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- WSTEP

Proces starzenia nasion objawia sie zwykle zamieraniem tkanek me-
rystematycznych oraz powstawaniem osrodkéw nekrotycznych. Zmniejsza
sie woéwecezas energia, a nastepnie zdolnos¢ kietkowania. Kietki oraz siewki
wyroste ze starych nasion sg czesto nienormalne [2, 6, 7, 11, 14], co jest
wynikiem uszkodzenia jgder komérkowych oraz zwigzanych z nim aber-
racji chromosomowych [15, 20]. Nastepstwem tych defekltéw moze by¢
obnizenie plonu nasion [1].

Natezenie zmian destrukcyjnych powodujgcych starzenie si¢ nasion
podczas ich przechowywania uwarunkowane jest w znacznej mierze wlas-
ciwoéciami genetycznymi gatunku oraz czynnikami zewnetrznymi Srodo-
wiska (wilgotnos¢ powietrza, temperatura).

Dla nasion wiekszosci gatunkéw mala wilgotnosé jest jednym z glow-
nych czynnikéw decydujgcych o diugosci ich zycia. W nasmnach diugo
przechowywanych w warunkach wilgotnosci krytycznej zachodzq procesy
dysymilacyjne i oksydacyjne, prowadzgce prawdopodofbme do nagroma-
dzenia sie w nich szkodliwych substancji: toksyn, inhibitoréw, wolnych
rodnikéw i in. [1, 2, 9]. Przypuszcza sie, ze wytworzenie tych szkodli-
wych substancji w okresie starzenia nasion deformuje komorki zarodka
pod wzgledem strukturalnym i funkcjonalnym. Wyrazem tych procesow
destrukcyjnych moze byé unieczynnienie wielu enzymoéw oraz zmiana
wlasciwosci genetycznych DNA w zamierajgcych nasionach [9, 15, 16].
W rezultacie w nasionach niezdolnych do kielkowania zostaje nieodwra-
calnie uszkodzony uklad biosyntezy bialka oraz zdegenerowany aparat ge-
netyczny komorek.

Do chwili obecnej doéé dobrze poznano biologie starzenia si¢ nasion,
natomiast biochemiczny mechanizm tego zjawiska zostal zbadany w nie-
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wielkim stopniu. W piSmiennictwie naukowym niewiele jest danych na
temat roli kwaséw nukleinowych w omawianym procesie [7-12, 18].
Zwigzki te, jak wiadomo odgrywajg zasadmicza role w kierowaniu calym
metabolizmem komorki.

Przytoczone uwagi stanowily zalozenie niniejszej pracy, ktorej celem
bylo zbadanie dynamiki i bicsyntezy kwaséw nukleinowych (RNA i DNA)
oraz aktywno$ci nukleaz w osiach zarodkowych starzejgcych sie nasion
grochu. Spodziewano sie, ze otrzymane dane przyczynig sie w pewnej
mierze do wyjasnienia zwigzku pomiedzy aktywno$cig genetyczng kwa-
sé6w nukleinowych a procesem starzenia sie nasion.

MATERIAL I METODYKA

Do badan uzyto nasion grochu (odmiany Delisa II) pochodzgcych

z Zakladu IHAR — Biologii i Przechowalnictwa Nasion we Wroclawiu.
W momencie zbioru tj. w 1966 r. wilgotno$¢ nasion wynosita 15%0, a zdol-
nos¢ kielkowania — 97,5%. Nasiona te przechowywano w normalnych

warunkach laboratoryjnych. Nastepnie badane nasiona umieszczono kolej-
no w dwoch higrostatach: 1) w celu podsuszenia nasion; wilgotnosé
wzgledna atmosfery higrostatu — 45-50%, 2) w celu nawilgocenia na-
sion; wilgotno§¢ wzgledna atmosfery higrostatu — 65-70%.

