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Jadwiga MILKOWSKA

Bialkowe grupy SH i SS w merystematycznych komérkach korzeni tubinu
(Lupinus luteus L.).

Benkoepiz rpymnst SH u SS B MepucremMarmdeckux KJjerkax KoOpHell
xKearoro giotmHa (Lupinus luteus L.)

Protein Bound SH and SS Groups in the Meristematic Root Cells
of Lupinus luteus L.

Wsréd licznych prac na temat grup sulfhydrylowych (glutation i SH zwigzane
z bialkiem), ich znaczenia i udzialu w przebiegu wielu proceséw zywej tkanki,
wiekszo§¢ dotyczy komoérki zwierzecej. Bialkowymi grupami SH w komorce
roS§linnej zajmowali sie: Brachet (1950), Mazia (1954) a przede wszystkim
Roberts (1951, 1956, 1960), Roberts i Lucchese (1955), Tiefel (1957),
Stern (1956) oraz Milkowska (1961, 1962, 1963, 1964). Roberxts, postugujac
sie w badaniach histochemicznych odczynnikiem 4-jodoacetamido-1naftolem (IAN),
obserwowal w promerystemie zarodka korzenia Zea mays. L. najwyzsze stezenie
biatkowych grup zwigzanych z SH, a zmniejszanie sie zawartosci tych grup
w miare oddalania sie od wierzcholtka. W innych pracach Roberts (1960)
przeprowadzal badania nad zmianami stezenia SH w czasie podzialu komoérki
na zranionym merystemie lodygi Coleus blumei Benth. przy czym postugiwat
sie metodag Bennetta, uzywajgc odczynnika 1-/4-chlororteciofeniloazo/naftolu-2
(Mercury Orange), a takze odczynnika dwusiarczku 2,2-dwuhydroksy-6,6 dwu-
naftylowego (DDD) wg metody Barnetta i Seligmana. W wyniku prze-
prowadzonych badan Roberts doszedt do przekonania, Ze nie ma wyraZnych
réznic w stezeniu bialtkowych grup SH przed podzialem i bezpoSrednio po po-
dziatach komoérek, natomiast w okolicach podzialu w obrebie zranionego merystemu
odczyn histochemiczny byl wyrazny. Mazia (1954) stwierdzil, Ze bialkowe
grupy SH mogg mieé funkcje strukturalng przez tworzenie powigzan disulfidowych
we wrzecionie mitotycznym. Nie mégt jednak znalezé wyraznej réznicy w za-
barwieniu bialkowych grup SH miedzy cytoplazma nie dzielacych sie komérek
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a komoérkami w réinych stadiach mitozy, kiedy uzywal metody histochemicznej
Barnetta i Seligmana. Brachet (1950) wykazal, Zze utlenianie biatkowych grup
SH na dwusiarczek powoduje rozpoczecie mitozy. Stern (1956) badal pylniki
Lilium longiflorum var. Croft na zawarto§é biatkowych grup SH w 11-dniowym
okresie mitozy mikrospor. Oznaczane amperometrycznie bialkowe grupy SH nie
wykazywaly zadnej wyraZnej zmiany w steZeniu podczas mitozy badanych
mikrospor., Milkowska (1963, 1964) zajmowala sie przede wszystkim rozmie-
szczeniem odcezynéw barwnych biatkowych grup SH i SS w merystematycznyca
komoérkach korzeni Zea mays L. i Helianthus annuus L. oraz badala wplyw zmian
frodowiska i temperatury na zawarto§é tych grup.

W obecnej pracy przebadano histochemicznie i histofotometrycznie bialkowe
grupy SH i SS w merystematycznych komérkach korzeni tubinu (Lupinus luteus L.)
kietkujgcych w réznych stezeniach roztwordow soli potasowej (KCl) i superfosfatu.

