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WSTEP

Skoog, Jablonski i Skoog, Naylor, Sander i Skoog
wykazali, ze w wycinkach rdzenia lodygi tytoniu hodowanych in vitro
na pozywce mineralnej zestalonej agarem, zawierajacej kwas P-indolo-
octowy zachodzi intensywne zwiekszanie sie rozmiaréw komoérek, w kto-
rych nastepuje jednoczeénie szereg podzialow mitotycznych. Mitozom tym
jednak nie towarzyszy cytokineza z zakladaniem sie blon komoérkowych,
co prowadzi do pozostawania duzych komorek wielojgdrowych.

Jezeli do srodowiska dodac¢ kinetyny, wowczas w rdzeniu lodygi ty-
toniu zaczyna przebiega¢ normalna cytokineza.

7 obserwacji tych wynika, ze kinetyna jest hormonem podzialow ko-
morkowych dla wzrostu typu meresis, a kwas P-indolooctowy gléwnie
czynnikiem zwiekszania si¢ rozmiar6w komorek przy wzroScie typu
auxesis (Terminy meresis i auxesis uzywane sg przez Thimanna
1956).

Wobec panujacego powszechnie pogladu, ze dzialanie substancji wzro-
stowych polega przede wszystkim na aktywacji oddychania, stanowigcego
zrédlo energii niezbednej dla wzrostu (Bonner), Jensen poddal ba-
daniom intensywno$¢ oddychania wycinkow z roznych stref wzrostu ko-
rzenia Vicia faba i stwierdzil, ze strefa szybkich podzialéw komérkowych
wierzcholkow wzrostu jest jednoczeénie strefg niskiej aktywnosci odde-
chowej w poréwnaniu z komorkami czapeczki korzeniowej oraz ze strefg
wydluzania sie i dyferencjacji.

Pracujac na materiale zwierzecym Mazia i Prescott (1954) wy-
kazali, ze zdolno$¢ ameby do estryfikacji nieorganicznych fosforanow wy-
raznie maleje podczas podzialéw komoérkowych, za§ Brachet stwier-
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dzil, ze zahamowanie oddychania nawet w 90 pozostaje bez wplywu na
podzialy komorkowe jaj zaby.

Zmierzajac do wyjasnienia mechanizmu dzialania kinetyny od strony
wplywu tego zwiazku na aktywnos¢ proceséw oddechowych, Glasziou
poréwnywal intensywnos$¢ oddychania (przez oznaczanie intensywnosci
pobierania tlenu oraz oznaczanie ilosci ufosforylowanych produktow po-
srednich procesu oddychania) wycinkow rdzenia lodygi tytoniu podda-
nych dzialaniu: 1. kinetyny, 2. kwasu p-indolooctowego.

Autor ten stwierdzil, ze kinetyna pobudza oddychanie tylko w okresie
5—8 godzin od poczatku doswiadczenia. Po uplywie tego czasu intensyw-
no$¢ proceséw oddechowych u wycinkéw stymulowanych kinetyng i sty-
mulowanych kwasem B-indolooctowym jest bardzo podobna.

7 doswiadczen tych Glasziou (1957) wyprowadza wniosek, ze wy-
magania energetyczne badanych tkanek sa bardzo podobne zarowno dla
podzialow komoérkowych, jak i dla wzrostu komoérek i zwiazane sa ra-
czej z procesami syntezy w cytoplazmie niz z naturg zmian cytologicz-
nych przebiegajacych w tkankach. '

Dzialanie kinetyny pobudzajace cytokineze wiaze sie Scisle zdaniem
tego autora z metabolizmem blon komoérkowych.

Wedlug pogladu Thimanna i Chouarda (1956) zakladanie sie
i wzrost blony pierwotnej zachodzi dzieki aktywno$ci metabolicznej cyto-
plazmy, ktéra pozostaje z nig w kontakcie; energia potrzebna do tego pro-
cesu czerpana jest z wykorzystania tluszeczow lub cukrowcoéw na drodze
oddychania, a uruchamiana dzialaniem niektérych dehydrogenaz, fosfo-
rylaz i oksydazy cytochromowej.

Wedlug Bonnera (1950) skladniki blony komérkowej formuja sie
w zaleznosci od proceséw zachodzacych w protoplazmie. Sama blona ko-
morkowa stanowi raczej element inertny, a jej sklad jest odpowiednikiem
calego metabolizmu komorki.

By¢ moze. ze zaobserwowane przez Glasziou na poczatku do-
swiadcezenia zwiekszenie intensywno$ci oddychania wycinkow lodygi ty-
toniu, na ktére dzialano kinetyna, zwigzane jest z pobudzaniem wydaj-
nosci zrodel energii dla tworzenia nowych skladnikow blony komorko-
wej, tzn. celulozy lub pektyn.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie wplywu kinetyny na zawartos¢
weglowodanéw w etiolowanych epikotylach grochu.

W badanym materiale oznaczano 5 réznych grup weglowodanow:
1. jedno-, dwu- i trojeukrow, 2. dekstryn, $luzéw i czeSci substancji pek-
tynowych, 3. skrobi, 4. hemiceluloz i pektyn, 5. celuloz.

Jezeli istotnie kinetyna jest czynnikiem stymulujacym metabolizm
blon komérkowych, to powinny pod jej wplywem nastapi¢ przesuniecia
w zawartosci weglowodanéw poszezegdlnych grup: kosztem weglowoda-
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now bardziej prostych, jedno- i dwu-cukréw, powinna zwiekszy¢ sie za-
warto$¢ wielocukrow wchodzacych w sklad blon komoérkowych, a wigc
przede wszystkim blonnika, hemiceluloz i substancji pektynowych.

