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Jadwiga MILKOWSKA i Zbigniew FRELEK

Zastosowanie metody chromatografii skrawkowej do wykrywania aminokwaséw
w tkankach roslinnych

HpHMCHCHKC MeToaa Cpe3oBoit XpOMaTOI‘paCbHPI JJIA ONpene/ICHUA aMWHOKHACIIOT B PACTHTEC/IBHBIX
TKaHAX

Application of Tissue Paper Chromatography to the Detection of Aminoacids in Plant Tissues

Przy uzyciu metody chromatografii bibutowej wykryto i wykazano wazng rol¢ niektorych ami-
nokwasdow wplywajacych na rozw¢j organizmoéw ro$linnych. Zmiany zawartosci aminokwasow,
zachodzace juz w nasionach, i ilo$ciowe zmniejszanie si¢ ich w miar¢ dojrzewania nasion stwier-
dzili Grzesiuk i Kulka (4) oraz Pinegina i Klimenko (12). Zaobserwowano tez zmiany w na-
silaniu wystepowania aminokwaséw w roznych stadiach kielkowania nasion i wzrostu kietkow
[Korohoda, Waksmundzki, Wolter (7), Jira¢ek (5), Lawrence i Grant (8) i inni]. Wyka-
zano takze rdznice w zaleznosci od dtugosci dnia [Mokronosow (12), Kazarian (6) oraz inni).

Praca nasza jest proba zastosowania metody chromatografii skrawkowej dla przebadania ami-
nokwaséw w mlodym korzeniu, todydze oraz liscieniu fasoli. Na podstawie dost¢pnej nam litera-
tury metodg t¢ stosowali jedynie do tkanek zwierzgcych Lindner (9), George (3), Ackerman
i wsp. (1), (2) i inni.

MATERIAL I METODY BADAN

Do badan uzyto miodych korzeni, todyg oraz liScieni fasoli (Phaseolus vulgaris 1.). Nasiona
fasoli poddano pecznieniu przez 1 dobe, a nastepnie kietkowaniu na wilgotnej bibule na szalkach
Petriego na $wietle i w ciemni w temperaturze pokojowej. Do analizy pobierano odcinki 3 —dnio-
wych korzonkdw, todyzek oraz fragmenty liscieni o tej samej masie.

Badania przeprowadzilismy stosujgc metode¢ chromatografii jednokierunkowej wstepujacej
oraz chromatografii dwukierunkowej. Na paski bibuly Whatmana nr 3 dlugosci 43 cm i szerokosci
11 cm naktadano preparaty na wysokosci 7 cm, a nastepnie rozcierano je na bibule. Chromatogramy
umieszczano na przeciag okoto 20 godzin w komorach Chropa w parach cieczy rozwijajacej o skla-
dzie : butanol — kwas octowy lodowaty — woda, w stosunku objetosciowym 4 : 1 : 1. Nastepnie
paski bibuly zanurzano w tej cieczy na okres 36 godzin. Po tym czasie paski bibuly suszono, zdejmu-
jac uprzednio przyklejone preparaty. Po jednorazowym rozwinigciu rozdzial aminokwasow byt
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tylko czesciowy, gdyz wspolczynniki R, nie przekraczaly wartosci 0,5, po powtoérnym za$ rozwinig-
ciu plamy rozsunely sie do wysokosci 0,7 — 0,75 R;. Wysuszone paski wywolywano w 0,29 roz-
tworze ninhydryny w absolutnym alkoholu, pozostawiajac w ciemni na okres 18 —20 godzin. Po-
nadto do rozdziatu aminokwaséw znajdujacych si¢ w korzeniach zastosowano chromatografi¢
dwukierunkowa, poniewaz aminokwasy wystepujace w nich tworzyly duze, ciemne i zlewajace si¢
plamy. W pierwszym rozwijaniu chromatogramu postepowaliSmy podobnie jak w chromatografii
jednokierunkowej, stosujac arkusz bibuly o wymiarach 47 x47 cm. W drugim rozwijaniu chroma-
togramu w kierunku prostopadiym zastosowali$my rozpuszczalnik o skladzie: fenol — woda,
w stosunku objetosciowym 7 : 3.

