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ІОК –  індолілоцтова кислота
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нм –    нанометр

мг –   міліграм

л –     літр
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◦С -   градус( за Цельсієм )
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ВСТУП

ФІТОГОРМОНИ

     Фітогормони - хімічні речовини, що виробляються в рослинах і регулюють їх ріст і розвиток. Утворюються головним чином в тканинах, що активно ростуть, на верхівках коренів і стебел. До фітогормонів звичайно відносять ауксини, гібереліни і цитокініни, а іноді і інгібітори росту, наприклад абсцизову кислоту. На відміну про  тваринних гормонів , фітогормони  менш специфічні і часто  діють в тій же ділянці рослини, де утворюються. Багато синтетичних речовин володіють такою ж дією, як природні фітогормони.

     Фітогормони (гормони рослин) - органічні речовини невеликої молекулярної маси, утворюються в малих кількостях в одних частинах багатоклітинних рослин і діють на інші їх частини як регулятори і координатори росту і розвитку. Гормони з'являються у складних багатоклітинних організмів, у тому числі рослин, як спеціалізовані регуляторні молекули для здійснення найважливіших фізіологічних програм, що вимагають координованої роботи різних клітин, тканин і органів, нерідко значно віддалених один від одного. Фітогормони здійснюють біохімічну регуляцію — найважливішу систему регуляції онтогенезу у багатоклітинних рослин. В порівнянні з гормонами тварин специфічність фітогормонів  виражена слабше, а діючі концентрації, як правило, вищі. На відміну від тварин, у рослин немає спеціалізованих органів (залоз), що виробляють гормони.

     Відомі 5 основних груп фітогормонів   , широко поширених не тільки серед вищих, але і нищих багатоклітинних рослин. Це ауксини, гібереліни, цитокініни, абсцизини і етилен. Кожна група фітогормонів  проводить свою характерну дію, схожу у рослин різних видів. Крім п'яти «класичних» фітогормонів, для рослин відомі інші ендогенні речовини, у ряді випадків діючі подібно фітогормонам. Це  ліпосахарини ,олігосахарини, жасмінова кислота, саліцилова кислота, пептиди, поліаміни, а також фенолові інгібітори росту. Разом з фітогормонами їх позначають загальним терміном «природні регулятори росту рослин».

Історія фітогормонів

     Експериментальне дослідження фітогормонів  почалося задовго до того, як був запропонований сам термін «гормони» (У. М. Бейліс і Е. Р. Старлінг, 1905). В 1880 Ч. Дарвін в книзі «Про здатність рослин до руху» описав досліди по вивченню згинання проростків злаків у напрямку до світла. Було встановлено, що світло сприймається тільки самою верхівкою колеоптиля, тоді як вигин відбувається в нижчележачій зоні, яка сама по собі нечутлива до світла. Дарвін припустив, що якийсь хімічний стимул переміщається з верхівки до еффекторної  зони, викликаючи в ній характерний вигин рослини. Подальші дослідження знайденого феномена привели в 1931-34 роках до відкриття і встановлення хімічної структури основного ауксину рослин — індолілоцтової кислоти (ІОК)[1].

     Проте набагато раніше була визначена хімічна природа іншого фітогормона : ще в 1901 в своїх дослідах на проростках гороху в Санкт-Петербурзькому університеті Д. Н. Нелюбов показав, що газ етилен в надзвичайно низьких концентраціях порушує нормальний ріст рослин. До 1930 був встановлений широкий спектр впливів етилену на рослини. В 1934 Р. Гейном (США) було остаточно доведене, що етилен синтезується самою рослиною і регулює багато важливих фізіологічних реакцій, тобто відповідає всім критеріям фітогормона.

      В середині 1930-х років ученими з Токійського університету (Т. Ябута і ін.) з паразитичного гриба Gibberella, поразка яким викликала надмірне витягання проростків рису, були виділені перші гібереліни структура одного з них (гіберелової кислоти) була повністю розшифрована англійським вченим Б. Кроссом в 1954. Незабаром гібереліни були знайдені і у складі рослин. В 1955 в США Ф. Скугом і ін. з автоклавованого препарату ДНК сперми оселедця був виділений і охарактеризований чинник, сильно стимулюючий поділ рослинних клітин в культурі, названий кінетином. В 1963 австралійський вчений Д. Лейтем виділив природний аналог кінетина з незрілих зернівок кукурудзи (Zea), названий ним зеатином. Згодом були знайдені інші аналоги кінетина з схожою фізіологічною активністю, що отримали загальну назву цитокініни. Відкриттям абсцизинів і їх головного представника — абсцизової кислоти — завершилося тривале дослідження природних інгібіторів росту рослин (Ф. Уоринг і ін.). Структура абсцизової кислоти була передбачена Д. Окумою, Ф. Едикоттом і ін. (США) і підтверджена прямим синтезом англійським вченим Дж. Корнфорт в 1965 році . В Росії теорія фітогормонів отримала сильну підтримку в 1936-37 рр. завдяки роботам М. Х. Чайлахяна в Інституті фізіології рослин (Москва) і висунутої їм концепції гормону флоригена, що викликає зацвітання рослин[6].

