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Streszczenie: Nukleotydy sa zwiazkami o ogromnym znaczeniu dla wszystkich zywych organizmow.
Biora one udzial w wielu przemianach biochemicznych, sa monomerycznymi prekursorami kwasow
nukleinowych, zrodtem energii, a takze prekursorami lub komponentami pierwotnych i wtoérnych pro-
duktow metabolicznych. Tak wigc metabolizm nukleotydow odgrywa niezwykle istotna rol¢ w proce-
sach wzrostu i rozwoju kazdego zywego organizmu. W niniejszej pracy przedstawiono przemiany, ja-
kim podlegaja nukleotydy purynowe i pirymidynowe oraz znaczenie tych przemian podczas réznych
procesow morfogenetycznych u roélin, tj. dojrzewania zarodkow, kietkowania nasion, rozwoju pedu 1
organdéw magazynujacych oraz wzrostu kultur komoérkowych. Przedstawiono takze badania dotyczace
wplywu czynnikoéw srodowiska na metabolizm nukleotydow.

Stowa kluczowe: metabolizm, nukleotydy, puryny, pirymidyny, ros$liny wyzsze, rozwoj roslin.

Summary: Nucleotides are among the most important compounds in all living organisms. They partici-
pate in many biochemical processes in cells. They are precursors for nucleic acid synthesis, an energy
source and precursors for components of primary and secondary metabolic products. Therefore, the
metabolism of nucleotides are crucial for the growth and development of all organisms. In the present
review we have concentrated on nucleotides’ metabolism and physiological aspects of these processes
during different morphogenetic processes, including embryo maturation and seed germination, storage
organ development, sprouting and growth of cultured plant cells. The effects of environmental factors
on nucleotide metabolism are also described.
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Wykaz skrotow: AMP — adenylan, ATP — adenozyno-5’-trifosforan, CMP — cytydylan, ANDP — deoksy-
rybonukleozydodifosforan, GMP — guanylan, GTP — guanozyno-5’-trifosforan, IMP — inozynian, NAD
—nukleotyd nikotynoamidoadeninowy, NADP — fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowy, NDP
— rybonukleozydodifosforan, PRA — 5-fosforybozyloamina, PRPP — 5-fosforybozylo-1-pirofosforanu,
TMP — tymidylan, UMP — urydylan.



38 A. SZMIDT-JAWORSKA, K. JAWORSKI, J. KOPCEWICZ
WSTEP

Nukleotydy sa zwiazkami o ogromnym znaczeniu dla wszystkich zywych
organizmow. Najlepiej poznana jest rola nukleotydow purynowych i pirymidynowych
jako monome-rycznych prekursorow DNA i RNA. Jednak nukleotydy purynowe
to takze wszech-obecne zrodta energii (ATP, GTP), sygnaty regulatorowe (cykliczny
AMP i cykliczny GMP), a takze komponenty koenzyméw FAD, NAD", NADP",
koenzym A, za$ S-adenozylometionina jest donorem grup metylowych. Nukleotydy
pirymidynowe sa sktadnikami zwiazkow, takich jak: CDP-acyloglicerol uczestni-
czacy w syntezie thuszczow oraz UDP- i GDP-monosacharydy, bedace prekur-
sorami biosyntezy polisacharydow $cian komoérkowych.

W przeciwienstwie do mikroorganizmow [48] czy zwierzat [25], stosunkowo niewiele
badan dotyczyto metabolizmu i roli nukleotydoéw purynowych i pirymidynowych u
ro$lin. Od kilku lat coraz czgséciej pojawiaja si¢ doniesienia dotyczace metabolizmu tej
grupy zwiazkow podczas wzrostu komoérek w kulturach komoérkowych czy procesach
morfogenetycznych roslin nago- i okrytonasiennych [13, 68].

W niniejszej pracy omoéwiono badania dotyczace przemian metabolicznych, jakim
podlegaja nukleotydy w komorkach roslin wyzszych oraz rolg, jaka odgrywaja te
przemiany w wybranych procesach morfogenetycznych, takich jak: dojrzewanie i
kietkowanie zarodkow zygotycznych i somatycznych, organogeneza pedu, rozwoj
organdéw magazynujacych. Przedstawiono takze badania dotyczace wplywu czynnikow
srodowiskowych na metabolizm nukleotydow.

1. OBECNOSC ZASAD, NUKLEOZYDOW
I NUKLEOTYDOW

Obecnos¢ nukleotydow w materiale ro§linnym wykazano wykorzystujac wysoko-
sprawna chromatografi¢ cieczowa [5, 78]. Stwierdzono, ze w komorkach najwigce]
jest nukleotydow adeninowych, a suma ATP, ADP i AMP jest zwykle na poziomie
80-200 nmoli/g $wiezej masy.

Stgzenie nukleozydow i wolnych zasad jest zwykle na bardzo niskim poziomie. W
komorkach barwinka rozowego (Catharanthus roseus) ilo$¢ adenozyny waha si¢ w
granicach 2-9 nmoli/g $wiezej masy, podczas gdy wolna adenina jest niewykrywalna
[84]. Istnieja jednak wyjatki, np. w liSciach zboz zaobserwowano wysoki poziom
zaro6wno adeniny, jak i adenozyny [62]. Poziom urydyny, adenozyny, guanozyny i adeniny
w lisciach jeczmienia wynosi odpowiednio 56, 69, 27 1 43 nmole/g §wiezej masy 1 jest
wyzszy od poziomu ATP. Réznice w poziomie nukleozydoéw u réznych gatunkow roslin
moga wynika¢ ze zmian w aktywnos$ci enzymow i/lub by¢ zwiazane z réznicami w
procesach katabolicznych.
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2. BIOSYNTEZA NUKLEOTYDOW DE NOVO

Nukleotydy purynowe moga by¢ syntetyzowane z kilku prostych prekursorow na
szlaku syntezy de novo. Szlak biosyntezy adenylanu (AMP) i guanylanu (GMP) z 5-
fosforybozylo-1-pirofosforanu (PRPP) zostat przedstawiony na rycinie 1. Enzymy
odpowiedzialne za te przemiany wyizolowane z materialu ros§linnego zostaly wysz-
czeg6lnione w tabeli 1. Czg$¢ z nich zostata dobrze scharakteryzowana, natomiast
obecnos¢ innych zostata potwierdzona jedynie w homogenatach. Brak jest szczego-
lowych informacji odnosnie syntezy tej grupy nukleotydow u ro$lin. Istniejace dane
pozwalaja jedynie przypuszczaé, ze sa to szlaki podobne do tych, jakie opisano u zwierzat
imikroorganizmoéw [47, 48].

W przeciwienstwie do nukleotydéw purynowych, ktérych synteza de novo rozpo-
czyna si¢ od czeséci cukrowo-fosforanowej, w syntezie nukleotyddéw pirymidynowych
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RYCINA 1. Schemat ilustrujacy przebieg kolejnych etapow biosyntezy de novo nukleotydéw puryno-
wych. Metabolity: PRA — 5’-fosforybozylo-1-amina; GAR — rybonukleotyd glicynoamidu; FGAR —ry-
bonukleotyd formyloglicynoamidu; FGAM — rybonukleotyd formyloglicynoamidyny; AIR —rybonukle-
otyd 5’-aminoimidazolu; CAIR — rybonukleotyd 5’-aminoimidazolo-4-karboksylowy; SAICAR —rybo-
nukleotyd 5’-aminoimidazolo-4-N-bursztynylo-karboksyamidu; AICAR — rybonukleotyd 5-aminoimi-
dazolo-4-karboksyamidu; FAICAR — rybonukleotyd 5-formamidoimidazolo-4-karboksyamidu; IMP —
inozynian; SAMP — adenylobursztynian; AMP — adenylan; XMP — ksantylan; GMP — guanylan. Enzy-
my: (1) aminofosforybozylotransferaza; (2) syntetaza GAR; (3) formylotransferaza GAR; (4) syntetaza
FGAM; (5) syntetaza AIR; (6) karboksylaza AIR; (7) syntetaza SAICAR; (8) liaza adenylobursztynia-
nowa; (9) formylotransferaza AICAR; (10) hydrolaza IMP; (11) syntetaza SAMP; (12) dehydrogenaza
IMP; (13) syntetaza GMP (na podstawie [69], zmodyfikowane)
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RYCINA 2. Szlak biosyntezy de novo nukleotydow pirymidynowych. Enzymy: (1) syntetaza
karbamoilofosforanowa; (2) karbamoilotransferaza asparaginianowa; (3) dihydroorotaza; (4)
dehydrogenaza dihydroorotanowa; (5) fosforybozylotransferaza orotanowa; (6) dekarboksylaza orotydyno-
S-fosforanowa; (7) kinaza UMP; (8) kinaza nukleotydodifosforanowa; (9) syntetaza CTP (na podstawie
[69], zmodytikowane)

jako pierwszy powstaje pierScien pirymidynowy. Podobnie jak w syntezie nukleotydow
purynowych, donorem grupy rybozofosforanowej dla nukleotydéw pirymidynowych
jest PRPP, natomiast prekursorami pier$cienia pirymidynowego sa karbamoilofosforan
1asparaginian.

