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W SWIETLE BADAN OSTATNICH LAT *

Od czasu odkrycia auksyn i giberelin okolo 40 lat temu — wiele substancji
wzrostowych zostalo wydzielonych z tkanck roslinnych — zidentyfikowanych
i zsyntetyzowanych, a liczba proceséw wzrostowych w jakich stwierdzono ich regu-
lujaca rolg lub przynajmniej wykazano korelacj¢ miedzy ich aktywnoscia a prze-
biegiem proceséw morfogenetycznych wciaz wzrasta. Warto wymieni¢ chocby tylko
niecktore procesy bedace wynikiem calego kompleksu proceséw enzymatycznych
i histogenetycznych, w ktorych stwierdzono regulujaca rolg substancji wzrostowych,
a mianowicie: wydtuzanie pedéw i korzeni, reakcje tropiczne, wzajemne uwarunko-
wanie rozwoju cze$ci nadziemnej poprzez dominacj¢ wierzchotkowa i korelatywne
hamowanie, aktywno$¢ kambialna, regeneracj¢ tkanek uszkodzonych, rozmnazanie
wegetatywne i generatywne, reakcj¢ fotoperiodyczna, zapylanie i zapladnianie,
dojrzewanie owocow, kietkowanie nasion, indukowanie spoczynku, opadanie lisci
i owocOw, starzenie si¢ tkanek i organdw.

Oczywiscie wobec tak wszechstronnego udzialu hormondéw roslinnych w pro-
cesach wzrostu i rozwoju ro$lin, problem mechanizmu ich dzialania od lat jest
przedmiotem wielu badan i spekulacji naukowych. Istniejg liczne i wprost $wietne
prace w wydaniu ksiazkowym, w ktorych autorzy przedstawiaja poglady jakie od
lat 60 panowaly na temat mechanizmu dzialania regulatoréw wzrostu. Wymieni¢
tu tylko niektore, jak wydana w 1955 r., a chyba dzi$ juz klasyczng ksiazke Leo-
polda — Auxins and Plant Growth — ksiazke Plant Growth Regulation bgdaca
zbiorem prac przedstawionych na czwartej migdzynarodowej konferencji doty-
czacej regulatoréw wzrostu roélin, ktéra odbyla si¢ w 1959 r. w Instytucie Boyce
Thompsona w Stanach Zjednoczonych, materialy konferencji dotyczacej natural-
nych regulatoréw wzrostu roélin, ktéra miala miejsce w r. 1964 w Gif we Francji
i wreszcie wydana w 1967 r. w Polsce ksiazke pt. Substancje wzrostowe roslin
Maciejewskiej-Potapczykowe;.

Osobom zainteresowanym problematyka regulacji wzrostu ro$lin wiadomo
jednak, ze informacje dotyczace mechanizmu dzialania substancji wzrostowych

* Referat wygloszony na posiedzeniu Warszawskiego Oddzialu Towarzystwa Botanicznego 4.1V. 1968 r.
12*
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przedstawione w dzielach po$wigconych regulatorom wzrostu roslin sa fragmenta-
ryczne i niezadowalajace. Wynika to oczywiscie z braku niezbgdnych danych spraw-
dzonych dos$wiadczalnie i ostrozno$ci badaczy w formulowaniu hipotez.

W koricu ubieglego, a szczegdlnie w pierwszej polowie biezacego dziesigciolecia,
zaczely si¢ jednak pojawia¢ prace, ktore rzucity nowe $wiatlo na zagadnienie mecha-
nizmu dzialania substancji wzrostowych. Jest to zwiazane z ogromnym post¢gpem
badan cytogenetycznych i wyjasnieniem niektorych najbardziej podstawowych
proceséw metabolizmu komérki, a mianowicie roli kwaséw nukleinowych w syn-
tezie bialek. Zwiazane jest takze z wydzieleniem specyficznego informacyjnego kwasu
rybonukleinowego petniacego rolg kodu tzw. messengera RNA (m-RNA), ktorego
synteza powiazana jest $cisle z okreslonymi odcinkami kwasu dezoksyrybonukleino-
wego pelniacego role wzorca genetycznego. Wzorzec ten zawiera odpowiednia
informacje genetyczna o kolejnosci zasad w nukleotydach messengera kwasu rybo-
nukleinowego, a tym samym informacj¢ o kolejnosci syntezy aminokwasow
w polipeptydach bialek.

Trudno dzi$ dociec, ktore prace zapoczatkowaly seri¢ badan dotyczacych po-
wiazania procesow zwiazanych z regulowana przez kwasy nukleinowe synteza
bialek i dzialaniem hormonéw ro$linnych. W wielu publikacjach za pioniera uwaza
si¢ japonskiego badacza Yoshio Masude, ktory w 1959 r. podal do wiadomosci.
ze tkanka roslinna (koleoptile owsa), na ktora podzialano enzymem bioracym udzial
w hydrolizie kwaséw nukleinowych, rybonukleaza, jest mniej wrazliwa na dzialanie
auksyny. Nalezy jednak pamigtaé, ze juz w 1953 r. Silberger i Skoog wskazywali na
wplyw IAA na zawarto$¢ kwasu nukleinowego i wzrost tkanki w kulturze rdzenia
tytoniu, a wiele prac, cho¢by takich jak prace Olszewskicj z 1959 r. bylo Scisle
zwiazanych z ta problematyka. Dopiero w kilka lat pozniej ukazaly si¢ jednak wyniki
badan licznych badaczy dostarczajace bogatego materiatlu doS$wiadczalnego.
w ktorym stosujac specyficzne inhibitory procesow syntezy bialek i kwasow nuklei-
nowych badacze wykazali, Ze obydwa te procesy jednoczesnie sa konieczne dla
optymalnego wzrostu komorek rolinnych w obecnosci substancji wzrostowych.

Na czolo tych prac wysuwaja si¢ badania Varnera i jego wspSlpracownikow
z Uniwersytetu w East Lansing w St. Zjednoczonych, dotyczace wplywu kwasu
giberelinowego na kietkowanie nasion jeczmienia.