Wilgotnosé nasion (2.XII 1967 r) wynosila w pierwszym przypadku
10,2%, a w drugim — 13,9%. Nastepnie nasiona umieszczono w szkla-
nych slojach o szczelnym zamknieciu. Tak wiec uzyskano dwie partie
nasion grochu o réznej wilgotnosci i zdolnos$ci kietkowania.

Po zamknieciu butelek badano zdolnoéé¢ kietkownia nasion w poszcze-
golnych latach przechowywania.

Nasiona badano w momencie znacznego obnizenia sie zywotnosci partii
IT, tj. w 1970 r. Wowczas zdolno$é kietkowania nasion partii I wynosila
95,2%, a wilgotno$¢ — 10,3"/0; analogicznie dla partii IT — 36,5%0 i 13,9%o.
Badanie proceséw starzenia przeprowadzono na kielkujgcych nasionach
grochu o réznej zywotno$ci. Nastepnie z nasion izolowano recznie osie za-
rodkowe, ktore dzielono z kolei na epikotyle i korzonki. W materiale

tym badano ilos¢ i biosynteze NA (kwasdw nukleinowych) oraz aktyw-
nos¢ nukleaz.

WARUNKI KIELKOWANIA NASION

Nasiona przed kielkowaniem przemywano 75%0 etanolem przez 20 se-
kund, a nastepnie wodg redestylowang. Tak przygotowane nasiona ukla-
dano po 100 sztuk na czterowarstwowym rulonie z bibuty filtracyjnej,
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uprzednio nasyconej wodnym roztworem Na,H 32PQ4, o radiocaktywno-
$ci wlasciwej 0,3 uCi/ml, Kietkowanie nasion trwajgce 16 godzin przepro-
wadzono w temperaturze +5°C w ciemnosci, celem Zbadania stanu wyj-
Sciowego NA i nukleaz. Natomiast kietkowanie trwajgce 72 i 120 godzin
przeprowadzono w temperaturze 21°C, takze w ciemnosci. Po zakoncze-
niu kielkowania nasiona przemywano wodg redestylowang (dezaktywa-
cja). Proby do badan z obu partii nasion pobierano po 16, 72, 120 godzi-
nach kietkowania.

ANALIZA KWASOW NUKLEINOWYCH

Do analizy kwaséw nukleinowych uzyto wodnego roztworu ortofosfo-
ranu sodowego 3%P z dodatkiem nos$nika (pH 7) w ilosci 1 mg P/ml roz-
tworu, o czystosci radiochemicznej 98%0 i stezéniu ‘promieniotwdrczym
.wynoszgcym 5,2 pCi/ml.

Radioaktywnos$¢ probek badano przy pomocy licznika scyntylacy;jnego
(typ studzienkowy) SE-2 i przelicznika typu PEL-5 A (produkecji krajo-
wej).

Swieze osie zarodkowe wypreparowane z nasienia rozcierano w moz-
dzierzu z 8% kwasem tréjchlorooctowym (TCA) w temperaturze 0-4°C.
Po odwirowaniu (4500 g przez 15") odrzucono supernatant z fosforem kwa-
sorozpuszezalnym; przemywajac nastepnie osad dwukrotnie chtodnym 1%
TCA, dwukrotnie wodg destylowang i etanolem. ;

W dalszej ekstrakcji usuwano fosfolipidy, traktujgc osad mieszaning
eteru i etanolu (1 : 2), ktérg utrzymywano w stanie wrzenia przez 30 mi-
nut, po czym przemywano eterem i suszono przy temperaturze 40°C.
Nastepnie osad inkubowano z 0,5 n KOH przez 18 godzin przy tempera-
turze 37°C. Po odwirowaniu, w supernatancie rozdzielono RNA od DNA
wedlug metody Schmidta i Thannhausera w modyfikacji Wollgiehna
i Partiera [23]. Z hydrolizatu DNA wytrgcano za pomocg 60%0 HClOy W
temperaturze 0°C. Supernatant spalano z 10 N H,SO, i oznaczano fosfor
RNA metodg Fiske-Subbarowa. W tym samym supernatancie oznaczano
stopien inkorporacji 3P do RNA przy pomocy scyntylatora (Plato —
675 V). W tym celu nanoszono supernatanty kolejnych préb w ilosci
0,5 ml na miseczki aluminiowe. Celem réwnomiernego rozkladu radic-
aktywnosci tych prob, suszono je przez 2 godziny w odlegloSci okolo
20 cm od promiennikéw cieplnych. Po okresleniu tla licznika scyntyla-
cyjnego na kolejny dzien mierzono radioaktywnos¢ danej proby.

