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WSTEP

W ostatnich latach prowadzone byly liczne badania nad mechanizmem
oddychania roélin wyzszych. Obszerna literatura dotyczaca tego problemu
zostala zebrana w szeregu opracowan referatowych (James 1953, 1954,
1957, Hartree 1957, Smith, Chance 1958, Hackett 1959).

Wiemy dzisiaj, ze najbardziej rozpowszechnionym u roélin wyzszych
systemem czynnym w transporcie elektronéw miedzy dehydrogenazami
i tlenem atmosferycznym jest system cytochromowy, ktéry w kazdym ra-
zie jest decydujacym dla wzrostu (Hackett, Schneiderman 1953,
Eichenberger, Thimann 1957), dla pobierania wody (Hackett,
Schneiderman, Thimanmn 1953) oraz pobierania i akumulacji soli
mineralnych przez korzenie i tkanki roélinne (Lundegdrdh 1954).
System cytochromowy jest obecnie znajdowany w tych obiektach roélin-
nych, w ktérych dotychczas byly trudnoéci z jego wykryciem w zwigzku
z konieczno$cig utrzymania odpowiedniego pH w czasie preparowania
tkanki (Lieberman 1958) lub koniecznoscia zastosowania specjalnie
udoskonalonej techniki badann (James, Lundegéirdh 1959).

Badania nad lokalizacja enzyméw oddechowych w obrebie komoérki
roélinnej doprowadzily do wniosku, ze — podobnie jak w komérkach
zwierzecych — reakcje utlenienia i fosforylacji zwigzane z cyklem kwa-
séw tréjkarboksylowych sg zlokalizowane w mitochondriach (Millerd,
Bonner 1953, Goodard, Stafford 1954, Hackett 1955). Ma
to miejsce zaréwno w tkankach bezzieleniowych, jak i zawierajacych chlo-
roplasty, co zostalo stwierdzone w szeregu nowszych prac (Smillie,
1955, 1956, Sisakjan, Bekina, Mosolova 1957, James, Das
1957, Pierpoint 1959).
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Co do roli oksydaz miedziowych w metabolizmie oddechowym tkanek
ro§linnych zdania sg podzielone. Wiekszoé¢ wynikéw sklania jednak do
wniosku, ze o ile oksydaza kwasu askorbinowego moze w pewnych warun-
kach dzialaé jako oksydaza koncowa (Mapson, 1958), to rola oksydazy
wielofenolowej ogranicza sie raczej do oksydoredukeji beztlenowych
(Bonner 1957, James 1957).

Liczne prace wskazuja na zmiennoéé i adaptatywny charakter enzy-
méw oddechowych u ro$lin wyzszych. Wykazano zalezno§¢ aktywnosci
poszczegblnych enzymow oraz przesuniecia réwnowagi miedzy ukladami
enzymatycznymi pod wplywem szeregu czynnikéw, takich jak wiek rosliny
lub organu (Fortini 1956, Howard, Yamaguchi 1957, 1957a,
Rubin 1955), swiatlo (Rubin, Cernavina, Micheeva 1955,
Weinstein, Robbins 1955) dilugos¢ dnia (Cajlachjan, Bo-
jarkin 1955), wartos¢ osmotyczna tkanki (Laties 1954, Thimann,
Yocum, Hackett 1954), pierwiastki §ladowe (Brown, Steinberg
1953) i infekcje wirusowe (Vager 1955). Wobec olbrzymiej ilosci prac
dotyczacych enzymoéw oddechowych w réznych organach réznych gatun-
kéw rodlin, stosunkowo niewiele poswiecono uwagi tym enzymom
w tkankach roslinnych hodowanych in vitro. Dotychczasowe badania obej-
mowaly gléwnie katalaze i peroksydaze (Czosnowski 1952, Camus,
Lence 1955, Morel, Demetriades 1955) oraz oksydaze wielofeno-
lowg (Morel, Demetriades 1955, Loo, Lie 1957). Wyjatkowo ba-
dane byly inne enzymy, zwlaszeza ukladu cytochromowego (Gentile,
Naylor 1955).

Poniewaz wydaje sie, ze tkanki rodlinne hodowane in vitro moglyby
stanowié dobry material do badan nad enzymami oddechowymi, zwlaszcza
nad ich zdolno$ciami adaptatywnymi, podjeto badania nad kilkoma z nich.
Celem tych badan bylo przede wszystkim stwierdzenie obecnosci enzy-
moéw mogacych graé role oksydaz koncowych i udzialu ich w oddychaniu
tkanek.

W pierwszej czesci pracy zajeto sie pomiarami zapotrzebowania tleno-
wego skrawkoéw czterech tkanek hodowanych in vitro, ich wspdlczyn-
nikéw oddechowych, wplywem inhibitoréw oddechowych na zapotrzebo-
wanie tlenowe oraz wykryciem ewentualnych oksydaz miedziowych w ho-
mogenatach catkowitych tkanek i pewnych ich frakecjach.

Skréty stosowane w pracy:

Dc — tkanka Daucus carota

Pt — tkanka Parthenocissus tricuspidata
Sh — tkanka Scorzonera hispanica

om — tkanka Opuntia monacantha

DDC — dwuetylodwutiokarbaminian sodu

EDTA — kwas etylenodwuaminoczterooctowy
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AA — kwas askorbinowy

AA-oxr — oksydaza kwasu askorbinowego
RQ — wspoélezynnik oddechowy

Q0, — pul 0.1 g éw. masy tkanki/godz.

MATERIAL I METODY

Tkanki.