MATERIAL I METODY BADAN

Badaniom histochemicznym poddano korzenie zarodkowe oraz 1-dniowe
i 3-dniowe tubinu (Lupinus luteus L.) wykielkowane w roztworach soli potasowej
(KCD) i superfosfatu o stezeniach: 1%, 0,5%, 0,1 %, 0,05%, 0,01 %, 0,005% i 0,001 %.
Przebadano zawarto§é grup SH, a nastepnie SS w korzeniach tubinu: kietkujgcych
pod wplywem réznych stezeh roztworéw soli potasowej oraz kietkujgcych pod
wplywem réinych stezen roztworéw superfosfatu. Pobrany do badan histochemicz-
nych material utrwalano i barwiono wg metody Barnetta i Seligmana
(1952) stosownie do postepowania opracowanego przez nas poprzednio (Miltko w-
ska 1964). Uzyskane wyniki badann i ekstynkcji przeanalizowano statystycznie
wg metody analizy wariancji dla klasyfikacji podwdjnej, istotno§é rézinic w za-
warto$ci grup SH i SS z poszczegdlnych stezen roztworéw zbadano przy uzyciu
nowego wielokrotnego testu rozstepu Duncana (Oktaba 1963).

WYNIKI BADAN

Zastosowanie metody Barnetta i Seligmana pozwolilo przeanalizowa¢
umiejscowienie biatkowych grup SH i SS w histogenach korzeni lubinu,
kietkujgcych w roéznych stezeniach soli potasowej i superfosfatu.
Dodatni odczyn na biatkowe grupy SH i SS wystepowal we wszystkich
komérkach poszczegdlnych histogenéw korzeni, réznige sie jednakze
natezeniem zabarwienia. Przy wykrywaniu grup SH barwny odczyn
wyrazal sie dyfuzyjnym szarofioletowym lub ciemnofioletowym zabar-
wieniem plazmy. W cytoplaZmie najintensywniejszy odczyn obserwowato
sie przy blonie jadrowej i blonie komérkowej. W jadrach komérkowych
odczyn na SH by! réwnomierny, ale stabszy niz w cytoplazmie. Komorki
dermatogenu, kaliptrogenu oraz grupa komoérek tworzgcych tzw. strefe
nieaktywng wykazywaly najmocniejsze zabarwienie, a komoérki pery-
blemu i pleromu — stabsze. W korzeniach z opéznionym kietkowaniem
pod wplywem wigkszych stezen soli potasowej (1%, 0,5 %) zabarwienie
plazmy poszczegélnych komoérek histogenéw bylo mocniejsze w odnie-
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sieniu do kontrolnych, a w komoérkach korzeni z przyspieszonym kietko-
waniem zabarwienie plazmy bylo slabsze.

Odczyn barwny przy wykrywaniu grup SS dotyczyl réwniez cyto-
plazmy i mozna bylo obserwowa¢ czerwony lub czerwono-rézowy
drobnoziarnisty odczyn grupujacy sie przewaznie w cytoplazmie obwo-
dowej, tzn. w strefie pod blong komérkows. Najmniej ziarenek znajdo-
walo sie w strefie przyjadrowej, co stwarzalo obraz szerszej lub
wezszej, stabo zabarwionej obwoddki dokolajagdrowej. W plazmie korzeni
z opoznionym kielkowaniem =zabarwienie bylo slabsze a w plazmie
komoérek korzeni z przySpieszonym kielkowaniem — mocniejsze w od-
niesieniu do kontrolnych. Wyzszg ekstynkcje stwierdzono tam, gdzie
wystepowala wieksza zawarto$¢ grup SH 1 SS i odwrotnie. Wykonujac
preparaty kontrolne, w ktorych wylgczono mozliwosé wejscia w reakcje
grup SH za pomocg blokowania kwasem monojodooctowym, otrzymano
nieswoiste zabarwienie czernia K barwy brazowo-rudej. Ekstynkcja
byla nizsza i wyrazala sie we wszystkich preparatach liczbg statg dla
tych warstw korzenia. Przy poréwnywaniu badan grup SH i SS od-
dzielnie i !acznie, uwzgledniajgc czynnik nieswoistego zabarwienia
stwierdzono, ze wyniki pokrywajg sie ze soba. W korzeniach lubinu
kietkujgcych w poszczegdlnych stezeniach soli potasowej (KCl) i super-
fosfatu uzyskano rézne wartosci ekstynkeji. Wartosci te przedstawiono
graficznie na 4 rycinach i oméwiono je oddzielnie dla kazdej grupy
doswiadczalnej.