Z osadu DNA ekstrahowano 0,5 N HCIO, (80°C przez 30'). W kolej-
nym supernatancie po spaleniu oznaczono fosfor DNA metodg Fiske-
-Subbarowa a jego radioaktywno$¢ analogicznie jak w przypadku RNA.



70 KRZYSZTOF KULKA, TOMASZ KONOPKA

OZNACZANIE AKTYWNOSCI NUKLEAZ

Do oznaczenia aktywnos$ci rybonukleazy uzywano wysokospolimery-
zowanego RNA $ledziowego, uprzednio oczyszczonego z form niskopoli-
merycznych.

Homogenat zarodkéw przygotowywano w temperaturze pokojowej na
1 M buforze octanowym o pH 6,2. Aktywno$¢ rybonukleazy oznaczano
metodg Tuve i Anfinsena [19], stosujgc jednak inne proporcje zwigzkow
wchodzacych w reakcje. Do 2 ml 0,2%0 roztworu RNA (Sledziowego), W
0,1 M buforze octanowym o pH 6,2 dodawano 0,5 ml badanego roztworu
zawierajgcego enzym. Prdbke inkubowano przez 1 godzing w tempera-
turze 37°C. Reakcje przerywano przez dodanie 1 ml 0,75%, octanu ura-
nylu w 25%0 HCIO,4. Probki pozostawiono przez 1 godzing w zamrazalni-
ku (—10°C), a nastepnie odwirowywano od bialka i nieroztozonego RNA
przy 6000 g w czasie 10 minut. Z supernatantu pobierano probki po
0,2 ml; do kazdej probki dodawano po 4 ml H,O i mierzono ekstynkcje
przy 260 nm w warstwie 1-centymetrowej. Wielkos¢ ekstynkecji odezyty-
wano wobec proby kontrolnej (zerowy czas inkubacji mieszaniny).

Jako jednostke aktywno$ci rybonukleazy przyjeto te ilo§¢ enzymu,
ktéra w podanych wyzej warunkach doswiadczenia i przy podanych roz-
cienczeniach powodowala przyrost ekstynkcji w supernatancie:

AE;& . = 0,01

Aktywnos$é dezoksyrybonukleazy oznaczano metodg analogiczng jak
aktywnos¢ RN-azy, uzywajac jako substratu wysokospolimeryzowanego
DNA z drozdzy.

OMOWIENIE WYNIKOW

SUCHA MASA OSI ZARODKOWYCH NASION GROCHU O ROZNEJ ZYWOTNOSCI
PODCZAS KIELKOWANIA

Nasiona grochu zawierajgce wiecej wody (13,9%0), przechowywane W
hermetycznie zamknietych slojach, w miare uptywu czasu tracitly zywot-
no$¢. Obnizanie si¢ ZywotnoSci starzejagcych sie masion przejawialo sie
w spadku zdolnosci kielkowania z 96,7 do 36,5%0 (tab. 1). Natomiast nasio-
na grochu zawierajace 10,3%0 wody podczas ich trzyletniego przechowy-
wania w hermetycznie zamknietych stojach nie tracily zywotnosci.

