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Staralem sie wykazaé, ze niektére uklady biologiczne zostaly nies-
lusznie wyrzucone poza burte parazytologii. Uklady te mieszcza sig w
sferze zainteresowan innych dyscyplin naukowych. Jak juz jednak pod-
kreslilem, zainteresowania te dotyczg innych, nie parazytologicznych
aspektéow tych ukladow. Dzieje sie tak ze szkodg dla rozwoju podstaw
teoretycznych parazytologii. Wydaje sig, ze przedzej czy poézniej para-
zytologia bedzie musiala znacznie rozszerzy¢ zakres badan zmierzaja-
cych do stworzenia uniwersalnej teorii ukladéw pasozytniczych.

Maria J. Olszewska

ZMIANY ILOSCIOWE I JAKOSCIOWE DNA JADROWEGO
PODCZAS ROZNICOWANIA KOMOREK

Zwigkszenie zawartosci podstawowej (2C) DNA podczas wzrostu
i réznicowania komoérek zachodzi dwiema drogami: 1 — w wyniku pra-
widlowej mitozy, po ktérej nie nastepuje cytokineza; powstaje w ten
spos6b komoérka dwujgdrowa; jadra ulegajg fuzji, wskutek czego komor-
ka ostatecznie zawiera jedno jadro o podwojonej zawartosci DNA; 2 —
w rezultacie replikacji DNA, po ktérej nie nastepuje mitoza. Pierwszy
mechanizm jest rozpowszechniony np. w watrobie ssakéw; wielokrotne
mitozy bez cytokinezy doprowadzaja do powstania komérek poliploidal-
nych o zawarto$ci chromosoméw 32 n. Drugi sposéb powszechnie wys-
tepuje u zwierzat nizszych, w komérkach troficznych u wszystkich grup
zwierzat oraz u roslin okrytozalgzkowych. Liczba rund replikacji DNA
moze by¢ bardzo znaczna; np. w wyniku kolejnych 12 replikacji DNA
jego zawarto$¢ zwieksza sie 8192 razy w poréwnaniu z jadrem diplo-
idalnym. Zwykle, po wielokrotnym powtoérzeniu tego procesu, zwanego
endoreplikacja jadrowego DNA, ujawniaja si¢ chromosomy politenicz-
ne, powstajgce w rezultacie nierozlgczenia sig siostrzanych chromatyd.

Stwierdzenie wystepowania endoreplikacji DNA jest dokonywane
metodami morfologicznymi i cytochemicznymi. Metody morfologiczne
polegajag badz na bezposrednim zaobserwowaniu endomitozy, tj. na
stwierdzeniu zatrzymania mitozy na etapie wczesnej profazy i przek-
sztalcenia sie zreplikowanych chromosoméw siostrzanych wewnatrz o-
toczki jadrowej w chromatyne interfazows; jadro takie zawiera dwa
razy wiecej chromosoméw niz jadro macierzyste; taki typ endomitozy
wystepuje rzadko. Druga metoda morfologiczna polega na analizie roz-
miaréw jader i ich heterochromatyny: w wyniku endomitotycznej rep-
likacji DNA nastepuje rytmiczne zwiekszanie zaréwno objetosci jadra,
jak i rozmiaréw heterochromatyny. Uzyskane tymi metodami wyniki
wyraza sie wielokrotnoscia n (n=haploidalna liczba chromosoméw). Me-
tody cytochemiczne polegaja na wykazaniu syntezy DNA (np. poprzez
autoradiograficzng analize wlgczania *H tymidyny) w komérkach, kt6-
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re utracily zdolno$¢ do podzialu oraz na pomiarach cytofotometrycznych
zawartosci DNA w jagdrach zabarwionych metodg specyficzng dla DNA
— np. metodg Feulgena. Wyniki wyraza sie wielokrotnosciag C (C=hap-
loidalna zawartos¢é DNA). Metody cytochemiczne, a w szczegélnosci cy-
tofotometryczne, przyczynily sie do dokladniejszego poznania wystepo-
wania endoreplikacji DNA oraz mechanizméw regulujacych ten proces.