Synteza de novo zwiazana jest z tworzenie UMP z karbamoilofosforanu. Szlak ten
obejmuje szes¢ reakcji, ktore zostaty przedstawione na rycinie 2. Enzymy odpowiedzialne
za te przemiany wyizolowane z materiatu ro$linnego zostaly wyszczegolnione w tabeli 1.

U ssakéw 1 wielu innych organizméw eukariotycznych pierwsze trzy enzymy, tj.
syntetaza karbamoilofosforanowa (ang. Carbamoylpohsphate synthetase), karba-
moilotransferaza asparaginianowa (ang. Aspartate transcarbamoylase) i dihydro-orotaza
(ang. Dihydroorotase) dzialaja jako wielofunkcyjne biatka tzw. biatka CAD [17]. Jednakze
do tej pory nie stwierdzono wystgpowania takiego kompleksu u roslin [43].

U wigkszosci organizmdow eukariotycznych opisano dwie rézne syntetazy karba-
moilofosforanowe, ktore dostarczaja substratow dla syntezy pirymidyn i argininy. U
roslin stwierdzono obecnos¢ jednego z tych enzymdw, ktory prawdopodobnie dostarcza
karbamoilofosforanu dla obu szlakdéw [78].
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TABELA 1. Enzymy zwiazane z biosynteza de novo nukleotydéw purynowych i pirymidynowych
opisane u ro$lin wyzszych.

Enzym Numer EC | Zrédlo Literatura
Synteza de novo nukleotydéw purynowych
Amidofosforybozylotransferaza 24.2.14 Glycine max (brodawki) [59]
Liaza SAICAR 4322 Triticum aestivum (zarodki) [24]
Formylotransferaza AICAR 2.1.23 Pisum sativum (siewki) [27]
Syntetaza SAMP 6.3.4.4 Arabidopsis thaliana (siewki) [55]
Triticum aestivum (siewki) [55]
Dehydrogenaza IMP 1.1.1.205 Vigna inguiculata (brodawki) [13]
Camellia sinensis (liscie) [50]
Catharanthus roseus (komorki) [50]

Synteza de novo nukleotydéw pirymidynowych

Syntetaza karbamoilofosforanowa 6.3.5.5 Phaseolus aureus [53]
Pisum sativum (pedy) [52]

Karbamoilotransferaza 2.1.3.2 Phaseolus aureus (siewki) [58]

asparaginianowa

Dihydroorotaza 1.3.99.11 Lycopersicon esculentum (komorki) | [42]

Fosforybozylotransferaza 2.4.2.10 Phaseolus mungo (siewki) [85]

orotanowa

Dekarboksylaza 4.1.1.23 Lycopersicon esculentum [80]

orotydynofosforanowa (kultury komoérkowe)

Kinaza UMP/CMP 2.7.4.14 Arabidopsis thaliana [85]

Czwarty z enzymo6w — dehydrogenaza dihydroorotanowa nie zostat dobrze poznany.
Badania prowadzone na komoérkach pomidora wskazaly jedynie na obecno$¢ tego
enzymu w mitochondriach [42].

Piaty i szdsty enzym, tzn. fosforybozylotransferaza orotanowa oraz dekarboksylaza
orotydyno-5-fosforanowa wystepuja w komoérkach zwierzecych i roslinnych jako
pojedyncze biatko, tzw. syntaza UMP [61].

Substratami w syntezie deoksyrybonukleotydow sa rybonukleozydodifosforany
(NDP), w ktorych grupg 2’-hydroksylowa reszty cukrowej zastgpuje atom wodoru, a
ostatecznym reduktorem jest NADPH. Redukcja rybozy w NDP jest katalizowana przez
pojedynczy enzym reduktaze rybonukleotydowa, w wyniku czego powstaja dANDP
(deoksyrybonukleozydodifosforany) [78]. Z wyjatkiem dUDP pozostatle dNDP sa
fosforylowane, co prowadzi do powstania odpowiednio dCTP, dATP i dGTP, prekur-
sorow w syntezie DNA. U roslin dUDP ulega przemianie do dUTP, a nastepnie podlega
defosforylacji do dUMP [54].
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TABELA 2. Enzymy zwiazane ze szlakiem rezerwowym nukleotydow purynowych
i pirymidynowych opisane u roslin wyzszych

Enzym Numer EC | Zrodlo Literatura

Szlak rezerwowy puryn

Fosforybozylotransferaza adenmny | 2.4.2.7 Helianthus tuberosus (pedy) [34]
Catharanthus roseus (komorki) [26]
Lycopersicon esculentum (korzenie, liscie) | [15]
Arabidopsis thaliana (licie) [32]

Fosforybozylotransferaza 2428 Helianthus tuberosus (pedy) [36]

hypoksantyny/guaniny

Kinaza adenozyny 2.7.1.20 Arabidopsis thaliana [45]

Kinaza inozyny/guanozyny 2.7.1.73 Helianthus tuberosus (bulwy) [18]

Fosfotransferaza nukleotydow 2.7.1.77 Hordeum vulgare (siewki) [56]

Szlak rezerwowy pirymidyn

Fosforybozylotransferaza uracylu | 2.4.2.9 Pisum sativum (epikotyle) [14]

Kinaza urydyny/cytydyny 2.7.1.48 Zea mays (nasiona) [20]

Deaminaza deoksycytydyny 3.54.14 Zea mays (liscie) [33]

Nukleotyd tymidynowy (dTMP) jest syntetyzowany z dUMP przez syntetaze
tymidylanowa. W reakcji tej N°, N'%-metylenotetrahydrofolian powstajacy pod wptywem
reduktazy dihydrofolianu dziata zarowno jako donor grup metylowych, jak i czynnik
redukujacy. U roslin wykryto bifunkcyjne biatko, ktoérego dziatanie odpowiada syntetazie
tymidynowej oraz reduktazie dihydrofolianu [31]. Konwersja dTMP do dTTP nastgpuje
w wyniku serii reakcji katalizowanych przez kinaze nukleozydomonofosforanu i kinaze
nukleozydodifosforanu.

3. SZLLAKI REZERWOWE

Wykorzystanie wczesniej wytworzonych zasad oraz nukleozydow do syntezy
nukleotydow odbywa si¢ w wyniku reakcji rezerwowej, ktora jest prostsza i znacznie
mniej kosztowna niz reakcje syntezy de novo.

Zasady oraz nukleozydy purynowe pojawiaja si¢ w wyniku wewnatrzkomérkowego
rozktadu niestabilnego RNA i nukleotydéw oraz w pewnych przypadkach z egzogennych
zrddet jako produkt katabolizmu kwasow nukleinowych i nukleotydéw niszczonych
komorek. Trzy zasady purynowe: adenina, guanina i hypoksantyna sa odpowiednio



METABOLIZM NUKLEOTYDOW U ROSLIN WYZSZYCH 43

zrodtem dla powstania AMP, GMP i IMP, a w regulacji tych szlakow biora udziat
fosforybozylotransferaza adeninowa i fosforybozylotransferaza hypoksantynowo/
guaninowa (ryc. 3a). Katalizuja one taczenie PRPP z odpowiednia zasada purynowa.
Posrednio fosforylaza adenozyny i fosforylaza inozyny/guanozyny przemieniaja adening,
hypoksantyng i guaning do odpowiadajacych im rybonukleozydéw z wykorzystaniem
rybozo-1-fosforanu. Jednakze, aktywnos¢ tych enzymow u roslin wyzszych jest bardzo
niska [5, 43, 78]. Wydaje si¢ wigc, ze powstawanie rybonukleotydow w wyniku takich
przemian nie odgrywa wigkszej roli.

Nukleotydy purynowe sa jednoczes$nie odzyskiwane dzigki bezposredniej fosforylacji
rybonukleozydéw purynowych przez kinazy nukleotydow. Kinaza adenozynowa
wystepuje powszechnie, a jej aktywnosc jest przewaznie bardzo wysoka, podczas gdy
kinazg inozyny/guanozyny stwierdzono tylko u niewielu roslin (tab. 2). U pewnych
roslin, inozyna i guanozyna sa wykorzystywane gtownie do syntezy IMP/GMP w wyniku
dziatania niespecyficznej fosfotransferazy nukleotydow [5, 78].

AMP IMP/GMP
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RYCINA 3. Szlaki rezerwowe nukleotydow purynowych (a) i pirymidynowych (b). Enzymy: (a) — (1)
fosforybozylotransferaza adeniny; (2) fosforybozylotransferaza hypoksantyny/guaniny; (3) fosforylaza
adenozyny; (4) nukleotydaza adenozyny; (5) kinaza adenozyny; (6) niespecyficzna fosfotransferaza
nukleotydow; (7) kinaza inozyny/guanozyny; (8) fosforylaza inozyny/guanozyny; (9) nukleotydaza inozyny/
guanozyny; (b) — (1) fosforybozylotransferaza uracylu; (2) kinaza urydyny/cytydyny; (3) niespecyficzna
fosfotransferaza nukleotydow; (4) deaminaza deoksycytydyny; (5) kinaza deoksycytydyny; (6) kinaza
tymidyny; (na podstawie [69], zmodyfikowane)
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Takze zasady pirymidynowe i nukleozydy powstajace jako produkty degradacji
nukleotydow i kwasow nukleinowych sa ponownie wykorzystywane do tworzenia
nukleotydéw pirymidynowych [78]. W tabeli 2 zostaty przedstawione enzymy biorace
udzial w odzyskiwaniu pirymidyn opisane do tej pory u roslin.