Розділ І
1.1. Ауксини

    Індоліл-3-оцтова кислота(C10H9NO2) - біла кристалічна речовина з молекулярною масою 175,19 і температурою плавлення 168◦С(рис.1.1.).На світлі швидко темніє .Максимум поглинання знаходиться в області 279 нм. ІОК добре розчинна в метиловому,етиловому і інших спиртах ,в сірчаному ефірі  і етилацетаті , погано - у воді, бензолі, хлороформі, краще розчинна в гарячій воді. ІОК швидко розкладається в кислому середовищі і при наявності окисників , наприклад H2O2. В лужному середовищі більш стабільна.  
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рис.1.1

      Індолілоцтова кислота — головний природний ауксин — швидко розщеплюється ферментом індолацетатоксидазою. Активність цього ферменту гальмує деякі ортодифеноли. Стимулююча дія ортодифенолів на ріст була відома досить давно, і спочатку вважали, що ці речовини і є ауксини; насправді ж їх стимулююча дія пояснюється тим, що вони пригнічують активність індолацетатоксидази, а це веде до підвищення вмісту в тканинах рослини ендогенної  індолілоцтової кислоти[3].

1.2.Методи аналізу індольних ауксинів

      Для виділення індольних ауксинів з  тканин рослинні об’єкти фіксують рідким азотом і ліофілізують або безпосередньо використовують для екстракції.Екстрагування ауксинів звичайно проводять протягом 2 годин при 0◦С кількома порціями підкисленого сірчаного ефіру, вільного від перекисів. Ефір з екстракту відганяється. Водний залишок піддають додатковому очищенню. Ауксини з водного екстракту витягують ефіром і потім концентрують шляхом відгонки ефіру.

      Для подальшої очистки використовують метод паперової або тонкошарової хроматографії. Ідентифікацію ІОК і інших індольних сполук на хроматограмі проводять по величині Rf  двох-трьох системах розчинників , по кольоровим реакціям і по біопробі.

     Елюати з зон  хроматограми використовують для біотестів. Простим і надійним біологічним методом виявлення ауксинів є метод прямого росту відрізків колеоптилів вівса , пшениці чи кукурудзи з видаленою верхівкою. Цей метод дозволяє виявити ІОК в межах 10-7-10-4 М.

Надійність аналізу ІОК зростає при використанні хімічних тестів: реактивів Сальковського, Ерліха, Прохазки з якими індольні сполуки дають комплекси різного кольору. Так як і деякі інші природні сполуки дають кольорові реакції з цими реактивами ,то необхідно застосовувати 2-3 хімічних тести для ідентифікації ауксина.

     Біологічні методи дають можливість кількісно  виявити вміст ауксинів в рослинних тканинах.Для цієї мети слугують також і хімічні кількісні методи.Для колориметричного методу використовують реактив Сальковського (0.01 М FeCl3  в 35%-ій HClO4) ,реактив Ерліха(2г n-диметиламінобензальдегіда в 100мл 2,5 н  HCl). Однак чутливість цих методів невелика ,порядку 3*10-6-3*10-4   ІОК. Для виявлення кількості індольних ауксинів колориметричним методом необхідно кілька сот грамів  сирої маси тканини[2].

1.3.Біосинтез ІОК

     Амінокислота триптофан звичайно розглядається як попередник ІОК. Триптофан під дією трансамінази може перетворюватися в індоліл-3-піруват (рис.1.3.1.). Цей шлях вимагає присутності кетокислот і піридоксальфосфату. Ін-долілпіруват декарбоксилюється за участю декарбоксилази і тіамінпірофосфату до індоліл-3-ацетальдегіда. Альдегіддегідрогеназа, коферментом якої є НАД, окисляє індоліл-3-ацетальдегід до ІОК.

     Інший шлях утворення ІОК включає декарбоксилювання  триптофану з утворенням триптаміна. Потім триптамін під дією аміноксидази  перетворюється в індолілацетальдегід, який окислюється до ІОК.

     Згідно деяким даним, триптамін може утворюватися з індола, а потім перетворюватися в ІОК по вже описаному механізму. Індоліл-3-етанол під дією етанолоксидази швидко перетворюється в індол або ацетальдегід.
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рис1.3.1.

Окислювальний розпад ІОК

    Окислювальне руйнування ІОК може здійснюватися неензиматичним шляхом (за рахунок фотоокислення) і ензиматичним.

