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WSTEP

Pierwotnym celem niniejszej pracy bylo dokladne zbadanie, w jaki
sposéb ksztaltuje sie stosunek syntezy do hydrolizy sacharozy w réznych
fazach rozwoju owsa. (Praca wykonana w 1951 r. i 1952 r.) Chodzilo nam
o uchwycenie zalezno$ci pomiedzy zmianami biochemicznymi w ro$linie
a jej stadialnym rozwojem.

By rozwigza¢ powyzsze zagadnienie, nalezalo zbada¢ dzialanie inwerta-
zy ,,in vivo*. W tym celu postanowiliSmy zastosowa¢ do naszych badan
metode infiltracji préozniowej Kursanowa, przy pomocy ktérej wielu ba-
daczy radzieckich z powodzeniem badalo dzialanie enzymoéw hydroli-
tycznych.

Niestety jednak z dokladnym opisem powyzszej metody nie moglisSmy
sie zapoznaé¢, gdyz odno$ny tom ,,Biochimiji“ z 1936 roku nie znajduje sie
w zadnej z naszych bibliotek. Kierujac sie wiec ogélnymi wskazéwkami,
zamieszczonymi w pracy Oparinai Zenczenki (1949) oraz w pod-
reczniku Bielozjerskiego i Proskuriakowa (1951) zmuszeni
byliémy wypracowaé techniczne szczegbly metody, wyszukaé zZrédia ble-
déw i ich wielko$é oraz okreslié warunki, w jakich metoda ta daje wyniki
najbardziej dokladne.

Oparin i Zenczenko w swej pracy podaja nastepujacy opis
metody infiltracji prozniowej w zastosowaniu do badania dziatania inwer-
tazy. Do badanych ro$lin wprowadzano 0,2 molarny roztwoér cukru inwer-
towanego — przy badaniu syntetycznej dziatalnoéci inwertazy, lub 0,1
molarny roztwor sacharozy, przy oznaczaniu dzialalno$ci hydrolitycznej.
Kontrole stanowila identyczna odwazka roslin infiltrowana w takich sa-
mych warunkach woda destylowana.

W podreczniku Bietozjerskiego i Proskuriakowa po-
dane jest, ze infiltracje przeprowadza sie w 150 ml zlewkach, w ktérych



496 Z. Turnowska-Starck

badang prébke zalewa sie 80—100 ml badanego roztworu lub wody desty-
lowanej. Przygotowane préobki umieszcza sie¢ w eksykatorze prézniowym,
z ktérego przy pomocy pompy prézniowej usuwa sie powietrze, zmniej-
szajac cisnienie do 20—40 mm Hg. Usuwanie powietrza przeprowadzaé¢
nalezy tak dlugo, az z lisci przestana sie wydobywaé pecherzyki powie-
trza. Po odlgczeniu eksykatora od pompy do $rodka wpuszcza sie (pomatu,
w ciggu 1—2 min.) powietrze. Wzrastajace stopniowo cisnienie wpycha
badany roztwér do przestworéw miedzykomérkowych roslin. Dobrze
zinfiltrowany li$¢ nie powinien wykazywaé¢ po infiltracji jasnych plam,
do ktorych nie wniknal roztwor. Po wyréwnaniu ci$nien liscie powinny
leze¢ 2—3 min. w tych samych roztworach.

W obu pracach autorzy zalecajg szybkie i dokladne oplukanie wodg
powierzchni lisci bezposrednio po wyjeciu ich z badanego roztworu, po
czym umieszezenie ich w przewiewnych szafach, by nadmiar wody, wpro-
wadzony w czasie infiltracji do przestworé6w miedzykomoérkowych, wy-
parowal w stosunkowo krétkim czasie. By przyspieszy¢ przesychanie lisci,
Bielozjerski i Proskuriakow radza nanizanie lisci na nitke
i zawieszenie w przewiewnym termostacie o temp. 26—28°C. Okres pod-
suszania moze byé do$é rézny i waha¢ sie¢ wedlug wspomnianych autoréw
od 8—25 min. Po podsuszeniu ro$lin umieszeza sie je w termostacie
w 22—24°C w ciemno$ci pod szklanym kloszem w atmosferze nasyconej
wilgocig. Czas trwania dos§wiadczenia od infiltracji do zabicia tkanek wy-
nosi od 2—3 godz., a w wyjatkowych wypadkach diuzej.

