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KOMPONENTY KWASOW NUKLEINOWYCH I ICH POCHODNE
JAKO SUBSTANCJE WZROSTOWE ROSLIN

Ostatnie lata badarn nad wzrostem roélin przyniosty odkrycie szeregu
nowych substancji wzrostowych, spo$réd ktérych najwigksze zainteresowanie
budza przede wszystkim stymulatory podzialéw komoérkowych. O ile bowiem
mechanizm wzrostu wydtuzeniowego i rola auksyn w tym procesie sg juz
do pewnego stopnia wyjasnione, o tyle problem wzrostu embrionalnego jest
prawie zupelnie nie zbadany.

Od momentu, kiedy Wildiers w 1901 r. (cyt. przez Bera-f) stwierdzit,
7e dla mnozenia si¢ i zdolnoéci fermentacji drozdzy hodowanych na podio-
zach syntetycznych konieczna jest obecno$¢ substancji, ktérg nazwal biosem,
podjeto szereg prac, ktére wykazaly, ze istotnie komponenty biosu: tiamina,
kwas nikotynowy, pirydoksyna, kwas pantotenowy, inozytol, ryboflawina,
kwas p-amino-benzoesowy i biotyna sa bardzo waznymi czynnikami po-
dziatbw komérkowych zaréwno dla mikroorganizméw jak dla roslin wyz-
szych i zwierzat. Niemniej jednak badania przeprowadzone na wyizolowanych
zarodkach z mlodych nasidn réznych roélin hodowanych sterylnie na pozyw-
kach syntetycznych, z dodatkiem wszystkich znanych skladnikéw biosu, wyka-
zaly, ze witaminy grupy B nie sa jedynymi czynnikami niezbednymi dla wzrostu
i rozwoju. Van Overbeck (cyt. przez Sabinina i Polozowg) prébowal ho-
dowaé zarodki Datura izolowane z zalazkéw na pozywkach zawierajacych
wszystkie potrzebne skfadniki ‘mineralne z dodatkiem witaminéw grupy
B i kwasu askorbinowego, ale u badanych roslin podziatly komdérkowe albo nie
zachodzily wcale, albo posiadaly przebieg nieprawidlowy, w wyniku czego po-
wstawaly tkanki bezforemne, podobne do kallusowych. De Ropp (cyt. przez
Sabinina i Polozowa), ktéry hodowal w podobnych warunkach i w ciem-
nosci izolowane stozki wzrostu zyta stwierdzil, ze juz po 3 dniach do$wiad-
czenia ustawalto dzielenie sie¢ komorek tkanek merystematycznych i nastgpo-
wala degeneracja jader. Obaj autorzy doszli do wniosku, ze dla normalnego
wzrostu i rozwoju potrzebne sa jeszcze jakie$ nieznane czynniki, ktére zarodek
czerpie z endospermu nasion. Istotnie, dodatek wyciagdw tkanek endospermu
do pozywek przywracal normalny wzrost zarodkow.

Bogatym Zrédlem nieznanych jeszcze, ale koniecznych dla normalnego
przebiegu cytokinezy w komoérkach réznych tkanek roslinnych, substancji
okazalo si¢ mleko kokosowe — plynny endospern orzecha kokosowego
(Overbeck, Conklin, Blakeslee (1941), Caplin, Steward (1948), Le-
vine (1951), Schanz, Steward-a (1952)).
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Dla wyjasnienia natury chemicznej czynnikéw stymulujacych podzialy
komoérkowe, a wystepujacych w roélinach, podjeto szereg badan cytoche-
micznych tkanek merystematycznych i mikroorganizméw, ktére to badania
wykazaly, ze najintensywniejszemu wzrostowi roSliny towarzyszy najwyzsza
zawarto$¢ nukleoproteidow w komoérkach. W miare ustawania wzrostu
komérek i przechodzenia ich w stadium dyferencjacji zawarto$¢ tych sub-
stancji obniza si¢ (Caspersson (1941) oraz cytowani przez Sabinina i Polo-
zowa — Zalewski i Iwanow).