Nukleozydy pirymidynowe: urydyna, cytydyna, deoksycytydyna i tymidyna sa
odzyskiwane z odpowiadajacych im nukleotydow UMP, CMP, dCMP i dTMP (ryc. 3b).
Kinaza urydyny/cytydyny, ktora jest obecna u wszystkich przebadanych roslin, fosforyluje
urydyng i cytydyng. U ro$lin nie wykryto dotychczas szlaku rezerwowego cytozyny.

4. KATABOLIZM NUKLEOTYDOW

Jak juz wspomniano, nukleotydy ulegaja w komorkach statym przemianom.
Nukleotydazy rozktadaja nukleotydy do nukleozydow. Fosforylazy nukleozydowe
katalizuja rozszczepienie nukleozydow na wolne zasady i rybozo-1-fosforan. Niektore
z zasad zostaja ponownie wykorzystane do tworzenia nukleotydéw przez rezerwowe
szlaki metaboliczne.

Rosliny, podobnie jak zwierzeta, sa zaopatrzone w kompleksy oksydacyjne biorace
udziat w procesach katabolicznych puryn, powodujac ich degradacje do kwasu moczowego
ialantoiny oraz CO,iNH, (ryc. 4a, tab. 3) [5]. Kluczowym zwiazkiem w tych procesach
jest ksantyna, tak wigc wszystkie nukleotydy purynowe przed rozpoczgciem procesow
rozszczepienia pierscienia muszg ulec przemianie do tego zwiazku.

Procesy deaminacji, defosforylacji i rozpadu wiazan glikozydowych sa podsta-
wowymi reakcjami prowadzacymi do rozktadu nukleotydow. Proces deaminacji jest
prowadzony przez deaminaz¢ adenylanowa i guanylanowa. W przeciwienstwie do
zwierzat, u ktorych enzymy te wystepuja w duzych ilosciach, w komoérkach ro§linnych
stezenie ich jest niskie [5].

Istnieje wiele enzymow bioracych udzial w reakcjach defosforylacji, np. fosfatazy,
3’-nukleotydazy i 5’-nukleotydazy. W procesach katabolicznych puryn powstanie
hypoksantyny zachodzi przez hydrolityczne usunigcie 5’-fosforanu z IMP i nastgpnie
rozszczepienie wiazania glikozydowego. Oksydaza ksantynowa (dehydrogenaza
ksantyny) utlenia hypoksantyne do ksantyny, a nast¢pnie do kwasu moczowego.
Oksydaza moczanowa (urykaza) katalizuje tworzenie alantoniny, ktéra w wyniku
dziatania alantoinazy przeksztatca si¢ do alantoinianu. Okazato sig, ze niektore organy
ro$linne, np. korzenie tropikalnych ro$lin straczkowych akumuluja alantoing i/lub
alantoinian, poniewaz zwiazki te odgrywaja wazna rolg w magazynowaniu i transporcie
azotu [63]. W znanych uktadach zwierze¢cych zwiazek ten podlega degradacji do kwasu
glioksalowego 1 mocznika, a ten nastgpnie do CO, i NH,. Dla roslin zaproponowano
jednak alternatywny szlak, w ktorym alantoinian jest poczatkowo przeksztatcany do
ureidoglicyny, CO,1NH,. NH, jest bezposrednio uwalniany, a zamiast mocznika powstaje
glioksalan (ryc. 4a).

U roslin poznano katabolizm urydylanu i deoksytymidylanu, nie opisano jednak
szlaku degradacji cytydylanu [81]. Tak wigc jest wielce prawdopodobne, Ze katabolizm
CMP musi odbywac si¢ po jego przeksztalceniu do urydyny (ryc. 4b).
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(13) liaza ureidoglicyny; (b)— (1) 5’-nukleotydaza (fosfataza); (2) deaminaza cytydyny; (3) nukleotydaza urydyny; (4) dehydrogenaza dihydrouracylu;
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TABELA 3. Enzymy zwigzane z procesami katabolicznymi nukleotydow purynowych i pirymidynowych

opisane u roslin wyzszych

Enzym Numer EC Zrédlo Litera-
tura
Szlaki kataboliczne puryn
Deaminaza AMP 3.54.6 Catharanthus roseus (komorki) [84]
Pisum sativum (siewki) [19]
5'-nukleotydaza 3.1.35 Zea mays (pedy siewek) [16]
Lycopersicon esculentum (korzenie, liscie) | [15]
Nukleotydaza 3222 Helianthus tuberosus (pgdy) [35]
inozyny/guanozyny Lupinus luteus (nasiona) [23]
Nukleotydaza adeonzyny 3227 Lupinus luteus (nasiona) [1]
Deaminaza guanozyny 3.54.15 Camellia sinensis (licie) [46]
Deaminaza guaniny 3543 Camellia sinensis (liscie) [46]
Dehydrogenaza ksantyny 1.1.1.204 Glycine max (brodawki) [76]
Urykaza 1.7.3.3 Phaseolus vulgaris (brodawki) [60]
Szlaki kataboliczne pirymidyn
Nukleotydaza cytydyny 3223 Phaseolus radiatus (siewki) [2]
Deaminaza cytydyny 3.545 Arabidopsis thaliana (siewki) [77]
B-ureidopropionaza 3.5.1.6 Zea mays (siewki) [79]

UMP i dTMP ulegaja przemianom w wyniku zachodzenia trzech takich samych,
kolejno nastgpujacych po sobie reakcji. Produktami koncowymi tego procesu sa
[-alanina lub 3-aminoizomaslan. W obu przypadkach produktami ubocznymi sa
CQ2 i NH,. Jedpak do t.eJ pory u roslin wyzszych opisano jedynie trzy enzymy
zwiazane z tymi przemianami (tab. 3).

5. SELEKCJA GENOW ZWIAZANYCH Z METABOLIZMEM
NUKLEOTYDOW

Niewiele wiadomo o molekularnych mechanizmach biosyntezy nukleotydow
purynowych i pirymidynowych. W ostatnich latach wykorzystujac techniki molekularne
i genetyczne wyselekcjonowano geny kodujace enzymy zwiazane z biosynteza
nukleotydow [30, 43, 44, 83].
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PRPP jest podstawowym prekursorem syntezy de novo, jak rowniez syntezy
rezerwowej nukleotydow purynowych, jak i pirymidynowych. Obecnos¢ genu kodujacego
syntetaze PRPP stwierdzono we wszystkie przebadanych roslinach. Krath i Hove-Jensen
[30] wyizolowali 4 odcinki cDNA kodujace tg syntetaze z tkanek szpinaku, jak réwniez
stwierdzili, ze dwa sposrod czterech odcinkdéw reprezentuja nowa klase syntetaz PRPP.

U zwierzat aminofosforybozylotransferaza (ATPaza) jest waznym enzymem bioracym
udziat w poczatkowych etapach biosyntezy de novo nukleotydow purynowych. Dwie
sekwencje ATPazy, oznaczone jako AtATazal 1 2 uzyskano z genomu rzodkiewnika
(Arabidopsis thaliana). Ekspresja AtATazy I zachodzi przede wszystkim w mtodych pakach
kwiatowych, podczas gdy zawarto$¢ A4 Tazy 2 jest najwigksza w kwiatach i korzeniach [30].

Istnieja takze dane dotyczace innych gendow kodujacych enzymy zwiazane z synteza
nukleotydow purynowych. Senecoff i Meagher [65] opisali gen kodujacy syntetazg
rybonukleotydu 5-aminoimidazolu (AIR). Gen ten charakteryzuje si¢ wysoka homologia
do wielu innych znanych genow syntetazy AIR z bakterii. Ci sami autorzy [64] opisali
kilka genéw z rzodkiewnika kodujacych syntetaz¢ rybonukleotydu 5-aminoimidazolo-
4-N-bursztynylo-karboksyamidu (SAICAR). Jeden z tych gendw, oznaczony jako PUR?7,
ulega ekspresji w lisciach i todygach.

W genomie rzodkiewnika istnieje 5 sekwencji kodujacych enzymy podobne do
fosforybozylotransferazy adeniny, oznaczone jako APTI-5 [43]. U roslin trans-
genicznych, zawierajacych konstrukt GUS pod promotorem aptl, zaobserwowano
szczegblnie wysoka aktywno$¢ APT1 podczas przyrostu wtornego pedu i korzenia [43].
Podobne wyniki uzyskano u topoli [74].

