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Wplyw dlugosei fali $wiatta na biogeneze barwnika
antocyjanowego w tkance winoro§li hodowanej in vitro

On the influence of the wave length of light on the biogenesis
of anthocyanin pigment in the Vitis vinifera tissue in vitro

A SLABECKA-SZWEYKOWSKA

WSTEP

Wsrod czynnikow posiadajacych istotne znaczenie dla powstawania
antocyjanin w roslinach znajduje sie takze $wiatlo. Istnieja wprawdzie
nieliczne wyjatki i znane sg przykiady tworzenia sie antocyjanin w ciem-
nosci. Tak na przyktad M o lis ch (1928) wykazal u przedstawicieli
kilku rodzin (Crassulaceae, Balsaminaceae, Melastomaceae, Compositae)
wystepowanie barwnika antocyjanowego w wierzchotkach wzrostu ko-
rzeni. Kietkujace rosliny czerwonej kapusty rowniez bez dostepu swiatla
tworza antocyjanine. Jak jednak podkresla Karstens, wtych przy-
padkach w organach produkujacych barwnik antocyjanowy znajduja sie
na ogo! duze ilosci substancji zapasowych, wéroéd ktérych moga byé pew-
ne zwiazki niezbedne do wytworzenia barwnika. Z drugiej za$ strony, ze
wzgledu na ogromne rozpowszechnienie antocyjanin w réznych grupach
systematyeznych i w réznych warunkach wystepowania roslin prawdo-
podobna jest rozmaito$¢ mechanizméw syntezy tych barwnikéw. Po-
dobnie jak w przypadku chlorofilu sa takze wérdd roélin wyjatki (glo-
ny, mszaki, iglaste) zdolne do syntezy tego barwnika w ciemnosci.

Dla wiekszosci rosélin wytwarzajacych antocyjaniny s$wiatlo jest nie-
zbednym czynnikiem syntezy tego barwnika. Przez pewien czas mniema-
no, ze wplyw Swiatla na biogeneze antocyjanin idzie posrednio poprzez
fotosynteze i laczono te sprawe z tak zwana ,,teoria cukrowg” O v e r-
tona (1899). W bardzo wielu przypadkach istnieje bowiem dosé¢ $cisly
zwigzek miedzy stezeniem cukréw w tkance a powstawaniem antocyja-
nin. Zrozumiale i proste bylo wiec laczenie wplywu $wiatla na powsta-
wanie antocyjanin z gromadzeniem sie w soku komoérkowym produktéow
fotosyntezy, jakimi sa cukry.

W nowszych czasach jednak coraz bardziej utrwalal sie poglad, ze
w proces syntezy antocyjanin wlaczona jest bezposrednio reakcja foto-
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chemiczna (Karstens 1939, Thimann i Edmondson
1949, Eddy i Mapson 1951). Jeszcze w roku 1908 L i n s-
b auer wykazal w kietkujacej gryce prostg zalezno$¢ pojawiania sie
antocyjanowego barwnika od ilosci dostarczonego Swiatla (intensyw-
nos¢ X czas). '

Niezbednym etapem badania kazdego fotobiologicznego mechanizmu
jest stwierdzenie wplywu dlugosci fali $wiatla na przebieg tego procesu,
poréwnanie otrzymanej w ten sposob krzywej aktywnosci Swiatla z krzy-
wa jego absorpcji przez substancje znajdujace sie wewnatrz zywego ukla-
du i ewentualna identyfikacja substancji pochlaniajacej swiatto w danym
biologicznym procesie. Dla biogenezy antocyjanin istnieja juz na ten te-
mat pewne dane. A r t h ur (1932) wykazal, ze jablka czerwieniejg
tylko w Swietle 2900—600 A, a wiec w przedziale widma stosunkowo
stabiej czynnym w procesie fotosyntezy, przy czym najbardziej czynny
okazal sie krotki ultrafiolet — okolo 2900 A — oraz $wiatlo niebieskie
ifiotlkowe. Withrow i inni (1953) stwierdzili u kietkujacych roslin
fasoli i kukurydzy znacznie silniejsze tworzenie sie¢ antocyjanu w Swietle
czerwonym niz w niebieskim, przy czym w badaniach swych autorzy ci
rowniez wykluczyli czynnik fotosyntezy. Te sprzeczne z soba wyniki, jak
réwniez sprzeczne wyniki réznych badan odnoszace sie do innych momen-
tow biogenezy antocyjanin, $wiadcza, iz u roslin istnieje wiecej niz jeden
tylko typ biogenezy tych barwnikow.