W toku pracy nasuwaly sie coraz nowe problemy i obok pierwotnego
celu — przesledzenia syntezy i hydrolizy sacharozy w réznych okresach
rozwoju owsa, postanowilismy zbada¢ kinetyke syntezy i hydrolizy sacha-
rozy ,,in vivo* oraz wplyw szeregu czynnikéw chemicznych na réwnowa-
ge dzialania enzymoéw syntetyzujacych i hydrolizujacych sacharoze.

Czes$é doswiadczalna

I. OPIS METODY

1. Dobor prébek

Pierwszym zagadnieniem, ktore nastreczylo pewne trudnosci byl dobor
probek. Najecze$ciej badaliSmy 2—3 g $wiezej masy liSci pozbawionych
nerwu gléwnego lub w wypadku roslin miodych (do 30 dni) brano cala
cze$¢é nadziemna. We wstepnych do$wiadezeniach stwierdziliSmy, ze
w lisciach pochodzacych z réznych pieter, a nawet z tych samych pieter,
lecz z réznych roélin zawarto$é cukréw ulega znacznym wahaniom. Dla-
tego tez w wypadku lisci starszych stosowaliSmy metode poléwek liscio-
wych; jedng potéwke infiltrowali$my woda — (kontrolna), a druga — od-
powiednim roztworem. Po uptywie 1 do 2 godzin rosliny zabijaliSmy przez
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wrzucenie ich do wrzacej wody i gotowanie w ciagu 5 min.; po ostudzeniu
rosliny poddawano 3 min. homogenizacji. We wszystkich wypadkach cu-
kry oznaczaliSmy mikrometodg Fujita Akiji i Danzo Iwotake
(1931). W metodzie tej zelazicjanek potasu utlenia cukry redukujace
w alkalicznym roztworze na goraco. Nadmiar zelazicjanku miareczkuje
sie jodometrycznie tiosiarczanem, uzywajac skrobi jako wskaznika. Od-
bialczenie materialu roslinnego przeprowadza sie przy pomocy wodoro-
tlenku kadmu. By sprawdzi¢ dokladnos$é metody, oznaczyliSmy zawartosé
cukrow w potéwkach liSciowych (tabela 1) owsa nieinfiltrowanego. Cu-
kry proste oznaczaliSmy bezposrednio, natomiast dwucukry (sacharoze)
po 2-godzinnej hydrolizie inwertaza drozdzowa w temp. 56—60°C.

Tabela 1
Analiza zawarto$ci cukrow w polowkach
lisciowych 91 dniowych lisci owsa

(25.VIL51 1.)

. Zawartos¢ cukrow w "

Rodz‘aj mg na lg swiezej masy o
eukrow F—— - 1. . bledu

I potowka | II polowka

Proste 5,096 ‘ 5,184 0,8
dwucukry 19,156 | 19,244 0.2
ogolem 24,252 24 428 04
proste 6,502 6,414 0,8
dwucukry 19,507 19,771 0,7
| 26,185 | 0.4

ogolem 1 26,009

Z tabeli 1 wida¢, ze powyzsza metoda jest dostatecznie dokladna, po-
niewaz roznice w zawarto$ci cukréw w poléwkach liSciowych nie prze-
kraczaja 0,8%0 (liczac od $redniej arytmetycznej).