Sposrod enzymow bioracych udziat w syntezie de novo pirymidyn scharakteryzowano
gen kodujacy syntetazg karbamoilofosforanowa, ktora u rzodkiewnika sktada si¢ z dwu
podjednostek kodowanych przez odrgbne geny [82]. Analiza aminokwasowa tych
podjednostek wykazata obecnos¢ tzw. sekwencji skierowujacej do chloroplastow, co jest
zgodne z dowodami biochemicznymi o wystgpowaniu tego enzymu w chloroplastach [48].

U grochu znaleziono odcinki kodujace dwie rézne izoformy karbamoilotransferazy
asparaginianowej [83]. Odcinki te takze koduja peptyd posiadajacy sekwencje kierujace do
chloroplastow. Konwersja orotanu do UMP jest prowadzona przez pojedynczy polipeptyd
nazwany syntaza UMP, ktora ma aktywno$¢ fosforybozylotransferazy orotanowej i
dekarboksylazy orotydyno-5-fosforanowej. Kilka sekwencji cDNA kodujacych ten enzym
zostato wyizolowanych z tytoniu (Nicotiana tabacum) i ryzu (Oryza sativa) [43].

W przeciwienstwie do procesu syntezy jak do tej pory nie ma blizszych informacji
dotyczacych degradacji puryn i pirymidyn.

6. METABOLIZM NUKLEOTYDOW
A PROCESY FIZJOLOGICZNE

6.1. Dojrzewanie zarodkoéw

Badania dotyczace metabolizmu nukleotydéw podczas embriogenezy prowadzone byty
glownie na zarodkach somatycznych, poniewaz ich zygotyczne odpowiedniki osadzone
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w tkance macierzystej sa trudne do wyizolowania. W badaniach jako ros§liny modelowe
wykorzystywano $wierk biaty (Picea glauca) oraz marchew siewna (Daucus carota).

Zaobserwowano, ze enzymy zardwno szlaku rezerwowego, jak i te zwigzane z
procesami degradacji sa aktywne podczas rozwoju zarodkéw somatycznych §wierka
[10,11]. Wydaje si¢ jednoczesnie, ze zmiany aktywnosci enzymow szlaku rezerwowego
moga by¢ metabolicznym wiacznikiem niezbednym do zakonczenia podziatu komorek
i zapoczatkowania rozwoju zarodka.

Podczas intensywnych podziatow komorkowych zaobserwowano wysoka aktywnosc¢
fosforybozylotransferazy adeniny (APRT) i kinazy adenylanowej (AK), co $wiadczy¢
moze o wykorzystywaniu adeniny i adenozyny do syntezy nukleotydow i kwasow
nukleinowych. W przeciwienstwie do fazy poczatkowej, w fazie popodzialowej nastepuje
spadek ilosci odzyskiwanych nukleozydow [11]. Wydaje si¢ rowniez, ze zmiany w
metabolizmie puryn sa istotne podczas procesu odwadniania, ktoremu podlega wigkszo$¢
nasion. Zaobserwowano, ze wzrasta wtedy aktywno$¢ APRT, spada natomiast ilo$¢
adeniny 1 adenozyny wtaczanych do szlaku [71].

Badania prowadzone na dojrzewajacych somatycznych zarodkach §wierka, a
dotyczace metabolizmu pirymidyn wykazaty, ze synteza de novo zachodzi bardzo
intensywnie w procesach embriogenezy, kiedy to ponad 80% dostarczonego kwasu
orotanowego jest wykorzystywane do syntezy nukleotydow i kwaséw nukleinowych na
r6znych etapach rozwoju zarodka [7].

W zarodkach zygotycznych swierka izolowanych z suchych nasion zaobserwowano
spadek ilosci uracylu spowodowany gtownie niska aktywnoscia fosforybozylotransferazy
uracylu (UPRT) oraz bardzo wysoka aktywnoscia [3-ureidopropionazy [7]. Poniewaz
aktywnosci tych enzymow nie towarzyszy ubytek odpowiednich prekursorow, istnieje
sugestia, ze inne doktadnie kontrolowane mechanizmy, np. zmiany w poziomie
substratow i/lub efektorow, moga bra¢ udzial w kontroli mechanizmu przemian
pirymidyn podczas rozwoju zarodka.

Szlak syntezy pirymidyn de novo, okreslony na podstawie wykorzystywania orotanu do
syntezy nukleotydow i kwaséw nukleinowych, jest aktywny zarowno w zarodkach
somatycznych [71], jak i zygotycznych [70] $wierka, jednak nie funkcjonuje w nasionach
fasoli mungo (Phaseolus mungo) [6]. Poczatkowo zaktadano, ze u fasoli sytuacja ta jest
zwiazana z niska zawartoscia PRPP, jednakze p6zniejsze badania wykazaly, ze ilos¢ PRPP
nie jest czynnikiem ograniczajacym, poniewaz aktywnos$¢ syntetazy PRPP podwaja si¢ podczas
wzrostu gestosci protoplazmy i spadku ilosci wody w somatycznych zarodkach swierka [ 71].

6.2. Kietkowanie nasion

Do tej pory ukazato si¢ niewiele prac dotyczacych metabolizmu puryn i pirymidyn
oraz syntezy kwasow nukleinowych podczas kietkowania nasion. Dane wskazuja, ze
dostgpno$¢ nukleotyddw podczas poczatkowych faz pecznienia odgrywa istotng rolg w
procesie kietkowania.

Procesy metaboliczne dotyczace puryn w powyzszym procesie mozna podzieli¢ na
3 oddzielne fazy: fazg niemetaboliczna, fazg rezerwowa, fazg tworzenia ureidow [4].
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W poczatkowych etapach kietkowania pobieranie prekursorow puryn, jak rowniez
ich wlaczanie do r6znych frakcji komdrkowych sa na niskim poziomie [72]. W liScieniach
fasoli mungo ponad 5% adeniny i adenozyny oraz 30% guanozyny i hypoksantyny
dostarczanej do tkanek nie ulega przemianom [4]. Podobny efekt zaobserwowano w
przypadku kietkujacych zarodkow swierka [ 72]. Takie zjawisko moze wynika¢ z niepelnej
hydratacji tkanki w pierwszych godzinach pgcznienia.

W miar¢ zaawansowania procesu kietkowania uruchomione zostaja szlaki
rezerwowe. W przypadku odzyskiwania adenozyny opisano jednoetapowa reakcje
kierowana przez kinazg adenozyny (AK) oraz reakcj¢ dwuetapowa katalizowang przez
nukleotydazg adenozyny (ARN) i aminofosforybozylotransferazg (APRT). Oba szlaki
sauruchamiane podczas kietkowania, lecz ich aktywacja zachodzi w réznych etapach.
Istnieja sugestie, ze w poczatkowych fazach kietkowania odzyskiwanie adenozyny jest
prowadzone glownie przez AK. Aktywno$¢ tego enzymu oznaczono w ekstraktach z
liscieni tubinu (Lupinus albus) i fasoli [21, 51], jak rowniez w kielkujacych zarodkach
somatycznych swierka [72]. W przypadku kietkujacych zarodkow pszenicy aktywno$é
AK pozostaje na statym poziomie [57]. Reakcja kierowana przez ARN i APRT jest
uruchamiana dopiero w koncowych etapach kietkowania, gdyz nie wykryto aktywnosci
tych enzymow ani w suchych, ani pgczniejacych nasionach tubinu [21]. U $wierka
aktywnos$¢ ARN i APRT byta wykrywalna dopiero w czwartym dniu pgcznienia [72],
podczas gdy w liscieniach kietkujacych nasion tubinu aktywnos¢ ARN pojawila si¢
drugiego dnia, osiagajac najwyzszy poziom okoto czwartego dnia [22].

Podczas kietkowania zaobserwowano takze intensywne odzyskiwanie guaniny i
guanozyny, ktore zachodzi dzigki aktywnosci fosforybozylotransferazy guaninowej
(GPRT) wystepujacej zarowno w liscieniach, jak i stozkach wzrostu fasoli [4].

Trzeci etap w metabolizmie puryn, nastgpujacy po fazie odzyskiwania zwiazany
jest z tworzeniem ureidow, ktore stanowia wazne zrodto azotu we wezesnych etapach
kietkowania, szczegdlnie u roslin straczkowych. W siewkach fasoli 60% radioaktywne;j
hypoksantyny jest wlaczane do frakcji ureidéw po kilku dniach [8]. Silna degradacja
tego zwiazku jest prawdopodobnie spowodowana niska aktywno$cia fosforybozylo-
transferazy hypoksantyny (HPRT) w poréwnaniu z innymi enzymami szlaku
rezerwowego [51], co stwierdzono podczas kietkowania ziarniakow pszenicy (Triticum
vulgare) [57] 1 nasion tubinu [21].