Niniejsza praca poswiecona jest zbadaniu wplywu roznych odcinkéw
widma Swiatla widzialnego na proces syntezy antocyjaniny w tkance wi-
norosli hodowanej in vitro, ktora jest doskonalym obiektem do wielu ba-
dan ze wzgledu na swdj jednorodny charakter (brak zroznicowania na
organy i w zwiazku z tym brak zréoznicowania na rozne typy przemiany
materii), wykluczenie czynnika fotosyntezy przez brak chlorofilu oraz
znajomos¢ warunkéw biogenezy antocyjaniny w tej tkance — miedzy
innymi wybitna zalezno$¢ syntezy barwnika od $wiatla — (Stabec k a-
Szweykowska 1952) i mozliwosc Scistego kontrolowania tych
warunkow.

MATERIAL I METODY

Do dos$wiadezen uzyto tkanki ,normalnej (Czosnowski 1952)
Vitis vinifera hodowanej in vitro od r. 1944 (szczep paryski G. Mor e-
la). Tkanka ta w normalnych warunkach hodowli jest bezbarwna, nie
zawiera zadnych dostrzegalnych ilosci chlorofilu ani antocyjaniny.
W pewnych warunkach (wysoka zawarto$¢ cukru w pozywce, wysokie
cisnienie osmotyczne pozywki, $wiatlo) tkanka winorosli obficie wytwa-
rza antocyjanine — prawdopodobnie oenine, charakterystyczny barwnik
antocyjanowy winoroéli. (Na marginesie nalezy zaznaczyé, ze obecnie



Wplyw dlugosci fali $wiatla na biogeneze antocyjanu 153

r. 1954 opisany wyzej szczep tkanki stracit juz zdolnos¢ syntezy antocy-
janu. Zmiana ta idzie zapewne w parze z zaobserwowanymi zmianami
anatomicznymi tkanki jak gdyby w kierunku tumorowacenia). Do$wiad-
czenia przeprowadzono na wiosne r. 1952,

Zalezno$é tworzenia sie oeniny w tkance winorosli od swiatla ilu-
struje fakt, ze na $wietle dziennym (w oszklonej szafie w pokoju hodow-
lanym) produkcja barwnika w tkance wynosi przeszio 300°/o w poréwna-
niu z tkanka rosnaca w ciemnosci. Stwierdzono przy tym, ze ten wplyw
$wiatla nie idzie poprzez zwiekszona akumulacje cukréow rozpuszczalnych
w tkance. Analizy cukrowcow w tkankach wykazaly, ze czynnikowi temu
(tj. zwiekszonej koncentracji cukrowcoéw rozpuszczalnych w tkance)
w zadnym przypadku nie mozna przypisa¢ roli decydujacej o ogromnie
wzmozonej syntezie antocyjaniny na Swietle. Niewatpliwie w samym
procesie biogenezy oeniny w tkance winorosli zawarta jest jaka$ reakcja
fotochemiczna (Stabecka-Szweykowska 1952).

Pozywka, na ktéra wyszczepiono tkanki do doswiadczen, posiadata
nastepujacy sklad:

agar ¢ ® & 4 PR T 10,00 g Fe, Mn, J, Ni, Co, Ti, Zn Cu.
sacharoza . . . . . . 90,00 g Be, B . . . . Slady* traces*
Ca (NO,), . : . = . 2 0,50 g cysteina . . " : s = 10,0 mg
KNO, . . . . . . . 025 g tiamina g o w e 1,0 mg
KH, PO : B 6 e 0,25 g kw. {’, indolo- octowv P w @ 0,1 mg
MgSO,.7H,0 e & oo = 0,25 g H,O .. . . . . .1000,0 ml

< gmodviikowany roziwor  pierwiastkow  Sladowyeh wedlug B e vt h el o toa (Maodified
micioelements solution after Berthelot) (Slabecka-5Szwevkowska 1952).