W 1976 r. W. Nagl przedstawil hipoteze, w mysl ktérej im nizsza
jest podstawowa — 2C — zawartos¢ DNA u danego gatunku, tym wiek-
sze jest prawdopodobienstwo powstania jgder endopoliploidalnych lub
politenicznych w niektérych komérkach. Hipoteza ta byla oparta na nie-
licznych dowedach doswiadczalnych uzyskanych metodg cytofotomet-
ryczng. Ponadto Nagl uwazal, ze endoreplikacja DNA, politenia, a ogél-
nie — somatyczna poliploidalnos¢ — stanowig ewolucyjng strategie, kté-
ra zastepuje brak filogenetycznego zwiekszania zawartosci jgdrowego
DNA. Zatem na podstawie tej hipotezy mozna bylo oczekiwaé odwrotnej
zaleznosci miedzy podstawowg (2C) zawartoscig DNA a osigganym po-
ziomem endopoliploidalnosci.

U ros$lin okrytozalgzkowych wystepuje ogromne zréznicowanie w
zakresie 2C DNA: od ok. 0,5 pg do ok. 150 pg u gatunkéw diploidal-
nych. Stanowia wiec one dobry obiekt do badania praw rzgdzgcych dy-
namikg endoreplikacji DNA. Badania takie zostaly przeprowadzone
przez nasz zesp6l. Glowna cze$¢ naszych obserwacji byla dokonana na
najbardziej rozpowszechnionej w organizmach ro$linnych tkance mie-
kiszowej.

W korzeniu kolejne odcinki zawieraja komérki merystematyczne,
nastepnie strefe wzrostu komérek, strefe réznicowania i strefe zrézni-
cowang. Synteza DNA w strefie merystematycznej warunkuje realiza-
cje cyklu komérkowego, natomiast powyzej strefy merystematycznej —
jest dowodem $wiadczacym o endoreplikacji DNA. U gatunkéw, u kté-
rych zachodzzi endoreplikacja DNA, indeks znakowania *H tymidyng
jest najwyzszy w strefie merystematycznej, poczem stopniowo zmniej-
sza sie w kolejnych strefach wzrostu i réznicowania komérek. U niek-
torych gatunkéw S$rednie wyznakowanie jader powyzej strefy merys-
tematycznej jest wyzsze, co wskazuje na wyzszy poziom replikacji DNA
niz w merystemie, tj. powyzej poziomu 4C. U gatunkéw, u ktérych nie
stwierdzono cytofotometrycznie zwiekszania zawartosci DNA podczas
wzrostu i réznicowania komoérek, nie nastepowalo wlaczanie *H tymidy-
ny w strefie ponadmerystematycznej.

Badania cytofotometryczne przeprowadziliSmy na korzeniach 160
gatunkéw, wsréd ktérych w wiekszosci po raz pierwszy oznaczyliSmy
podstawowg — 2C — zawartos¢ DNA. WykazaliSmy, ze dynamika en-
doreplikacji jadrowego DNA, wyrazona maksymalng wielokrotnoscig C
w jadrach komérek zréznicowanych, jest cechg rodziny. Wsréd dwulis-
ciennych najwyzsza dynamikg endoreplikacji DNA charakteryzuje sie
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rodzina Cruciferae ( rassicaceae), najmniejszg — Compositae (Asterace-
ae) i Ranunculaceae, nie mozna zatem upatrywaé zaleznosci ewolucyj-
nej. Wsréd jednolisciennych najwyzsza dynamike endoreplikacji wyka-
zujg gatunki z rodziny Cramineae, najmniejszg — z rodziny Ameryl-
lidaceae i Iridaceae.

W obrebie tej samej rodziny gatunki jednorocczne charakteryzuja
si¢ wigkszg dynamika endoreplikacji w miekiszu kory korzeni niz by-
liny, drzewa i krzewy. Tylko wsréd gatunkéw z tej samej rodziny i o
tym samym typie cyklu zyciowego wystepuje postulowana przez Nagla
(1976) odwrotna zaleznos¢ miedzy zawartoscia 2C DNA a dynamiks en-
doreplikacji DNA.

U dwulisciennych w mezofilu kolejnych lisci z kwitngcych roslin
maksymalna zawartos¢ DNA jagdrowego jest zblizona lub identyczna
jak w miekiszu korzeni. U jednolisciennych mezofil jest diploidalny,
natomiast komoérki pochwy okolowigzkowej podczas kolejnych etapéow
ich wzrostu i réznicowania wykazujg dynamike endoreplikacji zblizong
do miekiszu korzeni.

Bielmo mnalezy do tkanek troficznych, o ktérych wiadomo, ze cha-
raktryzujag sie wysoka dynamika endoreplikacji. Podczas rozwoju
bielma réznice dynamiki endoreplikacji DNA u poszczegdlnych ga-
tunkéw sg podobne do miedzygatunkowych réznic w komoérkach mie-
kiszowych korzeni i lisci z tym jednak, ze w bielmie osiggany jest wyz-
szy poziom badz pojawia si¢ endoreplikacja na niskim poziomie u ga-
tunku, u ktérego proces ten nie zachodzil w komérkach migkiszowych.