Ustalono takze, ze zmiany w metabolizmie pirymidyn sa $cisle zwiazane z etapem
kielkowania zarodka. Wyr6zniono dwa odrebne etapy w metabolizmie pirymidyn: synteze
na szlaku rezerwowym zachodzaca w poczatkowych etapach kietkowania oraz synteze de
novo w pozniejszych etapach kietkowania. W liscieniach fasoli mungo wykorzystanie uracylu
iurydyny do syntezy RNA i nukleotydow zwigksza si¢ znaczaco podczas pierwszych 24
godzin kietkowania, a obniza w pdzniejszych etapach [6]. Podobna sytuacja ma miejsce w
kietkujacych somatycznych i zygotycznych zarodkach $wierka [73]. W procesach tych
odzyskiwanie urydyny jest katalizowane gtdwnie przez kinaze urydyny (UK) jak rowniez,
W mniejszym stopniu, przez niespecyficzna fosfotransferaze, ktorej aktywnosc¢ stwierdzono
takze w ziarniakach kukurydzy (Zea mays) i pszenicy [73].
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W miarg postgpujacego procesu kietkowania udziat szlaku rezerwowego w tworzeniu
ogolnej puli nukleotydéw obniza si¢. Mechanizm tego zjawiska nie zostat w pelni
wyjasniony, chociaz wiadomo, ze jako koncowy etap zachodzi konwersja UMP do
UDP. Zmiana tempa konwersji zasad pirymidynowych i nukleozyd6éw do nukleotydow
moze wynika¢ ze zmiany aktywno$¢ enzymow zwigzanych ze szlakiem rezerwowym.
W kietkujacych somatycznych i zygotycznych zarodkach $wierka obnizenie ilo$ci
urydyny wynika z postepujacego zmniejszania si¢ aktywnosci UK [70].

Spadkowi aktywnosci enzymow na szlaku rezerwowym w miarg zaawansowania
procesu kietkowania towarzyszy wzrost aktywnosci enzymow na szlaku syntezy de novo.
Wykorzystanie orotanu do syntezy nukleotydow i kwasow nukleinowych stwierdzono w
nasionach grochu (Pisum sativum) i kietkujacych nasionach fasoli, w kietkujacych
zarodkach somatycznych swierka, jak rowniez w kietkujacych tagiewkach pytkowychu
sosny (Pinus silvestris) [69]. Pojawienie si¢ szlaku syntezy de novo wydaje si¢ mie¢ na
celu zabezpieczenie ilosci nukleotydow wystarczajacej do syntezy kwaséw nukleinowych.

Uruchomienie mechanizmu syntezy de novo jest spowodowane zwigkszeniem
aktywnosci wielu enzymow wilaczanych w ten szlak. Zaobserwowano, iz aktywnos$¢
fosforybozylotransferazy orotanowej (OPRT) niska na poczatku kietkowania, wzrasta
w miarg¢ pgcznienia nasion [73]. Poza OPRT opisano takze wzrost aktywnosci innych
enzymow bioracych udziat w tworzeniu pierScieni pirymidynowych, takich jak: syntetaza
karbamoilofosforanowa i karbamoilotransferaza asparaginianowa [39].

6.3. Rozw0j pedu 1 organdw magazynujacych

Badania dotyczace metabolizmu nukleotydow oraz aktywnos$ci enzymow w organach
magazynujacych byly prowadzone na bulwach stonecznika bulwiastego (Helianthus
tuberosus) oraz ziemniaka (Solanum tuberosum). Wyizolowano i scharakteryzowano
kluczowe enzymy metabolizmu nukleotydow purynowych: deaminazg AMP [38] i kinazg
guanylanowa [37]. W aktywnie rosnacych bulwach ziemniaka synteza nukleotydow
purynowych i pirymidynowych jest utrzymywana na wysokim poziomie. Podobna
sytuacja ma miejsce w szlaku rezerwowym. Wydaje sig, ze tak wysoka aktywnos¢
enzymoOw szlaku rezerwowego w tworzacych si¢ bulwach jest spowodowana
gwaltownymi przemianami nukleotyddw i przyczynia si¢ do dostarczania energii, jak
rowniez elementow budulcowych niezbgdnych do podzialow komoérkowych, czy syntezy
skrobi. Chociaz nie istnieja na to bezposrednie dowody jednak prawdopodobne jest, ze
niektore nukleotydy wytwarzane w liSciach moga by¢ transportowane do rosnacych
bulw. Jezeli faktycznie taki proces ma miejsce, to wystegpowanie 1 aktywno$¢ szlaku
rezerwowego jest wydajnym mechanizmem tworzenia potrzebnych nukleotydéw bez
zbednych naktadow energetycznych.

Po rozpoczgceiu kietkowania materiaty zapasowe bulw zostaja wykorzystane do
wzrostu pedu i korzenia. Dotychczas nie opisano szczegdétowych zmian w poziomie
nukleozydow podczas kietkowania bulw u ziemniaka, stwierdzono jedynie, ze [2-*C]
urydyna, [2-'*C] cytydyna i [2-'*C] uracyl wstrzykniete do bulw sa transportowane do
pedu i w ciagu trzech dni wykorzystywane do tworzenia kwaséw nukleinowych.
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6.4. Hodowle komorkowe

Kultury komorkowe zawiesinowe stanowia wartosciowy material do badania wzrostu
ir6znicowania si¢ komorek roslinnych. Sg one takze z powodzeniem wykorzystywane
do badania zmian w poziomie nukleotydow podczas wzrostu kultury komorkowej [67,
78]. Namnazanie komorek w zawiesinie zachodzi szybko w porownaniu ze wzrostem
kalusa i mozna w nim wyré6zni¢ kilka faz:

(a) faza poczatkowa (faza lag), ktora trwa od przeniesienia komodrek do §wiezej po-
zywki do rozpoczgcia podziatow komorkowych,

(b) faza wzrostu wyktadniczego (eksponencjalna), w ktorej wzrost liczby komorek jest
bardzo szybki,

(¢) faza wzrostu liniowego, w ktdrej tempo wzrostu jest stale, a przyrost liczby komo-
rek liniowy,

(d) faza stacjonarna (glodowa), w ktorej komorki przestaja sig dzieli¢ i rozpoczyna si¢
okres starzenia kultury.

W kazdej z tych faz zachodza $ci$le sprecyzowane procesy metaboliczne i
morfologiczne [78].

Badania biochemiczne prowadzone na kulturach komorkowych réznych gatunkow
roslin wykazaty, ze zmiany st¢zenia nukleotydow w poszczegolnych fazach moga by¢
sygnatem do przejscia komodrek do kolejnej fazy [78]. Nastgpujacy po przeniesieniu
»glodujacych” komorek do §wiezej pozywki, wyrazny wzrost poziomu nukleotydow
byt zaobserwowany u wielu badanych roslin, m.in. u barwinka r6zowego (Catharanthus
roseus) [66] czy bielunia surmikwiatu (Datura innoxia) [40]. Wzrost ilosci nukleotydow
w fazie poczatkowej wydaje si¢ by¢ warunkiem rozpoczgcia fazy wyktadniczej, kiedy
zachodzi bardzo intensywny wzrost iloSci DNA i RNA, a zapotrzebowanie na nukleotydy
jest znacznie wigksze.

Ustalono, ze tadunek energetyczny ([ATP]+1/2[ADP])/([ATP]+[ADP]+[AMP]),
podobnie jak aktywno$¢ oddechowa zwykle zwigkszaja si¢ w pierwszych godzinach
fazy poczatkowej; pdzniej nastgpuje spadek az do ustalenia si¢ rownowagi podczas
fazy wzrostu liniowego i fazy stacjonarnej [40, 67]. Podczas samych podziatow
komoérkowych, poziom nukleotyddéw obniza si¢, podobnie jak tadunek energetyczny, co
moze by¢ spowodowane wykorzystaniem ATP. W kulturach komérkowych tytoniu i
soi (Glycine max) nie zaobserwowano jednak znaczacego spadku ilosci ATP. W koncowej
fazie wzrostu liniowego i fazie stacjonarnej zawarto$¢ nukleotydow osiaga niski, lecz
stalty poziom. Wydaje si¢ wigc, ze w tych etapach nie zachodzi synteza, a jedynie
degradacja nukleotydoéw do nukleozydow.

Podczas wzrostu kultury komoérkowej pojawiaja si¢ roznice jakosciowe w ogdlne;j
puli nukleotydéow. Porownanie nukleotydow w komodrkach uzyskanych z réznych
gatunkow, np. bielunia [40] czy tytoniu [41], pozwala zaobserwowa¢ pewna prawidto-
wo$¢. Najmniej liczng frakcje stanowi pula cytozyny (mniej niz 3%), a najwigksza
uracylu (wigcej niz 50%) z kompleksem UDP-glukoza jako gtoéwna frakcja [ 78]. Wysoka
ilos¢ UDP-glukozy, a takze dodatkowe zwigkszanie si¢ jego ilosci w fazie wyktadniczej,
moze miec istotne znaczenie podczas tworzenia $ciany komorkowej. Kolejne badania
wykazaty staty stosunek ilosci uracylu wzgledem adeniny. Taka zalezno$¢ wskazuje na
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istnienie mechanizmu regulacyjnego, ktory kontroluje endogenny poziom nukleotydow
purynowych i pirymidynowych.