Sucha masa osi zarodkowych wskazuje, ze w okresie 5-dniowego kiel-
kowania nasion grochu o normalnej zywotnosci zwieksza sie wyraznie
ciezar 100 korzonkoéw i epikotyli (tab. 2). Przytoczone wyniki znajduja
potwierdzenie w badaniach procesu kieltkowania nasion grochu [3].
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Tabelal
Zdolno$¢ kietkowania nasion grochu podczas
przechowywania
Disita Zdolno$¢ kietkowania w 9,
badania partial partia I1

12.VII 1968 96,2 96,7
18.X1 1968 98,4 92,7
17.IV 1969 97,7 76,7
1.VII 1970 95,2 36,5

partia I — nasiona o normalnej Zywotnosci, partia II
~— nasiona o obnizonej zywotnosci

Natomiast w nasionach o obnizonej zywotnosci, lecz jeszcze kielku-
jacych, obserwuje sie nieznaczny przyrost suchej masy dopiero po
9 dniach kielkowania (tab. 2). Wyroste z takich nasion kle-lkl mialy kro-
tsze lodyzki nadliScieniowe i korzonki.

W nasionach grochu o calkowitym zaniku Zzywotnosci s’twierdzono
znaczny ubytek suchej masy osi zarodkowych podczas kilkudniowego
pecznienia. Wyniki te Swiadczg o zatrzymaniu biosyntezy zwigzkéw kon-
stytucjonalnych w zarodkach grochu.

KWASY NUKLEINOWE

Zmniejszenie zZywotno$ci nasion grochu do 36,5%0 nie spowodowalo
wiekszych zmian w iloSci DNA i RNA w osiach zarodkowych w poréw-
naniu z materialem w pelni zywotnym (po 16 godzinach pecznienia, tab 3).
Rowniez inni autorzy nie stwierdzili istotnych zmian ilosci NA w sta-
rzejgcych sie komérkach zwierzecych [22] oraz w tkankach nasion tra-
cacych zywotnos¢ w czasie przechowywania [6-8]. Nie mozna sie zatem
zgodzi¢ z poglagdem niektérych badaczy, ze zywotno$¢ nasion uzalezniona
jest od poziomu RNA i DNA w ich osiach zarodkowych [16, 17].

W celu poréwnania aktywnosci genetycznej nasion o réznej zywotno-
Sci przeSledzono dynamike i biosynteze RNA i DNA w okresie kieltkowa-
nia (tab. 4 i 5). Podczas kielkowania nasion grochu w pelni zywotnych
poziom DNA i RNA systematycznie wzrastal (tab. 4 i 5), co zgodne jest
z danymi literatury [3, 8, 21]. Zwiekszenie zawarto$ci DNA i RNA w ro-
sngcym kieltku bylo w duzym stopniu wynikiem syntezy NA de novo, na
co wskazywalo natezenie inkorporacji 2P w wymienione zwigzki (tab.
4 i 5). W miare kietkowania nasion grochu obserwowano wzrost zaré6wno
aktywnosci w»lasmwe] jak i catkowitej obu rodza]ow NA, co najwyraznie]

zaznaczylo sie w korzeniach osi zarodkowych. .
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Tabela 6

Aktywno$¢ enzyméw nukleolitycznych w osiach zarodkowych nasion grochu o réznej zywotnosci
po 16 godzinach pg¢cznienia. Wyniki podano w jednostkach rybonukleazowych

RN-aza DN-aza
nsl g na 100 na Illg na 100
suche; czesci suchej czgsci
masy masy

Nasiona o obniZonej zywotnosci (36,5)%

Epikotyle z nasion kielkujacych

1 niekielkujacych 35,7 3,0 4,8 0,4
Korzonki z nasion kielkujacych

i niekielkujacych 71,0 7,8 34,5 3,8
Cale osie zarodkowe z nasion kietkujacych

1 niekielkujacych 53,3 10,8 19,6 4,2
LiScienie z nasion kielkujacych 13,4 150,0 2,4 35,0

Nasiona o normalnej Zywotnosci (95,2%)