     Ензиматичне окислення відбувається за участю ферментативної системи, що отримала назву оксидази ІОК (ауксиноксидази), в основі якої лежить оксидазна дія пероксидази. Для окислення ІОК потрібен О2. Як кофактори необхідні Мn2+ і монофенол. В лабораторії звичайно використовується 2,4-дихлорфенол. Окислення 1 моля ІОК супроводжується поглинанням 1 моля О2 і виділенням 1 моля СО2. Окислення ІОК пришвидшується невеликою кількістю перекису водню (0,1 моль на 1 моль ауксина). Очевидно, оксидаза ІОК в клітинах в своєму складі містить флавінову частину, що проводить Н2О2. Проте показано, що очищена пероксидаза окисляє ІОК і без Н2О2. Основними продуктами реакції є 3-метиленоксіндол і індоліл-3-альдегід які можуть потім розпадатися далі.         3-метиленоксіндол є сильнодіючим сульфгідрильним реагентом і інгібітором ферментів, що містять SH-групу , проте за рахунок відновлення він перетворюється на нетоксичний 3-метилоксіндол. Природні монофеноли (рис.1.3.2.) з ОН-группою в параположенні (кумарова, феруллова кислоти, умбеліферон і ін.), а також деякі флавоноїди з одним оксизаміщенням в кільці В (нарингенін, кемпферол) в модельних дослідах посилюють активність оксидази ІОК, ди- і триоксифеноли (кавова, хлорогенова, галлова кислоти і ін.) і деяка флавоноїди з двома гідроксилами в кільці В (кверцетин, антоціани) інгібують її [Кефелі, 1974; 1975 і др.][1]. Так як феноли широко представлені в рослинах, то вважають, що вони можуть грати важливу роль в регуляції розпаду ауксина. В рослинних клітках присутні також білки-протектори, що затримують окислення ІОК пероксидазою. Для молодих тканин, що інтенсивно ростуть, характерна значна кількість протекторів і низька активність оксидази ІОК[2].

   1.4.Транспорт ІОК
     Вже перші досліди з пересуванням ауксину по відрізках колеоптилів і стебел проростків показали, що це пересування відрізняється яскраво вираженою полярністю. Якщо агаровий блок-донор, містить ІОК, помістити на апікальний кінець відрізка, то ауксин переміщається в блок-приймач на базальному кінці відрізка. Перевертання відрізка базальним кінцем вгору лише злегка уповільнює базипетальний транспорт ІОК, але не змінює його полярну спрямованість в протилежному напрямі, тобто від базального до апікального кінця, ІОК пересувається дуже поволі за рахунок простої дифузії.

[image: image3.png]CH=CH—CO0H CH=CH—COOH

"0
OCHy 0
OH OH

n-Kysaposa xucroma  Sepynoea ruchoma Vidbenidepon
0 o
H-7 o HO O ] Q o4
" a
NN oH
o0 o 0
Hapunzenin Kerngepon
OH
CH=CH—CO0H m:cn«co—a@wu CooH
K07 CooH
OH OH HO' O+
0H OH OH
Kasosa wucnoma Xnoposenoea wucnoma Tancea xucnoma
OH OH
0 o
-7 ] S Neon HO O ' O oH
NN N o
OH o 0

Anmoryian Kaapyemun




рис.1.3.2.

СПЕКТР БІОЛОГІЧНОЇ ДІЇ АУКСИНА

     Ауксини були відкриті у зв'язку з вивченням росту розтягуванням і тропізмів у рослин, проте їх функції набагато ширші і, по суті, охоплюють всі сторони життєдіяльності рослинного організму. Якщо говорити коротко, то ауксин є обов'язковим учасником координації процесів морфогенезу, рухової і функціональної активності у рослин.  




                                Присутність ауксина (разом з цитокініном) абсолютно обов'язково для індукції ділення клітин. Ауксин необхідний перш за все для ініціації реплікації ДНК. Перехід кліток до мітозу і цитокінезу залежить, як правило, також від присутності цитокініна, проте високі концентрації ауксина здатні і без цитокініна викликати мітоз в соматичних клітинах рослин.  Численні дані свідчать про вплив ІОК і її  синтетичних аналогів на мітотичну активність тканин в цілих рослинах. Відомо, що ІОК, особливо навесні, в апікальних меристемах в період їх високої активності активує функціональну активність камбію. Під впливом ауксина починається розростання тканин зав'язі, причому на початку ІОК виділяється пилком, а потім насіння саме, що розвивається, стає продуцентами ІОК і інших фітогормонів.  Надходження ІОК в тканини плоду — обов'язкова умова формування плоду.                                                                 Самим вивченим прикладом дії ІОК на розподіл кліток є індукція утворення коренів. При зануренні проростків коренями в розчин ауксина  спостерігається гальмування зростання кореня[7].

Розділ ІІ

2.1.  Цитокініни
Гормони третього типу - цитокініни, стимулюють ріст в культурах рослинних тканин або органів і помітно підвищують швидкість поділу клітин. Встановлено, що зеатин, виділений з молодих зерен кукурудзи, є похідним аденіна — 6-(4-окси-3-метил-транс-2-бутеніламіно)пурин (рис.2.1.1.). Цитокініни містяться в рослинах в таких малих кількостях, що їх ідентифікували тільки за допомогою методу масспектрометрії. Бічний ланцюг, приєднаний до аміногрупи при 6-у атомі пуринового кільця, має ізопреноїдну структуру і , подібно гіберелінам, утворюється з мевалонової кислоти. Речовина, дуже близька до зеатину, — пурин — був виділений у формі рибонуклеозида з серинової і тирозинової транспортних РНК дріжджів, гороху, шпинату і печінки теляти. Кінетин— біла кристалічна речовина емпіричної формули C10N5O з молекулярною масою 215,2. У водному розчині має максимум поглинання 267 нм і мінімум 234,5 нм. Кінетин слабо розчиний у воді і добре  в етанолі, сірчаному ефірі, розчинах лугів і кислот. Кінетин стійкий до нагрівання, автоклавування, дії лугів і кислот.

      В даний час цитокініни знайдені у мікроорганізмів, водоростей, папоротей, мохів і багатьох вищих рослин різних таксономічних груп. Все природно присутні в рослинах цитокініни є похідними ізопентеніладеніна.

