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WSTEP

Tolerancja nasion soi na stres chlodnowodny [6] silnie wzrasta po podniesieniu ich wyjsciowej
wilgotosci do minimum 20% metodq osmokondycjonowania /OC/ Iub "primingu" [3] w 25% roz-
tworze gllkolu polietylenowego /PEG/ 6000 [4], bqd: ekpozycji w atmosferze nasyconej parq
wodng /HRH/ [7]. Oba wymienione zabiegi cbnizajq wydzielanie elektrolitéw, aminokwaséw
i cykréw przez nasiocna peczniejgce w chlodnej wodzie [8], co zinterpretowano jako wyraz od-
zyskania wlasciwosci selektywnej przepbszczulnoscf przez membrany cytoplazmatyczne juz pod-
czas ﬁroéesu kontrolowanego uwadniania.

Stwierdzono, iz podczas OC nasion salaly, selera i in. mcze zachodzié biochemiczna akty-
wacja w -zarodkach [5]. Celem tej pracy bylo uzyskanie odpowiedzi na pytanie czy wzrost wi-
goru nasion soi obserwowany po ekspozycii HRH i OC powodowany jest wylqcznie przez zmiany
struktury membran cytoplazmatycznych, czy tez w!czasie kontrolowanego uwadniania zachodzié
moze w nasiorfach cklywacja, przejawiajqca sig bqds to zmianamj proporcji poszczegélnych
frakeji biatek rozdzielanych elekfroforetycznie, bqd? zmianami szybkosci wiqczania aminbkwaséw

do polipeplydéw.

MATERIAL | METODY

Obiektem analiz byly nasiona soi (Glycine max /L./ Merr.) odm. Warszawska, zebrane
w 1977 r. i przechowywane w temp. 7-8°C przez 6-9 miesigcy. Do osmokondycjonowania par-

tie po 20 g nasion umieszczano w pojemnikach plastikowych, wy?oionych. bibulq filtracyjng

\
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Whatman No 1 /pow. 110 cmz/, zwilzonq 20 ml 25% PEG /potencjal osmotyczny ok. -8,5
bara/ z dodatkiem 0,2% fungicydu tiuramu i 1200 U ml-] penicyliny G. Nasiona catkowicie
zwilzano roztworem PEG przez delikatne przetaczanie, pojemniki przykrywano, uszczelniano
parafilmem M § umieszczanc w ciemncéci przy temp. 10°C. Po 4 dniach nasiona szybko ptuka-
no wodq, obsuszano bibulq i uzywano do analiz.

W doswiadczen iach nad wiqczaniem znakowanej leucyny do biatek podczos OC roztwér PEG
i ['| C-U]-L- leucyny /spec. akt. 7 7 TBq mol ; UVWWR, Praga/

i osmckondycjonowano przez 2 dni w temp. 10 °C, a nosfepme przez 4 dni w temp. 25°C.

uzupeh:ono 185 KBq ml

Ekspozycje HRH priez 5 dni w 25°C ,elektroprzewodnictwo wéd nastoinowych w 10°C oraz
kietkowanie w 10°C przy ciqalym oswietleniu przeprowadzano, jok opisano w sqsiedniej pracy

(8]. -
EKSTRAKCJA BIALEK | ELEKTROFOREZA

Osie zarodkowe i liscienie oddzielano recznie, proszkowano w plynnym azocie i odlipidowy-
wano w acefonie z dodatkiem NH 4OH [11]. Mqczke suszono pod prézniq i ekstrahowano 2,5%
NaCl w 0,02 M buforze fosforanowym, pH 7,4 [10]. Elekiroforeze w zelu poliokwlumidowym

- o stezeniv 5, 7 lub 10% w nieciqglym ukladzie buforowym przeprowadzano wg Davisa [2] z

nieznacznymi modyfikacjami [10] . Prqzki biatkowe wykrywano przez pozytywowe barwienie -
blekitem brylantowym Coomassie /CBB/ G-250 w 3,%% PCA [10].