Do do$wiadczen uzyto czterech nastepujacych tkanek roélinnych ho-
dowanych in vitro (Gautheret 1954):

Gatunek Typ tkanki
Daucus carota : anergizowana* :
Parthenocissus tricuspidata 5
Scorzonera hispanica Crown-Gall

Opuntia monacantha =

Tkanki hodowano w temp. 24°C na stalym sSwietle sztucznym (lampy
jarzeniowe, intensywno$¢ os$wietlenia — 600 lux), w probéwkach
23X120 mm, zawierajacych po 12,5 ml pozywki. Wszystkie wymienione
tkanki hodowane byly na pozywce o nastepujacym skladzie: pozywka mi-
neralna wg Hellera (1952), sacharoza 2%, agar. 0,6%. Doswiadczenia
przeprowadzano w miesigcach: od kwietnia do czerwca mna tkankach
liczagcych 6—7 tygodni od przeszczepienia. -

Pomiary oddychania.

Wyijete z probéwki hodowlane]j tkanki oczyszczano z agaru oraz odci-
nano cze$é dolng, czesto zawierajaca czesci znekrozowane. Tkanki cieto
na skrawki grubosci 0,5 mm, po czym odwazano porcje 0,7 g lub 0,2 g
i kazda umieszczano w 10 ml 1/15 M buforu fosforanowego o pH 6 lub 7,
mieszajac co pewien czas. Po uplywie 2 godzin skrawki odsgczano na
bibule filtracyjnej i przenoszono do naczyniek Warburga zawierajacych
ten sam bufor, jaki byl uzyty do plukania skrawkéw. Sposréd badanych
tkanek Pt byla specjalnie trudnym obiektem do pokrajania na skrawki
z uwagi na bardzo luzng strukture tkanki i z tego powodu kontrola nad
grubosécig skrawkow byla utrudniona.

Oddychanie skrawkéw oraz inhibicje tego oddychania mierzono me-
toda manometryczna, w naczynkach Warburga o catkowitej pojemnosci
15—20 ml. Wyjatkowo, z uwagi na mala iloé¢ materialu (Pt) stosowano
naczyrika o pojemnosci 7 ml. Objetos¢ fazy plynnej wynosila odpowied-

* Tissus anergiés (Gautheret 1959).
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nio 2,5 oraz 0,8 ml. Do naczyniek dawano 0,7 lub 0,2 g skrawkow. Stu-
dzienki zawieraly 0,1—0,2 ml KOH 1 N. Pomiaréw dokonywano w tem-
peraturze 25°C, wyréwnanie termiczne wynosilo 15 minut, oscylacja
110/minute, amplituda wychylenn 50 mm. Odczyty manometryczne dokony-
wano co 20 minut przez 2 godziny. Oddychanie przebiegalo liniowo przez
przynajmniej 3 godziny. Aby uniezalezni¢ sie od indywidualnych réznic
w oddychaniu poszczegélnych tkanek, pomiaréw inhibicji oddychania do-
konywano w tych samych naczynkach, w ktorych uprzednio badano zu-
zycie tlenu bez dodatku inhibitora, dodajagc przewezong mikropipetks
10—100 ul odpowiednio stezonego roztworu inhibitora. Przy stosowaniu
KCN zawartos$é studzienki wymieniano na odpowiednia mieszaning KOH
i KCN wg proporcji podanych przez Krebsa (1935). Wspolezynniki od-
dechowe mierzono metoda roznicowa, mierzac spadek cisnienia w na-
czynku Warburga najpierw bez dodatku lugu, a nastepnie po 1,5 godz.
pomiaréw dodajac lug do studzienki.

Homogenaty tkanek.

Swiezo wyjete z prob6wek hodowlanych i oczyszczone z agaru tkanki
odwazano (2—4 g) i rozcierano w przechlodzonym porcelanowym moz-
dzierzu z dodatkiem podwdjnej iloSci przechlodzonego buforu fosforano-
wego 0,18 M o pH 6,5 (dla oznaczania AA-ox) lub pH 7,0 (dla oznaczania
fenolaz). pH homogenatéw wynosilo odpowiednio 6,3 i 6,6. Po wstepnym
roztarciu w mozZdzierzu miazge tkanki przenoszono do homogenizatora
teflonowego i homogenizowano przez 30 sek. przy 1000 obr./min, w lazni
o temp. 0°C.

Preparowanie frakeji czastkowych tkanek

Przy preparowaniu frakeji czastkowych wszystkich wymienionych
tkanek uzywano trzech roztwordw:

Roztwor A — 0,4 M sacharoza,

0,002 M EDTA, §

0,1 M bufor fosforanowy wg Soérensena pH 7,0,
Roztwor B — 0,4 M sacharoza,

0,01 M bufor fosforanowy pH 7,0,
Roztwor C — 0,2 M sacharoza,

0,005 M bufor fosforanowy pH 7,0.
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Roztwér A jest okolo dwukrotnie hipertoniczny w stosunku do tkanek,
ktorych wartoéé osmotyczna mierzona metoda mikro-kryoskopowsg wy-
nosila $rednio: At = 0,5° (0,27 osmM). Roztwor C jest nieco hipotoniczny
w stosunku do tkanek. EDTA dodawano ze wzgledu na jego stabilizujg-
cy i aktywujacy wplyw na systemy oksydazowe izolowanych mitochon-
drii rodlinnych (Lieberman, Biale 1955). 6—7 g tkanki rozcierano
w przemrozonym mozdzierzu z 14 ml przechlodzonego plynu A. Otrzy-
mang mase sgczono przez muslin i przesacz wirowano przez 8 minut
przy 1000 x g uzywajac wiréwki Servall SS-1 umieszczonej w zamrazarce
w temp. 0—2°C. Supernatant wirowano przez 15 min. przy 11500 x g.
Uzyskany osad resuspendowano w homogenizatorze w 14 ml. plynu B,
po czym wirowano ponownie‘ przez 10 min. przy 14500 x g. Osad resus-
pendowano w 0,5—2 ml roztworu C w malym homogenizatorze teflono-
wym (Thomas Co.). Wszystkie czynnosci zwigzane z preparowaniem frak-
cji czastkowych przeprowadzano w temperaturze 0—4°C, uzywajgc prze-
chlodzonych naczyn i plynéw. Opisany sposéb preparowania byl zbli-
zony do stosowanych powszechnie metod otrzymywania aktywnych mi-
tochondrii, wykazujacych silny uklad oksydazy kwasu bursztynowego
(Bonner, Machlis 1957) i fosforylacje tlenowa (Freebairn,
Remmert 1957).

