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Histochemiczne badania grup sulfhydrylowych w merystematycznych
komorkach roslinnych

I'ucroxuMuyecKne MCCIeNOBAHUA CYIBMIUAPHILHBIX IPYIIH
B MepHCETEMATHIECKMX PaCTUTENHHBIX KJEeTKaxX

Histochemical Investigations of Sulphhydryl Groups in Meristematic
Plant Cells

Istnieja dwa gléwne zrdédla grup sulfhydrylowych w komérkach
i tkankach: glutation (G. SH.) bioracy udziat w procesach oksydoreduk-
cyjnych i grupy SH zwigzane z biatkami, ktére mogg wystepowaé jako
wolne albo jako zamaskowane. Joyet-Lavergne (1928) do okre-
§lenia umiejscowienia glutationu uzy! smetody tzw. nitroprusydkowej,
przy ktorej pomocy grupy SH barwig sie na kolor czerwonopurpurowy
nitroprusydkiem sodu w obecnosci jonéw hydroksylowych i nasyconego
roztworu siarczanu amonu. Giroud i Bulliard (1929) oraz
Giroud (1931) natomiast postugiwali sie¢ reakcjg nitroprusydkowsa dla
poznania umiejscowienia grup sulfhydrylowych cysteiny. Okazalo sig
jednak, ze reawcji nitroprusydkowej nie mozna przeprowadza¢ na ko-
moérkach i tkankach utrwalonych, a uzyskane wyniki na tkankach $wie-
zych nie pozwalaja nie tylko na dokladng ocene ilosci grup SH, ale
takze na dokladne okreslenie umiejscowienia tych grup.

Bennett (1951) i inni badacze, postugujgc sie odczynnikiem RSR
(Red Sulphhydryl Reagent), uznanym za calkowicie swoisty dla grup
SH, mogli wybarwiaé te grupy w tkankach utrwalanych albo w 5%
kwasie tréjchlorooctowym i odwadnianych w alkoholu, albo w 800/ lub
100%; etanolu, albo wreszcie w formalinie i zamknietych w parafinie.
Roéwniez swoistym odezynnikiem dla grup SH w komorkach i tkankach,
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pozwalajacym na badanie tkanek utrwalonych jest barwienie skraw-
kow mikrotomowych przy pomocy czerni K wg sposobu podanego przez
Barnetta i Seligmana (1952). Metode te zastosowaliSmy do
przeanalizowania rozmieszczenia hadanych grup w komérkach roslin-
nych, tym bardziej ze wszystkie metody opracowane dla wykrywania
grup sulfhydrylowych dotycza tkanek i komoérek zwierzecych. Proby
zastosowania tych metod, a szczeg6lnie metody Barnetta i Se-
ligmana daly wyniki zachecajace do prowadzenia dalszych obser-
wacji.
MATERIAL I METODA

Badania histochemiczne przeprowadzonc na merysiematycznych komorkach
3-dniowych korzonkéw kietkujgeych nasion bobu (Vicia faba L) i kukurydzy
(Zea mays L.) Material utrwalano przez 24 godziny w 1% roztworze kwasu tréj-
chlorooctowego w 80% alkoholu i po odwodnieniu zamykano w parafinie. Skrawki
mikrotomowe, grubo$ci 5—8 mikronow, po odparafinowaniu inkubowano przez
2 godziny w temperaturze 50°C w 0,1 M buforze barbiturowym Michaelisa z do-
danym alkoholem bezwodnym zawierajgcym odezynnik DDD (dwuhydroksy-,
6,6- dwunaftylodwusiarczek) i barwiono czernig K rozpuszczcng w 0,1 M bpuforze
fosforanowym Sorensena., W wyniku przeprowadzonego postepowania wg metody
Barnetta i Seligmana otrzymano szarofioletowe lub brunatnofioletowe za-
barwienie grup SH w obserwowanych komdrkach., Cheace jedrak przekonaé sig
czy otrzymany wynik jest specyficzny nalezalo naprzod zablokowa¢ grupy SH,
dziatajgc na skrawki mikrotomowe po cdparafinowaniu roztworem kwasu mono-
jodocctowego w 1 N NaOH i wodzie destylowanej albo 1—2% roztworem subli-
matu, a nastepnie przeprowadzajac odczyn Barnetta i Seligmana. Wszyst-
kie preparaty po zabarwieniu zamykano w glicerozelu, trwalo$¢ zabarwienia jest
zachowana przez diugi czas.

BADANIA WLASNE

Obserwacjom histochemicznym poddano merystematyczne komoérki
tworzace strefy inicjalng i wzrostu trzydniowego korzenia kietkujacych
nasion bobu (Vicia faba L.) i kukurydzy (Zea mays L.). Komérki pood-
dzielane byty od siebie cienkimi blonkami a w protoplazmie ich widocz-
ne byly drobne wakuole grupujace sie albo w okolicy jadra, albo na
obwodzie. Komoérki czapeczki, inicjalne, pleromu, peryblemu i derma-
togenu obserwowane na przekrojach podluznych i poprzecznych korze-
nia mozna bylo latwo zréznicowaé i warstwy histogenéw byly wyrainie
dostrzegalne. ZwréciliSmy jednak uwage, ze pomiedzy pleromem a pe-
ryblemem znajdujg sie zawsze jeden, dwa lub kilka rzedéw komorek,
ktore na ksztalt pochewki otaczaja walec pleromu. Komoérki te praw-
dopodobnie tworza tzw. perykambium, o ktérym w pracy swojej wspo-
mina Guttenberg (1960).