     Цитокініни не тільки стимулюють клітинний поділ, але і можуть змінювати будову рослинних клітин, вирощуваних в культурі. Якщо концентрація цитокініна в поживному середовищі дуже низька (не більше 109 моль), утворюються тільки рихлі, неміцні тканини. При дещо більш високих концентраціях  на поверхні клітинної маси розвиваються корінці, і, нарешті, при ще більш високих концентраціях (близько 3-106 моль) починається утворення пагонів. Ця залежність диференціювання коренів і пагонів  від концентрації цитокінінів, продемонстрована на тканинних культурах, дозволяє припускати, що цитокініни, можливо, виконують схожу функцію і в інтактній рослині. 
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рис.2.1.1.

      Ми поки що не можемо пов'язати дію цитокінінів з якою-небудь специфічною біохімічною реакцією; невідомим залишається також механізм стимуляції цими гормонами клітинного поділу. Додавання цитокінінів посилює синтез ДНК в клітинах тютюну, що діляться. Звичайно в рослині діють фитогормони одночасно двох типів, а в регуляції специфічних біологічних явищ, мабуть, беруть участь всі три головних типи фітогормонів. Для оптимального росту тканинної культури калюса тютюну необхідні певні концентрації всіх трьох чинників. Цитокініни і гібереліни відіграють ведучу роль в регуляції росту і розвитку на ранніх стадіях, ауксини же виступають на перший план пізніше, у зв'язку з регулюванням видовження клітин[7]. 

2.2МЕТОДИ АНАЛІЗУ

      Вивчення складу і вмісту цитокінінів в рослинному матеріалі включає ряд етапів: екстракцію, очищення, виявлення цитокінінової активності за допомогою одного або декількох біотестів і кількісну оцінку вмісту сполук з цитокініновою активністю.

      Екстракцію цитокініна органічними розчинниками (70 — 95% етанолом, этилацетатом, метанолом) при кислих і лужних рН проводять з свіжого або ліофильно висушеного рослинного матеріалу. Екстракти очищають на колонках з сефадексом, катеонітами (з кислих розчинів) або аніонітами (з лужних розчинів), активованим вугіллям, переосадженням солями срібла, ацетатом барію і іншими способами. Розділення проводять за допомогою паперової тонкошарової хроматографії в різних системах розчинників (наприклад,             н-бутанол — оцтова кислота — вода (4:1:1) або н-бутанол — NH4OH — Н2О (3:1:1)). Ідентифікацію цитокінінів на хроматограмах проводять по поглинанню в ультрафіолеті при 260—275 нм .

      Кількісне визначення цитокінінів ускладнено через дуже низький вміст їх в тканинах рослин. Так, для препаративного отримання 1 мг зеатина було потрібно переробити 70 кг незрілого насіння кукурудзи.Для кількісного визначення цитокінінів використовують метод біотестів, а також інфрачервону спектрофотометрію, масспектрометрію, розроблений метод газової хроматографії цитокінінів.

      При роботі з рослинним матеріалом після ідентифікації цитокінів на хроматограмах застосовується метод біотестів, що полягає у використанні тканин і органів рослин, позбавлених здатності синтезувати цитокініни. В ізольованому стані ці об'єкти вимагають введення екзогенного цитокініна. Звичайно застосовують 2—3 різні біопроби. В якості прикладу  розглянемо 3 групи тестів.

     Самими специфічними вважаються біопроби з індукцією цитокінінами поділу клітин в культурі ізольованих стерильних тканин. Використовують калюси серцевинної паренхіми стебла тютюну, сім'ядолі сої, моркви і ін. Через 4—5 тижнів визначають приріст сухої маси тканини. Чутливість методу від 1 до 100 мкг/л цитокініна .

      Інша група тестів заснована на затримці цитокінінами пожовтіння ізольованого листя. Найчутливішим об'єктом є перший листок зелених проростків ячменю. Пробу проводять таким чином:  відрізки основ цього листка поміщають в чашки Петрі з добавкою досліджуваних элюатів з хроматограм або різних концентрацій кінетина для калібрувальної кривої. Чашки виставляють на світло. За 6—8 днів в чашках, де не було цитокінінів, листя жовтіє. Там, де цитокініни  є, хлорофілу в листку залишається тим більше, чим більша концентрація цитокініна. Хлорофіл визначають колориметричним методом. Мінімальна діюча концентрація для кінетина в цьому тесті складає 1—5 мг/л.

      В основі третьої групи тестів лежить здатність цитокінінів  стимулювати ріст розтягуванням клітин листка. Використовуються висікання із зеленого листя редиски,  листя квасолі,  гарбузи . Через З днІ визначають діаметр і сиру масу висікань. Тести цієї групи вимагають також одночасної перевірки дії ауксина і гібереліна[1].