Elektroforeze w obecnosci siarczanu dodecylu /SDS-PAGE/ przeprowadzano wg Savoya [11],
podgrzewajqc prébki biatkowe w buforze rozpuszczalnikowym [11] z 1% SDS przez 2 h w 37°C
[9]. Zele wybarwiano przezAnoc w 0,25% CBB w mieszaninie 45,4% metanolu i 1,08% kwasu
octowego z nastepnym odbarwianiem w 7,5% kwasie octowym z dodatkiem 5% metanolu [11].

Na zele przy PAGE i SDS-PAGE nokraplano 30-50 ug biatka w objetosci 50 al.

SYNTEZA BIALKA [N VIVO

Osie zarodkowe i li&ienie nasion osmokondycjonowanych w obecnosci ‘4C-Ieucyny prosz-
kowdno w plynnym azocie z kolejnymi odlipidowywaniami. /2 razy po 20 min/ acetonem z do-
dafklem NH 4OH [11], n-heksanem, 90% etanolem oraz mieszaning efanolu z eterem /3:1, v/v/.
Biatka eksi’rahowano 2,5% NaCl w 0,02 M buforze fosforanowym, pH 7,4 [10], a nastepnie
wytrgcano zimnym 10% TCA, przemywano kolejno zimnym 10% 1CA, dwukrotnie 1 mM roztwo-

rem leucyny w 96% etanolu, etanolem, i rozpuszczano w 0,1 N NaCH. Radioaktywno§é mie-

. rzono w mieszaninie scyntylacyjnej "Tritosol" przy uzyciu spekirometru LKB-Wallac.

Izolowane osie zarodkowe z nasion kontrolnych /tj. nie poddawanych zabiegom wstepnego

uwodnienia/, osmokondycjonowanych /4 dni/ lub eksponowanych HRH /5 dni/ umieszczano
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w2 ml ["c-U] -L-leucyny /185 KBqmi™'/ w 0,5 mM KCI z dodatkiem 0,01% Tween 20

i 50 ug ml-] .penicyliny G. Po 3-godz. inkubacji w 30°C = wsirzgsaniem osie zarodkowe ptu-
kano nadmiarem 1 mM leucyny, rozcierano w zimnym 80% etanolu zawierajgcym 1 mM leucy-
ny i odwirowywano w 0-4°C. Osad przemywano kolejno /w temp. 0-4°C/ 80% etanolem z do-
datkiem 1 mM leucyny /trzykrotnie/, 96% etanclem /dwukrotnie/, etanolem:eterem /3:1; dwu-
krotnie/ i eterem /dwukrotnie/. Bialko z osadu rozpuszczano w 1 N NoCH /7 min we wrzq-

cej lazni wodnej/. Do jednej obj. ekstraktu biatka dodawano 2 obj. zimnego 4 N TCA i osad
powstaly po 60 min w 0°C odwirowywano, rozpuszczano w 0,1 N NaCH i uzywano do ozna-

czefi radicaklywnosci polipeptydéw precypitujgcych w TCA.

WYN K]

Zaréwno OC jak i ekspozycja HRH obnizyly wydzielanie elekfrolitéw do wéd nastoinowych,
skrécily o polowg czas niezbedny do skietkowania 50% nasion w 10°C oraz wiecej niz podwoi-
ly indeks wigoru /tab. 1/. Mimo tak silnych efektéw fizjologicznych 2aden z wymienionych
zabiegéw nie spowcdowal zmian jakosciowych bialek osi zarodkowych lub liscieni, analizowa-

nych metodq PAGE. “

Tabela 1
|

Wrrost wigoru nasion soi po ekspozycji w atmosferze nasyconej parq wodnq /HRH/ lub
osmokondycjonowaniv /OC/ w 25% PEG

|

Wyszczegélnienie : C ' HRH OoC
Wilgotmosé, % suchej masy' 9,5 21,5 59, 5¢
Proswodnlctwe, 8 om | 350 1906 1706
Dni do skietkowania 50% nasion w 10°C 7,6a 3,% 3,6b
3