Oznaczanie bialka

Bialko w preparatach frakcji czastkewych oznaczano kolorymetrycz-
nie metodg biuretowa (Gornall, Bardewill 1949) z pewnymi mo-
dyfikacjami. Po plukaniu osadu etanolem 96° odparowywano alkohol
zupelnie i osad rozpuszeczano w 1 ml odeczynnika biuretowego rozciei-
czonego (4+1) woda. Poniewaz zaden z badanych preparatéw mnie roz-
puszczal sie¢ w odczynniku biuretowym bez reszty, a pozostawala pewna
iloéé bezbarwnego osadu, przeprowadzono prébe na reproduktywnos$é me-
tody i proporcjonalno$¢ reakcji barwnej do ilosci podanego preparatu
z tkanki marchwi. Préby wykazaly zarowno proporcjonalnosé, jak i re-
produktywnosé okolo 5%. Konieczne bylo jedynie dodatkowe wirowanie
plynu barwnego przed pomiarem w spekirofotometrze przy 540 mu.

Pomiary aktywnosci enzymow

Aktywnos$¢é enzyméw mierzono manometrycznie w naczynkach War-
burga z bocznym tubusem, o pojemnosci catkowitej 7 ml, w temp. 25°C,
przy oscylacji 120/min. Objetosé catkowita fazy plynnej wymnosila 1 ml.
wyréwnanie termiczne — 10 min. Odezytéw manometrycznych dokony-
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wano co 5 minut, a dla pomiaru aktywno$ci fenolaz réwniez co 30 sekund.
KOH do studzienek nie podawano.

Substrat dawano do bocznych tubuséw. Po wyréwnaniu termicznym
zamykano uklad i w odstepach 2 minut dokonywano kilku odczytéw dla
wykrycia ewentualnego autogennego zuzycia tlenu, po czym przelewano
z bocznego tubusa substrat i minute po tym rozpoczynano wlasciwe po-
miary. Naczynka Warburga w koncowych stezeniach zawieraly:

Oksydaza kwasu askorbinowego (zasadniczo wg Dawsona i Ma-
gee (1955) z nieznacznymi zmianami):

AA (sol sodowa) — 0,02M
zelatyna — 0,1%
bufor fosforanowy pH 6,0 - 0,13M

pH mieszaniny po zakonczeniu pomiaru wynosilo 6—6,2
Katecholaza:

Katechol (pirokatechina) — 0,015 M
zelatyna : — 0,05%
bufor fosforanowy pH 7,0 — 0,13M

pH mieszaniny po zakonczeniu pomiaru wynosilo 6,5
Krezolaza: (Dawson, Magee, 1955):

p-krezol — 0,015 M

zelatyna — 0,1%

bufor fosforanowy pH 7.0 — 0,13 M
Odczynniki

Do przygotowania wszystkich odczynnikéw oraz do mycia szkla uzy-
wano wylgeznie wody podwojnie destylowanej z aparatu szklanego. Bu-
fory fosforanowe wg Sorensena przygotowywano kazdorazowo na Swie-
zo przedestylowanej wodzie. Roztwory DDC sporzadzano w buforze
pH 7,0 w stez. 0,1 M dla inhibicji AA—ox w homogenatach oraz 0,3 M
dla inhibicji oddychania skrawkéw. Roztwory KCN dla inhibicji oddy-
chania skrawkow sporzadzano w buforze pH 6,0 i korygowano do tego
pH pod kontrola elektrody szklanej.
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WYNIKI DOSWIADCZALNE
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W tabeli 1 zebrano wyniki uzyskane z kilku oddzielnych doswiad-
czen. Kazda liczba jest érednia z 2—3 réwnolegle prowadzonych po-

miarow.

Tabela 1 — Table 1

Oddychanie (QO) i stopien jego zahamowania przez inhibitory oddechowe oraz wartodci RQ
skrawko6w tkanek roSlinnych hodowanych in witro. Wplyw inhibitoréw podano w % zahamowama
zuzycia tlenu w czasie 20—140 minut od momentu podania inhibitora
Oxygen consumption (QO;), its inhibition by resplratory inhibitors and RQ of slices of tissues
cultivated in vitro. QO; expressed in ul O, per gram fresh mass per hour. The inhibition is given
as the per cent decrease of QO; for the period of time between 20—140 minutes after inhibitor added
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N
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Poréwnanie intensywnosci oddychania w buforze o pH 6,0 i 7,0 wy-
kazuje mieznaczne réznice na korzys¢ pH 6,0, z wyjatkiem tkanki Om
nie wykazujacej zasadniczo réznicy pod tym wzgledem.

Stosowanie dwoch réznych pH bylo wskazane ze wzgledu na doda-
wane inhibitory (James 1953). Srednie wartosci QO, sa réowne dla Dc
i Sh (= 51), podczas gdy dla Pt i Om sa znacznie nizsze. Wartosci RQ
sa wyraznie rézne dla poszczegélnych tkanek. Sg one zblizone do 1 dla
Dc i Pt i mniejsze od 1 (0,68 i 0,57) dla Sh i Om.