U bakterii w miarg starzenia si¢ komorek, a takze w warunkach nie sprzy-
jajacych, nastgpuje zahamowanie lub nawet ustanie wzrostu kultury przy
jednoczesnym obnizeniu si¢ poziomu nukleoproteidow w komoérkach. Przed
rozpoczeciem si¢ podzialéw komoérkowych mozna znéw zaobserwowac u bak-
terii gromadzenie si¢ nukleoproteidéw, Bietozjerski (1944), Caspersson
i Schultz (1939) na podstawie badan na licznych obiektach roélinnych i zwie-
rzgcych dochodza do wniosku, ze wystgpowanie wysokich koncentracii
nukleoproteidow w szybko dzielacych si¢ komoérkach jest zjawiskiem po-
wszechnym. -

Prace te, jak réwniez wyzej juz wspomniane obserwacje de Roppa, ktory
stwierdzil, ze przy zahamowaniu wzrostu embrionalnego tkanek meryste-
matycznych stozkéw wzrostu zyta nastgpuje degeneracja jader komérkowych,
bedaca reakcja na naruszenie przemiany nukleoproteidéw, daly poczatek
badaniom nad udzialem skladnikéw kwaséw rfukleinowych w procesach
wzrostowych roélin.

Juz w latach 1915—20 Bottomley, ktory hodowatl rzgs¢ na pozywkach
syntetycznych z dodatkiem witaminéw z grupy biosu, stwierdzil, ze ro§liny
gingly, jezeli do podloza nie dodano wodnego lub alkoholowego wyciagu
torfu, Po dodaniu tego wyciagu wzmagata si¢ aktywnos$¢ bakterii aerobowych,
stanowigcych mikroflore torfu, a okazy rzesy stawaly si¢ mocno zielone,
duze; obserwowano u nich liczne podzialy komérkowe. W niektoérych do-
$wiadczeniach masa roélin wzrastala w ciggu 8 tygodni. okolo 3000 razy,
podczas gdy w kontroli tylko 50 razy. Koncentracja zwigzkéw organicznych
wyciagébw torfu nie przekraczala w pozywce 17 czesci na milion. Badania
cytologiczne wykazaly, ze ro$liny hodowane na pozywkach z dodatkiem
wyciggu torfu posiadaly duze komoérki wypelnione plazmg i duze, latwo
barwiace si¢ jadra z wyraznie widocznymi jaderkami, podczas gdy u roélin
kontrolnych obserwowano degeneracje jader. W wyciagach’ torfu znaleziono
komponenty kwaséw nukleinowych: dwunukleotyd adenino-uracylowy, cyto-
zyne i guaning. W dalszych swoich pracach Bottomley badat dziatanie mie-
szaniny komponentéw kwaséw nukleinowych, wyizolowanej z bakterii sta-
nowiacych mikroflor¢ torfu oraz czystego preparatu nukleotydu adenino-
uracylowego, na wzrost rz¢sy i wykazal ostatecznie, ze stymulujace dzialanie
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wyciagébw torfu na podzialy komérkowe zwigzane jest z obecnoécia w nich
zasad purynowych i pirymidynowych 1.

Bonner i Haagen-Smith (1939), ktérzy hodowali Cosmeg¢ w kultu-
rach piaskowych, stwierdzili, ze dodatek adeniny wplywa na zwigkszenie
rozmiaréw lisci tej rosliny.

Wykazano réwniez dziatanie komponentéw kwaséw nukleinowych na szyb-
kos$¢ kietkowania tagiewek pytkowych (Addicot), wzrost mikroorganizméw
(Cagianut, 1946) i pierwotniakow (Kidder i Dewey), a takze na wzrost
kietkéw owsa, gorczycy i salaty (Ber—e, 1949) oraz koleoptyli owsa.