W badaniach naszych zastosowaliSmy bibule Whatmana nr 3, poniewaz bibula ta jest grubsza
niz nr 1, a plamy zabarwiaja sie intensywniej przy mniejszych powierzchniach. Zmiana wigc bibuly
byla konieczna, poniewaz rozne aminokwasy wystgpuja w nierownych ilosciach. Przy uzyciu bibuly
Whatmana nr 1 plamy odpowiadajace duzym st¢zeniom aminokwasoéw zajmowaly znaczne po-
wierzchnie i nastgpowato ich zlewanie si¢. Przez zastosowanie bibuly Whatmana nr 3 uzyskano
mniejsze powierzchnie plam, jednak znaczne stgzenie aminokwasdw powodowaly zlewanie sie ich.

Intensywno$¢ zabarwienia poszczegdlnych aminokwaséw podano w tabeli wedtug nastgpujgcej
skali: +, ++, +++, ++++, +++++. Przy oznakowaniu aminokwaséw uzyto powszechnie
przyjetych skrotow.

WYNIKI BADAN

Zastosowanie przez nas metody chromatografii skrawkowej byto préba uzycia
tej metody do tkanek roélinnych w nieco zmodyfikowanej formie. Otrzymane w na-
szym dos$wiadczeniu wyniki zostaly przedstawione na chromatogramach (ryc. 1
1 2) oraz tabeli 1. W badanych liscieniach, todyzkach i korzonkach wykietkowanych
na §wietle i w ciemni otrzymano rdznice w zawartosci oraz iloSci poszczegdlnych
aminokwaséw wolnych i1 latwo odszczepiajacych sie. Najwieksza intensywno$é
zabarwienia plam zaobserwowano w korzeniu. W wyhodowanych korzonkach
na $wietle i w ciemni nie stwierdzono zasadnpiczych réznic. W lodyzce wykietkowanej
na $wietle obserwowano slabsze wybarwienie plam niz w ciemni. Wystapily tez
réznice w zawartosci aminokwasow w liscieniu pozostajacym na $wietle i w ciemni.
Ryc. 3 i 4 przedstawia rozdzial aminokwasow uzyskanych metoda chromatografii
dwukierunkowej w badanych korzonkach. Na chromatogramach widaé wyrazny
rozdzial aminokwasdw i intensywno$¢ zabarwienia poszczegdlnych plam ze $wiatla
i ciemni taka jak na ryc. [ 12.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Do analiz chemicznych czy tez biochemicznych uzywa si¢ badanej substancji
najczesciej w iloSciach gramowych. Nie zawsze jednak mozna uzyskaé tak duzo
materialu wyjsciowego. Analiza biochemiczna zwiazana jest rowniez z wigkszg
liczba operacji wymagajacych dlugiego czasu oznaczania oraz duzej ilo$ci odczyn-
nikéw. Dlatego — jak podaje w swoich pracach Ackerman (1), (2) — bardzo
duze mozliwosci wykazuje chromatografia skrawkowa, szczegdlnie w badaniach
poréwnawczych, wymagajaca miligramowych ilosci substancji wyjsciowej (np.
Rzeszowska, Frelek, 13). Uzyskane przez nas obserwacje przy uzyciu metody
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chromatografii skrawkowej do rozdzialu aminokwasow podobne sa do wynikéw
przedstawionych przez Jiratka (5) oraz Lawrence i Granta (8), otrzymanych
innymi metodami.

Intensywniejsze plamy na chromatogramie korzonka ze §wiatla, ktéry wczedniej
kietkuje, wskazywatoby na bardziej wzmozZona translokacj¢ aminokwaséw z bielma
do kietkujacego zarodka. Mocniej zabarwione plamy odpowiadajace kwasowi
glutaminowemu i treoninie oraz prolinie w korzonku rosnacym na §wietle mozna
by tlumaczyé przyépieszona hydroliza bialek w bielmie. Do kietkujacego korzonka
przechodza z bielma giéwnie wyZzej wymienione aminokwasy, bgdace koncowymi
grupami niektorych bialek i z nich w drodze transaminacji powstaje szereg innych
aminokwasow (Mastowski, 10). W todyzce wykietkowanej na $wietle obserwowano
slabsze wybarwienie plam niz w ciemni. Prawdopodobnie nastgpuje tu juz poczatko-
wy okres powstawania chlorofilu, ktory stwarza bardziej sprzyjajace warunki syn-
tezy bialek, a tym samym wyst¢puje mniejsza ilo$¢ aminokwasow.