Tabela 2— Table 2

Aktywnoéé oksydaz miedziowych w catkowitych homogenatach tkanek wyrazona w pl 02/0,1 g
$w. masy tkanki/godz. Do naczyniek Warburga dawano ekwiwalent 0,06 i 0,12 g $w. masy tkanki
na 1 ml ostatecznej objetosci fazy plynnej

The activity of copper-oxidases in total homogenates of tissues expressed in 1 O, per 0,1 g fresh mass
of tissue per 1 hour. The equivalent of 0,06 or 0,12 g of the original tissue added to the Warburg
flasks. Total volume of the fluid phaze — 1 ml

Fenolaza
Fenolase
Tkanka
) AA-ox akt. katechola- akt. krezola-
Tissue zowa zowa
catecholase activ. | cresolase activ.
Opuntia monacantha 6 0 0
Scorzonera hispanica 11 105 0—3
Parthenocissus tricuspidata 13 36
Daucus carota 124 0 0

Jako inhibitoréw oddechowych dla skrawkéw tkanek uzyto KCN,
NaN, i DDC. KCN w stezeniu koricowym 10—*M jest slabym inhibito-
rem oddechowym dla wiekszo$ci tkanek (ok. 15°%0 zahamowania). Jedy-
nie wrazliwa w wiekszym stopniu okazala sie tkanka Pt, co byé moze jest
spowodowane bardzo luzna struktura tej tkanki, umozliwiajacg latwiej-
sze wnikanie inhibitora do wnetrza tkanki. KCN w stez. 10-2 M hamuje
‘oddychanie w ok. 45%, przy czym znowu w tkance Pt inhibicja jest wyz-
sza i wynosi ok. 75%. Najwyzsze uzyte stezenie KCN 5 XX 10~* M hamo-
walo oddychanie Dc i Pt w ponad 80%, a Sh 65%. NaN, uzyty w jed-
nym tylko stezeniu 10—3 M, okazal si¢ silnym inhibitorem i hamowal od-
dychanie wszystkich tkanek w 75—85%b.

NaN,; i KCN dodawane byly do skrawkow w buforze o pH 6,0, DDC
w buforze o pH 7,0. Nizsze z uzytych stezen DDC (5X10—* M) przyj-
muje sie jeszcze za specyficzne w swoim dzialaniu na oksydazy miedzio-
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we, podczas gdy stezenia wyzsze hamujg rowniez znacznie aktywnosé
oksydazy cytochromowej (James, Garton 1952).

Uderzajaco wysokie zahamowanie oddychania przez DDC znajdujemy
w tkance Pt, co réwniez moze by¢ wywolane struktura tej tkanki, przy -
czym dzialanie DDC jest tu silniejsze niz innych inhibitoréw. Najslabsze
hamowanie oddychania przez DDC ma miejsce w tkance Om, w ktorej
réwniez w dalszym ciagu pracy nie wykryto oksydaz miedziowych.

Aktywnosci oksydaz miedziowych w calkowitych homogenatach z pc-
szczegbélnych tkanek przedstawia tabela 2.

W tkance Dc jedynym wykrytym sposréd badanych enzymow jest
AA—ox. Po zagotowaniu homogenatu aktywnos¢ znika calkowicie, a DDC
juz w stezeniu 5 X 10~ hamuje ja w 100%. Homogenat tkanki Dc nie
wykazywal autogennego zuzycia tlenu, podobnie jak homogenaty innych
tkanek.

W tkance Om nie stwierdzono obecnosci fenolaz, a aktywnosé AA—ox
jest bardzo slaba. Zagotowanie niszczy ja calkowicie. W tkance Pt obok
slabej AA—ox stwierdzono prawie trzykrotnie wyzsza od niej aktywnosc
katecholazows. Zuzycie tlenu przebiegalo liniowo przez pierwsze 20 min.
Aktywnosé ta byla calkowicie hamowana przez zagotowanie.

W tkance Sh znaleziono slabg aktywno$¢ AA—ox. Zagotowanie ho-
mogenatu hamowalo jedynie 75% jej aktywnosci. Zuzycie tlenu po do-
daniu katecholu przebiegalo parabolicznie i wygasalo po 10 minutach.
Pomiary dokonywane co 30 sekund pozwolily na wykreslenie liniowego
odcinka krzywej w pierwszych dwoéch minutach od momentu podania
substratu. Aktywno$é podana w tabeli 2 jest obliczona na postawie ta-
kiego odcinka. Zawartos¢ naczyniek Warburga po kilkunastu minutach
wybitnie ciemniala. Sam homogenat przechowywany przez 2 godziny
w temp. 0°C nieznacznie ciemnial, w temp. 20°C bardzo szybko bru-
natnial.

Kroétkotrwalosé aktywnosci katecholazowej w tkance Sh wywolana
jest prawdopodobnie obecnoscia toksycznych dla reakcji produktéw utle-
nienia katecholu (Nelson, Dawson 1944).

Tkanka Sh wykazywala bardzo slaba, trudna do zmierzenia aktyw-
no$é¢ krezolazowa, nie przekraczajaca 3 nlOs/godz/0,1 g tkanki.

Oznaczenia aktywnosci AA—ox, katecholazy i krezolazy dokonano
rowniez w preparatach frakcji czastkowych tkanek Om, Dc i Sh uzy-
skanych sposobem opisanym w czeSci metodycznej. Wykryto jedynie
aktywnos$é AA—ox w preparatach z tkanki Dc oraz aktywnos§¢ katechola-
zowa w preparatach z tkanki Sh. Dla dokladniejszego okresdlenia lokali-
zacji wymienionych enzyméw oznaczono ich aktywno$eci réwniez w in-
nych frakcjach filtrowanych homogenatéw tkanek Sh i Dec. Wyniki uzy-
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skane dla réznych frakcji filtrowanego homogenatu tkanki Sh przedsta-
wia tabela 3. Z tabeli tej wynika, ze aktywnos$é katecholazowa w tkance
Sh zwigzana jest gléwnie z frakeja nie sedymentujaca przy 11500x g
w ciggu 15 minut. Nieznaczna aktywno$é wykryta w osadzie I, ktéry
nie by! plukany, moze w znacznej mierze pochodzi¢ z resztek superna-
tantu, natomiast aktywnosr' frakcji czastkowej (plukanej plynem B) jest
niewatpliwie zwigzana z tg frakcjg. Nalezy dodaé, ze supernatant pozo-
stawiony w temperaturze pokojowej bardzo szybko brunatnial.