Podstawowa hipotez¢ badan oparto tu o znane juz wczesniej nastgpujace fakty:

1) juz od 1890 r. z badan Haberlandta wiadomo bylo, ze warstwa zywych ko-
morek, tzw. warstwa aleuronowa, otaczajaca martwa tkanke zapasowa endospermu
nasion roélin z rodziny Gramineae wydziela w czasie kietkowania zarodka enzymy
hydrolityczne — amylazy, odpowiedzialne za hydroliz¢ skrobi,

2) od r. 1940 dzi¢ki badaniom Japoriczyka Hayashi (1940) wiadomo jest, ze
giberelina przyspiesza kielkowanie nasion jeczmienia i ryzu,

3) w latach 1958—60 wykazano, ze czynnikiem, ktéry w czasie inicjacji aktyw-
no$ci merystematycznej zarodka pobudza aktywno$¢ a-amylazy jest substancja
giberelinopodobna (Yomo 1958, Radley 1960). Spostrzezenie to zostalo wkrotce
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potwierdzone przez Yomo (1960) i Palega (1960), ktorzy w celu pobudzenia aktyw-
nosci a-amylazy uzyli kwasu giberelinowego, i wreszcie

4) odkrycie w latach 1961—63 stwierdzajace, ze giberelina pobudza takze aktyw-
no$¢ innych hydrolaz w warstwie aleuronowej, a mianowicie proteaz (Y omo 1961,
Briggs 1963), rybonukleazy (Chrispeels niepublikowany cytat za Varnerem 1967)
i g-glukonazy (Mac Leod i Millar 1962).

Przyjmujac za punkt wyjécia wyzej wymienione badania oraz wlasne wyniki,
w ktérych stwierdzono, ze zwigkszenie aktywnosci «-amylazy, towarzyszace dzialaniu
gibereling moze by¢ zahamowane przez warunki beztlenowe oraz przez dziatanie
dinitrofenolu, lub parafluorofenylalaniny i chloramfenikolu — inhibitoréow od-
dychania i syntezy bialek — Varner postawil hipotez¢ robocza, zakladajaca ze
wzrost aktywno$ci z-amylazy zwiazany jest ze wzmozeniem jej syntezy.

Do badan swych Varner uzyt potéwek nasion jeczmienia bez zarodka, ale z nie-
naruszona warstwa aleuronowa. Pozwolito to na wyeliminowanie wptywu zarodka
i stworzylo §wietne warunki dla do$wiadczenia, w ktorym jedyna zywa tkanka endo-
spermu, tkanka aleuronowa zbudowana byla z homogennej populacji niedzielacych
sic komorek (tryploidalnych) reagujacych na dzialanie gibereliny juz przy koncen-
tracjach w przedziale 10"* do 10-7 M.

Po okresie inkubacji potéwek nasion jeczmienia w obecnosci kwasu giberelino-
wego juz wizualnie mozna bylo stwierdzi¢, ze najpierw ulegla hydrolizie czgs¢
materialu zapasowego endospermu znajdujaca si¢ najblizej warstwy aleuronowej.

Wprowadzajac do pozywki obok kwasu giberelinowego znaczona C' fenylala-
ning Varner (1964) wykazal nastepnie, ze w czasie inkubacji aminokwas ten wbudo-
wywany byl migdzy innymi do frakcji biatkowej przejawiajacej aktywno$¢ a-amylazy.
W dalszych dos$wiadczeniach Varner stwierdzil, Ze inne aminokwasy, leucyna,
alanina, prolina i treonina ulegaly wbudowaniu w biatko «-amylazy ekstrahowanej
z tkanek poléwek nasion jeczmienia inkubowanych w obecnosci kwasu giberelino-
wego (Varner i Chandra 1964). Ostatecznie Varner i badacze z nim wspélpracu-
jacy wykazali, ze przyrost aktywnosci ow-amylazy w tych tkankach zwiazany byt
z synteza de novo tego enzymu.

Po ustaleniu tego faktu, Varner i jego koledzy postanowili zbada¢ hipotezg
zakladajaca, ze wplyw kwasu giberelinowego na syntez¢ a-amylazy jest wyrazem
oddzialywania gibereliny na syntez¢ kwasu rybonukleinowego niezbednego do
syntezy biatka tego enzymu. W badaniach zastosowali oni selektywny inhibitor
syntezy kwasu rybonukleinowego dziatajacy na poziomie transkrypcji kwasu dezoksy-
rybonukleinowego — antybiotyk aktynomycyng D. Substancja ta dodana wraz
z kwasem giberelinowym do pozywki, w ktorej inkubowano wypreparowang z na-
sion jeczmienia warstwe aleuronowa tylko czeSciowo hamowala syntezg a-amylazy.
Jesli jednak inhibitor dodano w 12—24 godzin przed podzialaniem gibereling, efekt
byl znacznie wigkszy. Aktynomycyna D nic hamowala syntezy «-amylazy, jesli
dodano ja w 6—12 godzin po wprowadzeniu kwasu giberelinowego do pozywki.

Zbadano tez w jaki sposob kwas giberelinowy wplywa na wiaczanie znakowa-
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nych C'* urydyny i adeniny oraz znakowanego P* fosforu w czasteczki kwasu
rybonukleinowego w czasie moczenia poléwek nasion jeczmienia. Wyniki nie
pozostawialy watpliwosci, ze synteza kwasu rybonukleinowego poprzedzata syntezg
e-amylazy (Chandra i Varner 1965).

Ostatecznie badacze ci nie podali jeszcze wynikéw stwierdzajacych z cala pew-
noécia, ze syntetyzowany kwas nukleinowy zawiera takze informacyjny messen-
ger RNA specyficzny dla syntezy «-amylazy. Jednakowoz w krotkim doniesieniu
zlozonym na konferencji w Nowym Yorku Varner podal do wiadomosci (Var-
ner 1967), ze wyniki przeprowadzonych nieopublikowanych jeszcze do$wiadczen
z podwojnie znakowanymi substancjami wskazaly na syntez¢ frakcji kwasu rybo-
nukleinowego uwazanego za messengera RNA. Pozostalo do wyjasnienia czy frakcja
ta zawiera messenger-RNA specyficzny dla syntezy z-amylazy, a takze m-RNA specy-
ficzny dla syntezy innych hydrolaz.

Wyniki do$wiadczenia z zastosowaniem aktynomycyny D doprowadzily auto-
row do wniosku, ze dzialanie gibereliny na syntezg kwasu rybonukleinowego ma
miejsce na poziomie transkrypcji kodu genetycznego DNA.