Nalezy podkresli¢, ze metoda chromatografii skrawkowej jest nieco mniej do-
kladna od metody chromatografii stosowanej do rozdzialu aminokwaséw izolowa-

Tabela 1

ciemnia swiatto

Aminokwas . et
korzonek todyzka liscien korzonek todyzka lidcien

izoleucyna

leucyna ++ -+ + ++ -+ + -+t + +++
fenylo

alanina +++++ — .- +++ - + 4+

walina
metionina +++ 4+ + -+ + +++++ + + -

tyrozyna
prolina ++ + 4 - +++ + ++
alanina + — — ++ — R
treonina

kw. gluta-
minowy +4+++ +++ + +++++ + +-++

glicyna +++ +++ +-++
seryna +++++
kw. aspa-

raginowy ++4++ ++++ Attt A+ + bt

arginina +++++ ++++ +++ ++++ ++++ ++ -+
histydyna

ornityna
lizyna +++++ +++++ ++++ +++++ A+ + FES4
cysteina
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nych z tkanek. Jednakze w badaniach poréwnawczych staje si¢ prostsza i szybsza
dla rozdziatu aminokwasow i zarazem wygodniejsza, gdyz daje dobre wyniki przy
uzyciu minimalnych ilosci materiatu wyjsciowego.
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OBJASNIENIA RYCIN

Ryc. 1. Chromatogramy aminokwaséw zawartych w kietkujacej fasoli (Phaseolus vulgaris L.)
nas$wietle : 1 — korzen, 2 — lodyga, 3 — bielmo

Ryc. 2. Chromatogramy aminokwasow zawartych w kietkujacej fasoli (Phaseolus vuigaris L.)
w ciemni: I — korzen, 2 — todyga, 3 — bielmo

Ryc. 3. Chromatogram aminokwasow zawartych w korzeniu fasoli (Phaseolus vulgaris L.) rosng-
cym na $wietle : 1 — Cysteina, 2 — Lizyna, 3 — Ornityna, 4 — Histydyna, 5 — Arginina, 6 — Sery-
na, 7 — Glicyna, 8 — Kw. glutaminowy, 9 — Treonina, 10 — Kw. asparaginowy, 11 — Alanina,
12 — Prolina, 13 — Tyrozyna, 14 — Metionina, 15 — Walina, 16 — Fenylalanina, 17 — Izoleucyna,
18 — Leucyna

Ryc. 4. Chromatogram aminokwaséw zawartych w korzeniu fasoli (Phaseolus vulgaris L.) rosna-
cym w ciemni. Objasnienia jak na ryc. 3

PE3OME

INoNpiTka nNpUMEHEHUs MeTOAa Cpe30BOH XxpoMaTorpaduu s pacTUTEJbHBIX
TKaHEH B CPaBHMTEJIBHBIX HCCAEAOBAHMAX MOXET ObITh HCNONBL30BaHA AN OIpe-
JEJIEHUs] M3MEHEHUH CONnepXaHUs H KOJM4YeCcTBa aMHUHOKUcIOT. [IpH uccnenosa-
HUAX MOJyuYeHbl PA3HHUBI MexX 1y XpOMaTOrpaMMaMHU KOpHEH, cTebureil u d3Haocnep-
MbI acosu (Phaseolus vulgaris L.), npopacTarolneii Ha cBeTy H B TeMHOTE.
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SUMMARY

The application of tissue paper chromatography to plant tissues in comparative
studies seems to be very helpful for tracing the changes in the content and amount
of particular amino acids. In the present studies there have been shown the dif-
ferences between the chromatograms of roots, stalk and endosperm of a bean (Pha-
seolus vulgaris L.) germinating in the light and in the dark.

EXPLANATION OF FIGURES

Fig. 1. Chromatograms of amino acids present in a bean (Phaseolus vulgaris L.) germinating
in the light; 1 — root, 2 — stalk, 3 — endosperm

Fig. 2. Chromatograms of amino acids present in a bean (Phaseolus vulgaris L.) germinating
in the dark ; 1 — root, 2 — stalk, 3 — endosperm

Fig. 3. A chromatogram of amino acids present in the root of a bean (Phaseolus vulgaris L.),
growing in the light; 1 — cysteine, 2 — lysine, 3 — ornithine, 4 — histidine, 5 — arginine, 6 — seri-
ne, 7 — glycine, 8 — glutamic acid, 9 — threonine, 10 — asparaginic acid, 11 — alanine, 12 —
proline, 13 — tyrosine, 14 — methionine, 15 — valine, 16 — phenylalanine, 17 — isoleucine,
18 — leucine

Fig. 4. A chromatogram of amino acids present in the root of a bean (Phaseolus vulgaris L.),
growing in the dark. For explanation see Fig. 3
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