Tabela 3 — Table 3

Aktywnos¢ katecholazowa w poszczegdlnych frakcjach saczonego homogenatu tkanki Scorzonera
hispanica wyrazona w pl 0,/0,1 g $w. masy/godz. Osad I — frakcja odwirowana przy 1000 x g
przez 8 min. Osad II — frakcja odwirowana przy 11500 g przez 15 min. Supernatant —

pozostalos¢ po odwirowaniu osadu II. Sktad plynu A i C podany w czesci metodycznej pracy

The catecholase activity of individual fractions of the filtered homogenate from Scorzonera hispanica

tissue, expressed in 1 O per 0,1 g fresh mass per hour. The I sediment obtained by centrifugation

at 1000 x g for 8 min, IT sediment at 11500 X g for 15 min. Supernatant includes all the constituents
not sedimented by this force. Composition of the medium A and C explained in Summary

% udzialu danej frakcji w calkowitej

aktywnosci filtrowanego homogenatu

Part taken by given fraction in the activity
of ﬁltered homogenate (in %)

Supernatant (w plyme A)

Frakcja ; Aktywnosé

Fraction Activity

70 | 75

Supernatant (in medium A) ;

e __p_l_l_c) v RO i S ; 2ot - REEANG
I sediment (in medium C) )

Osad II (w pt. ©) (frakeja mitochondrialna) < . b
IIsediment (in med. C) (mitochondrial fr.el-:j 17 18,5

ction) I ]I

Gdy poréwnamy sumaryczna aktywnosé wszystkich frakcji filtrowa-
nego homogenatu tkanki Sh (= 93) z aktywnoscia calkowitych homoge-
natéow (= 105, tabela 2), widzimy, ze na gruby osad odrzucany przy fil-
trowaniu homogenatu, a zawierajacy gléwnie fragmenty blon komérko-
wych, przypada najwyzej 10%. Tak wiec nalezy uznaé¢ katecholaze
w tkance Sh za enzym w gléwnej mierze rozpuszczalny (lub Zwigzany
z czastkami submitochondrialnymi), a w mniejszym stopniu zwigzany
z frakejg mitochondrialng tkanki.

Aktywnos¢ AA—ox w poszczegélnych frakcjach filtrowanego homo-
genatu tkanki Dc przedstawia tabela 4. Pierwszym wnioskiem z tej ta-
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beli jest mala wrazliwo§¢ AA-—ox na warto$é osmotyczna (réznica ste-
zen plynéw A i C).

Frakcje badane w plynie A zawierajgcym EDTA posiadaly podobne
aktywnosci AA—ox jak frakcje w plynie C (bez EDTA). Brak inhibicji
przez EDTA wskazuje na rzeczywista aktywnosé AA—ox, a nie katalize
nieenzymatyczng jonéw miedzi — kryterium wysuniete przez Halla-
way i Butta (1958). We wszystkich frakcjach pobieranie tlenu bylo
prawie calkowicie hamowane przez DDC w stezeniu koricowym 5 X 10—4M
dodawanego do naczyniek Warburga po 30 minutach wstepnych pomia-

Tabela 4 — Table 4

Aktywnos¢ AA-ox w poszczegOlnych frakcjach saczonego homogenatu tkanki Daucus carota

wyrazona w 1 02//0,1 g $w. masy/godz. Oznaczenia: Osad I, osad II, supernatant, ptyn A i C —

jak w tabeli 3. Cyfry w nawiasach oznaczaja 9, zahamowania przez DDC o stezeniu korficowym
S5x10-4 M

The ascorbic acid oxidase activity in individual fractions of the filtered homogenate from Daucus
carota tissue, expressed in w1 Oz per 0,1 g fresh mass per hour. The fractions as in Table 3.
Figures in parenthesis give the percent of the inhibition by DDC (5 x 104 M)

|
| % udzialu danej
Aktywnoéé. AA-0x | Aktywnoéé AA-ox | frakcji w plynie A
Frakcja ! w plynie A I w plynie C w catkowitej akty-
| i wnosci
| part taken by the
: ' Ascorbic acid Ascorbic acid fraction (in medium
Fraction i oxidase activity in | oxidase activity in | A) in the total acti-
: medium A medium C vity of filtered
! homogenate (in %)

i8S | 64,5

]
. |
Supernatant | 17,8 (100) ;
1 cu ! |
Owad 1 4.1 (88) 3,6 (100) ‘ 14,8
I Sediment
Osad 1I | ; _
11 Sediment s109 | s10m | 20,7

(mitochondrial fraction) | F

(frakcja mitochondrialna) | ’
row. Z tabeli 4 wynika, ze AA—ox zawarta jest we wszystkich badanych
frakcjach filtrowanego homogenatu tkanki Dec, z wybitng przewaga su-
pernatantu. Frakcja ta cdpowiada frakeji cytoplazmatycznej wg Han-
sla (1955). Poniewaz supernatant nie byl dalej frakcjonowany, nie mo-
Zna rozstrzygnaé, czy znaleziona aktywno$¢ AA—ox pochodzi z frakcji
rzeczywiscie rozpuszczalnej, czy tez ze struktur submitochondrialnych.
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Wobec panujacego pogladu, wg ktérego aktywnos¢ AA—ox ma by¢ zwia-
zana z frakejg §cian komoérkowych (,,cell-wall fraction“) (Honda 1955,
Hansl1 1955) nalezy zaznaczyé, ze jedynie osad I mégl fragmenty Scian
zawieraé. Obliczenie réznicy pomiedzy aktywnoscia calkowitego homo-
genatu (= 124, tab. 2) i sumaryczng aktywnoscig wszystkich frakcji sa-
czonego homogenatu (= 27,6, tab. 4) wskazuje, Zze w najgrubszym osadzie
zawierajacym gléwna mase blon komérkowych musi byé zawarte ponad
75%0 calkowitej aktywnosci AA—ox. Biorac jednak pod uwage brak sa-
charozy w calkowitych homogenatach, ktéra wg Butta i Hallaway
(1958) zwieksza rozpuszczalnosé tego enzymu, proporcja ta, byé moze,
przesunieta jest na korzysé frakcji rozpuszczalnej.