Jak wspomniano, najwyzsze nasilenie syntezy nukleotydéw wystepuje w fazie
poczatkowej. Pomiar poziomu nukleotydow w komorkach bielunia, co 6 godzin po
inokulacji do nowej pozywki, pozwolit stwierdzi¢, ze synteza nukleotydéw zachodzi w
dwoch etapach. Pierwszy z nich zwiazany jest z odzyskiwaniem nukleotydow podczas
fazy poczatkowej, natomiast w fazie wyktadniczej zachodzi wtasciwa synteza polegajaca
na aktywacji enzymow szlakow biosyntezy de novo [40].

Opdznienie w pojawieniu si¢ syntezy de novo moze by¢ zwiazane z poczatkowym
brakiem aktywnosci enzymow bioracych udziat w syntezie puryn i pirymidyn. Aktywno$¢
syntetazy PRPP, syntetazy karbamoilofosforanowej i fosforybozylotransferazy orota-
nowej (OPRT) jest najwigksza podczas fazy podziatow komorkowych barwinka [28].
Podobny efekt zaobserwowano w przypadku aktywnosci enzymow syntezy puryn, np.
syntetazy rybonukleotydu glicynoamidu w komoérkach marchwi [9].

7. METABOLIZM NUKLEOTYDOW
A CZYNNIKI SRODOWISKOWE

U wielu gatunkow roslin, np. kukurydzy, papryki (Capsicum annuum), krokosza
(Carthamus tinctorius) czy mangrowcow, np. Sonneratia alba [3,49], nastgpuja zmiany
w syntezie 1 wykorzystaniu nukleotydow, szczeg6élnie ATP, w odpowiedzi na wysokie
stgzenie soli w srodowisku. Wydaje sig, ze warunki stresowe powoduja obnizenie ogolnej
puli nukleotydéw oraz wzrost tadunku energetycznego. U Sonneratia tadunek ten wynosit
0,82 przy stgzeniu NaCl 100 mmol/L, podczas gdy u roslin kontrolnych 0,72 [3]. Wyniki
te wskazuja na obecnos¢ aktywnej kinazy adeninowej, ktéra jest odpowiedzialna za
zwigkszanie wewnatrzkomorkowego stezenia ATP. Wysoki poziom ATP moze by¢
potrzebny do usuwania NaCl z cytozolu na zewnatrz komorki i/lub do wakuoli.

Jednoczes$nie wykazano, ze w kulturach komorkowych Sonneratia traktowanych
NaCl niski poziom degradacji puryn pozwala na akumulacj¢ zasad i nukleozydow oraz
wykorzystanie ich do syntezy nukleotydow. Taka strategia moze by¢ wydajnym
mechanizmem adaptacji do stresu solnego [3].

Utrzymanie rownowagi jonowej i osmotycznej w calej komorce wymaga sprawnej
wymiany substancji migdzy wakuola a cytoplazma. Uczestnicza w niej osmoprotektanty.
Sa to rézne tatwo rozpuszczalne zwiazki, tj. cukry i ich pochodne czy substancje
zawierajace azot (prolina oraz betaina). W przeciwienstwie do roslin mangrowych, u
ktérych poziom sorbitolu czy mannitolu jest wysoki, Avicennia maina gromadzaca
betaing glicyny wykazuje inny sposob metabolizmu adenozyny. Szlak biosyntezy betainy
glicyny z fosfoetanoloaminy obejmuje trzy etapy metylacji, a SAM (S-adenozylo-L-
metionina) jest wykorzystywana jako donor grup metylowych. W procesie tym SAM
ulega przemianom do SAH (S-adenozylo-L-homocysteiny), ktora nastgpnie jest
hydrolizowana do L-homocysteiny i adenozyny. Hydrolaza SAH katalizuje zarowno
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syntezg, jak 1 hydroliz¢ SAH. Poniewaz SAH jest potencjalnym inhibitorem reakcji,
usunigeie go jest istotnym etapem w biosyntezie betainy glicyny. Prawdopodobnie z
tego powodu, bardzo aktywna nukleotydaza adenozyny jest obecna w komorkach
Avicennia marina, a 16-50% egzogennie dostarczonej [8-'*C] adenozyny jest
odzyskiwane jako adenina. Odzyskiwanie adenozyny jest bardzo efektywne u drzew
mangrowych, co moze by¢ wydajnym sposobem pozyskiwania ATP. Ponadto wysoka
aktywnos$¢ nukleotydaz adenozyny moze by¢ zwiazana u ro$lin mangrowych,
produkujacych betaing glicyny, z ciagtym dostarczaniem grup metylowych niezbednych
do biosyntezy osmotykow cytoplazmatycznych [12].

Istnieja takze dane wskazujace, ze aktywacja kinazy adenozyny i nukleotydazy
adenozyny nastepuje w odpowiedzi na stres solny [75]. Zaobserwowano, ze u szpinaku
(Spinacia oleracea) 1 buraka cukrowego (Beta vulgaris), poddanych stresowi solnemu,
akumulacja transkryptu, podobnie jak aktywnos$¢ kinazy adenozyny, znacznie wzrastaja.
Ten wzrost byt polaczony z synteza betainy glicyny w odpowiedzi na wysokie st¢zenie
soli. Wydaje si¢ zatem, Ze usunigcie adenozyny jest niezbgdne do podtrzymania zaleznej
od SAM aktywno$ci metylotransferazy, a kinaza adenozyny i/lub nukleotydaza
adenozyny odgrywaja w tym istotna rolg [43, 75].

Poprzez analogig do reakcji wywolywanych przez stres solny jest wielce prawdo-
podobne, ze w warunkach deficytu wodnego takze nastgpuja zmiany w zawartosci
nukleotydow i aktywnosci enzymow.

Rdznice w regulacji biosyntezy pirymidyn wywolane stresem wodnym stwierdzono
jedynie w siewkach manneczki tekowatej (Eleusine coracana). Zahamowanie aktywnosci
enzymu karbamoilotransferazy asparaginianowej przez UMP u roslin kontrolnych
ustgpowato w siewkach poddanych stresowi wodnemu [29]. Jednakze fizjologiczne
znaczenie tej zmiany nie jest znane.

PODSUMOWANIE

Nie ulega watpliwosci, ze nukleotydy odgrywaja doniosta role¢ w metabolizmie
wszystkich komorek. Ostatnie lata przyniosty znaczacy postep w badaniach nad
metabolizmem nukleotydow w komorkach roslinnych. Wydaje sig, ze uklady generujace
przemiany nukleotydow u ro$lin sa podobne do tych, jakie scharakteryzowano w
uktadach zwierzecych i u mikroorganizmow. Pojawiajace sig roznice sa zwiazane jedynie
z synteza nukleotydow na szlakach rezerwowych.

Pomimo nasilenia tych badan, wciaz wiele elementow szlakow metabolicznych pozostaje
nieznanych — szczegolnie dotyczy to enzymoéw bioracych udziat w gtéwnych przemianach.
Posiadana przez nas wiedza pozwala jednak zauwazyc¢, iz prawidlowe funkcjonowanie
komorki roslinnej wymaga ciaglej przemiany nukleotydow, a uklady generujace przemiany
nukleotydow sa aktywowane na poszczegdlnych etapach wzrostu i rozwoju.



54 A. SZMIDT-JAWORSKA, K. JAWORSKI, J. KOPCEWICZ

LITERATURA

[1] ABUSAMHADNEH E, McDONALD NE, KLINE PC. Isolation and characterization of adenosine
nucleosidase from yellow lupin (Lupinus luteus). Plant Sci 2000; 153: 25-32.

[2] ACHAR BS, VAIDYANATHAN CS. Purification and properties of uridinehydrolase from mung-bean
(Phaseolus radiatus) seedlings. Arch Biochem Biophys 1967; 119: 356-362.

[3] AKATSUM, HOSOI'Y, SASAMOTO H, ASHIHARA H. Purine metabolism in cells of a mangrove plant,
Sonneratia alba, in tissue culture. J Plant Physiol 1996; 149: 133—137.

[4] ASHIHARA H. Changes in activities of purine salvage and ureide synthesis during germination of black
gram (Phaseolus mungo) seeds. Z Pflanzenphysiol 1983; 113: 47-60.

[5] ASHIHARA H, CROZIER A. Biosynthesis and metabolism of caffeine and related purine alkaloids in
plants. Adv Bot Res 1999; 30: 118-205.

[6] ASHIHARA H, KAMEYAMA Y. Biosynthesis of pyrimidines during germination of black gram seeds:
Changes in the level of participant enzymes. Curr Sci 1989; 58: 889—-891.

[71 ASHIHARA H, LOUKANINA N, STASOLLA C, THORPE TA. Pyrimidine metabolism during somatic
embryo development in white spruce (Picea glauca). J Plant Physiol 2001b 158 613-621.

[8] ASHIHARA H, NOBUSAWA E. Metabolic fate of [8- C]ademne and [8- C] hypoxanthine in higher
plants. Z Pflanzenphysiol 1981; 104: 443—458.

[91] ASHIHARA H, NYGAARDP. Purine nucleotide synthesis and RNA synthesis in suspension cultured cells
of carrots. Physiol Plant 1989; 75: 31-36.

[10] ASHIHARA H, STASOLLA C, LOUKANINA N, THORPE TA Purine and pyrimidine metabolism in
cultured white spruce (Picea glauca) cells: Metabolic fate of “C-labeled precursors and activity of key
enzymes. Physiol Plant 2000; 108: 25-33.