Niezaleznie od Varnera i jego kolegébw inna grupa badaczy pracujaca pod
kierunkiem Langa w tym samym Uniwersytecie podjeta prace zmierzajace do pozna-
nia mechanizmu dzialania gibereliny na wzrost wydtuzeniowy komorek (Nitsan
i Lang 1965, 1966, Lang i Nitsan 1967). Rowniez ci badacze zastosowali inhibi-
tory syntezy bialek: chloramfenikol, puromycyn¢ oraz inhibitor syntezy kwasu
rybonukleinowego — aktynomycyne D. Dzialali oni na wzrost siewek Lactuca
sativa wrazliwej na dzialanie gibereliny i stosowanej w testach biologicznych tej
substancji, a nastepnie odcinki epicotylu Lens culinaris. Poza wymienionymi wyzej
inhibitorami badacze ci wlaczyli takze do do$wiadczen inhibitory syntezy kwasu
dezoksyrybonukleinowego: ametopteryng, mitomycyng C, alkohol fenetylowy
i 5-fluorodezoksyurydyne (FUDR). Wybor szczego6lnie tej ostatniej substancji
podyktowany byt faktem, Ze podobnie jak inhibitory syntezy RNA hamowala ona
silnie wzrost zaréwno bedacy wynikiem stymulacji giberelinowej, jak i w dos$wiad-
czeniach gdzie gibereliny nie stosowano.

Badania nad wzrostem siewek Lactuca sativa nie daly jeszcze jasnego wniosku,
stwierdzono bowiem, Zze w okresie inkubacji roélin kontrolnych zachodzil zar6wno
podzial, jak i wydtuzenie komorek. Mozna wigc bylo podejrzewac, ze o ile w obec-
nosci gibereliny zachodzi takze wzmozona synteza DNA, zwiazana jest ona z po-
dzialem komorek. Natomiast w badanych odcinkach epikotylu Lens culinaris nie
stwierdzono zmiany w liczbie komorek, przynajmniej w ciagu 48 godzin inkubacji.
Tak wigc w tym przypadku, inhibitor syntezy DNA ograniczal wyraznie faz¢ wzrostu
wydluzeniowego. Postanowiono wigc sprawdzi¢ hipotez¢ robocza zakladajaca, ze
dla normalnego przebiegu procesu wzrostu wydluzeniowego niezbedna jest synteza
kwasu dezoksyrybonukleinowego i zbada¢ wplyw gibereliny na ten proces. W tym
celu odcinki epicotylu Lens culinaris, inkubowano w obecnosci kwasu giberelinowego
i 5-fluoro dezoksyurydyny, a nastepnie oznaczano w nich zawarto$¢ kwasow nukleino-
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wych (Nitsan i Lang 1966). Z danych przedstawionych przez Langa wynika, Ze -
w czasie inkubacji zawarto$¢ DNA w tkance epikotylu wzrastata. Zwigkszenie syntezy
bylo jednak znaczniejsze przy obecnosci gibereliny. Inhibitor syntezy kwasu dezoksy-
rybonukleinowego ograniczal t¢ syntez¢ do poziomu obserwowanego na poczatku
do$wiadczenia. Celem uzyskania dalszego dowodu dla potwierdzenia otrzymanych
wynikéw badacze ci prze§ledzili wiaczanie znaczonej tymidiny-H* do kwaséw
nukleinowych tkanki. Z badan tych wynikalo, ze w czasie inkubacji zachodzila
synteza kwasu dezoksyrybonukleinowego. Z innych badan z zastosowaniem znako-
wanej C**-urydyny ustalono, ze w okresie badanym nastgpuje rowniez synteza kwasu
rybonukleinowego, szczegélnie jego frakcji rybosomowej. W oparciu o wyniki
swych badan Lang i jego wspdlpracownicy zaproponowali hipotezg, ze stymulujace
wzrost wydtuzeniowy dzialanie kwasu giberelinowego posiada zwiazek z synteza
kwasu dezoksyrybonukleinowego. Badacze ci ograniczyli si¢ jednak do ostroznej
interpretacji tego zwiazku sugerujac jedynie, Ze synteza kwasu dezoksyrybonukleino-
wego moze by¢ potrzebna w czasie wytwarzania rybosomowego kwasu rybonukleino-
wego.

Prace nad mechanizmem dziatania gibereliny doprowadzily niemalZze natychmiast
do wlgczenia w sfere badann mechanizmu dziatania zaledwie kilka lat temu odkrytego
i zsyntetyzowanego naturalnego inhibitora wzrostu i substancji indukujacej spoczy-
nek, a bedacej antagonista dzialania gibereliny w kilku procesach biologicznych —
mianowicie dorminy zwanej takze abscisyna 1I. Dormina jest hormonem ro$linnym
przy$pieszajacym opadanie lisci, mlodych owocéw, szypulek pozbawionych za-
wigzkéow owocowych i ogonkéw lisciowych pozbawionych blaszek u bawelny.
Hormon ten przy$piesza takze starzenie odcigtych liSci, powoduje zahamowanie
wzrostu pedow i wytwarzanie paczkow spoczynkowych, dziala przeciwstawnie
stymulacji IAA we wzro$cie koleoptile owsa i dzialaniu gibereliny w systemie testo-
wym endospermu nasion jeczmienia. '