1 grupa doSwiadczalna.

Przebadano wplyw roztworéw soli potasowej (KCl) o rdznych
stezeniach na zawartosé grup SH i SS w korzeniach lubinu. Znaczne
opdznienie kielkowania nasion o 3 dni w odniesieniu do kontrolnych
wystgpilo w roztworach soli potasowej w stezeniach 1% i 0,5 %. Wczes-
niej natomiast od kontrolnych o 1 dzien wykietkowaly nasiona w roz-
tworze 0,005% i 0,01 %. Wartosé ekstynkcji grup SH przedstawiono
na ryc. 1. Krzywa ekstynkcji grup SH w korzeniach zarodkowych
opadala stopniowo od najwyzszej wartosci (2,12) w korzeniach przy
stezeniu 1% roztworu do wartosci 0,95 w korzeniach w roztworze
0,005 %. Nastepnie wzrastala (1,18) w korzeniach z roztworu 0,001 %,
podczas gdy ekstynkcja w korzeniach kontrolnych wynosita 1,33. W wy-
kietkowanych korzeniach 1-dniowych wartos¢ ekstynkeji grup SH
spadata érednio o 1,10 w odniesieniu do zarodkowych i najnizsze wartosci
posiadaly korzenie z roztworow 0,01 % (0,26) i 0,005 % (0,28). Wartosé
ekstynkeji byla jeszcze nizsza w korzeniach 3-dniowych, przecietnie
o 0,15 w odniesieniu do 1-dniowych. Zawartosé¢ grup SS w kietkujacych
korzeniach tubinu jest uwidoczniona na ryec. 2.



482 Jadwiga Milkowska

2 grupa doSwiadczalna.

Jak wynika z ryc. 2, najnizszg wartos¢ grup SS posiadaly korzenie
zarodkowe peczniejace w roztworach o stezeniu 0,5 % (0,22) i 1% (0,26).
W miare zmniejszania si¢ stezen warto$é ekstynkcji grup SS wzrastala
i osiggala w 0,005 % najwyzszg wartosé: 1,24. W wykietkowanych korze-
niach jednodniowych $rednie wartosci ekstynkeji grup SS byly wyzsze
w odniesieniu do odpowiednich wartosci korzeni zarodkowych. Krzywa
ich wartosci przebiegala niemal poziomo, osiagajac najnizszg wartosé
przy stezeniu 1% (1,25), najwyzsza zas$ w 0,005 % (1,38). Roznica $rednich
wartosci grup SS w korzeniach 1-dniowych i 3-dniowych byta niewielka
na korzysé tych ostatnich.
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Ryc. 1. Zawarto§¢ biatkowych grup Ryc. 2. Zawarto§¢ biatkowych grup
SH w korzeniach zarodkowych, i-dnio- SS w korzeniach zarodkowych, 1-dnio-
wych i 3-dniowych tubinu (Lupinus wych i 3-dniowych lubinu (Lupinus
luteus L.) w zaleinoéci od réinych luteus L.) w zaleznoSci od réznych
stezenn soli potasowej (KCl); a — ko- stezen roztwordéw soli potasowej (KCl);
rzenie zarodkowe, b — korzenie 1- oznatzenia zob. ryc., 1

dniowe, ¢ — korzenie 3-dniowe. The effect of different concentrations
The effect of different concentrations of KCI on the content of protein-bound
of KC1 on the content of protein-bound SS groups in 1-day and 3-day-old
SH groups in 1-day and 3-day-old embryo roots of Lupinus luteus L.;
embryo roots of Lup‘nus luteus L.; explanations as in Fig. 1
a — embkryo roots, b — 1-day-old

roots, ¢ — 3-day-old roots.