Tkanki wyszczepiano do probowek dlugosci 12 ecm i 2 em S$rednicy
zawierajacvch po 12 ml skosnie zastygtej pozywki. Do kazdego doswiad-
czenia uzyto 24 hodowli ulozonych uko$nie na poziomym bialym Kkole
(ryc. 1).

Jako zrodta $wiatla uzyto 500 W zaréwek Tungsram. Poszczegdlne od-
cinki widma wyizolowano za pomoca trzech nastepujacych filtrow zela-
tynowych:

I Blekit patentowy 1,6

I Zielen brylantowa 0,8 + tartrazyna 3,2

11T Roza bengalska 0,5 -+ erytrozyna 1,0 -+ tartrazyna 3,2.

Cyfry obok nazwy barwnika oznaczajg ilos¢ gramoéw barwnika przypa-
dajaca na 1 m? powierzchni filtru. Filtry przyrzadzono przez wylewanie
na plytki szklane o powierzchni 400 cm?, 50 ml roztworu barwnika w 6%
zelatynie. Po wyschnieciu ptytki laczono po dwie, powierzchniami zelaty-
nowymi ku sobie (H i b1 1927). Przepuszczalnos¢ filtrow zbadang w spek-
trofotometrze Kénig-Martensa ilustruje wykres na ryc. 2.



A. Slabecka-Szweykowska

Rye. 1. Uzyte do doswiadczen hodowle tkanki Vitiz vinifera in vitro
na skosnej pozywce
The experimental cultures of Vitis vinifera tissue in vitro
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Rye. 2. Krzywe przepuszczalnosci filtrow $wietlnych

Transmission curves of the radiation filters
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Dos$wiadczenia przeprowadzono w komorach o wymiarach 50 X 50 X
<135 em (ryc. 3). W celu ochrony filtrow i komoér przed przegrzaniem
oraz wyeliminowania z promieniowania lamp dalszej podczerwieni po-
miedzy filtrami a lampami znajdowaly sie ptaskie metalowe chlodnice ze
szklanym dnem, przez Kktére bez przerwy przeptywala woda wodocia-
gowa.

B T T O T T e SO P
[ " o b i
u
a
Ryce. 3. Komory doswiadczalne: a — naswietlany material,
b — filtry $wietlne, ¢ —- chlodnice, d — zarowki
Experimental chambers: a -— irradiated tissue material,
b — dyed gelatin filters, ¢ -— water-cooling system, d —

electric bulb lamps

Lampy znajdowaly sie w odleglosci ca 15 cm od filtrow. We wszyst-
kich trzech komorach tkanki otrzymywaly 1zoenergetyczne ilosci $wiatla
o roznym spektralnym skladzie. Ilo$¢ energii przechodzaca przez filtry
naswietlane 500 W zaréwkami Tungsram wyliczono z krzywej wzgled-
nego rozkladu energii dla tych zaréwek oraz z krzywych przepuszezalno-
sci filtréw, przy czym dla filtru czerwonego uwzgledniono w obliczeniach
jedynie zakres przepuszcezalno$ei do 7000 A, gdyz promieniowanie bardziej
diugofalowe przestaje by¢ czynne fotochemicznie. Krzywa rozkladu ener-
gii dla zaréwek otrzymano z pomiarow przeprowadzonych za pomoca mo-
nochromatora L eissa i termoelementu K ip pa. Znajac wzgled-
ne ilosci energii przechodzgcej przez filtry i oznaczvwszy empirycznie
zaleznos¢ intensywnosci $wiatla od odleglo$ci od zaréwki, wyznaczono
na tej podstawie dla poszczegélnych filtréw odleglosci od zrodia swiatta,
w ktérych powinny sie znajdowa¢ tkanki, by iles¢ padajacej na nie
energii $wietlnej (do 7000 A) byla jednakowa.