Epikotyle 77,0 6,0 0,0 0,0

Korzonki 28,6 3,6 0,0 0,0

Cale osie zarodkowe 52,8 9,6 0,0 0,0

Liscienie . 11,4 17,0 0,0 0,0
Tabela 7

Aktywnos$¢ enzyméw nukleolitycznych w osiach zarodkowych nasion grochu o réznej zywotnosci
po 72 godzinach pgcznienia. Wyniki podano w jednostkach rybonukleazowych

RN-aza DN-aza
5 ;g_ na 100 nalg na 100
suchej czebci suchej czesei
masy masy

Nasiona o obnizonej zywotnoéci (36,5%)

Epikotyle z nasion kielkujacych 341,0 22,2 67,7 4,4
Korzonki z nasion kielkujgcych 200,0 20,4 49,0 5,0
Cate osie zarodkowe z nasion

kielkujacych 270,5 42,6 58,3 9,4
Epikotyle z nasion niekielkujacych 143,0 8,9 24,2 1,5
Korzonki z nasion niekietkujacych 41,0 3,4 30,2 2,1
Cale osie zarodkowe z nasion -~

niekietkujacych 92,0 12,3 27,2 3,6

Nasiona o normalnej zywotnosci (95,2%)

Epikotyle ' 500,0 120,0 46,6 11,2
Korzonki 455,0 140,0 42,3 13,3
Cate osie zarodkowe 477,0 260,0 44,4 24,5
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W peczniejgcych kilkudniowych nasionach grochu, ktére calkowicie
utracily zywotnos$¢ (nie kieltkujgce), zauwazono postepujgcg degradacje za-
réwno DNA jak i RNA (tab. 3-5).

Depolimeryzacja kwasé6w nukleinowych zachodzi prawdopodobnie pod
wplywem enzymoéw nukleolitycznych (RNA-azy i DN-azy), przejawiaja-
cych swg aktywnos¢é nawet w starych nasionach grochu (tab. 6-8).

Tabela 8

Aktywno$¢ enzyméi)v nukleolitycznych w osiach zarodkowych nasion grochu po 120 godzinach
pecznienia. Wyniki podano w jednostkach rybonukleazowych

RN-aza DN-aza
na Lg_ na 100 nalg na 100
suche; czesci suchej czesci
masy masy

Nasiona o obnizonej zywotnosci (36,5% )

Epikotyle z nasion kietkujacych 434,1 42,1 86,5 8,4
Korzonki z nasion kielkujgcych 292,9 37,5 51,5 6,6
Cale osie zarodkowe z nasion

kielkujacych 363,5 79,6 69,0 15,0
Epikotyle z nasion niekielkujacych 29,8 1,7 35,0 2,0
Korzonki z nasion niekietkujacych 120,5 8,8 56,0 3,7
Cale osie zarodkowe z nasion

niekietkujacych 75,1 10,5 45,5 | 5,7

Nasiona o normalnej zywotnosci (95,2%)

Epikotyle 414,0 160,0 67,0 26,0
Korzonki - 256,0 125,0 51,0 25,0
Cale osie zarodkowe 335,0 285,0 59,0 51,0

Odmiennie ksztaltuje sie dynamika i natezenie biosyntezy NA w sta-
rZejgcych sie nasionach grochu podczas pecznienia i kietlkowania. Roberts
i Osborn [16] stwierdzili, ze utrata zywotnosci ziarna wigze sig z poste-
pujgcg degradacjag DNA w zarodkach do niskomolekularnych fragmentéw
(oligonukleotydow) oraz ze stopniowym rozpadem frakeji rybosomalnego
RNA o stalej sedymentacji 18 S.

Badania nasze wskazujg na calkowite niemal zahamowanie replikacji
DNA oraz biosyntezy RNA w martwych nasionach (tab. 3). Spostrzeze-
nia te potwierdzily réwniez badania z radioaktywnym fosforem (tab.
4 i 5). Wlgczanie 32P w DNA osi zarodkowych (epikotyli i korzonkéw)
bylo bardzo niskie (imp/100 osi zarodkowych).