Aktywno$é kinetyny w stymulowaniu proceséw syntezy wielocukrow-
coéw rozpatrywano w poréwnaniu z aktywnoscig 1. kwasu P-indoloocto-
wego — ze wzgledu na dane Glasziou, ktéry stwierdza, ze wymagania
energetyczne ro$liny przy podzialach komérkowych i przy wzroScie ko-
morek sa podobne, ale kinetyna jest, w odréznieniu od kwasu p-indolo-
octowego, czynnikiem niezbednym dla normalnej cytokinezy z zawigzy-
waniem sie blon komérkowych, 2. adeniny — z uwagi na szereg danych
w literaturze o zasadach purynowych i pirymidynowych jako czynnikach
wzrostowych ro$lin (Sabinin i Polozowa 1957), 3. mieszaniny Kki-
netyny i kwasu p-indolooctowego (wedlug danych Millerai Skooga
(1955), Skinnera i Shive (1955) oraz de Roppa (1956) kinetyna
jest szczegdlnie aktywna w obecnosci kwasu p-indolooctowego).

MATERIAL I METODYKA BADAN

Material do badan nad dzialaniem omawianych substancji wzrosto-
wych stanowily etiolowane epikotyle grochu, a wiec czesci rosliny inten-
sywnie rosngce i bardzo wrazliwe na dzialanie stymulatoréw wzrostu,
ktére w poprzednich naszych do$wiadczeniach (Maciejewska-
Potapczyk, Keller 1958) silnie reagowaly na dzialanie kinetyny
zwigkszeniem zawartosci azotu ogdlnego. :

Do oznaczen weglowodanéw w badanym materiale poslugiwano sie
opisang przez Bielozierskiego metoda oznaczania 5 grup weglo-
wodanow w jednej odwazce.

Schemat tej metody oparty jest na roznych wlasciwosciach, fizycz-
nych i chemicznych, weglowodandéw.

Pod wzgledem fizjologicznym mozna weglowodany podzieli¢ na:
1. weglowodany chwiejne, latwo mobilizowane i latwo przechodzgce jedne
w drugie, zaleznie od warunkéw fizjologicznych, 2. weglowodany malo
chwiejne, mobilizowane wtedy, gdy nie ma innych zapaséow weglowoda-
nowych, 3. weglowodany stale, ktéore w zwyklych warunkach nie sa wy-
korzystywane.

I. Weglowodany chwiejne mogg wystegpowa¢ w komorce
w stanie rozpuszczalnym lub nierozpuszczalnym. Niektére weglowodany
rozpuszczalne daja sie ekstrahowaé 2z materialu roslinnego alkoholem,
inne za$ tylko woda. Dzieki tym réznicom wlasnosci poszczegolnych we-
glowodanow mozna je frakcjonowac.

Na skutek dzialania na material roslinny 80—90%p alkoholem, do roz-
tworu przechodza krystaliczne jedno-, dwu- i tréjeukry (I grupa). W obre-
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bie tej grupy cukry mozna podzieli¢ na podstawie ich wlasnosci chemicz-
nych, a mianowicie podatnosci na kwasng hydrolize.

Dla uzyskania obrazu zawartosci jedno- i dwucukréw roznego typu
w danej frakeji oznaczamy zdolno$¢ redukujaca cukrow tej frakcji przed
hydroliza, a nastepnie po kolejnych hydrolizach kwasem o coraz wigk-
szych stezeniach. -

Przy dalszym ekstrahowaniu materialu zimna wodg do roztworu prze-
chodza koloidalne wielocukry rozpuszczalne w wodzie: dekstryny, inu-
lina i inne lewulozany, §luzy i cze$¢ substancji pektynowych (II grupa).
Dyferencjacje w tej grupie mozna przeprowadzi¢ na podstawie stopnia
podatnosci na hydrolize, zdolnosci tworzenia furfurolu i reagowania z jo-
dem w $rodowisku alkalicznym.

Do weglowodanéw chwiejnych nierozpuszczalnych nalezy skrobia,
ktéora moze byé wyciagnieta woda po uprzedniej hydrolizie enzymatycz-
nej (III grupa).

2. Do weglowodanéw malo chwiejnych naleza hemicelulozy (heksozany
i pentozany) oraz substancje pektynowe. Grupa ta jest do$¢ réznorodna
i dlatego trudno ja rozdzieli¢ na poszczegolne skladniki.- Pewien podzial
w tej grupie mozna przeprowadzi¢ na podstawie oznaczenia ogélnej wia-
snoéci redukcyjnej, oznaczenia pentoz i kwaséw uronowych. Zazwyczaj
weglowodany tego typu okre$la si¢ sumarycznie, na podstawie wlasnoSci
redukujacych po hydrolizie materialu 2% kwasem solnym (IV grupa).

3. Po wyciagnieciu i oznaczeniu wszystkich wymienionych weglo-
wodanéw w materiale roslinnym pozostajg weglowodany stale, tworzace
szkielet rodliny (V grupa). Do nich nalezy przede wszystkim blonnik,
a takze w szezegolnych przypadkach chityna. Tak wiec wykorzystujac
rézng rozpuszczalno$é cukrow i ich podatno$¢ na hydrolize mozna ozna-
czyé stopniowo w jednym i tym samym materiale zawartos¢ weglowoda-
néw w poszczegolnych frakcjach.