2.3.МЕТАБОЛІЗМ ЦИТОКІНІНІВ                                                                                            Вміст цитокінінів в рослинах

      Застосування біотестів дозволило встановити, що найбільше цитокінінів  виявляється в насінні і плодах рослин, що розвивається, причому в плодах більш висока кількість цитокінінів  знаходиться  в ділянках, де відбувається активний поділ клітин. У соковитих плодів в насінні вміст цитокінінів  вище, ніж в м'якоті. В інших органах рослин значні кількості цитокінінів виявляються в ділянках, що володіють меристематичною активністю — в меристематичних зонах коренів і камбії меристеми. Вважають, що основним місцем синтезу цитокінінів у вегетуючої рослини є апікальні меристеми коренів. До надземних органів цитокініни потрапляють у складі пасіки. 

2.3.1.Вільні і зв'язані форми цитокінінів

    Як наголошувалося вище, першим з відкритих природних цитокінінів  був вільний зеатин. Пізніше були виділені похідні зеатина—зеатинрибозид і зеатинриботид, які також володіють біологічною активністю(рис.2.3.1.1.):
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рис.2.3.1.1.

       Зеатин і його похідні широко поширені в рослинах. Співвідношення цих сполук у різних об'єктів різне. Показано, наприклад, що зеатинрибозид є основним цитокініном кокосового молока. Оскільки біологічна активність рибозид- і риботидпохідних зеатина нижче, ніж у зеатина, наявність їх в рослинах розглядають як спосіб регуляції рівня цитокінінової активності тканин. На це вказує, зокрема, той факт, що ті цитокініниі, що вводяться в тканини перетворюються на форми рибозидів і риботидів. Мабуть, рибозид- і риботидпохідні цитокінінів можуть служити транспортними або запасними формами. З інших похідних зеатина у рослин знайдені дигідрозеатин, рибозил-транс-зеатин.
      Цитокініни як і ауксини, здатні утворювати коньюгати з глюкозою. Так, зеатин утворює 2 глюкозида: 7-глюкозилзеатин (званий також рафанатином, оскільки отриманий з редьки) і   9-глюкозилзеатин. У 9-глюкозилзеатина глюкозна частина приєднана до пуриновому кільця так само, як рибоза в зеатиннуклеозиді. В інших випадках глюкозиды цитокінінів утворюються приєднанням глюкозної частини до гідроксильної групи бічного ланцюга зеатина. Поки що невідомо, чи володіють цитокінінові  рибозиди, риботиди і глюкозиди біологічною активністю самі по собі або вони активні після утворення вільної основи. Якщо вірно останнє, то конъюговані похідні є запасною формою цитокінінів . Глюкозиди, ймовірно, важливі і як транспортні форми в судинній системі.

      Окрім похідних зеатина у рослин зустрічаються і інші похідні аденіна, що володіють високою цитокіновою активністю, наприклад N6-(Δ2-ізопентеніл)аденін(рис.2.3.1.2.) , (ІПА):
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рис.2.3.1.2.

2.3.2.Біосинтез цитокінінів

      Наші знання про біохімію утворення цитокінінів дуже неповні.   Цитокініни,    очевидно,    утворюються    конденсацією аденіна у азоту в 6-положенні з відповідним донором. Недавно було показано, що безклітинна ферментна система  міксоміцета Dictyostellium і культури серцевини стебла тютюну утворює цитокініни з аденозинмонофосфата  і Δ2-ізопентенілпірофосфата (рис.2.3.2.1.). Загальна з гібереліном і абсцизовою кислотою ізопреноїдна природа замісників у природних цитокінінів показує, що біосинтез цитокінінів паралель в деякій мірі з біосинтезом гіберелінів і абсцизової кислоти.
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рис.2.3.2.1.

      Подальші метаболічні реакції, які описані для цитокінінів, включають: 1) взаємоперетворення цитокінінів , 2) утворення рибозидів і риботидів з вільних основ, 3) глікозування, 4) метилювання, тобто приєднання СН3 -групи до вуглецю, що знаходиться в 2-положенні пуринового кільця, 5) розщеплення бічного ланцюга і розрив пуринового кільця. Включення цитокінінів  в молекулу тРНК може відбуватися в результаті двох процесів: при синтезі тРНК з використанням нуклеозидтрифосфатів і в результаті модифікації (алкілювання) аденозина, вже присутнього в синтезованій молекулі тРНК. Поза сумнівом, що разом з процесами біосинтезу всі ці типи метаболічних реакцій, включаючи і перетворення тРНК, які містять  цитокініни, дуже важливі в регуляції рівня   активних цитокінінів  в тканинах[2].

Розпад  цитокінінів

      За допомогою мічених цитокінінів було показано, що в рослинних тканинах руйнування молекули цитокінінів  починається з відщеплювання бічного ланцюга від аденінового кільця; (рис.2.3.2.2.), після чого аденін може окислюватися ксантиноксидазою до сечової кислоти. Кінцевим продуктом розпаду цитокінінів є сечовина.
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рис.2.3.2.2.

2.3.3.Транспорт цитокінінів

      Основним місцем синтезу цитокінінів, як вже наголошувалося, вважають меристему кінчиків коренів. Цитокініни знайдені в ксилемному соці . Цей факт, а також досліди з ін'єкцією екзогенних цитокінінів в стебла свідчать про те, що цитокініни здатні переміщатися акропетально по судинах ксилеми з іншими сполуками. Основними місцями «тяжіння» цитокінінів  є частини і пагони , затні до росту, — бруньки, насіння і плоди, що розвиваються, молоде листя.