Sprawa mechanizmu dziatania dorminy (abscisyny 11) zajgli si¢ przede wszystkim
jeden z odkrywcow tej substancji i jego koledzy Addicott, Ohkuma, Smith
i Thiessen 1966) a takze badacze z Michigan State University (Varner i inni).
Zainteresowanie ich uzasadnione bylo faktem, ze dormina hamowala pojawienie
sie a-amylazy w czasie inkubacji warstwy aleuronowej nasion jgczmienia w obecnosci
kwasu giberelinowego. Starajac si¢ wyjasni¢ przyczyng zahamowania syntezy
z-amylazy stwierdzili oni, ze dormina nie hamowala oddychania i proceséw fosfo-
rylacji. W do$wiadczeniach gdzie zastosowane zostaly inhibitory syntezy bialek
takie, jak: puromycyna, p-fluorofenyloalanina i inne, badacze ci wykazali jedno-
cze$nie, ze dormina nie ogranicza wlyczania znakowanych C'* aminokwasow w biatka
rozpuszczalne warstwy aleuronowej (Chrispeels, Varner 1966). Poniewaz wcze-
$nicjsze badania tych autoréw z zastosowaniem aktynomycyny D wskazywaly na
mozliwo$¢ przejawiania przez gibereling aktywnosci poprzez wplyw na syntezg
kwasu rybonukleinowego w procesie jego transkrypcji na kwasie dezoksyrybo-
nukleinowym — postanowili oni sprawdzi¢ wplyw dorminy na syntez¢ RNA.
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Odpowiednie do$wiadczenia ze znakowana C'-urydyna wykazaly pewne (si¢ga-
jace 259%) zmniejszenie wiaczania tego zwiazku w czasteczki kwasu rybonukleino-
wego. Autorzy przypuszczaja, ze zahamowanie to spowodowane bylo jednak obnize-
niem pobierania urydyny, a nie zmniejszeniem inkorporacji i nie jest specyficzne.
Na podkreslenie wg Varnera zastuguje tu fakt, ze inhibicja dorminy nie przypomina
dzialania zadnego ze stosowanych dotad inhibitoréw syntezy z-amylazy. Nie wplywa
ona ani na oddychanie, ani na fosforylacje, ani na globalna syntez¢ bialek i kwasu
rybonukleinowego. Poniewaz wplyw gibereliny na syntez¢ «-amylazy przejawia si¢
réwniez nie ilosciowa, a jakoSciowa zmiang w syntezie biatka, Varner uwaza za
prawdopodobne, ze interakcja obu substancji jest przejawem dzialania w podobnym,
a nawet identycznym purikcie procesow determinujacych syntez¢ biatka enzymu.
Stwierdzenie to niezupelnie jest w zgodzie z wynikami do$wiadczenia, w ktorym
Varner badal interakcj¢ obu hormondéw w procesie syntezy z-amylazy przy pomocy
znanej metody analizy Kinetycznej reakcji enzymatycznej Michaelisa i Mentona.
Uzyskane w tej drodze wyniki przedstawione jako wykres Lineweaver-Burka
wskazuja, ze proste nie przecinaja si¢, a wigc dzialanie obu substancji nie ma
charakteru kompetycyjnego. Varner uwaza jednak, ze w przypadku skompli-
kowanego systemu tkankowego jakim si¢ postuguje w swych badaniach, nawet
gdyby dzialanie obu substancji bylo Scisle kompetycyjne, wykres moglby przed-
stawiaé si¢ inaczej niz w prostym systemie enzym-substrat-inhibitor, dla ktorego
opracowano metodg analizy kinetycznej. Niestety autorzy jak dotad, zdaje si¢ nie
opublikowali danych dotyczacych radioaktywnosci roznych frakcji kwasoéw nukleino-
wych po inkubacji tkanek w obecnosci dorminy. Wyniki takie niewatpliwie sa w przy-
gotowaniu i wkrotce nalezy spodziewaé si¢ dalszego wyjasnienia hipotezy tych
autorow.

Dane takie, chociaz dla innego materialu doswiadczalnego i dla interakeji dor-
miny z innym regulatorem wzrostu, a mianowicie z 6-benzyladening, substancja
z grupy cytokinin, przedstawit w r. 1967 van Overbeek i jego wspotpracownicy
(van Overbeek i in. 1967).

Do badan swych badacze ci wybrali Lemna minor, ktéra sposrod szeregu prze-
badanych roélin okazala si¢ najbardziej wrazliwa na dzialanie dorminy. RoSlina
ta reagowala zahamowaniem przyrostu masy juz przy koncentracji 1 p.p.b., a przy
tym zahamowanie jej wzrostu powodowane nawet przez koncentracj¢ 1000 razy
wicksza bylo tatwo odwracalne po przeniesieniu rolin na pozywke bez dorminy.
Badacze ci stwierdzili, ze istnieje mozliwo$¢ zniesienia lub ograniczenia inhibicji
wywolanej przez dorming w stezeniach az do 100 p.p.b. przez dodanie do pozywki
analogicznej iloéci 6-benzyladeniny lub innych cytokinin. Poniewaz juz dawnic]
wiadomo bylo, ze roéliny dwulicienne w obecnosci benzyladeniny wzmagaly synteze
kwasow nukleinowych v. Overbeek i jego wspolpracownicy postanowili zbadac
wspoéldzialanie tej substancji i dorminy w odniesieniu do procesu syntezy kwasow
nukleinowych. Przede wszystkim zastosowano inhibitor procesu transkrypcji kwasu
rybonukleinowego na czasteczkach kwasu dezoksyrybonukleinowego 6-metylo-
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puryne tym bardziej, ze okazalo sig, ze substancja ta przy koncentracjach podobnego
rzedu hamuje wzrost Lemna minor w podobny spos6b jak dormina, a inhibicja ta
jest odwracalna, oraz wykazuje analogiczng interakcj¢ z cytokinina. Przeprowadzono
badania wspoldziatania dorminy i cytokininy w procesie wilgczania znakowanego
fosforu P* w czasteczki kwaséw nukleinowych. Okazalo sig, Ze w obecnosci dorminy
najwczesniej zmniejszeniu ulegata inkorporacja fosforu oznaczonego do frakcji
kwasu dezoksyrybonukleinowego. A mianowicie wilaczanie znakowanego fosforu
do frakcji DNA juz po 1 dniu oddzialywania dormina bylo znacznie bardziej zahamo-
wane, niz do ktorejkolwiek frakcji kwasu rybonukleinowego. Autorzy wysnuli wige
wniosek, ze zahamowanie syntezy kwasu dezoksyrybonukleinowego jest jednym
2 wezesniejszych stadiow dziatania dorminy, a zahamowanie syntezy kwasu rybo-
nukleinowego nastgpuje pézniej. Podobnie po wyeliminowaniu dzialania inhibi-
torem, synteza DNA ulegla przy$pieszeniu najwczednie;.