VI 5100 12400 12500

L Suchq mase oznaczano po 48h w 105°C. |
Grupy po 30 nasion moczono w 150 ml wody 3-destylowanej w IOOC; EP mierzono po
24 h w tej samej temp.
3 Indeks wngoru, VI =[(% skietkowafs iywofnych) x fmm dlugosci siewki/ po 10 dniach
w 10 C].'Rézn ice pomiedzy wartosciami zaznaczonymi réznymi literami w kazdej linii sq istot-

ne przy p=0,01. C - Kontrola.
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Wystepujq natomiast drobne zmiany ilosciowe poszczegélnych prqzkéw biatkowych. W F% zelu
na elektroferogramach bialek osi zarodkowych po OC i HRH stwierdza si¢ nieznaczne obnize-
nie frakeji C, E i G w poréwnaniu z kontrolq; podobnie rzecz si¢ ma ze wzglednqg wysokosciq
prazkéw M, N i R /frys. 1A/. W 7% zelu prqzek B jest wyrasniejszy w przypadku osi zarod-
kowych po  OC i HRH niz w kontroli /rys. 1B/. Wzgledna wysokosé prqzkéw D do E oraz

G do H ulega zmianom w 10% zelu fys. 1C/. '

A-600nm —

H EG QR

Os zarodk.
- 'l
| - | Ll 1 |
0 0.5 10 0 0.5 1.0

Liscien

Rys. 1. Skaningi elekiroferograméw w 5% /A/, 7% /B/ i 10% /C/ zelu poliakrylamidowym

bialek osi zarodkowych I liscieni nasion kontrolnych /C/, osmokondycjonowanych /P/ i ekspo-

nowanych HRH /H/ nasion soi. Prqzki biatkowe, zmodyfikowane w wyniku kontrolowanego u-
wadniania, zaznaczono pod odpowiednimi pikami

Fig. 1. Scanning profiles of proteins in 5% /A/, 7% /B/ and 10% /C/ polyacrylamide gels aof-

ter electrophoresis of total extract of embry exes and cotyledons of control /C/, osmocondi-

ticned /P/ and HRH exposed /H/ seeds of soybean. Protein bands modified in a result of the
treatments are dencted below the proper peaks
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Natomiast w liscieniach OC i.ekspozycio HRH spowodowaly wyr&nq zmiang prqzkéw | i k

/elekfroforeza w 7% zelu/, a OC spowodowalo obnizenie sig frakeji i 1 wzrost frakcji n

/analiza w 10% zely; rys. 1C/.

Analizy SDS-PAGE biatek liscieni wykazaly, iz OC oraz ekspozycia HRH powodujq wzrost
frakcji 5 wzgledem frakcji 4 oraz frakeji 5 wzgledem frakeji 8 i 10 /rys.’2/. Przyblizonq ma-
se molowg frakeji 4, 5, 8 i 10 wyznaczono odpowiednio na ok.80 000, 71 000, 54 000 i
45 000 daltonsw [9]. OC i HRH spowodowaly réwniez dréabne obnizenie zawartosci frakcji d
/m. mol. 71 000 D/, wzrost frakcji x /m. mol. 9500-12 000 D/ oraz wzrost wzajemnego stosun-.
ku frakeji g do h /m. mol. 45000 i 36 000daltonéw/ w przypadku biatek osi zarodkowych

/dane nie ilustrowane/.
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Rys. 2. SDS-PAGE bialek liscieni wyizolowanych z kontrolnych /C/ i osmokondycjonowanych
/P/ nasion soi.Numerami oznaczono tylko prqzki zmodyfikowane w czasie OC

Fig. 2. Scanning profiles of proteins in SDS-polyacrylamide gels after electrophoresis-of the fotal
extracts of cotyledons of control /C/ and osmoconditioned /P/ soybean seeds. Only the peaks mo-
: dified by OC are denoted with numerals -
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Znakowana leucyna przenika z roztworu PEG do nasion soi podczas asmokondycjonowania,
przy czym 1,9 oraz 7% pobranej radioaktywnosci wykryto we frakcji bialek wytrqcajqcych sig
TCA z likieni i zarodkéw /tab. 2/. Chromatografia na zelach Sephadex oraz dializa wykaza-
ly, iz radioaklywno$é ta zwiqzana jest z polipeptydami o masie mol. ponad 12 000 D /dane nie
przedstawiane/. |

Tabela 2

Wiqczanie ]4C-|‘eucyny do biatek nasion soi podczas osmokondycjonowania

Nasiona osmokondycjonowano w 25% PEG z dodatkiem 185 KBq ml_'I []4C-U ]-L-leucyny
przez 2 dni w 10°C, a nastgpnie przez 4 dni w 25°C. Aktywnosé specyficzna = dpm mg-]
biatka.