      При обробці листя і бруньок екзогенним міченим цитокініном гормон із зони нанесення переміщається на невелику відстань. Ця відносна нерухомість обумовлює «мобілізаційний ефект» цитокінінів, завдяки якому при обробці екзогенним цитокіном листка або частини листка   стримується старіння в локальній області, до якої прямує потік метаболітів з інших частин листка або навіть іншого листя [8].

Розділ ІІІ
3.1.Абсцизини

      Абсцизова кислота [3-метил-5-(1'-окси-4-оксо-2', 6',6'-три-етил-2'-циклогексен- l'-ил) -цис, транс-2,4-пентадіонова кислота]
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рис.3.1.1.

відноситься до ряду сексвітерпенів (C15), спорідненому монотерпенам і дитерпенам(рис3.1.1.). 

      В молекулі АБК присутній один асиметричний атом вуглецю в кільці (1'), і тому молекула проявляє оптичну ізомерію. Вона може існувати в двох стереоізомерних (енантіомерних) формах: у формі ( + ), або правообертаючої (а),  і  (—), або лівообертаючої (б):
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рис.3.1.2.

     У формулі потовщена лінія зв'язку показує, що зв'язок направлений з площини малюнка до спостерігача, пунктирная— від спостерігача).     Абсцизова кислота проявляє не тільки оптичну, але і геометричну ізомерію: вона може існувати у вигляді 2-транс,4-транс-(1) і 2-цис, 4-ізомерів (II) подвійного зв'язку бічного ланцюга(рис.3.1.3.):
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рис.3.1.3.

має 2-цис, 4-транс-конфігурацію бічного ланцюга, і її називають просто абсцизовою кислотою, а 2-транс, 4-транс-ізомер називають 2-транс-абсци-зовою кислотою. Під дією видимого і ультрафіолетового світла природна форма поволі, без участі ферментів ізомеризуєтся в біологічно малоактивну 2-транс-форму.

      Хімічно чиста АБК є кристалічною речовиною з температурою плавлення 160—161°С і молекулярною масою 264,31.  АБК має УФ-спектр з максимумом при 262 їм (коефіцієнт молярної экстинкції 21400) . У водних розчинах при рН вище 7,0 максимум поглинання знаходиться при 245 нм і на 20% зростає коефіцієнт молярної  экстинкції . АБК добре розчинна в лугах, хлороформі, ацетоні, спирті і ефірі; погано розчинна у воді, бензолі і петролейному ефірі. В молекулі АБК присутній ряд хромофорів: кетогрупа і подвійний зв'язок в ядрі, карбонільна група і конъюговані подвійні зв'язки в бічному ланцюзі[4]. 

3.2.МЕТОДИ АНАЛІЗУ
      Для екстракції АБК використовують органічні розчинники — метанол, этилацетат, хлороформ і інші. Видалення нейтральних і основних речовин, слабих кислот (наприклад, фенолів) здійснюється за допомогою бікарбонатного очищення: перевід екстракту в розчин NaНСОз і очищення диетиловим ефіром з подальшим  підкисленнямяє екстракту і переводом кислих сполук в ефір.

      Подальше очищення проводиться за допомогою паперової або тонкошарової хроматографії в різних системах розчинників. Добиваються звільнення елюату від сполук, які поглинаються в УФ-світлі. Метанольний або этанольний екстракт з хроматограм підкисляють H2SO4 до 0,005 н і використовують для вивчення спектру поглинання в УФ-світлі, спектрів дисперсії оптичного обертання і кругового дихроїзму. Чутливість методу 0,5 мкг АБК в 1 мл розчину.

      Для усунення можливих помилок через домішки або великі втрати при очищенні використовується метод рацематного  розбавлення, заснований на додаванні до неочищеного екстракту рацемата АБК. Подальше визначення АБК проводять методами УФ-спектрометрії і дисперсії оптичного обертання. Перспективним є метод газорідинної хроматографії, оскільки він не вимагає значного очищення екстрактів. Його застосовують окремо або спільно з масспектрометрією.

      Нарешті широко використовуються біологічні методи визначення інгібітору в тканинах. До них відноситься метод, заснований на здатності АБК викликати закриття продихів у шматочків епідермісу. Біопроба відповідає тільки  ( + )АБК- ступінь відкриття продихів зменшується в прямій залежності від концентрації інгібітору.  Не менше специфічною є біопроба, заснована на ефекті антитранспірування абсцизової кислоти. Іншими тестами можуть служити прискорення опадання черешків безлистих експлантантів, придушення синтезу амілази в зернівках злаків і т.д. Менш специфічними, але часто тими, що вживаються є тести по пригніченню зростання відрізків колеоптилів і проростанню  насіння. За допомогою біотестів можна судити про вміст АБК в тканинах, якщо встановлена кількісна залежність реакції тесту від концентрації АБК[6].
3.3.МЕТАБОЛІЗМ АБСЦИЗИНІВ

       Абсцизовая кислота знайдена у всіх досліджених покритонасінних і голонасінних рослин. .