Tkanki po wyszczepieniu na pozywke przez tydzien trzymano w ciem-
nosci, nastepnie przez 4 tygodnie naswietlano je irzema wyzej wymie-
nionymi rodzajami Swiatla po 10 godzin na dobe. Po 4 tygodniach tkanki
zwazono, nastepnie pokrojono na nieco mniejsze kawatki i zalano na 24
godziny mieszaning metanolu i n/10 HC1 (w stosunku 5 : 1). Barwny wy-
ciag zlano, odwirowano i oznaczono kolorymetrycznie absorpcje Swiatta
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przez wyciag antocyjaniny oraz pH wyeciagu. Ilo$¢ oeniny wyliczono na
podstawie krzywych zaleznosci absorpcji $§wiatla przez oenine od jej kon-
centracjiiodpH (Stabecka-Szweykowska 1952).

WYNIKI I DYSKUSJA

Doswiadczenie przeprowadzone w czasie od 5.11.52 — 13.111.52 dalo
-nastepujace wyniki:

|

| maksimum pPrzepuszcz. | goio.. oo oenina ll

r: filtru {fresh weight) p-g/'g $w. m.

i (max. transm.;of mg kult. (1 g/g fresh weight)|

l the filter) A e .
|

‘ 4500 470 '[ i |

_ 5 350 655 i 518 ;

' 6 500 508 298

Wskazuja one, ze w procesie biogenezy oeniny w tkance winorosli
najstabiej czynne jest $wiatlo czerwone w zakresie od 6000 A. Najsilnie]
dziala $wiatlo o zakresie 4000—5000 A, niewiele za$ slabiej $wiatlo zie-
lone o diugosci fali 5000—6000 A.

Stwierdzono poprzednio, ze $wiatlo wplywa hamujaco na wzrost
tkanki. Hamujacy ten wplyw zaznacza sie najbardziej w $wietle niebie-
skim, nastepnie w czerwonym, a najslabiej w zielonym. W tym przypad-
ku nie wida¢ zadnej réwnoleglosci miedzy dwoma efektami dzialania
Swiatla — wzrostem i produkcja antocyjaniny — cho¢ w wypadku dzia-
lania innych czynnikéw réwnolegiosé ta jest czesto bardzo wyrazna
(Stabecka-Szweyvkowska 1952).

Wyniki dotyczace produkeji oeniny podobne sa do tych, jakie otrzy-
mat Arthur (1932), naswietlajac jablka roéznymi zakresami dlugosci
fali. Z jakosciowych danych tego autora wynika, ze w jabtkach czynny
jest dla produkeji barwnika krétki ultrafiolet od 312 — 290 m u i zakres
widzialny od 600 — 400 m u, przy czvm najwiekszy wplvw maja promie-
nie niebieskie, fiotkowe i nadfiotkowe. Zgodnos¢ ta wskazywalaby na po-
dobienstwo fotobiologicznego mechanizmu syntezy antocyjaniny w jabl-
kach i w tkance winorosli hodowanej in vitro. Nastepnie fakty te wska-
zuja, ze substancja czynna w tym mechanizmie powinna posiadaé zdol-
nos¢ pochlaniania $wiatta w zakresie niebieskim, fiotkowym 1 nadfiotko-
wym (dla jablek), a takze i zielonym (dla tkanki Vitis).

Substancja pochlaniajaca swiatlo w tym zakresie i zwiazana z two-
rzeniem sie antocyjaniny w jabltkach jest prawdopodobnie zolta lub bez-
barwna. Wyniki otrzymane dla tkanki winorosli §wiadcza, ze takze $wia-
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tlo zielone z przedzialu 5000 — 6000 A jest czynne w procesie powstawa-
nia oeniny. Substancja pochlaniajaca swiatlo w tym zakresie jest sama

oenina (maksimum absorpcji oeniny = 5200 A, maksimum przepuszezal-
nosci uzytego zielonego filtru = 5350 A) tworzaca sie w niewielkiej ilosci
rowniez bez udzialu $wiatla. W surowym wyciggu (metanol + HCI)
z tkanki znajduja sie takze substan-