Ogromne znaczenie dla wyjasnienia stymulujacego dzialania zasad pury-
nowych i pirymidynowych na podzialy komdrkowe szeregu roélin posiadaja
prace poswigcone hodowli tkanek in vitro.

Skoog (1950) i cytowani przez Wicksona-Galstona i Handa(1956)
ustalili, ze adenina jest czynnikiem decydujagcym o powstawaniu pakéw
u fragmentéw todygi tytoniu, hodowanych in vitro. Wyniki te zostaly po-
twierdzone przez Jacquiota (1954) na tkankach wigzu. Miller i Skoog (1953)
stwierdzili, ze i inne zasady purynowe i pirymidynowe sa zdolne do stymulo-
wania kaulogenezy.

W wyniku badan nad znaczeniem skiadnikéw kwaséw nukleinowych dla
stymulacji cytokinezy ustalono, ze sa one na ogél czynnikami pobudzajacymi
proliferacj¢ tkanek roélinnych (Wiggans, 1954) i odgrywaja ogromna rolg
jako regulatory wzrostu ro$lin nizszych i wyzszych.

Hodowle in vitro pozwolily réwniez stwierdzi¢, ze niektore rosliny posia-
dajace mniejsza zdolno$¢ do biosyntezy zasad purynowych czy pirymidyno-
wych wymagaja dodatku tych substancji z zewnatrz. Okazalo sig, Zze np.
pewne szczepy Lactobacillus czy streptokokkéw hemolizujacych wymagaja
dodatku do $rodowiska adeniny i guaniny (do$wiadczenia cytowane przez
Bonnera). Dodatek do podloza guaniny i hypoksantyny okazal si¢ bardzo
potrzebny we wczesnych stadiach wzrostu grzyba Phycomyces blakesleanus
(Robbins, Kavanagh, 1942), za§ mutanty Neurospora, ktére stracity zdol-
no$¢ syntetyzowania pirymidyn i wymagaja dodatku tych wilasénie sktadnikéw.

Badania Bonnera i Haagen-Smita, ktorzy stwierdzili, ze wzrost mezofilu
miodych lisci rzodkiewki zachodzi tylko w obecno$ci czynnikéw wyekstra-
howanych z liSci dojrzatych i nasion rzodkiewki i grochu oraz, ze substancja
aktywna w stymulowaniu wzrostu liéci okazala si¢ wyizolowana z aktywnych
wyciggéw adenina, ktéra mozna bylo zastapi¢ hypoksantyna, daly poczatek
prébom izolacji substancji nukleinowych — aktywnych stymulatoréw po-
dzialtéw komoérkowych z materialu roslinnego.

! Dane Bottomleya (cyt. przez Sabinina i Polozowa) budza jednak pewne zastrzezenia, gdyz
wydaje si¢ malo prawdopodobne, aby autor ten mogt w latach 1915—20 postugiwac sie np. czy-
stym preparatem nukleotydu adenino-uracylowego, lub tez izolowaé ten zwiazek w stanie czystym
z materialu biologicznego (przyp. autora).
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Ogromne znaczenie dla prac nad izolacja substancji czynnych z materiatu
ro§linnego posiadaty badania Jablonskiego i Skooga (1954), ktorzy stwier-
dzili, ze fragmenty lodyg tytoniu nie moga rosna¢ na podtozach syntetycznych,
jezeli usunaé z nich wiazki naczyniowe. Fragmenty te nie rosng réwniez
w miejscach, gdzie ich kontakt z wiazkami jest przerwany. Spostrzezenie to
nasunelo autorom wniosek, ze w wiagzkach naczyniowych wystepuja jakies
czynniki stymulujace wzrost tkanek lodygi. PdZniejsze badania wykazaly,
ze substancje o podobnym dzialaniu (czynne jeszcze w stezeniu 10°¥) znaj-
duja si¢ rowniez w drozdzach, stodzie i mleku kokosowym. Okazato si¢, ze
z wodnych zawiesin drozdzy (Miller, Skoog, 1956) mozna wyekstrahowac
eterem substancje ogromnie czynng w pobudzaniu cytokinezy, cechujaca si¢
maksimum absorpcji przy dtugosci fali 268m . i stracajaca si¢ z kwa$nych
roztwordw azotanem srebra. Substancje t¢ otrzymano w iloSciach bardzo
drobnych. Poniewaz wykazywala ona wlasnosci podobne do puryn, przeto
podjeto proby wyizolowania jej z kwaséw dezoksyrybonukleinowych, grasicy
cielecej oraz spermy $ledzia. Autoklawujac stare preparaty KDN, grasicy
i spermy w temperaturze 120° przy pH 5, w toku czgéciowego rozpadu KDN
udato sie uzyskaé substancj¢ czynna w stymulowaniu cytokinezy oraz ustali¢
jej wzoér empiryczny C,,HoN;O.