Do analiz zawartosci cukrow w kolejnych wyciagach i hydrolizatach
poslugiwano sie metoda Bertranda, zalecang specjalnie przez Bie-
tozierskiego w odniesieniu do analizy ilosci weglowodanéw w jed-
nej odwazce materialu roslinnego.

OPIS DOSWIADCZEN

Do doswiadczen uzyto 2 odmian grochu: zwyklego grochu siewnego
(Pisum sativum) oraz grochu o nasionach marszczonych, odmiany ,Szla-
chetna Perla®.

Okazalo sie bowiem, ze zwykly groch siewny zawiera stosunkowo malo
cukréw, szczegblnie grupy I, natomiast groch odmiany ,Szlachetna Perfa®
posiada ich znacznie wiecej. Dlatego tez tylko nasze pierwsze orienta-
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cyjne proby wykonane byly na grochu zwyklym, a nastgpnie, dla unik-

niecia mozliwych bledé6w w oznaczeniach bardzo drobnych ilosci cukrow,

przeszliémy calkowicie na odmiane ,,Szlachetna Perla®.

Nasiona przeznaczone do kielkowania sterylizowano w nastepujacy
sposob: okolo /2 kg grochu myto dokladnie woda i szarym mydlem, na-
stepnie nasiona plukano woda i zalewano na 15 sek. 1% roztworem su-
blimatu, po czym plukano je przez 3—4 godz. mocno chlorowang, bie-
zaca wodg. Ten sposob sterylizacji dawal lepsze wyniki niz opisany przez
Bielozierskiego, ktory zaleca zalewanie nasion najpierw alkoholem
absolutnym, a nastepnie sublimatem.

Nasiona wysadzano sterylnie w akwariach, na gesto obok siebie ulo-
zonych rulonikach wilgotnej bibuly. Akwaria zakryte plytami szklanymi
umieszczano w ciemnosci, w temperaturze pokojowej.

Po 5—6 dniach nasiona kietkowaly, a kielki osiggaly wysokos¢ okolo
4 cm. Z gornej czesSci epikotyli wycinano odcinki o dlugosci jednego cen-
tymetra. W czesci tych wycinkéw oznaczano zawarto$¢ weglowodanow.

Reszte wycinkéw umieszczano (po 4—5 g) w szalkach Petriego, napel-
nionych pozywka Knopa z dodatkiem roztworu mikroelementéw A—Z
(wg Hoaglanda i Snydersa) oraz sacharozy w ilosci 1 g na
100 ml pozywki.

Nastepnie do szalek dodawano:

1. kinetyny do stezenia w pozywce 10~7%. (Uzywano Kinetyny zsyn-
tetyzowanej przez prof. Supniewskiego. Preparat rozpusz-
czano w 0,1 n HCl, a nastepnie roztwoér zobojetniano do pH 7,

2. kwasu p-indolooctowego (IAA) do stezenia w pozywce 10~7q,

3. adeniny (w postaci siarczanu adeniny) do stezenia w pozywce 107/,

4. kinetyny i kwasu p-indolooctowego do stezenia kazdego ze sklad-
nikow 1070/,

5. kontrola (bez dodatku substancji wzrostowych).

Poniewaz wycinki plywaly po powierzchni roztworow, dostep tlenu

byl zapewniony.

Zakryte szalki umieszczano w ciemnosci w temperaturze pokojowej.

Nalezy nadmienié¢, ze hodowle ulegaly bardzo czesto zakaZeniu i, dla
czystych kultur materialu, konieczne bylo stosowanie licznych powtdrzen
doswiadczenia.

Po 6—7 dniach material analizowano na zawartos¢ weglowodanow.
W tym celu epikotyle hodowane na pozywkach z dodatkiem badanych
substancji wzrostowych osuszano bibula, a nastepnie w cze$ci ich ozna-
czano suchg mase, a cze$¢ utrwalano w alkoholu w nastepujacy sposéb:
prébki umieszczano w erlenmajerkach o pojemnosci 50 ml, zalewano 82%o
etanolem i podgrzewano w lazni wodnej pod chlodnicg zwrotna w temp.
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78°C, przez 30 minut. Tak utrwalony material mozna bylo przechowywac
dowolng ilo$é¢ czasu.

Z utrwalonego materialu zlewano alkohol (w ktorym byly rozpusz-
czone cukry proste) do kolby okraglodennej, o pojemnosci 200 ml. Po-
zostaly material w celu lepszej ekstrakcji rozdrabniano gruba, ostro scieta
bagietka. Rozdrobniony material zalewano $wieza porcjg 82 alkoholu
etylowego i ekstrahowano znéw jak poprzednio. Czynnos¢ te powtarzano
czterokrotnie. Ostatni ekstrakt byl juz zupelnie bezbarwny, podczas gdy
pierwszy mial kolor slomkowo-zo6lty. Cukry rozpuszczalne w alkoholu
stanowily pierwsza frakcje. Wyciag alkoholowy zageszczano w temp. 45°
na lazni wodnej w prozni (10—12 mm wysokosci stupa rteci). Aby za-
pobiec przerzucaniu materialu do chlodnicy, wprowadzono do wyciagu
przez gorny korek kapilare, ktora zapewniala staly przeplyw malego stru-
mienia powietrza. Male pecherzyki powietrza przechodzace przez ekstrakt
zapewnialy rownomierne jego wrzenie. Po odparowaniu alkoholu i wody
pozostawal gesty syrop, ktory zalewano niewielka iloscia cieple]j (ok. 30°C)
wody, silnie wytrzasano i odparowywano w tych samych warunkach.
Uzyskany syrop rozpuszczano w 20 ml wody i zlewano ilosciowo do kolbki
miarowej na 50 ml, przeplukujac 2—3-krotnie kolbe, w ktérej byl syrop.
ciepla (ok. 30°C) woda. Ciepla wode stosowano ze wzgledu na lepsza roz-
puszczalno$¢é w niej cukréw. Celem wytracenia zanieczyszczen charakteru
bialkowego, do roztworu dodawano kilka kropel 10-procentowego roz-
tworu octanu olowiu. Zawarto$é kolbki uzupelniano do 50 ml, mieszano.
a po odstaniu odsaczano wytracony osad. Z przesgczu brano 25 ml, za-
dawano 10-procentowym roztworem siarczanu sodu az do calkowitego
wytracenia nadmiaru octanu olowiu. Osad odwirowywano, a klarowny
roztwér znad osadu zlewano do kolby miarowej i uzupelniano do 50 ml.
7 tak przygotowanego roztworu Bielozierski poleca pobieranie pro-
bek do oznaczen cukréw trzech podfrakeji nalezacych do frakeji I:

1) cukréw wprost redukujacych.

2) sacharozy,

3) maltozy i ew. innych.

Cukry wprost redukujace oznacza sie¢ bezposrednio (bez hydrolizy).
sacharoze po uprzedniej 5-minutowej hydrolizie 2°% kwasem solnym.
a maltoze po hydrolizie 1%/ kwasem solnym w ciggu 3 godzin.

Poniewaz w naszych doswiadczeniach nie przeprowadzano analizy ja-
ko$ciowej na wystepowanie poszczegolnych cukroweéw w epikotylach
grochu i nie wiedzieliémy, czy w naszych hydrolizach wystepuje maltoza,
ktérej zdolnosé redukeyjng po hydrolizie podwaja sig, czy tez inne dwu-
cukry, ktoére redukuja calkowicie dopiero po hydrolizie — przeto weglo-
wodany I grupy oznaczaliémy tylko sumarycznie po 3-godzinnej hydro-
lizie 1% kwasem solnym.
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Po zakonczeniu hydrolizy roztwory zobojetniano weglanem sodu do
pH 7, wlewano plyn Fehlinga i podgrzewano az do wrzenia, ktore utrzy-
mywano przez 3 minuty. Plyn odstawiano az do opadnigcia tlenku mie-
dziawego, a nastepnie saczono przez lejek porcelanowy C-4. Osad prze-
mywano ciepla wodg. Tlenek miedziawy rozpuszczano w kwasnym roz-
tworze siarczanu zelazowego [Fes(SOy)3], a nastepnie miareczkowano 0,1 n
roztworem KMnOfl.

Przy obliczaniu ilo$ci cukréw, odpowiadajacej ilosci zredukowanej
miedzi, postugiwano si¢ tabela opracowang przez Bielozierskiego.

Pozostaly po ekstrakcji alkoholowej material roslinny suszono w temp.
45°C do stanu powietrznie suchego. Z wysuszonych prébek ekstrahowano
cukry rozpuszczalne w wodzie. Ekstrakcje prowadzono czterokrotnie uzy-
wajac cieplej (ok. 35°C) wody. Wyciag, ktéry stanowil druga frakcje we-
glowodanéw, zageszczano w temp. 100°C, zadawano 20°/o kwasem solnym
w takiej ilo$ci, aby stezenie jego w roztworze wynosilo 2%, i hydrolizo-
wano na wrzacej lazni wodnej przez 3 godziny. Hydrolizat zobojgtniano
na goraco tlenkiem olowiawym (PbO), odsgczano, a do przesgczu wkra-
plano octan olowiu, celem wytracenia zanieczyszczen bialkowych. Osad
odsaczano, a z przesaczu strgcano nadmiar octanu olowiu 10%s siarczanem
sodu. Osad odwirowywano, dekantowano, przemywano i oznaczano w nim
cukry metoda Bertranda.

Pozostaly po ekstrakcji wodnej material zadawano znéw niewielky
iloscia wody, wstawiano do lazni wodnej o temp. 60°C i prowadzono roz-
klejanie skrobi. Po 30 minutach do roztworu dodawano diastaze przygo-
towana ze $liny (okolo 3 ml §liny rozcienczone zimng woda do ok. 50 ml
przesaczano przez szklany lejek). W czesci przesgczu oznaczano cukry
($lepa proba). Material zadany diastazg wstawiano do termostaiu o temp.
37°C. Po 24 godz. trawienia materialu diastaza badano plynem Lugala
pod mikroskopem obecno$¢ skrobi w roztworze. Jezeli skrobia juz nie
wystepowala, to pozostaly material roSlinny dekantowano, przemywano
letnia woda, zadawano 20% kwasem solnym do stezenia 2% i hy-
drolizowano na wrzacej lazni wodnej przez 3 godz. Hydrolizat zobojet-
niano tak jak w przypadku drugiej frakcji i oznaczano cukry metoda
Bertranda. Skrobia stanowila trzecig frakcje.

W pozostalym materiale oznaczano cukry czwartej frakcji. Zadawano
wiec material 2% kwasem solnym i hydrolizowano na wrzacej lazni
wodnej przez 3 godz., odsaczano, przesacz zobojetniano tlenkiem olowia-
wym, odsgczano i z przesaczu usuwano zanieczyszczenia bialkowe octa-
nem olowiu, odsaczano, z przesgczu usuwano nadmiar octanu olewiu siar-
czanem sodu. Powstaly osad siarczanu olowiu odwirowywano, klarowny
roztwér znad osadu ostroznie dekantowano i oznaczano w nim zawartosc¢
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cukrow. Na czwartg grupe weglowodanow skladaly si¢ glownie hemice-
lulozy.