      У вищих рослин АБК присутня у всіх органах. Багате на АБК старе листя, зрілі плоди, насіння і бруньки   що  знаходяться в стані спокою, менше її міститься в молодих, активно ростучих тканинах (листі, проростках). Максимальна кількість АБК— 4,1 мг/кг сирої маси — знайдено в насінні Rosa arvensis.                                                                                                                          
Вільні і зв'язані форми абсцизової кислоти

      Як вже наголошувалося, природною фізіологічно активною формою фітогормона є ( + )-2-цис-изомер. На світлі відбувається його ізомеризація в 2-транс-ізомер. Зворотного переходу не виявлено. Вміст 2-ізомеру в тканинах дуже низький, він майже не володіє біологічною активністю. В рослинах знайдена зв’язана форма абсцизової кислоти — складний ефір абсцизової кислоти і D-глюкози який не розщеплюється глюкозидазою мигдалю, але гідролізуєтся ендогенними ферментами типу естераз. Показана його присутність у багатьох рослин. Він володіє удвічі меншою біологічною активністю, ніж вільна АБК. Вважається, що це сполука служить для часткової інактивації АБК в рослині і виконує резервну роль, звільняючи АБК при гідролізі естеразами. Встановлено, що таку роль грає ефір, що утворюється при етерифікації екзогенної АБК.

      В рослинах у вільному стані знайдені інші продукти перетворення АБК — 6'-оксиметилабсцизова кислота, фазієва, 4'-дигідрофазієва і эпидигідрофазієв кислоти . Ці сполуки майже не проявляють інгібуючий ріст активності і є продуктами інактивації АБК.

      У ряду рослин як природня сполука був виділений ксантоксин (див. мал. 56), цис-ізомер якого набагато активніший в інгібуванні росту, ніж трансізомер. Висока біологічна активність ксантоксина пов'язана з його перетворенням з АБК. Окрім АБК в рослинах знайдений ряд сполук, споріднених з АБК структурно і (або) проявляючих схожу з нею біологічну активність. До них відносяться, наприклад,  воміфоліол (блюменол А) з листя Rauwolfia vomitoria і “споріднені „ йому блюменоли В і С.. Показано, що блюменол викликає закриття продихів в тих же концентраціях, що і АБК. До цієї групи сполук входить також і лунуларова кислота водоростей і печінкових мохів. До групи сесквітерпенів відноситься геліангін, виділений з Helianthus iuberosus, який гальмує розтягування колеоптилів вівса. Ряд сполук рослинного походження, що мають сесквітерпенову будову, володіє високим цитотоксичністю, інгібірує розтягування колеоптилів пшениці, надає антиканцерогенний ефект. Прикладом цих сполук може служити піретрозин, виділений з хризантеми:
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рис.3.3.1

3.4.Біосинтез абсцизової кислоти

      В даний час досліджуються і обговорюються два шляхи біосинтезу абсцизової кислоти в рослинах: по-перше, подібно іншим сесквітерпеноїдам, з трьох молекул мевалонової кислоти; по-друге, як продукт розпаду каротиноїдів. Синтез АБК з мевалонової кислоти (мал. 55) включає ряд етапів. Двократне фосфорилування і декарбоксилювання мевалонової кислоти приводять до утворення ізопентенілпірофасфата. Далі відбувається ізомеризація ізопентенілпірофосфата з утворенням диметилалілпірофосфата, взаємодія якого з другою молекулою ізопентенілпірофосфата дає геранілпірофосфат. В результаті приєднання до геранілпірофосфату ще однієї молекули ізопентенілпірофосфату утворюється фарнезилпірофосфат, є загальним попередником всіх сесквітерпеноїдів (див. мал. 75). Функціонування цього шляху біосинтезу АБК у рослин доводиться численними даними про те, що введення міченої мевалонової кислоти в тканині будь-якого органу рослини приводить до появи радіоактивної АБК в тканинах.

Припущення про можливість утворення АБК при окислювальному розпаді ксантофілів в рослинах грунтується на подібності будови абсцизової кислоти і каротиноїдів. На це вказує і більший вміст інгібітору в рослинах [2].
[image: image13.png]usc\c/cuzcuu' aw M CHACOD™ o
N

L5 ¢ —_

\
onc0n K0T Sorgomop w07 oHHo G

Meeanonona w-ma Meeanonam-5-oc dam Mecanonam-S-nipogocgam

0P
e (/DW \

Ioneumeninmipogocgam

¥ N
| " repasianipocdan Bapnesunnipocdam
opp v
3,3 Tumemunaninnipogoc dam X
OH COOH

Abcyusosa ucnoma




рис.3.4.1.

Інактивація АБК

     Інактивація АБК починається з процесу    гідроксилювання,   що протікає  на   мембранах ендоплазматичного  ретикулуму. 
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рис.3.4.2.

Процес потребує Оз і НАДФН. Першим продуктом реакцій гідроксилювання є 6'-оксиметилабсцизова кислота (мал. 57), яка, мабуть, спонтанно перебудовується у фазієву кислоту, що перетворюється на дигідрофазієву кислоту. При введенні в проростки квасолі екзогенної (±)-[214С] абсцизової кислоти була знайдена також эпідигідрофазієвае кислота в кількості 1—2% від вмісту дигідрофазієвої кислоти. Є дані про існування ще більш окислених метаболітів фазієвої і дигідрофазієвої кислот. Але завершальні етапи розпаду АБК ще не з'ясовані. Утворення фізіологічно неактивних фазієвої і дигидрофазієвої кислот в процесі гідроксилювання АБК разом з синтезом абсцизил-глюкопіранозида  регулює рівень вільної АБК в тканинах рослин.