Tabela 5— Table 5

Zawarto$¢ biatka i aktywnosé¢ AA-ox w poszczegblnych frakcjach saczonego homogenatu Daucus
carota. Wszystkie frakcje w plynie A

Protein content and ascorbic acid oxidase activity in individual fractions of filtered homogenate
from Daucus carota tissue. All fractions in medium A. For the other conditions see Table 3 and 4.

mg bialka w | % zawartos¢ | aktywnos¢ | - Aktywn. (% udzialu fra-
: calej obj biatka AA-oxna | AA-ox calej| keii w catko-
Frakcja 1 biatk i el ak
frakcji mg biatka frakcji | wite) aktyw.
. |percentage (of| AA-oxidase percentage of
Fraction _mgprotein | the fraction) | activity per | AA-oxidase | the total
in the whole | of the pro- 1 mg |activity of the] AA-oxidase
fraction tein protein  |total fraction| activity
‘Supernatant 25 138 92 2300 63,5
?;a;;mm 29 8,5 188 545 15,0
gsasid]':nem 6,1 18,0 128 781 21,5

Bardzo zblizone proporcje w rozkladzie aktywnosci AA—ox uzysku-

jemy przy przeliczeniu aktywnos$ci na ilo§é biatka zawartego w poszcze-
goélnych frakcjach sgczonego homogenatu tkanki De. Wyniki te przedsta-
wia tabela 5.

DYSKUSJA

Dob6r tkanek roélinnych hodowanych in vitro, reprezentujgcych nie
tylko cztery réine gatunki, ale i rézme typy fizjologiczne tkanek — byl
przypadkowy. Tkanki te przedstawiaja réiny typ metabolizmu oddecho-
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wego, o czym S$wiadeza juz roézne zapotrzebowania tlenowe (wszystkie
tkanki hodowane byly w tych samych warunkach) oraz rézne wspdl-
czynniki oddechowe. Daje to mozliwos¢ skonfrontowania wynikow uzy-
skanych identycznymi metodami na tak réznym materiale i w ten spo-
s6b pomoéce w interpretacji tych wynikéw.

Oddychanie skrawkow tkanek badane bylo bezposrednio po ich po-
cieciu i dwugodzinnym plukaniu roztworem buforowym bez réwnocze-
snego przewietrzania w celu unikniecia glebokich zmian zachodzacych
w skrawkach tkanek przy przewietrzaniu. Sa to zmiany wrazliwo$ci na
dwunitrofenol i malonian (Laties 1959) oraz cyjanek i CO (Calo,
Marks, Varner 1957, Thimann, Yocum, Hackett 1954).
W efekcie tych zmian nastepuje przesuniecie w aktywnosci oksydaz kon-
cowych i prawdopodobnie synteza dodatkowej oksydazy cytochromowej,
ktorej ilosci byly uprzednio czynnikiem ograniczajacym oddychanie
skrawkow, co z kolei prowadzi do zwiekszenia zapotrzebowania tleno-
wego (Calo, Marks, Varner 1957). Proces tych zmian, podlegajacy
wplywom réznych warunkow zewnetrznych (Laties 1959 a), trudny
jest do skontrolowania.

Wszystkie badane tkanki sa wrazliwe, jakkolwiek w réznym stopniu,
na inhibicje cyjankiem i azydkiem, co Swiadezy o udziale oksydaz zela-
zowych i miedziowych w oddychaniu tych tkanek. Inhibicja DDC moze
byé interpretowana jako specyficzna dla oksydaz miedziowych jedynie
w nizszym stezeniu (5X10—* M) tego inhibitora (James, Garton 1952).

O ile chodzi o oksydaze kwasu askorbinowego — trzeba przyja¢ jej
brak w tkance Om oraz niewielkg aktywno$§¢ w tkankach Sk i Pt.
W tkance Dc jest ona stosunkowo wysoka. Aktywno$¢ te nalezy uznac
za enzymatyczna ze wzgledu na jej calkowity zanik po =zagotowaniu,
liniowy charakter przebiegu reakecji oraz niewrazliwos¢ na EDTA (M a p-
son 1958).

" Rozklad aktywnosci oksydazy kwasu askorbinowego na poszczegélne
frakcje homogenatu tkanki Dc zgadza sie z doniesieniami o lokalizacji
tego enzymu w obrebie komorki roslinnej (Mapson 1958). Inhibicja
oddychania. skrawkéw tkanki Dc przy uzyciu DDC, jakkolwiek niezupel-
nie specyficzna, sugeruje mozliwoé¢ dzialania tego enzymu w pewnym
stopniu jako oksydazy koncowej, zwlaszcza gdy poréwnamy dwukrotnie
wyzsza wrazliwoéé tkanki Dc na ten inhibitor w stosunku do nie zawie-
rajacej aktywniejszych oksydaz miedziowych tkanki Om oraz weZmie-
my pod uwage nieobecnos¢ w tkance Dc oksydazy polifenolowej. Oksy-
daza kwasu askorbinowego nie moze by¢ jednak gléwng oksydaza kon-
cowy tej tkanki, poniewaz cyjanek i azydek sa dla niej silniejszymi inhi-
bitorami niz DDC. Zgadza sie to réwniez z faktem, ze oksydaza kwasu
askorbinowego w tkance Dc zlokalizowana jest gléwnie we frakcji blon
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komérkowych, a wg doniesien Butta i Hallaway (1958) oksydaza
" ta nie bierze udzialu w oddychaniu.

