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Synteza DNA w kietkujacych nasionach Vicia faba L.
Cunres DNA B npopacraiowmnx cemenax Vicia faba L.

DNA Synthesis in Germinant Vicia faba L. Seeds

Synteza DNA w kietkujacych nasionach wiaze sie §cisle z przechodzeniem ko-
moérek ze stanu spoczynkowego do metabolizmu oraz ze wznowieniem ich cyklu
zyciowego. Badania wykazaly, ze jadra merystemu zarodkowego w spoczynkowych,
suchych nasionach znajdujg sie w okresie intermitotycznym. Z prac Bogdanowa
i wsp. (1964) oraz Avanzi i wsp. (1963) wynika, ze w suchych nasionach Pisum
i Triticum wystepujg wszystkie kategorie jader intermitotycznych — G,, S i G,, na-
tomiast w nasionach Vicia faba stwierdzono wystepowanie jader fazy G, i G, (Bru-
nori i wsp. 1966), przy czym jadra fazy G, stanowig we wszystkich wypadkach
zdecydowang wiekszo$é.

Badanie kietkujgcych nasion jeczmienia (Chang, 1963), grochu (Bogdanow
i wsp., 1964) i bobu (Davidson, 1966) pozwolily na oznaczenie czasu pojawiania
sie pierwszych podziatow komoérkowych, a zastosowanie metody autoradiograficz-
nej na okreslenie poczgtku syntezy DNA.

W naszej pracy przeanalizowano zagadnienie pojawiania sie mitoz oraz synte-
ze DNA w kieltkujgcych nasionach Vicia faba L. przy uzyciu metody cytofotome-
trycznej.

MATERIAL I METODYKA

Suche nasiona Vicia faba L. moczono w wodzie wodociggowej przez 24 godziny.
Nastepnie wybierano nasiona jednakowo nabrzmiale i hodowano je dalej w pilyt-
kach Petriego na wilgotnej bibule w temperaturze 20°C. Obserwacji dokonano na
korzeniach zarodkowych z nasion suchych oraz na korzeniach z nasion xielkuja-
cych, w odstepach 6-godzinnych poczgwszy od chwili zakonczenia 24-godzinnego
moczenia. Szczytowe odecinki korzeni (1 mm) utrwalano w plynie Carnoya i sporza-
dzano preparaty trwate. Podluzne skrawki mikrotomowe, grubosci 10 mikroné6w hy-
drolizowano w 1n HCI przy temperaturze 60°C przez 8 minut i barwiono cdeczyn-
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nikiem Schiffa przez 2 godziny. Po 3-krotnym przeplukaniu w wodzie z SO, zamy-~
kano w balsamie. Zawarto§¢ DNA w badanym materiale oznaczano cytoiotome-
trycznie przy uzyciu fotometru Zeissa, typ II (Grzycka, 1967). Wyniki zestawiono
w tabelach i histogramach.

BADANIA WLASNE

Zalozeniem pracy bylo stwierdzenie, w jakim okresie czasu od wykiel-
kowania nasion pojawiajg sie pierwsze podzialy mitotyczne, oraz kiedy
rozpoczyna sie synteza DNA. Punktem wyjsciowym bylo zbadanie stanu
komoérek w nasionach spoczynkowych.

W tab. 1 przedstawiono dane liczbowe uzyskane na podstawie cytofo-
tometrycznego oznaczania DNA w jadrach merystemu korzeniowego na-
sion suchych oraz nasion kielkujgcych. Zestawione wyniki pozwalajg
stwierdzi¢, ze jadra komoérek merystematycznych nasion suchych znaj-
dujg sie we wszystkich stadiach intermitozy, to znaczy G,, S i G;. Jadra
fazy G, sg najliczniejsze, stanowig bowiem az 79%, jadra G, — 14%, na-
tomiast jadra fazy S zaledwie 7%. Podobnie ksztaltuje sie sytuacja w na-
sionach moczonych przez 24 godziny, a takze w merystemie korzeniowym
nasion hodowanych przez 18 godzin od zakonczenia moczenia, gdzie jg-
dra fazy G, stanowig 76—80%, fazy S od 5 do 7% i fazy G, od 15—17%.
Zawartos¢ DNA w jadrach komoérek merystematycznych omawianych
korzeni nasion ilustruje ryc. 1, A, B i C. Nieznaczne réznice wystepuja
w korzeniach po 24 godzinach od zakonczenia moczenia. Obserwuje sie
w nich niewielki spadek jader fazy G; (64%) oraz wzrost liczby jader
fazy Si G, (131 23%) — rye. 1 D.