W pozostalym materiale oznaczano celuloze, ktora stanowila w na-
szych oznaczeniach pigta grupe. Material zadawano 20 ml 80% kwasu
siarkowego i odstawiano na 2,5 godziny mieszajac co pewien czas. Na-
slepnie dodawano pietnastokrotnie wiekszg objetosé¢ wody i roztwor hy-
drolizowano na lazni wodnej przez 5 godzin. Po zakonczeniu hydrolizy
hydrolizat zoboje¢tniano weglanem sodu i oznaczano w nim cukry metodg
Bertranda.

Hodowle i oznaczenia prowadzono dla grochu zwyklego w jednej serii
dos$wiadczen, dla grochu ,Szlachetna Perla® w dwu réwnoleglych se-
riach. Oznaczone zawarto$ci poszezegolnych grup weglowodanéw odno-
szono do suchej masy epikotyli (oznaczanej droga posrednia, tzn. w czeSci
badanego materialu). Poszczegdlne oznaczenia stanowia S$rednie z dwu
rownoleglych probek. Wyniki doswiadczen zestawiono w tabelach.

Tabela l
Zawarto$é weglowodanow 5 grup w epikotylach Pisum sativum
(w % w stosunku do suchej masy)
Content of carbohydrates of five groups in peas (Pisum sativum)
epicotyls (% of dry weight)

Rodzaj doswiadczenia 1 Zawartos¢ weglowodanow 5 grup
_ Kind of experiment | Content of carbohydrates of five gl-oups
| | |
1 II o III I \'
— |
Kontrola i |
Controls . 4,20 0,19 0,13 18,67
- ; | . | — |
Kinetyna | i | I
23 0 014 0,16 l 22,05

Kinetin

]

Wyniki doswiadezen wskazuja na spadek zawartosci weglowodanow
grupy I (o ok. 45%0) i grupy II (o ok. 25%) oraz na wzrost polisacharydow
grupy III (o ok. 25%), grupy IV (o ok. 8%), grupy V (o ok. 18°) w epiko-
tylach stymulowanych kinetyna.

Wyniki naszych analiz wykazuja wyrazny spadek zawartosci weglo-
wodanéw 1 grupy (o ok. 50%) w epikotylach stymulowanych kinetyng
oraz mieszaning kinetyny i TAA.

Spadek tej zawartosci o ok. 30% obserwujemy takze w epikotylach
hodowanych na pozywce z dodatkiem adeniny.

W epikotylach za$ stymulowanych IAA stwierdzamy w obu seriach
doswiadczen pewien nieznaczny (5—7%0) wzrost zawartosci weglowoda-
néw grupy I. Byé moze, ze kwas P-indolooctowy, stymulujac szybkosc
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Tabela 2
Zawartos¢ weglowodanow 5 grup w epikctylech greochu ,,Szlachetna
Perta”), (w % w stosunku do suchej masy)

Content of carbohydrates cf five groups in peas ,Szlachetna Perla”
epicotyls (% of dry weight)
Zawartos¢ weglowodanow 5 grup

Rodzaj doswiadczenia |
‘ Content of carbohydrates of five groups

Kind of experiment

Dcéwiadezenie I — Experiment I

I 1 | 1 | m v \4
Kontrola - ' N A
17,48 | 096 0,34 3,43 12,90
Controls | |
Kinetyna I
—_— | est | o062 0,59 336 | 41,03
Kinetin ! |
Adenina ! .l
] ' 12,14 | 058 1,41 4,78 14,04
Adenine | I
IAA | 1849 = 0,68 0,39 6,29 14,12
R - 'r e - —
Kinetyna+ IAA I
i y 895 | 0,48 0,59 3,10 30,32
Kinetin + IAA .
Doswiadczenie II -— Experiment II
Kontrola |
18,19 0,84 0,42 4,49 14,90
Kontrols i
Kinetyna [ |
’ 9,0 0,60 | 0,58 3,25 30,30
Kinetin | ! i
Adenina |
) 11,88 0,65 1,38 5,41 15,10
Adenine !
IAA 19,54 0,1 0,36 3,40 16,19
Hinetyng - T 8,15 0,47 0,58 3,35 30,15
Kinetin + IAA |

wsysania wody przez komorki, zwieksza jednocze$nie szybkosé wnikania
sacharozy, rozpuszczonej w pozywce.

Jesli chodzi o weglowodany II grupy, to i w tym wypadku obserwu-
jemy spadek ich zawartos$ci: najwiekszy, bo okolo 50%, w epikotylach
stymulowanych mieszaning kinetyny i IAA, mniejszy, ok. 30%, w epi-
kotylach stymulowanych pozostalymi substancjami wzrostowymi.
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W grupie III weglowodanéw widzimy bardzo duzy (3—4-krotny) przy-
rost zawartosci skrobi w epikotylach hodowanych na pozywkach z do-
datkiem adeniny oraz mniejszy w epikotylach stymulowanych kinetyna
i mieszaning kinetyny i kwasu p-indolooctowego. Nadmienié przy tym na-
lezy, ze w tym wypadku istnieje rozbieznos¢ w wynikach obu serii do-
swiadczen, gdyz w serii I przyrost ten wynosi zaréwno dla kinetyny, jak
i dla mieszaniny kinetyny i kwasu f-indolooctowego ok. 75%, zas w serii 1I
tylko ok. 40%,. Charakterystyczna jest zbiezno$¢ wynikéw dla kinetyny
oraz mieszaniny kinetyny + IAA w obu seriach do$wiadczen.