Rozpatrujac znaczne roznice w budowie chemicznej dorminy i 6-benzyladeniny
v. Overbeck uwaza za malo prawdopodobne, Zeby antagonistyczne dzialanie tych
dwéch substancji bylo przejawem inhibicji kompetycyjnej w stosunku do aktyw-
noéci dzialania jakiego$ enzymu. Jest on sklonny raczej rozpatrywa¢ mozliwos¢
allosterycznej inhibicji polimerazy DNA zgodnie ze schematem inhibicji i aktyw-
noéci allosterycznej Monoda (1966). Wg tej koncepcji dormina jako inhibitor
utrzymywataby pewna cz¢§¢ enzymu w formie nieaktywnej, co powodowaloby
przesunigcie rownowagi enzymatycznej w kierunku stanu nieaktywnego pozosta-
wiajac tylko pewna cz¢§¢ enzymu w stanie czynnym. Struktura dorminy
wg v. Overbeeka moglaby sprzyjaé powstawaniu nietrwalego zwiazku migdzy jej
czasteczkami, a grupami aktywnymi czasteczek aktywatora poprzez dwupunktowe
wigzanie wodorowe. Po odlaczeniu dorminy enzym uzyskiwalby swoj normalny stan
rownowagi. Rola cytokininy moglaby polega¢ na utrzymywaniu enzymu w jego
formie aktywnej, a wiec umozliwiajacej syntez¢ kwasu dezoksyrybonukleinowego.

Na uwage zasluguje tu zbiezno$¢ wynikéw uzyskanych przez v. Overbeeka
i wynikow Langa omawianych wcze$niej, chociaz ten ostatni badat dzialanie innego
hormonu roélinnego — gibereliny na inny proces, a mianowicie wzrost wydluze-
niowy epikotylu Lens culinaris. Obaj badacze stwierdzili wplyw badanych hormo-
néw na syntez¢ DNA w czasie procesu wzrostu. Z pracy v. Overbeeka wynika tez,
7e zahamowanie syntezy DNA poprzedzaio zmniejszenie syntezy rybosomo-
wego DNA. W tym ujeciu wyniki uzyskane przez v. Overbeeka mozna rozpatrywac
jako podtrzymanie hipotezy Langa, Ze dla normalnecgo przebiegu wzrostu niezbgdna
jest synteza jakiej$ frakcji kwasu dezoksyrybonukleinowego zwiazanej z wytwarza-
niem rybosomoéw.

Ze wspomnianej pracy v. Overbeeka wynikaja takze istotne wnioski zwiazane
z problemem mechanizmu dzialania cytokinin. Ot6z dane te wskazuja, ze 6-benzyla-
denina stymulowala syntez¢ kwaséw nukleinowych, a w tym kwasu dezoksyrybo-
nukleinowego. Sam fakt, Ze cytokininy moga oddzialywa¢ na metabolizm kwasow
nukleinowych i synteze bialek, oraz ze moga by¢ metabolizowane i wbudowywane
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w czgsteczki kwasu nukleinowego znany jest jednak juz od do$¢ dawna. Odpowiednia
dyskusje tego zagadnienia mozna znalezé w syntetycznej pracy Maciejewskiej-
Potapczykowej (1967) i pracach szczegotowych. W dalszym ciagu sam mechanizm
regulacji wzrostu roslin przez te hormony wciaz jest malo poznany.

Nowe dane, ktore ostatnio przedstawit Srivastava (1967) po dokonaniu badan
nad wplywem kinetyny na degradacj¢ jadra i chloroplastow w czasie starzenia si¢
odcietych lisci Hordeum vulgare oraz wzrostu tkanki rdzenia Nicotiana tabacum
sa w zasadzie tylko uzupelnieniem i rozwinigciem wynikow znanych juz z badan
wezesniejszych dotyczacych wlaczania radioaktywnej kinetyny do kwaséw rybo-
nukleinowych (Olszewska 1959). Dane Srivastavy przedstawiaja jednak wyraznie
sugerowanc wczesniej korelacje i dodaja kilka nowych informacji. Jako takie za-
stuguja tu na krotkie omowienie.

W ciggu 4 dni inkubacji odcigtych lici jeczmienia w obecnosci kinetyny znako-
wanej CY lub po 20—26 dniach wzrostu szczepu tkanki rdzenia tytoniu Srivastava
badal zmiany ilo$ciowe, a nastgpnie radioaktywno$¢ w roznych frakcjach kwasow
nukleinowych. W niektérych doswiadczeniach zamiast radioaktywnej kinetyny
stosowal on w pozywce radioaktywny fosfor P3%. Przede wszystkim wykazal on,
7e kinetyna zapobiegala degradacji rybosomowego RNA w odcigtych lisciach
jeczmienia. W dalszym ciagu przedstawione przez Srivastave dane wskazuja, ze
radioaktywny C'* ze znaczonej kinetyny pojawit si¢ we wszystkich frakcjach kwasow

_nukleinowych zaréwno w lisciach jeczmienia, jak i w tkance tytoniu. Dane te zgodne
sa rowniez z doniesieniem Foxa z 1966 r., ktory obserwowal inkorporacj¢ benzyla-
deniny we frakcje niskoczasteczkowego kwasu rybonukleinowego (s-RNA). Na
podstawie swej pracy Srivastava proponuje mechanizm dzialania kinetyny wzoro-
wany na uprzednio oméwionych sugestiach Varnera odno$nie regulacji syntezy
a-amylazy w nasionach jeczmienia, podobnie zreszta jak thumaczyla role cytokininy
w opéznianiu procesu starzenia si¢ tkanek Osborne juz w 1962 r. A mianowicie
sugeruje on, ze cytokinina wplywa na syntez¢ kwasu rybonukleinowego w procesie
jego transkrypcji na DNA. W tym przypadku sytuacja jest jednak bardziej skompli-
kowana wiadomo bowiem, Ze czesto dzialanie cytokininy ujawnia si¢ dopiero
w obecnosei innych regulatoréw wzrostu, szczegodlnie znane sg interakcje cytokininy
z auksyna. Dlatego tez celem lepszego zrozumienia mechanizmu dziafania cytokinin
i ugruntowania wyzej wspomnianej hipotezy potrzebne sa jeszcze bardziej niz w sto-
sunku do innych hormonow roslinnych gruntowne badania.