Wyszczegéinienie Radioaktywnoéé dpm x 10-3

para liscieni o¢ zarodkowa.
Calkowite pobieranie I"'C . 2 370 /100%/ 110 /100%/
Biatko 45 N1,%%/ 7,6 /7n/
Aktywnosé specyficzna 0,62 . 2,24

Specyficzna radioak?ywnosé bialek liscieni i osi zarodkowych po OC wynosita odpowiednio
620 i 2240 dpm mg-'| biatka, co $wiadczy iz synteza de novo po|ipep‘§yd6w w osiach zarodko-
wy'ch byla znacznie intensywniejsza niz w liscieniach.

' Tabela 3
Synteza blulku w osiach zarodkowych nasion soi, poddonych kentrolowanemu uwodnieniu drogq
ekspozycji HRH lub OC

Zarodki izolowano z nasion kontrolnych /C/, poddanych ekspozycji HRH przez 5 dni w 25%C
lub osmokondyqonowanych przez 4 dni w 10°C; inkubowano je przez 3 h z 14C-Ieut:ynq
w 0,05 mM KCI i 0,01% Tween 20. Radioaktywnosé przedstawiono  w dpm x 10~ ke w przelicze-
niu na jednq of zarodkowq.

Wyszczeg6lnienie C HRH cC
Catkowite pobieranie 14C ~ 80a ‘ . 100b 9%
o Radioaktywnosé w biatku 2,3a 3,4 5,0c

Radioaktywno§é w biatku, procent | |
Radioaktywnosci catkowitej 2,8a 3,4b 5,0c
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Specyficzna radiodkfywno§é biatek liscieni i osi zarodkowych po OC wynosila odpowiednio
620 i 2240 dpm mg—I biatka, co $wiadczy iz synteza de novo polipeptydéw w osiach zarod-
kowych byla znacznie intensywniejsza niz w liskieniach. . \
Osie zarodkowe nasion po OC i ekspozycji HRH pobraly ok. 20% wigcej leucyny w poréwna=+
niu z kontrolq /tab. 3/. Jednak stopier wlgczenia pobranego aminokwasu do polipeplydéw wy=
trqcajacych sie TCA wzrést do 220 i 150% w poréwnaniu z konfrolq, przyjetej za 100% . Z o-
gblnej radioaktywnoséci osie zarodkowe nasion kontrolnych wiqezyly 2,8% do polipeptydéw, pod-
czas gdy analogiczne wartosci dlg osi zarodkowych nasion eksponowanych HRH lub osmokondy=-
cjonowanych wynosily 3,4% oraz 5% /tab. 3/. Swiadczy to o silnej aktywacji ukladu biosyn-

tezy biatka w nasionach pod koniec okresu konfrolowanego uwadniania. -

DYSKUSJA

W nasionach po_osmokondycjonowaniu lub ekspozycji HRH stwierdza si¢ nieznaczne zrrlliany
ilcéciowe zawarto&ci niektérych frakcji biatkowych. Sq to zmiany zbyt skromne, aby mialy byé
przyczynqg zwigkszonego wigoru nasion /por. 7/. Bardziej znaczqcy jest fakt, iz do osmokondy-
cjonowanych nasion przenika leucyny z roztworu PEG, przy czym pewna jej czgé€ wiqcza sig
do polipeptydéw, zwlaszcza w csiach zarodkowych. Osie zarodkowe nasion po OC lub ekﬁpo—
zycii HRH réwniez intensywniej wlgczaiq znakowany aminokwas do polipeptydéw w poréwnaniu
z osiami zarodkowymi nasion konfrolnych. Wystepuje dodainia kerelacja intensywnosci syntezy
bialek ze stopniem uwodnienia nasion, poniewaz nasiona konfrolne, eksponowane HRH i OC
mialy 9,5, 21,5 oraz 60% wilgotnosci w odniesieniu do suchej masy /tab. 1, 3/. Mozna wigc
wnicskowaé, ze proces konfrclowanegc uwadniania nasion pociqga za sobq biochemiczng aktywa-
cie, zwlaszcza w osiach zarodkowych. Tlumaczy fo czgsciowo, zwigkszenie' odpornosci nasion
na stres chlodnowodny . Drugim czynnikiem odpowiedzialnym za wzrost wigoru nasion po konfro-
jowanym uwodnieniu jest prawdopodobnie zmiana struktury membran cytoplazmatycznych [por. 1,
12] , manifestujqca sig zmniejszonym wydzielaniem elekirolitéw, aminokwaséw i cukréw do roz-