W osiach zarodkowych kietkujgcych nasion grochu pochodzgcego
z partii nasion o obnizonej zywotno$ci (36,5%0) tempo biosyntezy obu ty-
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pow NA bylo wolniejsze niz w nasionach o pelnej zywotnosci wynosza-
cej 95,2%0 (tab. 3-5).

Nietatwo jest odpowiedzie¢ na pytanie, co powoduje zatrzymanie po-
dwojenia sie DNA (faza S), a tym samym zahamowanie podziatéw mito-
tycznych komérek merystematycznych w starych nasionach grochu pod-
czas pecznienia i kietkowania.

Zanik replikacji DNA w starych nasionach o ustepujgcej zywotnosci
mogl byé¢ prawdopodobnie spowodowany jedng z podanych przyczyn:
1) modyfikacjg strukturalng czgsteczki DNA [15] oraz denaturacja bialka
histonowego, co uniemozliwia rozplatanie sie podwoéjnej helisy DNA [9],
2) inaktywacjg polimerazy DNA (nukleotydylotransferazy), 3) wynikiem
rozkladania si¢ stymulatoréw wzrostu, a szczegélnie cytokinin [5], 3) za-
burzeniami w syntezie specyficznych bialek, ktéra winna wyprzedzaé re-
plikacje DNA [10], 5) uszkodzeniami wlasno$ci genetycznych DNA przez
wolne rodniki (- OOH; -OH) wystepujgce jako produkty autooksydacji li-
pidow [9, 12].

Natomiast zahamowanie syntezy RNA w starych nasionach grochu mo-
glo by¢ spowodowane utratg aktywnosci polimerazy RNA lub zablokowa-
niem aktywnosci aparatu genetycznego przez toksyny procesu autooksy-
dacji fosfolipidow [12].

Brak syntezy RNA w starych peczniejgcych nasionach uniemozliwia

formowanie si¢ nowych rybosoméw jako jednego z waznych elementow
biosyntezy biatka.

AKTYWNOSC ENZYMOW NUKLEOLITYCZNYCH

RYBONUKLEAZY ROSLINNE — NUKLEOTYDO-2-TRANSFERAZY
RYBONUKLEINIANOWE. EC.2.7.7.17

Rola wewngtrzczgsteczkowych nukleaz nie zostala dotychczas dokla-
dnie wyjasniona. Uwaza sig, Ze poza degradacja RNA, RN-azy biora
udzial w przebudowie oraz dojrzewaniu réznych form RNA. Nie wyklu-
cza sie¢ rowniez udzialu tych enzyméw w regulacji syntezy bialka. We-
diug Borisowej i Niezgoworowej [4] enzymy rybonukleolityczne sg mie-
zbednym czynnikiem inicjujacym zlozony metabolizm peczniejgcych na-
sion (trigger mechanizm).

Podczas pecznienia (przez 16 godzin w temp. +5°C — stan wyjscio-
wYy) nasion grochu o réznej zywotnosci nie stwierdzono ujemnych zmian
(wywolanych starzeniem) w czynnosci katalitycznej rybonukleaz w osiach
zarodkowych i liscieniach.

Wyrazne zroznicowanie aktywno$ci enzyméw depolimeryzujgcych
RNA wystgpilo dopiero podczas kietkowania nasion o réoznej zywotnosci
(tab. 7 i 8). W miare kielkowania w peli zywotnych nasion aktywnos$é
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RN-azy w osiach zarodkowych gwaltownie wzrastala. Natomiast podczas
5-dniowego pecznienia nie obserwowano w epikotylach i korzonkach
martwych nasion grochu zwiekszenia sie aktywnosci badanych enzymow.
Blokowanie aktywnosci RN-azy wykryto rowniez w starzejgcych sie na-
sionach soi [13] oraz w ziarnie zyta i jeczmienia [11].
Przedstawione wyzej wyniki wykazujg, ze stare nasiona na skutek
zaburzen w funkcjonowaniu ich aparatu genetycznego nie sg zdolne do
biosyntezy rybonukleaz. Nasza wiedza o funkcji i ‘mechanizmie dzialania
dezoksyrybonukleazy roslinnej (oligonukleotydo-hydrolazy dezoksyrybo-
nukleinianu, EC.3.1.4.5) jest znacznie ubozsza niz o rybonukleazie.