Przeprowadzony odczyn Barnetta i Seligmana, specyficzny
dla grup SH, pozwolil przeanalizowaé¢ umiejscowienie tych wigzan za-
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rowno w histogenach jak i w samych komoérkach merystematycznych
korzeni bobu i kukurydzy. Dodatn: odczyn wyrazal sie albo dyfuzyj-
nym zabarwieniem protoplazmy na kolor szarofioletowy lub brunatnofio-
letowy, albo nagromadzeniem sie w niej bardzo drobnych brunatnych
luk brunatnofioletowych ziarenek wypelniajacych ja niemal catkowicie.
W cytoplazmie najsilniejszy odczyn obserwowalo sie przy blonie jadro-
wej i blonie komérkowej. W jadrach komérkowych odczyn na SH byt
rownomierny ale slabszy niz w cytoplazmie. Czasami SH grupowaly sig
w okolicy jaderka, co moglo przypomina¢ rozmieszczenie kwaséw nu-
kleinowych w chromatynie przyjgderkowej. Nagromadzenie dodatnich
ziarenek w komoérce bylo niejednokrotnie tak wielkie, ze maskowato
jadro i jaderko komorki, ktéra wowczas w calosci miata wyglad ciem-
nofioletowy (ryc. 1 i 2).

Dodatni odezyr Barnetta i Seligmana dla grup SH byl
bardzo wyrazny w komoérkach czapeczki, inicjalnych, dermatogenu i ko-
moérkach perykambialnych, W komédrkach pleromu i peryblemu nato-
miast odczyn by} bardzo slaby, raczej byl on ujemny (ryc. 1 1 2).

Uzyskane wyniki sprawdzono blokujac grupy SH przy pomocy kwasu
moncjodooctowego, ktory znosil calikowicie barwng reakcje. W ten spo-
sob mozna bylo upewni¢ sie takze, Ze odczyn Barnetta i Selig-
m ana moze by¢ przydatny do badan histochemicznych komorek roslin-
nych i ze grupy SH w merystematycznych komoérkach korzenia maja
swoje umiejscowienia oraz jak sadzi Latalski (1961) moga Swiadczy¢
o wysokim poziomie tioli bialtkowych cytoplazmy.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Bell (1958) zwrdcil uwage, ze udziat RNA w syntezie bialek jest
uwarunkowany obecnoscia grup SH, Grupy SH stanowig takze wazny
skladnik w budowie enzymoéw, z ktérych wiele wykazuje czynnosé ka-
talityczng tylko woéwczas, gdy ich grupy SH sg wolne. Rowniez liczni
badacze, omawiajac procesy oksydoredukcyjne zwiazane z oddychaniem
komorki, duze znaczenie przypisuja wigzaniom SH. Z procesami oksy-
doredukcyjnymi sg najprawdopodobniej zwigzane rozne procesy syntezy
i przemian.

Wyrazny odczyn histochemiczny Barnetta i Seligmana
w merystematycznych komérkach czapeczki, inicjalnych i dermatogenu
a przede wszystkim w komoérkach perykambialnych moze wiec wska-
zywa¢, ze odznaczajg sie one wzmozong przemiang materii, a tym sa-
mym mogg odgrywa¢ wazing role w procesie tworzenia sie tkanek sta-
lych korzenia.
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PE3IOME

Tucroxmummueckme wmccaenoBauusa SH-rpynm B MepUCTEMATHYIECKUX
KJeTkax KopHa Vicia faba m Zea mays mpoBOAMINCE C IIOMOIIBIO METOAA
Bapuertra mu 3esmrmana. OKa3ajoch, 4YTO OTYETJMBAA IOJOXKUTENLHAN
peakima HaOdIOJaeTCA B KJIETKAX KOPHEBOTO YeXJWKa, WHMIIMAJILHBIX
KJeTKaX M B KJeTKax jepmaroreHa. OcobeHHO ApPKO 9Ta pearuus Ipo-
ABJAeTCA B KJyeTkKax Iepumkambusa. ITosmyueHHBIe paHHBIE BUIAMMO CBUIE-
TEALCTBYIOT O TOM, YTO 3TM KJIETKM MIPAlOT BaxKHYIO0 pOJb B Ipoliecce
00pa30BaHuA MTOCTOSHHBIX TKaHEl KOPHA.

SUMMARY

Histochemical investigations of sulphhydryl groups in meristematic
cells of Vicia faba L. and Zea mays L. were carried out by the method
of Barnett and Seligman, The investigations show that a positive reaction
occurs in the root cap, dermatogen and apical cells and especially in
the pericambium cells. The results obtained show that these cells take an
important part in the formation of the permanent tissues of the root.
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