Jesli chodzi o zawartos¢ weglowodandéw grupy IV, obejmujacej he-
inicelulozy i substancje pektynowe, to wyniki analiz sa bardzo rozbiezne,
nawet dla materialu kontrolnego i wobec tego trudne do interpretacji.
Prawidlowe oznaczenie tej grupy wielocukréw przedstawia ogromne trud-
nosci metodyczne, ktore zostana omoéwione nizej.

Przy rozpatrywaniu weglowodanow grupy V, obejmujacej blonnik,
uderzajgcy jest przyrost przede wszystkim w epikotylach stymulowanych
kinetyna oraz mieszaning kinetyny i IAA. Przyrost ten jest okolo dwu-
krotny, a nawet w serii I dla kinetyny 3-krotny.

Pewna ilustracje przesunie¢ w zawartosci poszczegblnych grup weglo-
wodanéw oraz faktu, ze kosztem cukrow prostych powstaje pod wplywem
badanych substancji wzrostowych celuloza, stanowi¢ moze wyliczony z po-
wyzszych tabel stosunek weglowodanéow grupy V do weglowodanéw

grupy 1.

Tabela 3

Stosunek zawarto$ci weglowodanéw grupy V do
weglowodanéw grupy I w doswiadczeniach Ii II
Relati 'n of content of carbohydrates of group V to
carbohydrates of group Iin the experimentsIand II

e 3 Doswiadczenie
Rodzaj doSwiadczenia

. . Experiment
Kind of experiment | ————— .
| 1 IT
|
Kontrola : 074 0.81
Controls |
IAA L1009 1,12
Adenina |
. | 1,15 1,27
Adenine _
Kinetyna+IAA |
S [ 3,39 3,70
Kinetin + JAA |
Kinetyna
4,25 3,37

Kinetin
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Stosunek zawartosci weglowodanow grupy V do weglowodanow grupy 1
ksztaltuje sie najwyzej dla kinetyny w I serii do$wiadczen, nastgpnie dla
mieszaniny kinetyny i TAA. Wartosci tego stosunku dla adeniny i TAA
ksztaltuja sie posrednio.

Charakterystyczny jest duzy (3—4-krotny) wzrost zawartosci skrobi
w epikotylach stymulowanych adenina.

Fakt ten nasuwa przypuszczenie, ze dzialanie adeniny polega w tym
wypadku na stymulowaniu aktywnosci enzymoéw zwigzanych z synteza
skrobi. Enzymem odgrywajacym ogromng role w procesie syntezy skrobi
jest fosforylaza. W obecnosci tego enzymu nastepuje synteza skrobi
z estru Corich.

Wobec tego przebadano wplyw adeniny, kinetyny, IAA oraz miesza-
niny kinetyny i IAA na aktywnos¢ fosforylazy w epikotylach grochu.

W tym celu jednogramowe odwazki epikotyli, hodowanych jak w do-
Swiadczeniach poprzednich, homogenizowano przez rozcieranie ich w por-
celanowych mozdzierzach, a nastepnie dodawano po 0,2 ml homogeni-
zatow do 1 ml 1% roztworu estru Corich, zaszczepionego 1 kropla bardzo
stabego roztworu kleiku skrobiowego (jednym z zasadniczych warunkéow
zapoczatkowania procesu syntezy skrobi z estru Corich jest obecno$é
§ladéw wielocukrowca, bedgcego jakby osrodkiem, w ktorym rozpoczyna
sie¢ proces syntezy, polegajacy na wydluzeniu istniejacego juz lancucha
czasteczek glukozy) i rozcienczonego 3 ml wody.

Co 5 minut mieszano na bialej porcelanowej plytce po kilka kropel
badanej mieszaniny z kilkoma kroplami bardzo rozcienczonego roztworu
jodu i obserwowano szybko$¢ pojawiania sie fioletowego zabarwienia,
$wiadczacego o syntezie skrobi.

Poréwnywano czas pojawienia sie tego zabarwienia w mieszaninach
zadanych homogenizatami z epikotyli kontrolnych i poddanych dzialaniu
badanych substancji wzrostowych. Wyniki doswiadczenia (dane otrzy-
mane dla trzech powtérzen byly bardzo zbieine) podajemy w tabeli 4.

Przytoczone dane wskazuja, ze nasza proba iloSciowego oznaczenia
aktywnosci fosforylazy w epikotylach kontrolnych i poddanych dzialaniu
badanych substancji wzrostowych posiada tylko charakter orientacyjny.

Wprawdzie synteza skrobi w srodowiskach, do ktérych dodano homo-
genizatu z epikotyli stymulowanych adening, byla obserwowana najszyb-
ciej, gdyz juz po 10 minutach, to jednak przy homogenizatach z epikotyli
stymulowanych kinetyng oraz mieszaning kinetyny z kwasem f-indolo-
octowym synteze te obserwowano réwniez szybko, bo po 15 minutach.