3.5.СПЕКТР БІОЛОГІЧНОЇ ДІЇ

      Як і інші фітогормони ,  абсцизова  кислота  володіє комплексною фізіологічною дією, впливаючи на ріст і розвиток рослин. Участь абсцизової кислоти в процесах росту і морфогенезу Добре відомою дією АБК є гальмування росту у рослин. Саме за цю здатність АБК відносять до інгібіторів росту.                                                                                                               Взаємозв’язки АБК з ауксинами, гіберелінами і цитокінінами в регуляції росту ще не з'ясовані до кінця. У багатьох випадках АБК виступає антагоністом всіх трьох груп фітогормонів: у колеоптилів вівса АБК швидко (протягом 5 хвилин) гальмує дію ІОК на посилення росту розтягуванням, пригнічує здатність гібереліна індукувати синтез α-амілази в алейронових шарах зернівок ячменю і усуває затримуючий вплив цитокініна на старіння листя. Ці ефекти АБК ослабляються додатковою обробкою ІОК, сумісним застосуванням гібереліна і цитокініна і цитокініном відповідно. У ряді випадків АБК нейтралізує токсичну дію надоптимальних концентрацій ріст-активуючих речовин.

     Разом з дією, що інгібіує, відомі приклади і стимулюючого впливу АБК на ріст. Абсцизова кислота стимулює розвиток  плодів у троянди, подовження гіпокотиля огірка, утворення коренів у стеблових живців плюща і квасолі, причому в двох останніх випадках вона усуває інгібуючий ефект гібереліна на утворення коренів. Істотну роль, мабуть, грає АБК в регуляції дозрівання плодів[6].
Розділ ІV

Механізми дії фітогормонів

      Механізм дії фітогормонів в основних рисах і навіть в багатьох молекулярних «деталях» схожий з механізмом дії гормонів тваринних, хоча значно менш вивчений. Чутливі клітини сприймають гормон завдяки специфічним рецепторам, розташованим головним чином на плазматичній мембрані. Після взаємодії з гормоном рецептори міняють свою конформацію (просторову форму) і тим або іншим способом передають сигнал всередину клітини. Як і у тварин, передавачами сигналу (вторинними посередниками) у рослин можуть служити каскади протеїнкіназ , протеїнфосфатаз, фосфоінозит, диацилгліцерин, фосфатидні і жирні кислоти, кальцій, циклічні нуклеотиди, оксид азоту, перекис водню. Гормональний сигнал, проходячи по певному шляху аж до ефекторних структур, звичайно посилюється у багато разів. Кінцевою мішенню фітогормонів  в клітині є гени, причому, залежно від типу фітогормона і  типу тканини, активується або репресується той або інший набір чутливих (компетентних) генів. При дії фітогормонів на гени-мішені відбувається утворення або, навпаки, зникнення відповідних ферментів. Хоча компетентні гени складають малу частку від загальної кількості активних генів, зміни їх активності звичайно достатньо для включення або виключення метаболічної програми, контрольованої фітогормоном[3].
ВИСНОВКИ ТА РЕКОМЕНДАЦІЇ

     Отже зі всього вище сказаного можна зробити висновок що дослідження , які ведуться в цій галузі і практичне використання фітогормонів є досить перспетивними.Також  регулятори росту рослин можна переводити в полімерну форму і застосовувати ці фітоактивні полімери в різноманітних галузях сільського господарства.

    Фітоактивні полімери можуть бути основою нових препаратів для рослинництва, володіючих унікальним комплексом властивостей. Перевід в полімерну форму дозволяє додати РРР розчинність у воді, розширити область стимулюючих доз і концентрацій, що дозволяє понизити можливість інгібування або навіть гербіцидної дії при тому, що передозував. Важливою перевагою цих сполук є їх макромолекулярна природа, що забезпечує добру адсорбцію при нанесенні на біологічний об'єкт і високу адгезію. Тому в препарати на основі полімерів не вимагається вводити спеціальні ліганди.

     Фактично фітоактивні полімери самі є готовими препаратами, придатними для використання практично всіма відомими методами: обприскуванням проростків і рослин, замочуванням живців перед вкоріненням і щепленням, замочуванням насіння, введенням в введенням в середовища культивацій в біотехнологічних процесах, що використовують культури рослинних клітин. При цьому витрати препаратів дуже малі.

     З використанням полімерних похідних добре відомих регуляторів висока ефективність досягається при обробці насіння і живців при дозах декілька грамів на 1 гектар, а при нанесенні препаратів обприскуванням рослин - декількох десятків грамів на гектар. Зокрема, цікавим представляється нанесення фітоактивних полімерів на насіння. Можна сказати, що в цьому випадку створюється посівний фонд з новими якостями.

     Проведені в багатьох наукових колективах випробування показали, що фітоактивні полімери можуть стати основою високоефективних антистресових препаратів, препаратів, поліпшуючих плодоношення, що підвищують стійкість рослин до захворювань і поліпшуючих вкорінення і щеплення живців. Зараз вивчення цих нових препаратів для рослинництва інтенсивно продовжується в багатьох країнах[7].
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