA and DNA increases but their absolute amounts in embryos are not increased.
It indicates that there must have been a dynamic equilibrium between synthesis and the decay of
nucleic acids.

2. The embryos from swelling barley grains that have passed their after-harvest dormancy
contain much more nucleic acids and they are characterized by the greater ability to incorporate
32P than those isolated from dormant grains. It indicates that there is a fast rate of changes in nucleic
acids of a grain that has passed its dormancy.

3. Nucleic acids of the mitochondrial fraction show the highest ability to incorporate 32P.
However, the state of rest period does not exert any significant influence on the rate of 32P in-
corporation in mitochondrial nucleic acids.

4. The synthesis of phospholipids in embryos of swelling dormant grains is completely
blocked.
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