[11] ASHIHARA H, STASOLLA C, LOUKANINA N, THORPE TA. Purine metabolism during white spruce
somatic embryo development: salvage of adenine, adenosine, and inosine. Plant Sci 2001a; 160: 647-657.

[12] ASHIHARA H, WAKAHARA S, SUZUKI M, KATO A, SASAMOTO H, BABA S. Comparison of adeno-
sine metabolism in leaves of several mangrove plants and a poplar species. Plant Physiol Biochem 2003;
41: 133-139.

[13] ATKINS CA, SHELP BJ, STORER PJ. Purification and properties of inosine monophosphate oxidoreduc-
tase from nitrogen-fixing nodules of cowpea (Vigna unguiculata L. Walp). Arch Biochem Biophys 1985;
236: 807-814.

[14] BRESSAN RA, MURRY MG, GALE JM, ROSS CW. Properties of pea seedling uracil phosphoribosyl-
transferase and its distribution in other plants. Plant Physiol 1978; 61: 442—446.

[15] BURCH LR, STUCHBURY T. Metabolism of purine nucleotides in the tomato plant. Phytochemistry 1968;
25: 2445-2449.

[16] CARTER SG, TIPTON CL. Purification and characterization of a 5’-nucleotidase from Zea mays microso-
mes. Phytochemistry 1985; 25: 33-37.

[17] CHRISTOPHERSON RI, SZABADOS E. Nucleotide biosynthesis in mammals. [w] Agius L, Sherratt HSA
[red.] Channelling in Intermediary Metabolism. London, Portland Press, 1997: 315-335.

[18] COMBES A, LAFLRURIEL J, LeFLOC’H F. The inosine-guanosine kinase activity of mitochondria in
tubers of Jerusalem artichoke. Plant Physiol Biochem 1989; 27: 729-736.

[19] DANCER JE, HUGHES RG, LINDELL SD. Adenosine-5’-phosphate deaminase. A novel herbicide target.
Plant Physiol 1997; 114: 119-129.

[20] DENG QI, IVES DH. Non-allosteric regulation of the uridine kinase from seeds of Zea mays. Biochim
Biophys Acta 1975; 377: 84-94.

[21] GURANOWSKI A, BARANKIEWICZ J. Purine salvage in cotyledons of germinating lupin seeds. FEBS
Lett 1979; 104: 95-98.

[22] GURANOWSKI A, PAWELKIEWICZ J. Adenosylhomocysteinase and adenosine nucleosidase activities in
Lupinus luteus cotyledons during seed formation and germination. Planta 1978; 139: 245-247.

[23] GURANOWSKI A. Purine catabolism in plants. Purification and some properties of inosine nucleosidase
from yellow lupin (Lupinus luteus L.) seeds. Plant Physiol 1982; 70: 344-349.

[24] HATCH MD. Adenylosuccinate synthetase and adenylosuccinate lyase from plant tissues. Biochem J 1966;
98: 198-203.

[25] HENDERSON JF, PATERSON ARP. Nucleotide Metabolism — An Introduction, Academic Press, New
York, 1973.



METABOLIZM NUKLEOTYDOW U ROSLIN WYZSZYCH 55

[26] HIROSE F, ASHIHARA H. Adenine phosphoribosyltransferase of Catharanthus roseus cells: purifica-
tion, properties and regulation. Z Pflanzenphysiol 1983; 110: 135-145.

[27]1TWAIK, FUJISAWA'Y, SUZUKI N. The accumulation of 5’-phosphoribosyl-5-aminoimidazole-carboxami-
de in folate-deficient pea seedlings and enzymatic reaction in which the compound is involved. Agric Biol
Chem 1972; 36: 398—408.

[28] KANAMORI I, ASHIHARA H, KOMAMINE A. Changes in the activites of the pentose phosphate nucleotide
biosynthesis during growth of Vinca rosea in suspension culture. Z Pflanzenphysiol 1979; 93: 437-448.

[29] KANDPAL RP, RAO A. Water stress-induced desensitization of aspartate transcarbamylase from ragi
(Eleusine coracana) seedlings. Biochem Int 1984; 9: 307-314.

[30] KRATH BN, HOVE-JENSEN B. Organellar and cytosolic localization of four phosphoribosyl diphosphate
isoenzymes in spinach. Plant Physiol 1999; 119: 497-505.

[31]LAZAR G, ZHANG H, GOODMAN HM. The origin of the bifunctional dihydrofolate reductase-thymi-
dylate synthase isogenes of Arabidopsis thaliana. Plant J 1993; 3: 657—668.

[32] LEE D, MOFFATT BA. Purification and characterization of adenine phosphoribosyl transferase from 4ra-
bidopsis thaliana. Physiol Plant 1993; 87: 483—492.

[33] LeFLOC’H F, GUILLOT A. La desoxycytidine amimohydrolase des feuilles de Zea mays. Phytochemistry
1974; 13: 2503-25009.

[34] LeFLOC’H F, LAFLEURIEL J. L’adeninephosphoribosyltransferase des pousses de topinambour Helian-
thus tuberosus. Phytochemistry 1978; 17: 643—646.

[35] LeFLOC’H F, LAFLEURIEL J. The purine nucleosidases of Jerusalem artichoke shoots. Phytochemistry
1981; 20: 2127-2129.

[36] LeFLOC’H F, LAFLEURIEL J. L’ hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase des pousses de Topi-
nambour Helianthus tuberosus L. Z Pflanzenphysiol 1983; 104: 331-340.

[37] LeFLOC’H F, LAFLEURIEL J. Purification and properties of guanylate kinase of mitochondria from tubers
of Jerusalem artichoke. Plant Physiol Biochem 1990; 28: 191-201.

[38] LeFLOC’ H F, LAFLEURIEL J. The particulate AMP aminohydrolase of Jerusalem artichoke tubers: par-
tial purification and properties. Physiol Veg 1983; 21: 15-27.

[39] MAZUS B, BUCHOWICZ J. Activity of the enzymes involved in pyrimidine metabolism in germinating
wheat grains. Phytochemistry 1972; 11: 77-82.

[40] MEYER R, WAGNER KG. Nucleotide pools in suspension-cultured cells of Datura innoxia 1. Changes
during growth of the batch culture. Planta 1985a; 166: 439—445.

[41] MEYER R, WAGNER KG. Analysis of the nucleotide pool during growth of suspension cultured cells of
Nicotiana tabacum by high performance liquid chromatography. Physiol Plant 1985b; 65: 439-445.

[42] MIERSCH J, KRAUSS GJ, METZGER U. Properties and subcellular localization of dihydroorotate dehy-
drogenase in cells of tomato suspension culture. J Plant Physiol 1986; 122: 55-66.

[43] MOFFA};T BA, ASHIHARA H. Purine and pyrimidine nucleotide synthesis and matabolism. Arabidopsis
Book. 2 Edition, American Society of Plant Biologists, Rockville, MD 2002.

[44] MOFFATT BA, SOMERVILLE CR. Positive selection for male-sterile mutants of Arabidopsis lacking
adenine phosphoribosyltransferase activity. Plant Physiol 1988; 86: 1150-1154.

[45] MOFFATT BA, WANG L, ALLEN MS, STEVENS YY, QIN W, SNIDER J, VON SCGWARTZENVERG
K. Adenosine kinase of Arabidopsis. Kinetic properties and gene expression. Plant Physiol 2000; 124:
1775-1785.

[46] NAGISHI O, OZAWA T, IMAGAWA H. Guanosine deaminase and guanine deaminase from tea leaves.
Biosci Biotech Biochem 1994; 58: 1277-1281.

[47] NEUHARD J, KELLN RA. Biosynthesis and convertion of pyrimidines. [w] Neidhardt J [red.] Escheri-
chia coli and Salmonella typhimurium Cellular and Molecular Biology, American Society for Microbiolo-
gy, Washington, DC, 1996: 580-599.

[48] NEWMAN T, deBRUIJN FJ, GREEN P, KEEGSTRA K, KENDE H, McINTOSH L, OHLROGGE J, RA-
IKHEL N, SOMERVILLE S, THOMASHOW M, RETZEL E, SOMERVILLE C. Genes galore: a summary
methods for accessing results from large-scale partial sequencing Arabidopsis cDNAs clones. Plant
Physiol 1994; 106: 1241-1255.

[49] NIEMAN RH, CLARK RA, PAP D, OGATA G, MASS EV. Effects of salt stress on adenine and uridine
nucleotide pools, sugar and acid-soluble phosphate in shoot of pepper and safflower. J Exp Bot 1988; 39:
301-309.

[S0] NISHIMURA K, ASHIHARA H. IMP dehydrogenase from tea leaves and suspension-cultured Catharan-
thus roseus cells. Phytochemistry 1993; 34: 613-615.



56 A. SZMIDT-JAWORSKA, K. JAWORSKI, J. KOPCEWICZ

[51] NOBUSAWA E, ASHIHARA H. Purine metabolism in cotyledons and embryonic axes of black gram
(Phaseolus mungo L.) seedlings. Int J Biochem 1983; 15: 1059-1065.