Dane te nie pokrywaja sie z przyrostem zawartosci skrobi w epiko-
tylach stymulowanych kinetyna i kwasem B-indolooctowym, ktéry to
przyrost byl znacznie mniejszy niz w epikotylach hodowanych na pozyw-
ce zawierajagcej adenine.
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Tabela4

Pojaw.anie sie zabarwienia w
Rodzaj doswiadczenia badanych mieszaninach po:

Kind of experiment Appearance of colouring in the
examined mixtures after:

5' 10’ 15' 20" 25' 30" 25' 40" 45' 50'

Kontrola i
Controls i

S e

Kinetyna
Kinetin

Adenina
Adenine

S T o= —— + =+
Kinetyna + IAA
Kinetin + TAA

Pomimo jednak Zze proba nasza nie moglaby stanowic¢ podstawy dla
poréwnania stopnia zwiekszenia aktywnosci fosforylazy w epikotylach
stymulowanych poszczegolnymi substancjami wzrostowymi, to jednak
wyniki jej wydaja sie wskazywaé¢ na to, ze adenina, kinelyna oraz mie-
szanina kinetyny i kwasu f-indolooctowego wplywaja na zwickszenie sie
aktywnosei fosforylazy w badanym materiale.

Ester Corich przygotowano wedlug metody enzymatycznej, opisanej
przez Bielozierskiego, a polegajacej zasadniczo na otrzymaniu estru
przez dzialanie na substrat zawierajacy skrobig rozpuszczalng craz Nay;HPO,
i KH,PO, wyciggiem z ziemniaka jako Zrodlem fosforylazy.

OMOWIENIE WYNIKOW 1 DYSKUSJA

Reasumujac wyniki do$wiadczen nad wplywem badanych substancji
wzrostowych na zawartos¢ weglowodanéw w epikotylach grochu mozna
powiedzie¢, ze pod wplywem kinetyny oraz mieszaniny kinetyny i kwasu
p-indolooctowego nastapily znaczne przesunigcia w zawartosci weglowo-
danéw poszcezegolnych grup: kosztem weglowodanéw bardziej prostych —
jedno- i dwucukrow zwiekszyla sie zawartos¢ wielocukrow: skrobi oraz
polisacharydow, wchodzacych w sklad blon komoérkowych, a mianowicie
blonnika.

Charakterystyczny jest rowniez duzy (przeszlo 3-krotny) przyrost ilosci
skrobi w epikotylach poddanych dzialaniu adeniny.

Wyniki te nasuwaja przypuszczenie, ze badane substancje wzrostowe,
a w szezegolnosei kinetyna i adenina, dzialaja jako stymulatory aktyw-
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nosci proceséw enzymatycznych, zwigzanych z syntezg wielocukrow, co
zostalo stwierdzone w odniesieniu do fosforylazy.

Wyniki jednak naszych doswiadczen, zmierzajacych do ustalenia, w ja-
kiej mierze badane substancje wzrostowe wplywaja na synteze polisacha-
rydéow, wchodzacych w sklad blon komorkowych, posiadaja tylko cha-
rakter orientacyjny.

Oznaczenia bowiem IV grupy weglowodanéw, obejmujacej hemicelu-
lozy (heksozany i pentozany) oraz substancje pektynowe, sa bardzo roz-
biezne i trudne do interpretacji. Wigze sie to prawdopodobnie z duzymi
trudno$ciami metodycznymi w oznaczaniu weglowodanéw tej grupy.

IV grupa weglowodanoéw jest bardzo roznorodna i, przy oznaczaniu
jej z jednej odwazki materialu, nalezy liczy¢ sie przede wszystkim z fak-
tem, ze cze$é substancji pektynowych, rozpuszczalnych w wodzie, prze-
chodzi w toku kolejnych ekstrakeji alkoholem i woda do weglowodanow
grupy II.

Poza tym przy przeprowadzaniu hydrolizy hemiceluloz 2%, kwasem
solnym na gorgco, w ciggu 3 godzin, moga nie wszystkie hemicelulozy
przej$¢é w monozy. Dlatego tez, szczegdlnie przy pracy z nieznanym ma-
terialem, nalezaloby kontrolowaé, czy hydroliza jest calkowita, przepro-
wadzajac probe z kwasem o wiekszym stezeniu (3,5—5%0). Jednakze przy
podwyzszeniu stezenia kwasu hydroliza moglaby rowniez naruszy¢ blonnik
(wg danych Bielozierskiego przy 5-godzinnej hydrolizie 3,6%
kwasem solnym ok. 1,5 blonnika przechodzi do hemiceluloz).

Obliczanie ilosci weglowodanéw IV grupy daje zwykle wartosci raczej
rozbiezne, gdyz mogace wystepowa¢ w hydrolizacie obok heksoz: pentozy
i kwas galakturonowy mogg stanowié Zrodlo bledu.

Nalezy réwniez nadmienié¢, ze w obecnosci duzej ilosci pektyn ozna-
czanie weglowodanéw IV grupy jest bardzo niepewne (Bielozierski).
Wedlug danych Bonnera iloSciowe oznaczanie hemiceluloz obok pektyn
w tkankach jest niezmiernie trudne i wymaga oddzielenia substancji
pektynowych, bedacych pochodnymi kwasu poligalakturonowego, wyste-
pujacych szczegdlnie obficie w pierwotnych blonach komérkowych.

Cznaczenia pektyn przeprowadza sie na podstawie ilosei dwutlenku
wegla, odszczepiajacego sie od kwasoéw uronowych pektyn przy ogrzewa-
niu z kwasem mineralnym, a pentoz (zwykle arabinozy i ksylozy) na
podstawie ilosci tworzacego sie furfurolu.

Wobec niemoznoéci dokladnego oznaczenia IV grupy weglowodanow
uzyskane wyniki trudno jest zinterpretowac.

Wiemy, ze kinetyna, a takze (choé w mniejszym stopniu) adenina,
wzmaga ilo$¢ podzialéw komoérkowych (Das, Dmochowski, Gut-
mann. Miller i Skoog, Olszewska), co wigzaloby sie oczy-
widcie ze wzrostem ilodci blon komérkowych w badanym materiale.
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Wzrost wiec frakcji celulozowej moze byé¢ odpowiednikiem ilosci blon
komorkowych w epikotylach.