StwierdziliSmy, ze w migkiszu korzeni generatywna poliploidalnose,
mimo podwojenia 2C DNA, nie modyfikuje wzoru i dynamiki endorep-
likacji. Podobnie indukowana kolchicyng somatyczna poliploidalno$é nie
ogranicza spontanicznej endopoliploidyzacji: w korzeniach zawierajgcych
indukowane kolchicyng jadra poliploidalne wystepujg jadra o wyzszej
zawartosci DNA niz w korzeniach kontrolnych.

Powyzsza prawidlowos¢, wskazujgca, ze wzoér endoreplikacji jest
cechg genomu i nie jest modyfikowany ani przez generatywng, ani in-
dukowang poliploidalno$é, skierowala naszg uwage na poszukiwanie tych
cech genomu — poza 2C DNA — ktére moglyby decydowaé o dynamice
endoreplikacji DNA. Zwroécilismy uwage na zawartos¢ heterochroma-
tyny, tj. frakcji DNA zawierajgcej satelitarny DNA, charakteryzujgcy
sie¢ wielokrotnym powtérzeniem krétkich, identycznych sekwencji, nie
transkrybowanych in vivo. Ocena zawartosci heterochromatyny w ge-
nomie podstawowym, tj. w chromosomach mitotycznych merystemu ko-
rzeniowego, byla dokonywana jedyng wiarygodng metodg, tj. metoda
wybarwiania pragzkéw C. Dane dotyczgce zawartosci heterochromatyny
u poszczegélnych gatunkéw zostaly zaczerpniegte z literatury oraz z wy-
nikéw wiasnych. StwierdziliSmy istnienie pozytywnej korelacji (P=0,001)
miedzy zawarto$cig heterochromatyny a dynamika endoreplikacji DNA.
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Gatunki jednoroczne charakteryzujg sie¢ wiekszg zawartoscig heterochro-
matyny niz byliny, co wyjasnia mniejsza dynamike endoreplikacji DNA
u tych ostatnich. W regulowaniu dynamiki endoreplikacji szczegélng
role wydaje sie odgrywa¢ zawarto$¢ heterochromatyny interkalarnej.

Podczas roéznicowania tkanek w niektérych komoérkach nastepuje
zréznicowana replikacja DNA. Dowody swiadczace o istnieniu tego pro-
cesu polegajg na stwierdzeniu réznic ilosciowych i jakosciowych DNA
komérek roéznicujgcych sie lub zréznicowanych w poréwnaniu z genomem
podstawowym (komoérki merystematyczne). Wybiéreze wigczanie *H ty-
midyny do euchromatyny oraz zwigkszenie stosunku zawartosci DNA
euchromatyny (DNA heterochromatyny wskazuje na przewage endorep-
likacji DNA euchromatyny). Hybrydyzacja in situ DNA z fragmentami
odpowiednio pietnowanymi okreslonych sekwencji DNA, o ile wykazuje
wiekszg ilczbe miejsc hybrydyzacji, niz mozna by oczekiwa¢ na podsta-
wie calkowitej zawartosci DNA, jest metodg umozliwiajgcg stwierdze-
nie amplifikacji DNA, tj. wybiérczego powielenia okreslonych gendéw.
U gatunkéw bogatych w heterochromatyne w miekiszu korzeni jest ona
replikowana w mniejszym stopniu niz euchromatyna, bedgca — w prze-
ciwienstwie do heterochromatyny — nosnikiem informacji genetycznej.

Ogélnie przyjmuje sie, ze endoreplikacja DNA powoduje wzmoze-
nie transkrypecji i translacji dzieki zwielokrotnionej zawartosci wzorca
(DNA). Postlugujgc sie podwojnym barwieniem — metoda Feulgena dla
DNA i dinitrofluorobenzenem wigzgcym sie z bialkami — oraz pomiara-
mi cytofotmetrycznymi mogliSmy zmierzy¢ w tej samej komoérce zawar-
tos¢ DNA w jgdrze oraz zawartos¢ bialek w jadrze, jaderku i cytoplaz-
mie. Podeczas wzrostu i réznicowania komoérek miekiszowych korzenia
u gatunkéw z endoreplikacjg DNA zawarto§¢ bialek cytoplazmatycz-
nych jest wyzsza w komérkach endopoliploidalnych niz w komérkach
diploidalnych tej samej strefy korzenia, lecz zwigkszenie ilosci bialek
cytoplazmy nie jest proporcjonalne do zwielokrotnienia zawartosci DNA.
Najwyzszy przyrost zawartosci bialek cytoplazmatycznych podczas réz-
nicowania komérek korzenia wykazuje gatunek o wysokiej zawartosci
2C DNA, bardzo ubogi w heterochromatyne, u ktérego endoreplikacja
nie wystepuje.