Zagadnienic mechanizmu dzialania auksyn w procesach wzrostowych bylo
dotad baddne najbardziej wszechstronnie. Dzigki temu powstalo wiele hipotez
starajacych si¢ wytlumaczy¢ mechanizm stymulacji wzrostu towarzyszacy dzialaniu
auksyn. Hipotezy te omawiane szczegdlowo we wspomnianych juz weze$niej pracach
przegladowych mozna uporzadkowa¢ w trzy grupy. A mianowicie:

1. Najwczeéniejsze historycznie i do dzi§ posiadajace duze znaczenie hipotezy,
ktore wiaza stymulacje wzrostowa auksyn ze zmianami zachodzacymi w blonie
komorkowej, pobieraniem wody i wlasnosciami osmotycznymi komorki.
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2. Hipotezy traktujace auksyny jako substancje wspoldzialajace bezpos$rednio
z aktywnoscia enzymow, to jest pewnego rodzaju koenzymy, substancje ochronne
lub nawet wchodzace w sklad enzymow. Do tej grupy hipotez naleza rowniez
propozycje dotyczace zwiazku auksyn z enzymami metabolizmu ATP, biorgcymi
udzial w przenoszeniu reszt kwasu fosforowego z wysokoenergetycznych wigzan ATP,
a szczeg6lnie z fosfatazami hydrolizujacymi estry kwasu fosforowego.

Wobec zlozono$ci kompleksowego procesu jakim jest obserwowany wzrost,
wplyw auksyn na aktywno$¢ réznych systeméw enzymatycznych moze by¢ jednak
dalece niebezposredni i dlatego hipotezy nalezace do tej kategorii sa chyba najdalsze
wyja$nienia specyfiki dzialania auksyn jako stymulatoréw wzrostu.

3. Trzecia grupa, to hipotezy uwzglgdniajace przede wszystkim rol¢ auksyn
w procesach syntezy kwas6w nukleinowych i bialek. Jest zupetnie prawdopodobnie,
ze auksyny reguluja wzrost poprzez dzialanie na kilka réznych procesow — np. na
wzrost plastycznych wlasciwosci blony komérkowej, umozliwiajacych powigkszanie
si¢ objetosci komorki wskutek istniejacego w komorce ciSnienia osmotycznego
i zwiekszonego pobierania wody (jak sugeruja to Cleland i Burstréom, 1961),
oraz syntezg bialek, szczegolnie za$ biatka enzymatycznego poprzez regulacj¢ syntezy
specyficznego kwasu rybonukleinowego (co sugeruje wielu badaczy).

Ostatnie prace Clelanda (1967) i Lockharta (Lockhart i in. 1967) dostar-
czaja dalszych dowodéw, ze auksyna powoduje znaczny wzrost zaréwno pla-
stycznych, jak i clastycznych wlasciwoséci blony komoérkowej w czasie indukcji
wzrostu wydluzeniowego. Cleland zademonstrowat przy tym nowa, ciekawa technike,
umozliwiajaca badanie wlasciwosci fizycznych samych bton komoérkowych, a nie
jak dotad calych koleoptile.

Celem blizszego wyja$nienia zwiazku miedzy stymulacja wzrostu przez auksyng,
a metabolizmem kwasow nukleinowych wykonanych zostalo w ostatnich latach
wiele prac. Zagadnienie to w stosunku do auksyn bylo wyczerpujaco dyskutowane
w pracy Maciejewskicj-Potapczykowej i dlatego ogranicze si¢ tutaj do zreferowania
tylko ostatnich znanych mi w tej dziedzinie wynikow.

Znane dotad wyniki wskazuja na mozliwo$¢ udziatu auksyny w procesach syntezy
biatka enzymatycznego jako korepresora lub co najmniej substancji wlaczonej w sy-
stem regulacji: represor-gen regulator-gen strukturalny DNA odpowiedzialny za
uruchomienie lub zatrzymanie syntezy informacyjnego messengera RNA specyficz-
nego dla okreslonych bialek enzymatycznych.

Ostatnio przedstawione dane przez grupe badaczy z Purdue University
w Lafayette, wspolpracujacych z dr Key sa proba powigzania tych hipotez ze znanym
wplywem auksyny na plastyczno$¢ (lub rozciagliwo$¢) blony rosnacych komorek
(Key iin. 1967). Badacze ci zastosowali inhibitory syntezy kwasu rybonukleinowego
zwiazanej z transkrypcja DNA w systemie, gdzie badali wptyw kwasu 2,4-dwuchloro-
fenoksyoctowego na wzrost i plastyczne wlasciwosci blony komoérkowej hypokotylu
soi. Badania wykazaly, ze antybiotyki hamujace syntez¢ kwasu rybonukleinowego
i biatka hamowaly jednoczes$nie stymulacj¢ wzrostu pod wplywem auksyny oraz
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zwigkszenie rozciagliwos$ci blony komérkowej. Waznym bylo wykazanie, Ze istotng
role odgrywalo tu nie zahamowanie globalnej produkcji RNA i bialek, lecz tylko
pewnych specyficznych frakcji zwigzanych ze wzrostem.