W zestawieniu ekstynkcji bialkowych grup SH i SS (ryc. 1 i 2)
w kietkujacych korzeniach lubinu w roztworach coli potasowej (KCD)
zauwara sie, ze korzenie o opdznionym kietkowaniu (stezenie roztwordw
1% i 0,5%) posiadaly wyzsze wartosci grup SH w pordéwnaniu z kon-
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trolg o 0,42, a grupy SS o 0,74. W korzeniach z przyspieszonym
kielkowaniem réznica wartosci SH w odniesieniu do kontroli wyno-
sila 0,53, a grup SS 0,47.

3 grupa deSwiadczalna.

Trzecia grupa doswiadczalna obejmowala badania zawartosci blalks-
wych grup SH w korzeniach lubinu kietkujgcych w roztworach su-
perfosfatu. Niezauwazono wiekszych réznic w szybkosci kielkowania
nasion w roztworach o roéznych stezeniach. Wyniki uzyskane w tej
grupie do$wiadczalnej nie pozwalaly dostrzec wiekszych réznic w za-
wartosci grup SH w korzeniach kielkujgecych w roznych stezeniach
roztworu (ryc. 3). Wartoéci grup SH zaréwno w korzeniach zarodko-
wych, jak i wykieltkowanych 1- i 3-dniowych byly nizsze od koatrol-
nych. Duza roéznica wartosci ekstynkcji grup SH w odnicsieniu do
kontroli zaznaczyla sie w korzeniach zarodkowych (Srednio o 0,96)
i w wykietkowanych korzeniach 1-dniowych $rednio o 0,47.
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Ryc. 3 Zawarto§é biatkowych grup Ryc. 4. Zawartosé¢ biatkowych grup

SH w korzeniach zarodkowych, 1-dnio-
wych i 3-dniowych tubinu (Lupinus
luteus T.) w zaleznoSci od réznych
stezen roztwordéw superfosfatu; ozna-
czenia zob. ryec. 1
The effect of different concentrations
of superphosphate on the content
of protein-bound SH groups in 1-day
and 3-day-old embryo rocts of Lupi-
nus luteus L.; explanations as in Fig. 1

4 grupa do$wiadczalna.

SS w korzeniach zarodkowych, 1-dnio-
wych i 3-dniowych tubinu (Lupinus
luteus L.) w =zalezno$ci od roéznych
stezen roztworéw superfosfatu; ozna-
czenia zob., ryc. 1
The effect of different concentrations
of superphosphate on the content of
protein-bound SS groups in 1-day and
3-day-old embryo roots of Lupinus
luteus L.; explanations as in Fig. 1

W grupie tej przebadano zawarto$¢ biatkowych grup SS w korze-
niach tubinu kietkujgcych w roztworach superfosfatu. Najnizszg wartose
grup SS posiadaly korzenie zarodkowe, wartosci te byly jednak wyzsze
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od kontrolnych $rednio o 0,69. W wykietkowanych 1-dniowych ek-
stynkcja grup SS nieznacznie wzrastala, a krzywa ich wartosci biegla
niemal réwnolegle do wartosci w korzeniach zarodkowych. Najwyzsza
ekstynkcja grup SS wystepowata w korzeniach 3-dniowych, wykielko-
wanych w roztworze 0,005% (ryc. 4).

W wynikach ujetych ryc. 3 i 4 zauwaza sie znaczne rdznice w za-
wartosei grup SH i SS w korzeniach tubinu kielkujacych w roztworze
superfosfatu. Wartos¢ ekstynkeji grup SH w korzeniach zarodkowych
wynosila $rednio 0,37, podczas gdy ekstynkcja grup SS w tych samych
korzeniach wynosita 1,17.

Wyniki uzyskanych badan i ekstynkcji opracowano statystycznie
wg metody analizy wariancji dla klasyfikacji podwojnej (Oktaba
1963). Wnioski oparto na pordéwnaniu obliczonej wartosci F° z wartoscia
funkeji testowej, odczytanej z tablic F. Snedecora. Jezeli obliczona
warto§é F° byla wieksza od wartosci funkcji testowej Fgg5, wowcezas
stwierdzano istotne rézinice w zawartosci grup SH lub SS w korzeniach
z poszczeg6lnych stezen roztworéw oraz miedzy kietkujgcymi korzeniami
z ryzykiem bledu mniejszym niz 5%. Wyniki ujeto wnioskami:
A B CiD.