Wysoka zawarto$§¢ azotu, charakter amfoteryczny, maksimum pochia-
niania $wiatta w ultrafiolecie okolo 268 m ., wlasno$¢ wytracania si¢ solami
srebra i izolowanie z DNA nasuwaly przypuszczenie, ze otrzymany zwiazek
stanowi pochodna puryn. Dalsze badania ustalily, ze zwiazek ten jest pochodna
adeniny, a mianowicie 6-furfurylometyloaminopuryna o wzorze struktu-
ralnym:

HC—CH
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Zwiazek ten zostal nazwany kinetyna. Miller i Skoog wyrazaja przypuszczenie,
ze kinetyna powstaje w tkankach roélinnych z adeniny i kwasu lewulinowego.

Dla substancji o dziataniu fizjologicznym podobnym do kinetyny. cho¢by
nawet o zupelnie innym charakterze chemicznym, wprowadzono nazwe Kinin
(Miller, Skoog — d). Do kinin zaliczono tez migdzy innymi 1,3-dwufenylo-
mocznik, ktory zostal ostatnio wyodrebniony i zidentyfikowany jako jedna
z substancji fizjologicznie czynnych w stymulowaniu podzialéw komorko-
wych, wystepujacych w mleku kokosowym (Schantz, Steward, 1955b), kto-
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rych dzialanie poréwnywano z dzialaniem kinetyny (Hildebradt, Riker,
Klemmer, 1956).

Schanz i Steward, (1956 c¢) doniesli réwniez o wyizolowaniu z plynnego
endospermu niedojrzalych kasztanéw ogromnie aktywnych stymulatoréw
podziatéw komorkowych z grupy leukoantocjanin.

Kinetyna i inne pochodne adeniny typu puryna-NH-R jak np. benzylo-
fenylo-aminopuryny (Skinner, Schive, 1955), jak réwniez dwufenylomocz-
nik sa specyficznymi kininami, podobnie jak kwas f-indolooctowy jest specy-
ficzna auksyna (Miller, Skoog, 1956).

Od momentu ukazania si¢ pierwszych publikacji o kinetynie oraz opraco-
wania metod otrzymywania jej na drodze syntezy (Hall, de Roppe, Bullock,
Hand, Stokstad, 1955, a w Polsce Supniewski, 1956) substancja ta
wzbudzita ogromne zainteresowanie w pracowniach biologicznych.

Okazalo si¢ przy tym, ze reakcja komoérek roélinnych i zwierzgcych na
kinetyng i inne kininy jest r6zna w tym sensie, ze zwigzki te stymulujac cyto-
kinez¢ u rodlin stanowia jednocze$nie czynniki hamujace podzialy komérek
zwierzecych.