W badanym materiale aktywnos¢ DN-azy byla przewaznie wielokrot-
nie mniejsza niz RN-azy (tab. 6-8). Powodem tego byla prawdopodobnie
nizsza zawartqs¢é DNA w tkankach oraz jego wieksza trwalosé metaboli-
czna. Rozpatrujgc wyniki analiz zawarte w tabeli 6 warto zauwazy¢, ze
epikotyle i korzonki nasion grochu przejawiajace pelng zywotnos¢ nie
wykazaly aktywno$ci dezoksyrybonukleazowej podczas 16-godzinnego
pecznienia w temperaturze 2°C. Natomiast martwe osie zarodkowe oraz
lisScienie wykazywaly znaczng aktywmnos¢ DN-azy.

Mozna wiec przyjaé, ze postepujgca degradacja DNA, zachodzgca
w czeSci osiowej zarodka podczas wielodniowego pecznienia nasion o ze-
rowej zdolno$ci kieltkowania (tab. 4-6) byla wynikiem dzialania dezoksy-
rybonukleazy. Jednak w miare pecznienia starych nasion aktywmno$c
DN-azy nie zwiekszala sig, co $wiadczy o zablokowaniu jej biosyntezy.
Odmiennie ksztaltowala sie biosynteza tego enzymu w nasionach w peini
zywotnych, w ktérych w toku kietkowania wyraznie wzrastala czynnosé
katalityczna DN-azy (tab. 7 i 8).

W konkluzji nalezy stwierdzi¢, iz w nasionach starych poczatkovv‘o wy-
soka aktywno$¢ DN-azy powodujgca degradacje DNA w miare uplywu
czasu kietkowania ma tendencje spadkowe (§wiadczy to o zablokowaniu
jej biosyntezy); w przeciwienstwie do nasion o normalnej zywotnosci,
w ktorych aktywno§¢ DN-azy wzrastala podczas kietkowania.
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BUOCUHTES3 ¥ USMEHEHUA B COIEP3XUMOM HYKJIEVHOBBIX KUCJOT

6uocuHTe3a de MOV0 HYKJIEMHOBBLIX KJICJIOT,

A TAKZKE AKTUBHOCTBH SH3UMOB B 3APOJIBINIEBEIX OCHX
CTAPEIOIIUXCS CEMAH TOPOXA

Pe3zwme

B paGore npeacraBieHsr pesyiabTaThr VICCIIeROBanMIA, Kacalolupeca NOBENeHMs W

4 TaK¥Ke aKTUBHOCTU nynéommecxmx

OHIVMMOB B 33aPOABILIEBLIX OCAX ABYX HAPTUIL CEMSAH IopoXa ¢ Pa3HO KU3HEHHOCTHIO.
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O6e mapTum ceMAH ¢ AuEPEHIMPOBAHHLIM COAEPIKAHMEM BOAbLI XPaHUINCEH
Gonee Tpex JeTr B CTEKIAHHBIX, ILIOTHO 3aKPBLITBIX GAaHKAX, B KOMHATHO TeMIIepa-
Type. IIociie TPEXJETHEro Tepuoja XPaHeHMA BOXOXKECTb CEeMAH C GOJNBIIVMM COXep-
xaHmeMm Boabl (13,9%) camsmmach nmo 36,5%, a B TO xKe BpeMA IKU3HEHHOCTb BTOPO
naptum ceMAH (C BIaXKHOCTBIO 10,3%0) IIPakTUYECKM He M3MEHMIACh ITO OTHOLLEHMIO
K IIePBUYIHOMY COCTOSHMIO (95,2%0).