cje pochlaniajace $Swiatlo fiotkowe. ¢ %
Krzywa ekstynkeji dla wyciagu (ryc. 10 ; 1100
4)  wykazuje maksimum absorpcji

dla dlugoéei fali 5200 A (maksimum gs 80
oeniny), nastepnie opada nieco 1 wresz-

cie poczawszy od 4200 A znoéw wznosi o5k 60
sie¢ w gore. Swiadczy to o obecnosci

w wyciagu zoltych i bezbarwnych sub-

stancji pochlaniajacych $wiatlo fiotko- . B “
we 1 nadfiotkowe. Substancjami tymi

moga by¢ zwiazki flawonowe lub garb- ) 1=
nikowe (typu katechiny), towarzyszace -
antocvjaninom, chemicznie z nimi bli- 40 5000 00— 79004

sko spokrewnione 1 prawdopodobnie gy. 4 Krzywe absorpeji oeniny (li-

pozostajace z nimi w genetycznym  nia kropkowana) i wyciagu z tkanek
zwiazku (P aeech 1950). (linia ciagla) oraz poziom syntezy oe-

niny w tkankach w réznych obsza-

. S fped rach widma. Rzedne z lewej stro-

‘ Za wysoka efek’.Lbywnobsc swiatla 0" ckstynkeja, z prawej strony —

zielonego dla produkeji oeniny mogla-  wzgledna procentowa zawartosé oe-
by wige by¢ odpowiedzialna sama oeni- SNy W Whantzach

T B% St B ottt Absorption spactra of oenin (dotted

na, za efektywnos$é¢ Swiatla za$ niebie- line) and of the tissue extract (con-

sko-fiotkowego — pochlaniajace $wiatlo tinual line) together with the oenin
production in various wave bands.

fiolkowe i nadfiolkowe Zélte oraz bez- Ordinate: left — optical density,

barwne zwiazki spokrewnione chemicz- right -— relative percentage pro-

nie z antocyjaninami i towarzyszace im dhotlom of oRmRn, I VHEOUY Weve
) . length regions

w tkance.

Panu prof. drowiJ. Czosnowskiemu, kierownikowi Zakladu Fi-
zjologii Roslin UP, sktadam serdeczne podziekowanie za cenne wskazowki
oraz zyczliwe zainteresowanie praca. Kierownikowi Zakladu Chemii Fi-
zyczne] UP, panu prof. drowi A. Gateckiemu, dziekuje za pozwolenie
wykonania niektérych pomiaréw w jego Zakladzie. Panu magistrowi
M. Sokolowskiemu dziekuje rowniez za wiele cennych rad przy
przygotowaniu filtréw $wietlnych.

Zaktad Fizjologii Roslin
Uniwersytetu Poznanskiego (Wplynelo dn. 28.VI1.1954 r.)
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SUMMARY

The colourless ,normal® tissue of Vitis vinifera cultivated in vitro
produces abundant anthocyanin if there is a great amount of sugar.
preferably saccharose in a 9 p. c. concentration, in the medium. The
anthocyanin synthesis is very distinctly dependent on light which, consi-
dering the absence of chlorophyll, may be connected with the photoche-
mical character of the process of the anthocyanin synthesis in the tissue.
Using 500 W Tungsram electric bulbs as the source of light and
isolating the particular regions of the spectrum with the aid of dyed
gelatine filters (fig. 2), the influence of the wave length of light on the
biogenesis of oenin in the tissue was investigated. It was found that the
influence of blue-violet light is the strongest, of green light — not much
weaker, while red light exerted only a very slight influence. The author
compared the results with the curves of absorption of the pigment
extract (with the aid of methanol with HCI) from the tissue (fig. 4) and
showed that oenin alone could be responsible for the great effectiveness
of green light for the production of oenin in the tissue; the effectiveness
of blue-violet light, on the other hand, would be due to the violet and
ultraviolet light absorbing yellow and colourless compounds chemically
related with anthocyanins (flavone or tannin compounds of the catechine
type) (Paech 1950).

Laboratory of Plant Physiology
of Poznan University
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