tweru zewnetrznego podczas pgcznienia [7, 8].
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fleC.Kuunus, K.M.fHaC, A.Panauaonoacxa-ﬁghax

9IEKTPOPOPETUYECKME AHAIM3 BEIKQB 3APOIHUEBHX OCER M
CEMANOIEA COM / GLYCINE MAX, / C IOBRUEHHOH XHU3HECNOCOBHOCTBD

MO BJIUAHWEM NOBHUEHMA BIAXHOCTU CEMAH
Peapnpne "

CeMeHa COHM AepxXalM B arMocdepe HACHEEHHO# BOAKHEM NAapOM /HRH/,
MIH OCMOKOHAHIHOHADOBANH /0C/ B I5%-HOM pacTBODE INOJHU3THAEHOr0 I'AXKKOIA
600. [loBHmeHH® HCXOAHOR BIRXHOCTH CEeMAH /0 CBHE® 20% cyxoro semecTBa BH-
 HBANO CHAXEHHNE SIEKTPONPOBOAMMOCTH HACTOHHHX BOX, YCKOPEeHHNe MpOpacTaHHA
B Teumeparype 10°C m nopHmeHNe nMoKasaTeNd XH3HECNOCOGHOCTH cemgH. Cnexrp
~ Geaxes cemMasoae M 3apoAHNeBHX ©cell MoxBepraica HeOoNpNHM KA&YECTBEHEHM
MOoARQUKANHAM. B xoxe oC I4C nefinME ycBauBanCci CeMeHaMH H BRIDYAJICA B NO-
AunNenTnaH, BHOCHHTE3 6ésxka B 3apOANNEBHX OCAX CEMAH nocie sxcroaunun HRH
¥ OC nopHmanca xo 150 m 220% no OTHONEHRHED K KOHTPOJXBbHO® BEJMIURE NPUHA-
zof 3a I00%.IOpexmozaraercs, uro B xoae HRH u OC B cemenax npOHCIOAHT
. GMOXMMHIECKAA AKTUBANMUA, 9YACTHYHO OTBEOTCBEHHAA 38 POCT TONEDARTHOCTH con

K HA3KHM TEeMIeparypaM.
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J. S. Knypl, Krystyna M. Janas and Anna Radziwonowska-Jézwiak

-

ELECTROPHORETIC PROTEIN PATTERN AND PRCTEIN SYNTHESIS IN COTYLEDONS
AND EMBRYO AXES OF SOYBEAN /GLYCINE MAX/ WHOSE VIGOUR WAS
| ENHANCED BY INCREASED HYDRATION LEVEL QF SEEDS

. SUmmary

Soybean seeds were exposed fo water saturated atmosphere /HRH/ or osmoconditioned in 25% _
polyethylene glycol 6000 /OC/. Both ireatments halved conductivity of seed leachates, enhan-
ced germination ot 10°C, doubled the seed vigour index and caused inconsiderable quantitative
modifications in electrophoretic patterns of seed proteins. In a course of oC labelled Jeucine
was taken up by the seeds and i’ncorporafed info polypeptides of both co'y]endons and embryo
axes. Protein synthesis in embryo axes was accelerated by 150 and 220% of the confrol value
taken for 100%, as tested at the end of HRH exposure and OC , respectively, Profein synthesis
seems o be activated in the seeds subjected fo controlled hydration by means of either HRH

exposure or OC, the event beint responsible in part for the increased seed vigour.