ViccnepoBamma NA M HyKiea3 NOpPOBEeJEHLI Ha 3apOALIUEBBIX OCAX HAGYXIUMX
¥ mpopacTraloumx ceMAH B nepuoxn 16, 72 u 120 yacoB. KoncraTtupoBaHO, UTO:

1. CrapeHmue KJETOK 3apOABILIEBBLIX OCEl CEMSH IopoXa HE CBA3aHO C M3MEHC-
Hnem KoamyectrBa DNA u RNA, Mawmenenus ypoBHas DNA u RNA BoicTymaior B
3apoJbIllIaX TOJBKO BO BpeMsA pa3byXamma M IIPOPAcTaHMA CEeMSH pPa3HOM XU3IHEeH-
HOCTMN.,

2. B 3apopbllIeBBIX OCAX -(HAXCEMAROJBLHOE KOJEHO M KOPEUIOK) cTapeHue CBs-
3aHO ¢ 3ajepxKoil perimurauumu DNA m 6mocuure3a RNA (maHHble M3 MHKOpPIIOpa-
mym 32P). Ilorepsa cmocoGHOCTM K OmocuuTe3sy DNA m RNA BepOSTHO SBJIAETCA Of-
HOM M3 IJIaBHBIX IPMYMH OTMMPAHMS JXKM3HEHHOCTM CeMAH ropoxa. llpuBeneHHbIe
AaHHBbIE MOATBEPXKAIOT B MUIBECTHONM CTEII€HM TIMIIOTe3y MHBOJIIOLMOHHON pPeIrrpeccun
TEHEeTMYECKOI'0 alrapaTra CTaperlMXcad KJIETOK.

3. Ilokazana 3HaUMTENbHAA AKTMBHOCTE DN-3b1 M RN-3bI B HaACeMsaLONbLHBIX
KOJIEHaX ¥ KOpeIlIKaX CeMAH Iopoxa, JMIIEHHBbIX crocobHocTM mnpopacranud. Ilpen-
[I0JIaraeTcs, 4TO STM HYKJeasbl BBLIBLIBAIOT B CTaphIX, PasOyXaloILMX CEMEHaxX ae-
nomvmepuzanuio DNA 1 RNA.

Krzysztof Kulka, Tomasz Konopka

BIOSYNTHESIS AND CHANGES OF NUCLEIC ACIDS
AND ACTIVITY OF ENZYMES IN GERMINAL AXES
OF AGEING PEA SEEDS

Summary

The results of investigations on the behaviour and the de novo biosynthesis of
nucleic acids of nucleolytic enzymes in germinal axes of two batches of pea seeds
with different witality are presented in the work.

Both batches of seeds with different moisture content have been stored for over
3 years in tightly closed glass jars, at the room temperature. After the 8-year sto-
rage period the germination ability of seeds with higher moisture content decreased
to 36.5%, while the vitality of another batch of seeds (with the moisture content
of 10.3%) did not change practically in relation to an initial state (95.2%b).

The investigations of NA and nucleases were carried out in germinal axes of
swollen and germinating seeds during 16, 72 and 120 hours. It has been found as
follows:

1. Ageing of cells of the germinal axes in pea seeds during storage is not con-
nected with the change of DNA and RNA amounts. The DNA and RNA changes
occur in germs only during swelling and germination of seeds with different vita-
lity.

2. In germinal axes (epicotyl and rootlet) the ageing is connected nwvith a halt
of the DNA replication and the RNA biosynthesis (data from the 32P incorporation).

6 — ZPPNR nr 202
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The loss of the DNA and RNA biosynthesis ability is probably one of the main
causes of vanishing of the vitality of pea seeds. The data quoted confirm to a cer-
tain extent the hypothesis of an involutive repression of the genetic apparatus of
ageing cells.

8. A considerable activity of DN-ase and RIN-ase in epicotyl and rootlets depri-
ved of the germination ability was found. It can be presumed that the above nu-
cleases would cause in old, swelling seeds a depolymerization of DNA and RNA.