Gdybysmy jednak mieli dokladne oznaczenia hemiceluloz i pektyn, to
mozna by stwierdzi¢, czy stosunek tej frakcji do frakeji celulozowej ksztal-
tuje sie tak samo we wszystkich rodzajach do$wiadczen, czy tez ulega on
zachwianiu na korzys$¢ np. frakeji celulozowej.

Na tej bowiem podstawie mozna by sadzié, czy dzialanie badanych sub-
stancji wzrostowych zwigzane jest z zakladaniem sie nowych blon ko-
morkowych, czy tez z odkladaniem sie blonnika i coraz wigksza jego prze-
waga nad pozostalymi skladnikami blony.

Rozstrzygniecie tego zagadnienia wymagaloby jednak dalszych badan
z zastosowaniem metodyki, umozliwiajacej dokladnie oznaczenie IV frak-
cji weglowodanow.

STRESZCZENIE

Skoog i jego wspolpracownicy wykazali, ze w wycinkach rdzenia
lodygi tytoniu hodowanych na pozywce mineralnej zestalonej agarem,
zawierajacej kwas p-indolooctowy zachodzi intensywne zwigkszanie sig
rozmiarow komorek. Nastepuje przy tym wiele podzialow mitotycznych,
ktorym jednak nie towarzyszy cytokineza, co prowadzi do powstawania
komoérek wielojadrowych.

Jezeli do $rodowiska dodaé¢ kinetyny, zaczyna przebiega¢ normalna
cytokineza z zakladaniem sie blon komoérkowych.

Glasziou interpretujagc mechanizm dzialania kinetyny wysuwa kon-
cepcje, ze zwigzek ten jest stymulatorem metabolizmu blon komdérkowych.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie wplywu: 1. kinetyny, 2. adeniny.
3. kwasu p-indolooctowego, 4. mieszaniny kinetyny i kwasu f-indoloocto-
vego na zawarto$¢ weglowodanoéw w etiolowanych epikotylach grochu.

W badanym materiale oznaczano 5 grup weglowodanow: 1. jedno-,
dwu- i trojeukry, 2. dekstryny, $luzy i cze$é¢ substancji pektynowych.
3. skrobie, 4. hemicelulozy i pektyny, 5. celuloze.

Wyniki naszych analiz wydaja sie potwierdza¢ poglad Glasziou
o roli kinetyny jako stymulatora metabolizmu blon komodrkowych, gdyz
vod wplywem kinetyny i mieszaniny kinetyny i kwasu B-indolooctowego
nastgpily znaczne przesuniecia w zawartosci weglowodanow poszczegol-
nych grup. Kosztem weglowodanéw bardziej prostych, jedno- i dwucu-
kréow, zwickszyla sie zawarto$¢ wielocukrow skrobi oraz polisacharydow,
wchodzacych w sklad blon komérkowych, przede wszystkim za$ blonnika.

Charakterystyczny jest rowniez duzy (prawie 3-krotny) przyrost ilosci
skrobi w epikotylach poddanych dzialaniu adeniny.
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Wyniki te nasuwaja przypuszczenie, ze badane substancje wzrostowe
dzialaja jako stymulatory aktywnosci proceséw enzymatycznych zwigza-
nych z syntezg wielocukrow.

Przebadano wiec ich wplyw na aktywnosc fosforylazy. Okazalo sie, ze
aktywnos¢ tego enzymu wzrasta bardzo wybitnie szczegélnie w epikoty-
lach hodowanych na pozywce z dodatkiem adeniny.

(Wplynelo dn. 24.6.1958 r.)
Zaktad Biochemii
Uniwersytetu f.odzkiego

SUMMARY

Skoog and his co-workers have demonstrated that tobacco pith sections
cultured on nutrient agar containing p-indoleacetic acid undergo con-
siderable cell enlargement. Many mitotic divisions occur which are how-
ever unaccompanied by cytokinesis, and thus lead to the rise of multi-
nucleate cells.

* If kinetin is added to the medium, rapid cell division and cytokinesis
with the formation of cell walls occur.

Glasziou interpreting the mechanism of the kinetins action gives
the conception that this compound stimulates cell wall metabolism.

The theme of our work was the influence of: kinetin, adenine, f-indole-
acetic acid and the mixture of kinetin and f-indoleacetic acid on the
carbohydrates content in etiolated peas epicotyls.

We have analysed 5 groups of carbohydrates: 1. mono- di- and tri-
saccharides, 2. dextrines, mucilages and part of pectic substances, 3. starch,
4. hemicelluloses and pectic substances, 5. celluloses.

The results of our analyses seem to confirm Glasziou's opinion
concerning the role of kinetin as a stimulant of the cell wall metabolism,
because under the influence of kinetin and the mixture of kinetin and
fi-indoleacetic acid the great change-over in the carbohydrate levels of the
individual groups ensued:

At the expense of the more simple carbohydrates mono- and bi-
saccharides increase the content of polysaccharides — starch and poly-
saccharides entering into the cell walls, first of all of cellulose.

A very considerable increase (about 3 times) of the level of starch is
very characteristic in the epicotyls stimulated by adenine.

From these results it can be surmised that the investigated growth
substances stimulate the activity of enzymes taking part in the synthesis
of polysaccharides, and therefore we have investigated their influence on
the activity of phosphorylase. We asserted that the activity of that enzyme
increases remarkably, especielly in the epicotyls cultured on the nutrient
containing adenine.
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