Aktywna katecholaze znaleziono jedynie w tkance Sh i Pt. W tkan-
ce Sh aktywnos¢ ta, jakkolwiek trzykrotnie wyzsza, jest bardzo krotko-
trwala w warunkach pomiaru, co dowodzi¢ moze hamujacego wplywu
produktéow utleniania katecholu. Stad tez nie mozna wnioskowaé o wyz-
szej aktywnos$ci katecholazy in vivo w tkance Sh w poréwnaniu z Pt.

Aktywnos¢ katecholazowa tkanki Sh zlokalizowana jest gléwnie we
frakeji supernatantu po odwirowaniu przy 11500 x g przez 15 minut. za-
wierajgcego rowniez czastki submitochondrialne. Pozostaje to w zgodzie
z ogélnym pogladem na rozpuszczalny charakter tej oksydazy (Bon-
ner 1957).

Wrazliwos¢ oddychania tkanek Sh i Pt na DDC (przeszio dwukrotnie
wyzsza od nie zawierajacej oksydaz miedziowych Om) przy rownocze-
snym braku aktywniejszej oksydazy kwasu askorbinowego dopuszcza
wniosek o jej dzialaniu jako oksydazy koncowej w tych tkankach.

ZESTAWIENIE WYNIKOW
1. Skrawki badanych tkanek wykazujg zapotrzebowanie tlenowe wy-
noszgce srednio: dla tkanek Dc¢ i Sh — 51, dla Pt — 35, dla Om —
20 wl. Oy/g $w. masy/godz. Wspolezynniki oddechcwe sg zblizone do 1
dla tkanek Dec i Pt i mniejsze od 1 (0,68 i 0,57) dla tkanek Sh i Om.

2. KCN w stez. 10—*M hamuje oddychanie skrawkow w ok. 15%,
a w stez. 10~% w ok. 45% (z wyjatkiem tkanki Pt). NaN, w stez. 10—3% M
hamuje oddychanie w 75—85%%.

3. Aktywna oksydaze kwasu askorbinowego znaleziono w tkance Dec.
Aktywnos¢ ta jest zwiazana glownie z frakeja blon komoérkowych (ok.
75%0) i w mniejszym stopniu (ok. 14%0) z frakcja nie sedymentujgca przy
11500 x g w ciggu 15 min.

4, Aktywna katecholaze znaleziono w tkankach Pt i Sh, przy czym
w tkance Sh jest ona krétkotrwala i wygasa po 10 minutach. Aktywnosé
katecholazowa zwigzana jest gléwnie z frakcja nie sedymentujaca przy
11500 x g w ciagu 15 min. :

5. Inhibicja oddychania skrawkoéw przy uzyeciu DDC w  stezeniu
5X10* M jest przeszlo dwukrotnie silniejsza w tkankach, w ktorych
stwierdzono obecnos¢ oksydaz miedziowych, niz w tkance Om, w ktorej
oksydaz tych nie znaleziono.

Katedra Fizjologii Roslin
Uniwersytetu im. A. Mickiewicza
w Poznaniu . (Wplynelo dn. 30.5.1960 r.)
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SUMMARY

It has been stated in recent years that the respiratory processes in the
higher plants concerning both reaction paths and their localisation
within plant cells are similar to analogous processes in animal tissues
(Millerd, Bonner 1953, Hackett 1955, 1959, James 1957,
Hartree 1957, Smith, Chance 1958).

The specific problem in plants is still unexplained function of copper
oxidases and their possible participation in plant respiration (Bonner
1957, Mapson 1958). :

Numerous investigations were conducted on the respiratory mechanism
in different organs of very numerous higher plant species but little
attention was paid to plant tissues cultivated in vitro (Czosnowski
1952, Camus, Lence 1955, Morel, Demetriades 1955 Loo,
Lie 1957, Gentile, Naylor 1955). '

The purpose of the present work was to investigate the respiratory
enzymes of several plant tissues, cultivated in vitro. In particular the
oxygen uptake of tissue slices, their respiratory quotients, the effect of
respiratory inhibitors, and the presence of copper oxidases: ascorbic acid
oxidase, catecholase and cresolase were investigated.

Material and methods

Four tissues were used for the investigations (Gautheret 1954):

Tissue species Type of tissue
Daucus carota anergized
Parthenocissus tricuspidata ~
Scorzonera hispanica Crown-Gall

-Opuntia monacantha ' ” »

All tissues were cultivated at 24°C, exposed to continuous. fluorescent
light (600 lux), on the Heller’s (1952) mineral nutrient with 2% sucrose
and 0,6% agar added.

The oxygen uptake was measured using tissue slices 0,5 mm thick
washed for 2 hours in 1/15 M phosphate buffer (Na/K) pH 6.0 or 7,0
(when DDC was used as inhibitor), at room temperature. The measure-
ments of oxygen uptake, respiratory quotients, and influence of respiratory
inhibitors were made in Warburg apparatus placing 0,7 g of tissue slices
in 2,5 ml buffer solution (the same as was used for washing) in one
Warburg flask.