Przedstawione wyniki upowazniaja do nastepujgcych wnioskéw:

1 — dynamika endoreplikacji DNA u roslin okrytozalgzkowych jest
cechg toksonomiczng, specyficzng dla rodziny i gatunku;

2 — poziom endoreplikacji DNA jest wyzszy w tkance troflcznej
(bielmo) niz w komérkach miekiszowych;

3 — charakterystyczny wzoér endoreplikacji nie jest modyfikowany
ani przez generatywna, ani indukowang poliploidalnosé¢;

4 — w obrebie tej samej rodziny, przy zblizonej zawartosci 2C DNA,
wigkszg dynamike endoreplikacji wykazujg gatunki jednoroczne niz by-
liny, krzewy i drzewa;
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5 — tylko wsérod gatunkéw z tej samej rodziny i o tym samym
typie cyklu zyciowego wystepuje postulowana przez Nagla (1976) od-
wrotna zalezno§é miedzy zawartoécig 2C DNA a dynamikag endoreplika-
cji;

6 — zawarto$¢ heterochromatyny, a w szczegélnosci heterochroma-
tyny interkalarnej, jest czynnikiem decydujgcym o dynamice endorep-
likacji DNA;

7 — cytoplazma komoérek endopoliploidalnych zawiera wiecej bia-
lek niz cytoplazma komérek diploidalnych bedacych na tym samym
etapie réznicowania, lecz réznice te nie sg skorelowane z zawartoscig
jadrowego DNA;

8 — endoreplikacja DNA wydaje sie byé¢ procesem rekompensu-
jacym wysokg zawartosé heterochromatyny, bylaby zatem mechanizmem
umozliwiajagcym komoérce wzmozenie potencjalu transkrypecyjnego pod-
czas réznicowania.

Zdzistaw A. Wojciechowski

STEROLE W ZYCIU ROSLIN

Wsréd licznych substancji sterydowych, jakie wyodrebniono dotad
z tkapek roslin wyzszych, szczegdlne miejsce przypada, co najmniej z
trzech powodéw, sterolom. Po pierwsze, sterole sg jedyng grupg stery-
déw powszechnie wystepujgcg w roslinach. Przeprowadzone dotgd ba-
dania calkowicie uzasadniajg poglad, ze zdolnos¢ do biosyntezy steroli
jest najprawdopodobniej uniwersalng cechg wszystkich roslin zalicza-
nych do Eukaryota (z wylgczeniem nielicznych gatunkéw prymitywnych
grzybow) a takze sinic i niektérych bakterii. Po drugie, w odréznieniu
od wielu innych typéw sterydéw roslinnych — takich jak sapogeniny
sterydowe, alkaloidy sterydowe, kardenolidy lub bufadienolidy — ktoére,
podobnie jak wiele innych typowych wtérnych metabolitéw roslinnych,
mogg sie u niektérych roslin nagromadza¢ w ogromnych ilosciach, sie-
gajacych czasem kilkudziesieciu procent suchej masy tkanki — zawar-
tos¢ steroli w komérkach roslinnych jest wzglednie stala i rzadko wyk-
racza poza granice od kilku setnych do kilku dziesigtych procenta su-
chej masy. Po trzecie, przeprowadzone w ciggu ostatnich 25 lat rozleg-
le badania metaboliczne jednoznacznie wskazujg na to, ze sterole sg
biogenetycznymi prekursorami wszystkich innych rodzajéow sterydéow
roslinnych. Jakkolwiek szlaki metaboliczne wiodgce od steroli do innych
typébw zwigzkéw sterydowych nie zawsze zostaly szczegbélowo wyjasnio-
ne, nie ulega watpliwosci, ze synteza tych ostatnich zachodzi na drodze
enzymatycznych modyfikacji czgsteczek steroli polegajacych m.in. na
hydroksylacji lub animacji ukladu pierscieniowego lub lancucha bocz-
nego, czeSciowej lub calkowitej eliminacji weglowodorowego lancucha
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