Badajac przebieg procesu regeneracji odcigtych ramion hydry pod wply-
wem szeregu fenyloalkilowych pochodnych adeniny, Ham, Eakin i Skinner
stwierdzili, ze zwiazki te w fiar¢ zwigkszania si¢ liczby atoméw wegla w lan-
cuchu bocznym wykazuja coraz silniejsze dzialanie hamujace na podzialy
komérkowe u hydry. Wyniki te zachecily szereg badaczy do podjecia préb
zahamowania podzialoéw komoérek nowotworowych przy pomocy tych zwigz-
kéw (Lettré, Endo — 1956, Hampton, Biesele, Moore — 1956).

Jesli chodzi o dotychczasowe badania na materiale ro§linnym, to usta-
lono, ze efekty wywolywane przez kinetyne sa do$¢ réznorodne.

Najbardziej charakterystyczna cecha fizjologicznego dziatania tego zwigzku
Jest wywolywanie cytokinezy. Poza tym kinetyna jest czynnikiem stymulu-
jacym kietkowanie nasion, wzrost siewek (Miller, Skoog d) powstawanie
i rozwéj korzeni i pakéw (Miller, Skoog, Skinner, Schive), rozgalezianie sie
plech watrobowcéw (Dmochowski, Potapczykowa, Sempinska, 1957).
Ostatnio Kurz i Kummerow (1957) donieéli, ze kinetyna jest réwniez
poteznym czynnikiem przerywajacym okres spoczynkowy Hydrocharis.

Mechanizm dziatania kinetyny nie zostal jeszcze wyjaéniony, ale dotych-
czasowe dane wydaja si¢ wskazywa¢ na pewne podobienstwo w dziataniu
kinetyny, $wiatta czerwonego i zwiazkéw kobaltu. Doéwiadczenia Millera
(1956) wykazaly, ze kinetyna stosowana w ciemnoéci stymuluje kietkowanie
nasion salaty, pobudza rozwdj siewek, wydluzanie si¢ lodyg, hypokotyli
i ogonkow lisciowych fasoli, powoduje rozrogt blaszek liSciowych fasoli,
a hamuje wydluzanie si¢ epikotyli grochu, ktére to efekty mozna otrzymaé
rowniez dzialaniem $wiatta czerwonego. Scott (1956) stwierdzit podobiefistwo
fizjologicznego dziatania kinetyny, $wiatla czerwonego i zwiazkéw kobaltu.

Wiadomosci botaniczne, z. | 2
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Byé moze, ze dzialaniem kinetyny oraz $wiatta czerwonego rzadzi jakis
podobny mechanizm, ktérego zbadanie moze mie¢ duze znaczenie dla wy-
janienia roli $wiatta w tak waznych procesach fizjologicznych, jak kwitnienie
czy biogeneza barwnikéw roslinnych. Thimman -(1955) badajac udziat
zasad purynowych i pirymidynowych w powstawaniu antocjanow stwierdzit,
ze kinetyna hamuje tworzenie si¢ barwnikéw antocjanowych u Spirodela
oligorrhiza.

Z badan Richmanda i Langa nad mechanizmem dzialania kinetyny
wynika, ze zwiazek ten jest czynnikiem hamujacym procesy katabolicznego
rozpadu bialek. :

Wiadomo, ze w §cietych lisciach (do§wiadczenia cytowane przez Bonnera)
jak réwniez w uszkodzonych innych czgéciach roélin (do$wiadczenia cytowane
przez Bera f) zachodzi intensywny rozpad biatek poprzez aminokwasy, amidy
kwaséw asparaginowego i glutaminowego do wolnego amoniaku Rich-
mand i Lang stwierdzili, ze dodanie kinetyny do wody, w ktorej przetrzymy-
wano {ciete li§cie Xanthium, wyraznie hamuje przechodzenie azotu w formy
rozpuszczalne, a takze zapobiega rozkladowi chlorofilu.

W interpretacji mechanizmu dzialania kinetyny Glasziou (1957) kiadzie
duzy nacisk na rol¢ tego zwigzku w metabolizmie blon komoérkowych.