2. Stezenie roztworéow uzytych do infiltracji

Chcac bada¢ wielkosé hydrolizy i syntezy sacharozy ro$liny infiltro-
walismy:
1) woda destylowana — kontrola
2) 2,59 sacharoza — badanie hydrolizy sacharozy
3) 2,5%0 cukrem inwertowanym (hydrolizowano sacharoze przy pomo-
cy inwertazy drozdzowej, po czym roztwor gotowano 15 min. i sa-
czono) — badanie syntezy sacharozy.
Przy uzyciu takiej koncentracji, do roslin wprowadzaliSmy od 6 do
10 mg cukru na 1 g $wiezej masy ro$lin.
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3. Warunki infiltracji

Infiltracje przeprowadzalismy w duzych probéwkach, w ktérych
umieszczano odwazong prébke, zalewano odpowiednim roztworem
i przykrywano z wierzchu siatka, by ro$liny nie wyplywaly na powierzch-
nie w czasie infiltracji. Roztworu uzywalismy ok. 50 ml. Probéwki zamy-
kalismy szczelnie korkiem gumowym i laczyli z pompa ssaca, wyciagajac
powietrze do ok. 20 mm Hg.

Po ok. 2 min. pompe odlgczaliSmy i powoli wprowadzaliSmy powietrze
do probéwki. Roéliny mlode infiltrowaly si¢ bardzo latwo, co mozna po-
zna¢ po zmianie zabarwienia liSei (ciemne, przezroczyste), natomiast przy
badaniu starszych ros§lin usuwanie powietrza z probé6wek powtarzano 2,
a czasem 3-krotnie. Po infiltracji pozostawialiSmy rosliny w roztworze
jeszcze w ciggu 2—3 min. (zgodnie z podanym opisem metody Kursano-
wa), po czym listki optukiwali$my, a w dalszych do$wiadczeniach tylko
obsuszali bibula i wazyli.

W pierwszym roku doswiadczen ro$liny po infiltracji trzymaliSmy
przez caly czas na Swietle. Wowcezas szparki otwierajg sig, co ulatwia
szybkie wytranspirowanie nadmiaru wody (Mothes, 1933) z przestwo-
réw miedzykomérkowych. Z drugiej strony na Swietle, dzieki procesowi
asymilacji, lis¢, w ktérym przestwory miedzykomorkowe sa pozbawione
powietrza, ma lepsze warunki tlenowe (tlen wydzielany w procesie asymi-
lacji moze byé przez rosline wykorzystany (Kursanow, Isajew,
Potapenko, 1947). Na $wietle jednak intensywnie przebiega konden-
sacja glukozy na skrobie, co moze dos¢ znacznie zmienia¢ obraz przemiany
glukozy na sacharoze, a procz tego w czasie fotosyntezy powstaja cukry,
ktérych iloéci nie kontrolujemy. Dlatego tez w drugim i trzecim roku do-
$wiadczen po infiltracji przechowywalismy rosliny w ciemnos$ci poczatko-
wo w termostacie z przewiewem (w temp. 26—28°C), a po odparowaniu
nadmiaru wody, pod kloszem szklanym w wilgotnej atmosferze wstawio-
nym do ciemnego termostatu o tej samej temperaturze (zgodnie z opisem
metody Kursanowa).

4. Wplyw infiltracji na rosliny

By przekona¢ sie, jak wplywa sama infiltracja prézniowa na ro$liny,
czy komorki nie sg przy tym uszkadzane, poddaliSmy 10 min. infiltracji
prézniowej siewke 30-dniowego owsa (wyjeta delikatnie z wazonow, sta-
rano sie jak najmniej uszkodzi¢ system korzeniowy), po czym umieszcza-
lismy ja w pozywce Knopa, umieszczajac obok analogiczng roéline nie-
infiltrowang. Ro$lina infiltrowana rosta nieco wolniej i stracita kilka dol-
nych listkow. Liscie mlodsze nie wykazywaly zadnych uszkodzen.
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Analogiczne do$wiadczenia wykonal Bjorksten (1930) z siewka-
mi pszenicy, hodowanymi w wacie szklanej w matych kolbkach. Po pod-
daniu pewnej serii roslin infiltracji prozniowej obserwowal on wzrost
przez 6 tygodni i nie zauwazyl zadnych réznic pomiedzy serig infiltrowa-
na a kontrolna.

W do$wiadczeniach Bjorkstena przytoczony jest rowniez wplyw
infiltracji na intensywno$é¢ oddychania. Dane umieszczono w tabeli 2.