Celem wyjasnienia tego zagadnienia Key i jego wspolpracownicy zbadali wplyw
szeregu analogow pirymidynowych i purynowych na syntezg RNA i wydluzanie hypo-
kotylu soi w obecnosci auksyny. Zadna z substancji analogow pirymidynowych nie
hamowala wzrostu i syntezy RNA z wyjatkiem 5-fluorouracylu, ktory w badanych
koncentracjach hamowat tylko syntez¢ RNA bez wplywu na wzrost. 5-fluorouracyl
nie hamowal takze syntezy bialek. Analogi purynowe, 8-azaguanina i 6-metylpuryna
zahamowaly zaréwno wzrost, jak i syntez¢ kwasu rybonukleinowego. Podobnie
dziatal antybiotyk aktynomycyna D. Te ostatnie substancje hamowaly tez syntezg¢
bialek. Poczatkowo mala, a nastgpnie wzmacniajaca si¢ inhibicj¢ wywolang dziala-
niem aktynomycyny D, ttumaczy Key obecnoscia w okresie poczatkowym pewnego
zapasu wcze$niej wytworzonego messengera RNA, ktory ulega zuzyciu. Zapas ten
pOzniej nie zostaje juz uzupetniony poniewaz aktynomycyna D hamuje jego synteze
de novo. Wnioskujac na podstawie obserwacji szybkosci hamowania wzrostu przez
aktynomycyng¢ D Key wysunal hipoteze, ze synteza frakcji bialka niezbednej dla
wzrostu byla hamowana znacznie silniej, niz globalna synteza bialek i Ze obieg
specyficznego dla tej frakcji informacyjnego messengera RNA byl szybszy, niz
innych frakcji m-RNA. Poniewaz wzrost mogl si¢ odbywa¢ jednak mimo zahamo-
wania syntezy RNA przez 5-fluorouracyl nalezato sprawdzi¢, ktorych frakeji RNA
synteza zostaje zahamowana. W do$wiadczeniu ze znakowanym P* ortofosforanem
stwierdzono, ze w wyniku dzialania 5-fluorouracylu (w badanych koncentracjach)
zahamowaniu ulegata synteza przede wszystkim rybosomowego RNA, a takze
tzw. frakcji rozpuszczalnej przenosnikowego RNA (transfer RNA) i DNA. Stosun-
kowo najmniejszej inhibicji ulegala frakcja, w ktoérej spodziewano si¢ obecnosci
informacyjnego RNA. Whnioski wysnute przez Keya na podstawie jego obszernej
pracy sa nastepujace: wydluzanie komoérek w tkankach roslinnych uzaleznione jest
od stalej biosyntezy RNA i bialtka. Potrzeba syntezy RNA ogranicza si¢ do koniecz-
nosci syntezy frakcji zwanej D-RNA — tj. frakcji, ktorej synteza uzalezniona jest
bezposrednio od transkrypcji DNA, i w ktorej przynajmniej czg$¢ stanowi informa-
cyjny m-RNA. Stymulujace wzrost dzialanie auksyny uzaleznione jest takze od
syntezy RNA i bialka. Dzialanie to nie polega na uaktywnianiu juz istniejacego
kwasu rybonukleinowego i biatlek. Wplyw auksyny na wzrost mozna tez tlumaczy¢
stymulacja syntezy RNA w ujeciu globalnym, za§ w mniejszym stopniu bialek.
Synteza ta zawieralaby rowniez frakcje, ktora tworzy si¢ w wyniku bezposrednicj
transkrypcji DNA.

W pracy Keya interesujace jest podkreslenie, ze auksyna wzmaga globalng syn-
tez¢ RNA, szczegélnie jego frakcji rybosomowej. By¢ moze jest to przejawem po-
dobnego mechanizmu dziatania jaki sugerowal Lang w omawianej juz poprzednio
pracy dla dzialania gibereliny.

Interesujaca pracg dotyczaca mechanizmu dzialania auksyny przedstawili
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ostatnio w krotkim doniesieniu badacze wspolpracujacy z Galstonem. Autorzy ci
zademonstrowali wyniki badafi wskazujace na istnienie w tkance fodygi grochu
specjalnego kompleksu odpornego na dziatanie hydrolaz, ziozonego z kwasu indolilo-
3-octowego i kwasu rybonukleinowego. Kompleks ten nalezalby do frakcji rozpu-
szczalnego RNA tzn. 4s-RNA lub przeno$nikowego t-RNA (Kaur-Sawhney
iin. 1967).

Po okresie inkubacji tkanki w obecnoéci znaczonego C'-IAA badacze wyekstra-
howali kwas rybonukleinowy i poddali dzialaniu szeregu enzyméw hydrolitycznych.
Nastepnie hydrolizat zawierajacy znaczona frakcje RNA poddano dializie. Okazato
sig, ze zastosowane enzymy i substancje umozliwily uwolnienie si¢ w czasie dializy
wickszej czesci RNA. Niedializujaca frakcja przejawiata jednak znacznie wyzszy
procent radioaktywnosci, niz wynikaloby to z zalozZenia proporcjonalnej hydrolizy
wszystkich frakcji. Dokonano proby uzyskania w warunkach sztucznych analogicz-
nego kompleksu auksyny i RNA odpornego na dzialanie hydrolaz. Gdy hydrolizo-
wano jednak frakcje 4s-RNA inkubowana z C'* znakowana auksyna w warunkach
in vitro — tylko 3—59% radioaktywnoéci udato si¢ wykry¢ we frakcji pozostalej
po oddializowaniu, chociaz na podstawie badania absorbcji w ultrafiolecie stwier-
dzono pozostanie okolo 15% nieoddializowanego RNA po zakoriczeniu dializy.
Widaé wige, ze tworzenie si¢ kompleksu TAA-RNA jest wilasciwe zywej tkance,
a nie konsekwencja dalszych operacji zwiazanych z preparowaniem. Celem blizszego
poznania hipotetycznego kompleksu, Kaur-Sawhney i jego wspolpracownicy doko-
nali elektroforetycznego rozdzialu izolowanej znakowanej frakcji RNA. Badajac
polozenie zwiazku przy réznym pH badacze ci ustalili, ze znaczona frakcja prze-
mieszczala si¢ zawsze na taka sama odleglo$¢ podczas gdy zaréwno kwas adenilowy,
jak i cytydylowy zajmowaly pozycje coraz blizsze anody w miar¢ wzrostu pH. Na
podstawie dotychczasowych badan, autorzy sugeruja, Zze IAA jest w tkance wigzany
7 czasteczkami lekkiej frakcji RNA. Nie wypowiadaja si¢ oni jednak co do ewentual-
nego znaczenia wykrytego kompleksu.

Wspoldziatanie réznych substancji o charakterze stymulatorow wzrostu z syn-
teza kwaséw nukleinowych i metabolizmem biatek bylo badane szczegblowo przez
badacza japonskiego Masude (1967). Doswiadczenia swe przeprowadzit Masuda
na Helianthus tuberosus, u ktorego Adamson (1962) stwierdzil, ze kinetyna synergi-
stycznie wzmaga efekt wzrostu dziatania auksyny, a w r. 1963 Setterfield przedstawit
wyniki badarn interakcji gibereliny, auksyn i kinetyny na tym samym materiale roslin-
nym. Ten ostatni badacz wykazal wowczas, Ze giberelina synergistycznie wzmagala
stymulacje wzrostu wydtuzeniowego, ale hamowata podziat komorek. W odpowied-
nim do$wiadczeniu Masuda wykazal, ze kinetyna sama stymuluje wzrost w tym
samym wymiarze co 2,4-D z dodatkiem kinetyny o ile badana tkanka zostata wcze-
$niej poddana dziataniu 2,4-D. Uprzednie oddzialywanie kinetyna przed inkubacja
7 2,4-D nie dalo tego samego efektu. Badajac wplyw kwasu giberelinowego wykazano,
7¢ oddzialywanie ta substancja poprzedzajace dzialanie 2,4-D lub 2,4-D z dodatkiem
kinetyny powoduje wzmozenie wzrostu w okresie pozniejszym. Tak wigc Masuda
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wysnul wniosek, ze w stosowanych koncentracjach kinetyna jest mniej skuteczna
niz auksyna i giberelina, jako czynnik przygotowujacy lub przystosowujacy tkanke
do reakcji na kolejne dziatanie auksyny lub auksyny z kinetyna i dalej, ze kwas
giberelinowy czyni komoérki wrazliwe na dzialanie auksyny lub auksyny z kinetyna,
a kinetyna wspoldziata z auksyna.