Wyrazna réznica wystepuje po 30 godzinach hodowli. Liczba jader
fazy G, spada do 54%, wzrasta natomiast liczba jader fazy S do 19% i fa-
zy G, do 27%. Na tym samym mniej wigcej poziomie (51, 21 i 28%) utrzy-
muje sie stan jagder w poszczegélnych fazach po 36 godzinach od zakon-
czenia moczenia (ryc. 1 Ei F).

W preparatach z korzeni nasion pozostajacych w hodowli 18 godzin
zauwazono pojedyncze, nieliczne figury mitotyczne. W zwigzku z tym
przeanalizowano po 10 korzeni z nasion hodowanych na piytkach przez
18, 24, 30, 36, 42,,48, 54 i 60 godzin. Z kazdego z 10 korzeni obliczano
w preparatach po okolo 1000 komérek z uwzglednieniem komérek dzie-
lacych sig. Wyniki liczbowe zestawiono w tab. 2.

W grupie 1 (18 godzin), gdzie nasiona byly mocno napeczniale i miaty
reknietg lupine, na 10 badanych korzeni tylko w 4 korzeniach stwier-
dzono obecno$¢ mitoz. W grupie 2 (24 godziny) w 6 korzeniach na 10
i w grupie 3 (30 godzin) w 7 korzeniach. Procent komérek dzielgcych
sie wynosit w tych grupach od 0,29 do 0,94. W pozostatych grupach mi-
tozy obserwowano we wszystkich badanych korzeniach. W grupie 4 (36
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Wzgledne wartosci DNA

Ryc. 1. Histogramy zawartoséci DNA w jadrach komérek merystemu korzeniowego

suchych i kietkujacych nasion Vicia faba L. A — nasion suchych, B — nasion

moczonych przez 24 godziny w wodzie, C — nasion po 18 godz., D — po 24 godz.,
E — po 30 godz. oraz F — po 36 godz. od zakonczenia moczenia
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Tab. 2. Czestotliwo§é mitoz w merystemie korzeniowym Vicia faba L.
The frequency of mitosis in Vicia faba L. root meristem

Czas w godz. Liczba Liczba Catkowita Komérek dzielacych sie
od zakonczenia korzeni korzeni liczba
moczenia badanych 2z mitozami komérek liczba %

18 10 4 8705 25 0,29
24 10 6 9240 72 0,78
30 10 7 9407 88 0,94
36 10 10 8920 406 4,55
42 10 10 9730 1050 10,79
48 10 10 8640 1065 12,33
54 10 10 10050 2140 21,29
60 10 10 9850 2230 22,64

godzin) korzenie byly lekko wysuniete, a w grupach 5 do 8 (42—60 go-
dzin) osiggaly diugo$¢ 5—15 mm. Czestotliwosé podzialdw byla tu rézna,
zarO0wno w poszczegdlnych korzeniach w obrebie jednej grupy, jak tez
i w obrebie badanych grup. Procent komoérek dzielacych sie w korzeniach
nasion hodowanych przez 36 godzin od zakonczenia moczenia wynosil
4,55, po 42 i 48 godzinach wzrost do 10,79 i 12,33, a po uptywie 54 i 60
godzin réwnal sie 21,29 i 22,64% (tab. 2).

OMOWIENIE WYNIKOW

Wyniki uzyskane w naszych badaniach na podstawie oznaczania za-
wartosci DNA, a takze dane z piSmiennictwa (Bogdanow i wsp.
1964, 1967, Avanzi i wsp. 1963, Brunori iwsp. 1966) pozwalajg
na stwierdzenie, ze stan komoérek w merystemie zarodkowym nasion su-
chych badanych roslin ksztaltuje sie podobnie. Jadra fazy G; stanowiag
wiekszosé, niezaleinie od wystepujgcych wahan liczbowych, jak np. w
przypadku nasion grochu z réznych lat o wyraznie innych warunkach
klimatycznych (Bogdanow i wsp. 1967). Jedynie zagadnienie doty-
czgce wystepowania komoérek w fazie S, to znaczy komédrek z nie zakon-
czong syntezg DNA, pozostaje otwarte. W badaniach suchych nasion
Vicia faba (Brunori i wsp. 1966) wykazano jedynie obecnnsé¢ jader
fazy G, i G,, podczas gdy w naszych obserwacjach stwierdzono réwniez