[52] O’NEAL T, NAYLOR AW. Some regulatory properties of pea carbamoyl phosphate synthetase. Plant
Physiol 1976; 57: 23-28.

[53] ONG BL, JACKSON JF. Pyrimidine nucleotide biosynthesis in Phaseolus aureus. Enzymic aspects of the
control of carbamoyl phosphate synthesis and utilization. Biochem J 1972; 129: 583-593.

[54] PARDO EG, GUTIERREZ C. Cell cycle- and differentiation stage-dependent variation of dUTPase activity
in higher plant cells. Exp Cell Res 1990; 186: 90-98.

[55] PRADE L, COWAN-JACOB SW, CHEMLA P,POTTER S, WARD E, FONNE-PFISTER R. Structures of
adenylosuccinate synthetase from 7Triticum aestivum and Arabidopsis thaliana. J Mol Biol 2000; 296:
569-577.

[56] PRASHER DC, CARR MC, IVES DH, TSAI TC, FREY PA. Nucleoside phosphotransferase from barley.
Characterization and evidence for ping pong kinetics involving phosphoryl enzyme. J Biol Chem 1982;
257: 4931-4939.

[57] PRICE CE, MURRAY AW. Purine metabolism in germinating wheat embryos. Biochem J 1969; 115: 129-133.

[S81RAO GSJ, SAVITHRI HS, SEETHALAKSHMI S, RAO NA. Plant aspartate transcarbamylase: An affinity
chromatographic method for the purification of the enzyme from germinated seedlings. Anal Biochem
1979; 95: 401-405.

[59] REYNOLDS PH, BLEVINS DG, RANDAL DD. 5-phosphoribosylpyro-phosphate amidotranferase from
soybean root nodules: kinetic and regulatory properties. Arch Biochem Biophys 1984; 229: 623—-631.

[60] SANCHEZ F, CAMPOS F, BONNEVILLE J-M, ENRIQUEZ C, CAPUT D. Purification, cDNA cloning,
and development expression of the nodule-specific uricase from Phaseolus vulgaris L. Plant Physiol 1987,
84: 1143-1147.

[611 SANTOSO D, THORNBURG R. Uridine 5’-monophosphate synthase is transcriptionally regulated by
pyrimidine levels in Nicotiana plumbaginifolia. Plant Physiol 1998; 116: 815-821.

[62] SAWERT A, BACKER Al, WAGNER KG. Age-dependent decrease of nucleoside pools in cereal leaves.
Plant Cell Physiol 1988; 29: 61-65.

[63] SCHUBERT KR, BOLAND MJ. The ureides. [w] Stump PK, Conn EE [red.] The Biochemistry of Plants.
Vol 6, Academic Press, San Diego 1990: 197-282.

[64] SENECOFF FJ, McKINNEY EC, MEAGHER RB. De novo purine synthesis in Arabidopsis thaliana 11.
The PUR7 gene encoding 5’-phosphoribosyl-(N-succinocarboxamide)-5-aminoimidazole synthetase is
expressed in rapidly dividing tissues. Plant Physiol 1996; 112: 905-917.

[65] SENECOFF FJ, MEAGHER RB. Isolating the Arabidopsis thaliana gene for the de novo purine synthesis
by suppression of Escherichia coli mutants. 1. 5’-phosphoribosyl-5-aminoimidazole synthetase. Plant Physiol
1993; 102: 387-399.

[66] SHIMAZAKI A, ASHIHARA H. Adenine and guanine salvage in cultured cells of Catharanthus roseus.
Ann Bot 1982; 50: 531-534.

[67] SHIMAZAKI A, HIROSE F, ASHIHARA H. Changes in adenine nucleotide levels and adenine salvage
during growth of Vinca rosea cells in suspension culture. Z Pflanzenphysiol 1982; 106: 191-198.

[68] STASOLLA C, KATAHIRA R, THORP TA, ASHIHARA H. Purine and pyrimidine nucleotide metabolism
in higher plants. J Physiol Plant 2003; 160: 1271-1295.

[69] STASOLLA C, LOUKANINA N, ASHIHARA H, YEUNG EC, THORP TA. Pyrimidine deoxyribo-nucle-
otide metabolism] iiuring maturation and germination of white spruce (Picea glauca) somatic embryos:
metabolic fate of C-labeled cytidine, deoxycytidine and thymidine. Physiol Plant 2003; 118: 499-506.

[70] STASOLLA C, LOUKANINA N, ASHIHARA H, YEUNG EC, THORP TA. Pyrimidine nucleotide biosyn-
thesis and nucleic acid metabolism in embryos and megagametophytos of white spruce (Picea glauca)
during germination. Physiol Plant 2002; 115: 155-165.

[711STASOLLA C, LOUKANINA N, ASHIHARA H, YEUNG EC, THORPE TA. Purine and Pyrimidine meta-
bolism during the partial drying treatment of white spruce (Picea glauca) somatic embryos. Physiol Plant
2001a; 111: 93-101.

[72] STASOLLA C, LOUKANINA N, ASHIHARA H, YEUNG EC, THORP TA. Ascorbic acid changes the
pattern of purine metabolism during germination of white spruce somatic embryos. Tree Physiol 2001b;
21: 359-367.

[73] STASOLLA C, LOUKANINA N, ASHIHARA H, YEUNG EC, THORP TA. Changes in pyrimidine nucle-
otide biosynthesis during germinating of white spruce (Picea glauca) somatic embryos. In Vitro Cell Dev
Biol-Plant 2001c; 37: 285-292.



METABOLIZM NUKLEOTYDOW U ROSLIN WYZSZYCH 57

[74] STERLY F,REGAN S, KARLSSON J, HERTZBERG M, ROHDE A, HOLMBERG A, AMINI B, BHALE-
RADO R, LARSSON M, VILLARROEL R, VAN MONTAGU M, SANDBERG G, OLSSON O, TERRI
TT, BOERJAN W, GUSTAFSSON P, UHLEN M, SUNDBERG B, LUNDEBERG J. Gene discovering in
the wood-forming tissue of poplar: analysis of 5,692 expressed sequenced tags. Proc Natl Acad Sci USA
1999; 95: 13330-13335.

[75] SUZUKI T, YASUMOTO E, BABA S, ASHIHARA H. Effect of salt stress on the metabolism of ethanola-
mine and choline in leaves of the betaine-producing mangrove species Avicennia marina. Phytochemistry
2003; 64: 941-948.

[76] TRIPLETT EW, BLEWINS DG, RANDALL DD. Purification and properties of soybean nodule xanthi-
ne dehydrogenase. Arch Biochem Biphys 1982; 219: 39-46.

[77] VINCENZETTI S, CAMBI A, NEUHARD J, SCHNORR K, GRELLONI M, VITA A. Cloning, expression,
and purification of cytidine deaminase from Arabidopsis thaliana. Protein Express Puri 1999; 15: 8-15.

[78] WAGNER KG, BACKER Al Dynamics of nucleotides in plants studied on a cellular basis. [w]: Jeon KW,
Friedlander M [red.] International Review of Cytology. Vol 134, Academic Press, San Diego 1992: 1-84.

[79] WALSH TA, GREEN SB, LARRINUA IM, SCHMITZER PR. Characterization of plant 3-ureidopropiona-
se and functional over expression in Escherichia coli. Plant Physiol 2001; 125: 1001-1011.

[80] WALTHER R, WALD K, GLUND K, TEWES A. Evidence that a single polypeptide catalyzes the two step
conversion of orotate to UMP in cells from tomato suspension culture. J Plant Physiol 1984; 116: 301-311.

[81] WASTERNACK C. Metabolism of pyrimidines and purines. [w] Pirson A, Zimmermann MH [red.] Ency-
clopedia of Plant Physiology, New Ser, Vol 14B, Springer, Berlin 1982: 263-301.

[82] WILLIAMSON CL, LAKE MR SLOCUM RD. A. cDNA encoding carbamoyl phosphate syhthetase large
subunit (carB) from Arabidopsis (Accession No. U40341) (PGR96-055). Plant Physiol 1996; 111: 1354.

[83] WILLIAMSON CL, SLOCUM RD. Molecular cloning and characterization of the pyrB1 and pyrB2 genes
encoding aspartate transcarbamoylase in pea (Pisum sativum L.). Plant Physiol 1994; 105: 377-384.

[84] YABUKIN ASHIHARA H. AMP deaminase and the control of adenylate catabolism in suspension-cultu-
red Catharanthus roseus cells. Phytochemistry 1992; 31: 5-1909.

[85]ZHOU L, LACROUTE F, THORNBURG R. Cloning, expression in Escherichia coli, and characterization
of Arabidopsis thaliana UMP/CMP kinase. Plant Physiol 1998; 117: 245-254.

Redaktor prowadzqcy — Maria Olszewska

Otrzymano: 16.06.2004 r.

Przyjeto: 10.11.2004 r.

Adres autora: ul. Gagarina 9, 87-100 Torun.
e-mail: asjawors@biol.uni.torun.pl