A. Analiza wariancji dla korzeni lubinu (grupy SH) kielkujacych
w roztworach soli potasowej (patrz ryc. 1).

Whnioski:

1. Stwierdzono istotne réznice w zawartosei grup SH w korzeniach
z poszczegblnych stezen roztwordw soli potasowej.

2. Stwierdzono istotne réznice w zawarto$ci grup SH w korzeniach
zarodkowych, 1- i 3-dniowych.

3. Interakcja istotna.

B. Analiza wariancji dla korzeni lubinu (grupy SS) kielkujgcych
w roztworach soli potasowej (patrz ryc. 2).

Whnioski:

1. Stwierdzono istotne réznice w zawartosci grup SS w korzeniach
z poszczegdlnych stezen roztworow soli potasowej.

2. Stwierdzono istotne roznice w zawarto$ci grup SS w korzeniach
zarodkowych, 1- i 3-dniowych.

3. Interakcja istotna.

C. Analiza wariancji dla korzeni lubinu (grupy SH) kielkujgcych
w roztworach superfosfatu (patrz ryc. 3).

Whnioski: A

1. Nie stwierdzono istotnych réznic w zawartosci grup SH w korze-

niach z poszczegélnych stezen superfosfatu.
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2. Stwierdzono istotne rdznice w zawartosci grup SH w korzeniach
zarodkowych, 1- i 3-dniowych.

3. Interakcja nieistotna.

D. Analiza wariancji dla korzeni tubinu (grupy SS) kielkujgcych
w roztworach superfosfatu (patrz ryc 4).

Whnioski:

1. Nie stwierdzono istotnych réznic w zawartosci grup SS w korze-
niach z poszczegblnych stezen roztworéw superfosfatu

2. Istotne roznice stwierdzono w zawartodci grup SS w korzeniach
zarodkowych, 1- i 3-dniowych.

3. Interakcja nieistotna.

Celem zbadania istotnosci réznic w zawartosci grup SH i SS w korze-
niach z poszczegélnych stezen roztweréw postuzono sie nowym wielo-
krotnym testem rozstepu Duncana (Oktaba 1963). Otrzymane dane
przy uzyciu tego testu potwierdzajg uzyskane wyniki iloSciowych
badah grup SH i SS ujete wnioskami.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Tkanki merystematyczne posiadajg w zasadzie duzo bialkowych grup
sulfhydrylowych ¢ czym zreszty mozna sie bylo przekona¢ w toku
naszych poprzednich i obecnych badan histochemicznych. W obrebie
histogenéw najwieksza zawartosé biatkowych grup SH wykazujg ko-
moérki dermatogenu, kaliptrogenu i komérki tworzgce tzw. centrum
nieczynne. W komorkach pleromu zawarto$¢ badanych grup byla
niska. Przy wykrywaniu grup SS zaobserwowano najwyzsza ich za-
wartos¢ w komorkach pleromu, malg w komorkach peryblemu, derma-
togenu, kalyptrogenu i centrum nieczynnego. W komoérkach korzeni
z opdznionym kielkowaniem pod wplywem duzych stezen uzytych
w doswiadczeniu roztworéw mozna bylto zauwazy¢ najwiekszg zawartosé
grup SH, a najnizszg grup SS w odréznieniu od komoérek korzeni
z przyspieszonym kietkowaniem, w ktérych wystepowal odwrotny
stosunek grup SS i SH.