Nie wglebiajac si¢ dalej w obszerna prace Masudy, w ktorej zastosowal on selek-
tywne inhibitory syntezy RNA i dokonal szczegélowych badan nad synteza po-
szczegblnych frakcji kwaséw nukleinowych w powigzaniu z okresem wstgpnego
uwrazliwiania (lub uczulania) tkanki bulw Helianthus tuberosus na dziatanie auksyny
lub auksyny z kinetyna, dalsze wnioski Masudy mozna przedstawi¢ nastgpujaco:

Dwa typy RNA odgrywaja wazna role w ciagu kolejnych okreséw: przygotowaw-
czego 1 okresu wzrostu tkanki bulw Helianthus tuberosus. Synteza frakcji lzejszej
zachodzi w okresie uwrazliwiania i jest stymulowana przez gibereling, a hamowana
przez analogi zasadowe, lecz nie jest hamowana przez aktynomycyn¢ D. Drugi
typ RNA tworzy si¢ w czasie dzialania auksymy i prawdopodobnie zwiazany jest
z transkrypcja DNA. Masuda przypuszcza, ze ta frakcja RNA moze by¢ niezbedna
dla syntezy specjalnego biatka (lub bialek) odpowiedzialnego za wzrost indukowany
przez auksyng, jak sugerowali to uprzednio Noodén i Thimann (1963, 1965)
oraz Key i Ingle (1964). Oczywiscie charakter tego bialka nie jest znany.

Badaniem wspoldzialania auksyny i kininy w zwiazku z synteza réznych frakcji
kwaséw nukelinowych w czasie wzrostu, z zastosowaniem m. in. techniki umozli-
wiajacej badanie syntezy w wyizolowanych jadrach komodrkowych przedstawit
ostatnio Cherry (1967) ze wspomnianego juz poprzednio Purdue University
w Indiana. Jest to cickawa praca, szczegdlnie ze wzgledu na bardzo staranne przy-
gotowanie metodyczne i warta przestudiowania.

Do podsumowania stanu wiedzy w zakresie mechanizmu dzialania substancji
wzrostowych moze by¢ wykorzystane stanowisko v. Overbecka przedstawione
juz w r. 1966 w Science. A wigc przede wszystkim zaczynamy sobie zdawac
sprawe Ze:

1) miejsce dzialania hormonow, przynajmniej niektérych hormonéw roélinnych
jak i zwierzecych znajduje si¢ gdzie$ na poziomie genu,

2) w pewnych przypadkach, prawdopodobnie poprzez stymulacj¢ syntezy cza-
steczek informacyjnego m-RNA, hormony umozliwiaja rozpoczgcie syntezy biatka
enzymow,

3) enzymy te z kolei kontroluja metabolizm i procesy fizjologiczne organizmu.

Przedstawiona powyzej koncepcja preferuje jedno miejsce dziatania hormonu
podczas, gdy inne wplywy procesu nastgpowalyby jako jego konsekwencja.
V. Overbeck przestrzega przed przyjeciem tego zbyt, jak si¢ wydaje, uproszczonego
mniemania. Przytacza on dane Sweeneya sprzed 25 lat wskazujace, ze ruch proto-
plazmy w komoérkach koleoptile pod wplywem auksyny przy$piesza si¢ w ciagu
sekund. Tak szybkiej reakcji nie da si¢ prawdopodobnie wyja$ni¢ uwazajac ja za
wynik wplywu auksyny na syntez¢ enzymu poprzez wytworzenie specyficznego
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m-RNA w procesie transkrypcji wzorca genetycznego DNA. Podobnie dzialanie
szeregu hormonow zwierzgcych wplywajacych na syntez¢ RNA przejawia swoj
wplyw na organizm w jeszcze wcze$niejszych reakcjach. Np. po wstrzyknigciu
szczurowi estrogenu, obieg krwi w naczyniach krwiono$nych narzadéw plciowych
samicy wzmaga si¢ juz po uplywie 30 sekund. Dopiero po okresie pot godziny do-
strzega si¢ syntez¢ nowego biatka. Jezeli wstrzyknaé szczurowi substancje z grupy
glukokortykoidow, juz po 30 sekundach obieg krwi w watrobie ulega znacznemu
wzmozeniu, natomiast synteza RNA (wszystkich rodzajow) daje sig¢ stwierdzié
dopiero po uplywie szeregu godzin. Wreszcie po wstrzyknigciu androgenu w ciggu
pol godziny podwaja si¢ koncentracja koenzymu NAD, co nie jest uzaleznione od
syntezy nowego RNA. Przykladow mozna by przytoczy¢ wigcej. Wszystkie one
wskazuja na to, ze w licznych przypadkach dziatanie hormonu mozna wykry¢ na
dlugo przed reakcja w postaci wzmozonej syntezy kwasoéw nukleinowych. Tak wigc
chociaz nie ma watpliwosci, Zze dzialanic hormonéw w pewnym punkcie swego
mechanizmu dotyczy takze syntezy RNA i bialek, to jednak pozostaje wciaz do
wyjasnienia czy i w jakim stopniu rola hormonow zwiazana jest z procesem trans-
krypcji kodu genetycznego DNA koniecznej w czasie syntezy informacyjnego
messengera RNA. Nie jest wykluczone, ze punktow dzialania hormonow jest wigcej
niz jeden. Na razie o istnieniu ich §wiadcza tylko liczne, chociaz o charakterze bardziej
ogolnych korelacji, informacje. Bez watpienia wkrotce i te zagadnienia beda przed-
miotem szczegblowych badan, nie mniej doglgbnych od tych, ktére ujawnily zwiazek
dzialania hormonow z metabolizmem kwaséw nukleinowych i bialek.
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