Stymulujacy wplyw kinetyny na podzialy Kémorek roSlinnych wzrasta
w obecnosci kwasu p-indolooctowego oraz aminokwaséw. Wickson i Thi-
mann, opierajac si¢ na badaniach Skooga i Tsui, ktérzy wykazali, Ze two-
rzenie sie pakoéw u fragmentéw lodygi tytoniu hodowanych in vitro jest ha-
mowane przez kwas indolooctowy, a stymulowane przez adening, stwierdzili,
7e w tworzeniu si¢ pakéw u tej rosliny zachodzi réwniez antagonizm migdzy
dziataniem kinetyny i kwasu p-indolooctowego. Hamujacy efekt auksyny
mozna bylo usunaé przez dodanie kinetyny. Jesli chodzi o przebieg cytokinezy
w komorkach tkanek kallusa tytoniu, to Skoog (1954), a takze de Ropp (1956)
wykazali, ze kinetyna stymuluje podziaty komérkowe szczeg6lnie silnie w obec-
noéci kwasu p-indolooctowego. Whalley (1956) zaobserwowal, ze dodatek
do podtoza, na ktorym hodowano tkanki 7ragopogon, kinetyny i mieszaniny
aminokwaséw silniej stymulowat podzialy komorkowe niz dodatek samej
kinetyny. -

W Zakladzie Biochemii Uniwersytetu Lédzkiego podjeto réwniez badania
nad kinetyna ze wzgledu na jej zwiazek z substancjami nukleinowymi, sta-
nowiacymi od wielu lat przedmiot zainteresowan naszej pracowni.

' Nasze prace wstgpne rozszerzyly zakres dotychczasowych badan nad
kinetyna przez wprowadzenie nowych, latwych testéw roslinnych (Dmo-
chowski, Potapczykowa, Sempifiska) i nowych metod ilosciowych
badan chemicznych nad tym zwiazkiem. Dalsze badania (prowadzone wspol-
nie z Zakladem Anatomii i Cytologii Roélin U. £.), w wyniku ktérych stwier-
dziliémy, ze kinetyna jest nie tylko stymulatorem podzialéw komérkowych,
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ale wywoluje ona rowniez hypertrofie komoérek (Olszewska, Potapczyko-
wa, Sempinska), stanowily dla nas punkt wyjscia do badad zmierzajacych
do poglebienia znajomo$ci mechanizmu dzialania kinetyny. Stwierdziliémy
(Potapczykowa, Keller), ze kinetyna jest zwigzkiem aktywujacym pod-
stawowe procesy wzrostowe: synteze zwigzkéw azotu i przylaczanie wody.

Jak wida¢ z powyzszego przegladu, w interpretacji proceséw wzrostowych
roélin coraz wiecej uwagi po$wieca sie dzi§ roli kwasow nukleinowych oraz
ich komponentow. '

Stwierdzone przez Bera (1949 a, b, ¢, d, €) antagonistyczne dzialanie po-
chodnych kwasu barbiturowego i tiouracylu w stosunku do czynnikéw wzro-
stowych szeregu roélin, jak réwniez dane Rebstocka, Balla i innych (1956),
ktorzy stwierdzili, Ze benzoimidazol i strukturalnie do niego podobne sub-
stancje sa antagonistami puryn i dzialaja hamujaco na wzrost niektérych rosling
przemawiaja za ogromnym znaczeniem substancji nukleinowych dla wzrostu.

Z dos$wiadczert Skooga (1954) nad fragmentami lodyg tytoniu hodowanych
in vitro wynika zndéw zwiazek miedzy synteza kwaséw nukleinowych i dzia-
faniem auksyn. Autor ten uwaza, ze kwas f-indolooctowy jest stymulatorem
syntezy kwasow nukleinowych. '

Badania nad mechanizmem dzialania sktadnikéw kwaséw nukleinowych,
ktore odgrywaja tak wielka role w procesach wzrostu roélin, posiadaja ogromne
znaczenie nie tylko teoretyczne, ale i praktyczne.
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