With regard to individual differences among the tissues the respira-
tory inhibitors were added to the same tissue slices whose oxygen uptake
had been previously measured. Using KCN, we added it also to the KOH
in central vessel according to the proportions given by Krebs (1935).
The tissue homogenates were made by grinding the tissue with 0,18 M
phosphate buffer of pH 6,5 or 7,0 in a cooled mortar and subsequently
‘homogenizing in a teflon homogenizer. Three solutions were used for the
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particulate fraction preparations: A — 0,4 M sucrose, 0,002 M EDTA, 0,1 M
phosphate buffer (Na/K) pH 7,0; B — 0,4 M sucrose, 0,01 M phosphate
buffer pH 7,0; C — 0,2 M sucrose, 0,005 M phosphate buffer pH 7,0. The
tissues were ground in mortar with A-solution. The pulp was then filtered
through the muslin. The filtrate was centrifuged by 1000 x g for 8
minutes (S I). The supernatant was centrifuged by 11500 x g for. 15
minutes. The sediment was resuspended in solution B and then centri-
fuged by 14500 x g for 10 minutes. The sediment (S II) was resuspended
in 0,5 — 2 ml solution C. All the operations were made at 0 — 4*C.

The activities of copper oxidases were measured with manometric
method at 25°C. The final concentration in Warburg flasks were as
follows:

For ascorbic acid oxidase

(Dawson, Magee 1955)

Catecholase

Cresolase

sodium ascorbate
gelatine
phosphate buffer

catechol
gelatine
phosphate buffer

cresol
gelatine
phosphate buffer

0,02 M
0,1%
0,13 M pH 6,0

0,015 M
0,05%0
0,13 M pH 7,0

0,015 M
0,1%
0,13 M pH 7,0

The protein estimations were done according to Gormnallls method
(Gornal, Berdewill, David 1949).

Experimental results

The results of several independent experiments are put togather in
Table 1. Every figure represents the average of 2—3 simultaneous mea-
surements. The average oxygen uptake was equal in Daucus and Scorzo-
nera tissues and it was higher than in case of Opuntia or Parthenocissus.
The respiration in buffer solution at pH 6,0 is a little more intense
(except Opuntia) than at pH 7,0.

The respiratory quotients are different in separate tissues, which
indicates the differences in their respiratory metabolism. The RQ-values
are close to unity in Daucus and Parthenocissus, and smaller than unity
(0,68 and 0,57) in Scorzonera and Opuntia. KCN in concentration of
10*M inhibits the respiration in about 15% and in conc. of 103 M in
about 45%,. Parthenocissus is the only exception, because it has a very
loose structure and the high inhibition may be due to easier penetration
of the inhibitor into tissue slices. NaN, in concentration of 10* M inhibits
the respiration of all tissues in 75—85%. DDC in concentration of
5X10*M strongly inhibits the respiration of Parthenocissus and very
little that of Opuntia.
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The Table 2 shows the activities of copper oxidases in tissue homo-
genates. Daucus has the most active ascorbic acid oxidase and Opuntia
tissue the least active. The activity is completely inhibited by heating
and by adding DDC in final concentration of 5X10* M. The reaction is
linear during the first 30 minutes. The catecholase activity in Partheno-
cissus tissue is durable and linear during the first 20 minutes. In the
course of measurements the homogenate strongly darkens unlike the
homogenate without catechol added. Although the catecholase activity in
Scorzonera tissue is stronger, it is not durable and after 10 minutes the
reaction stops. The homogenate both without or with catechol becomes
dark.

The results in Table 3 indicate, that the catecholase in Scorzonera,
tissue seems to be a soluble enzyme. .

The results in Table 4 indicate low sensitivity of ascorbic acid oxidase
in Daucus tissue to osmotic value and to EDTA. The ascorbic acid
oxidase appears in all fractions of filtered homogenate from Daucus tissue
with a considerable prevalence of supernatant (after centrifugation at
11500 x g for 15 min.). Very similar results can be obtained by calculating
the ascorbic acid activity per 1 g fresh mass of the tissue (Tab. 4), as per
1 mg of protein in separate fractions (Tab. 5).

The comparison of the sum of ascorbic acid oxidase activities in all
fractions of filtered homogenate with the activity of unfiltered homo-
genate shows, that about 75% of total activity is connected with the cell
wall fragments which are removed by the filtration.

Discussion

The investigated tissues demonstrate different types of respiratory
metabolism, which may be proved by their different oxygen requirements
and different respiratory quotients. The tissue slices were not aerated
before the measurements in order to avoid considerable changes which
take place in respiratory metabolism of the tissues as a result of aeration
(Thimann, Yocum, Hackett 1954, Calo, Marks, Varner
1957, Laties 1959, 1959 a).

All investigated tissues appeared sensitive to cyanide and azide,
although in different extent which indicates the participation of iron-
and copper-oxidases in their respiration. DDC inhibition may be inter-
preted as specific for copper-oxidases only in lower concentration
(5X104M) (James, Garton 1952). Ascorbic acid oxidase activity,
which is comparatively high in Daucus tissue may be considered as
enzymatic because of its complete disappearance after boiling, the linear
course of the reaction, and the intensivity to EDTA (Butt, Hallaway
1958). The distribution of the ascorbic acid oxidase activity in separate
fractions of homogenates from Daucus tissue is in accordance with the
reports on the localisation of this enzyme within plant cells (H onda
1955. Hanesl 1955).

The active catecholase was found in Parthenocissus and Scorzonera
tissues. In Scorzonera this activity is very short and this may indicate the
inhibition by the oxidizing products of catechol. The activity is generaly
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located in supernatant after centrifugation at 11500 x g in 15 minutes,
which also contains submitochondrial particles. 1t confirms with the
general opinion that the catecholase is the soluble oxidase (Bonner
1957, James 1957).

As regards the participation of copper-oxidases in the respiration of
investigated tissues the obtained results permit to conclude that there
exists a possibility of ascorbic acid oxidase participation in Daucus and
catecholase in Scorzonera and Pathenocissus tissues. The sensitivity of
these tissues on DDC 5 X 10#*M is greater than in Opuntia tissue, in
which no considerably active copper-oxidases were found.
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