Zastosowanie metody Barnetta i Seligmana jako specyficznej metody
barwnego wykrywania bialkowych grup SH i SS w polaczeniu z foto-
metrycznym okresleniem ich ilo$ci pozwolilo na wyznaczenie wskaZnika
stosunku, w jakim pozostajg wzgledem siebie badane grupy sulfhydry-
lowe w merystematycznych komoérkach kietkujgcych korzeni. Wskaznik
ten w badaniach kontrolnych dla tubinu wynosil: dla korzeni zarodko-
wych 0,36, dla jedrnodniowych 1,15, a dla trzydniowych 7,00. Dzialanie
réznych stezen soli potasowej, ktore wywieraly wplyw hamujacy np.
1% pozwolilo na wyznaczenie wskaznika dla lubinu: dla korzeni za-
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rodkowych 0,12, dla jednodniowych 3,3, a dla trzydnicwych 13,0.
Wskaznik dla korzeni lubinu z przyspieszonym wzrostem z 0,001 %
stezenia roztworu soli potasowej wynosil dla korzeni zarodkowych 1,0,
dla korzeni jednodniowych 4,0 i dla trzydniowych 6,7.

Poréwnanie omawianego wskaznika stosunku biatkowych grup SH
i SS dla korzeni zarodkowych i wykielkowanych Iubinu pozwolilo
zauwazyé¢, ze podobne wyniki uzyskano przy badaniu korzeni stonecz-
nika (Mitkowska 1964). W miarc wzrostu korzenia wskaznik ten
wzrastal. Przy opéznionym kietkowaniu wskaznik byl niZszy, a przy
przyspieszonym WwyzZszy.
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ynotpebaer doromerp Ileiicca. ObcaenoBanbl 3apoAblilieBble KOPHM OA-
FOAHEBHBIC M TpexAHeBHble Xejartoro Jronmua (Lupinus luteus L.). Ha
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OCHOBaHMM MCCJIECRKOBAHMII OTMEYEHO, 4TC K03(hduInieHT oTHolleHua Gen-
KOBpIX rpyrm SH kK OenkoBbIM rpymmamM SS yBeauuuBajca [0 Mepe
pocTa mcclenyeMbix KopHelt. IIpu 3aMenseHHoOM mpopacTraHumu Kosddu-
LMEHT CTaHOBMJICA Oojiee HU3KUM, NPU YCKOPEHHNM —- G0Jiee BBICOKMM.

Pic. 1. CopepxkaHme OenkoBbIX rpymn SH B 3apoanilieBbIX KOPHSAX, OIHO-
¥ TPeXAHEBHLIX, XKeJITOro JawonmHa (Lupinus luteus L.) B 3aBuCMMOCTM OT pa3nand-
HbIX KOHIEHTDamuii PacTBOpoB KaauitHoit comm (KCl).

Pne. 2. Copmepskanme GeJKOBBIX rpynm SS B 3apOABIIIEBBIX KOi‘)Hﬂx, OfHO-
M TPEXAHEBHbIX Xeuroro JironmHa (Lurinus luteus L) B 3aBMCMMOCTM OT pas3amy-
HbIX KOHLEHTpalMii pacTBOpoB KamniiHOit cosu (KCl).

Puc. 3. Cogepxkanme OGenxroBbiXx rpymn SH B 3aponniIeBbIX KOPHAX, OJHO-
M TPEXAHEBHBLIX XKeatoro Jnommua (Lupinus luteus 1) B 3aBUCHMMOCTM OT pPa3aud-
HBIX KOHLEHTpauMii pacTteBopoB cymnepdocdara.

Puc. 4. Copepxanme OeJKOBBIX TPYNIn SS B 33apPOABLINIEBBIX KOPHAX, OJHO-
M TPEXZHEBHLIX KeJToro Jiormiua (Lupinus (utcus L.) B 3aBMCUMOCTM OT pa3Iid-
HBIX KOHICHTpaLMii pacTBopoB cynepdocdara.

SUMMARY

Barnett and Seligman’s method was used for detecting
protein-bound SH and SS groups. Their quantitative estimation was
carried out with a Zeiss photometer. Investigations were carried out
on one-day and three-day-old embryo roots of Lupinus luteus L. The
results showed that the index of interdependence of both sulfhydryl
groups increased as the roots grew up. If the germination process was
delayed the index decreased, if it was accelerated the index increased.
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