Histograms of the DNA content in cell nuclei of root meristem of dry and germi-

nant Vicia faba L. A — dry seeds, B — seeds soaked for 24 hours in water, C —

seeds after 18 hours, D — after 24 hours, E — after 30 hours, F — after 36 hours.
From the end of soaking
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wystepowanie jader fazy G, i G,, ale zauwazono ponadto jadra posiada-
jace posrednie wartosci DNA. Stanowig one zaledwie 7%.

Utrzymywanie sie podobnego, jak w nasionach suchych, stanu komoérek
w merystemie korzeniowym nasion moczonych przez 24 godziny, a takze
w pierwszych grupach nasion hodowanych potwierdza wnioski Bogd a-
nowa i wsp. (1964), ktorzy stwierdzaja, ze jest to okres zwiekszania
sie rozmiaréw komorek i jader na skutek nawadniania, brak jest jednak
w tym okresie syntezy DNA.

Nieznaczny wzrost liczby jader fazy S i G; oraz spadek liczby jader
fazy G; po 24 godzinach od zakonczenia moczenia, pozwala sadzi¢, ze
w tym okresie pewna liczba jgder rozpoczyna syntetyzowanie DNA, tym
bardziej, ze w grupach nastepnych (30 i 36 godzin) obserwuje si¢ dalszy
wzrost liczby jader fazy S i G,. Jak wynika z obserwacji, w przewaza-
jacej liczbie korzeni Vicia faba, synteza DNA wyprzedza mitoze. Poczg-
tek syntezy DNA wystepuje bowiem po 24 do 30 godzinach od zakoncze-
nia moczenia nasion, a podzialy mitotyczne wystepujg we wszystkich ko-
rzeniach dopiero po 36 godzinach. Jednakze w niektérych korzeniach
pierwsze mitozy pojawiajg sie juz po 18 godzinach, a wiec w czasie, w kto-
rym nie stwierdzono syntezy DNA. Davidson (1966) sugeruje, ze sg
to komorki, ktére w okresie spoczynkowym nasienia pozostawaty w fazie
G,, a wiec byly juz przed wykietkowaniem nasion przygotowane do roz-
poczecia podziatow.
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PE3IOME

Uenebto paboTebl 6bino BbISCHEHME, B KAKOE BPEeMs Nociie NPOPAacTaHus ce-
man Vicia faba L. HaumHaeTcs mutoTHMUeckoe aeneHue u cuutes DNA. Co-
Aepwavne DNA B sape MepucTeMaTHHeCKHMX KETOK CYXMX M NPOpacTatomux
cemsH onpepensnocb UuTopoTOMeTpuuecku. B pesynbtate npoBeAeHHbIX
MCCNefOBaHuit YCTAHOBNEHO, UTO B MEPUCTEME CYXHMX CEMSAH BCTPEYAIOTCH BCe
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KaTeropum uHTepmuronuueckux spep, 1.e. G;S u G,Y. Y BonbwuHcTBa Uc-
cnepnoBaHHbIx kopHen cuHtes DNA B npopacralolmx ceMeHax onepemaes
mutommuyeckoe aenervme. CuHTes HaumHaeTtcs cnycts 24—30 vacos, Torga kak
MUTO3 — cnycTs 36 YacoB KynbTypbl.

SUMMARY

The foundation of the work was to ascertain in which period of time
from the germination of Vicia faba L. seeds does the mitotic and DNA
synthesis division begin. The DNA contents in the meristematical cell
nuclei of dry and germinant seeds was determined cytophotometricaly.
In result of the carried out observations it was ascertained that, in dry
seed meristem, all the categories of intermitotic nuclei appear, that is G,,
S and G,. DNA synthesis in germinant seeds, in the majority of studied
roots, preceeds the mitotic division. It begins after 24—30 hours, while
mitoses occurs in all the studied roots only after 36 hours of culture.

4 Annales UMCS, sectio D, vol. XXVIII