Tabela 2
Iloé¢ wydzielonego CO, przez 50g etiolowanych roslin
wg Bjorkstena

Rodzaj probki ‘ po 0,0 godz. ! po 3 godz. ‘ po 6 godz.
5 —
Nieinfiltrowane 22,8 \ 49.3 ‘ 54,2
Infiltrowane woda 21,6 — 52,4

Z danych tych wynika, ze sama infiltracja nie wplywa na oddychanie.

Nieco inne dane przytacza Mothes (1933), ktéry zaobserwowal
znaczny spadek ilosci wydzielonego CO, bezposrednio po infiltracji. Po
uplywie 3—4 godzin ro$liny infiltrowane oddychaly intensywniej niz
kontrolne.

W przytoczonej pracy M oth e s podaje rowniez, ze wspdlezynnik od-

dechowy (_C(ﬁ) u roélin infiltrowanych wzrasta do 4—6, co Swiadczy
2
o niedostatecznym doplywie tlenu do komérek po infiltracji.

By stwierdzié¢, jak wplywa infiltracja prézniowa na kierunek dzialania
enzyméw, oznaczyliémy cukry w poléwkach lisciowych, z ktérych jedne
infiltrowano woda destylowang (tabela 3).

Tabela 3

Analiza cukréw w poléwkach lisciowych 80 dniowych siewek owsa a) polowki
lisciowe infiltiowane woda, b) nieinfiltrowane (doswiadczenie prowadzone na Swietle 14.VIL51

Rodzaj a b ]I Réznica w zawartosel
cukrow | Infiltr. woda Nieinfiltr. | cukrow
proste 6,243 5,843 0,400
5,523 5,363 -}-0,160
dwucukry 22,251 24,092 —1,841
16,568 18,809 -2,241
ogbtem 28,494 29,935 1,441
22,091 24,172 ~-2,081

w mg na 1g $wiezej masy
Z tabeli wynika, ze w czasie infiltracji woda, czes¢ cukrow przechodzi
z ro$liny do wody (od 1,44 do 2,08 mg na 1 g $wiezej masy). Pomimo tej
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do$¢ znacznej straty w zawarto$ci cukrow, analizy wykazaly wzrost
ilo$ci cukrow prostych, co nasuwa przypuszezenie, ze wprowadzenie wo-
dy do przestworéw miedzykomérkowych powoduje przesuniecie réwno-
wagi enzymatycznej w kierunku hydrolizy z powodu nadmiernego uwod-
nienia komérek, a byé moze i czeSciowego zahamowania oddychania. Po-
dobne zaburzenia spowodowane infiltracja stwierdzili McCready
iW.Z.Hassid (1941) w pracy, w ktérej badano synteze sacharozy z réz-
nych cukrow.

W dalszych doswiadczeniach zbadalisémy, czy w czasie infiltracji sacha-
roza nie wyplukuja sie cukry proste. W tym celu zanalizowalismy roztwor
po infiltracji i stwierdziliSmy w nim pewng ilo$¢ cukréw prostych, co
w przeliczeniu na 1 g $w. masy wynosito 1,26 mg cukrow prostych.

W pracy na temat udzialu fosforu w syntezie skrobi Rubin i Soko-
towa (1947) stwierdzaja, ze infiltracja woda powoduje zmiany w za-
wartosci skrobi i fosforu nieorganicznego, co réwniez §wiadczy o pewnych
zaburzeniach spowodowanych nadmiernym uwodnieniem lub sama in-
filtracja.

Zaréowno Kursanow jaki Mothes (1933) podkreslaja wyraznie,
ze powodzenie metody infiltracji prozniowej uzaleznione jest od tego,
w jakim czasie wyparuje z roélin nadmiar wody, wprowadzonej w czasie
infiltracji do przestworéw miedzykomérkowych.

W naszych doswiadczeniach ro$liny powracaly do poczatkowej wagi
po 1—2 godz. w temperaturze 26—28"C. Kilka takich doswiadczen ilustru-
je rycina 1.

Ryc. 1. Przebieg transpiracji lisci owsa
po infiltracji woda. Waga roslin przed
infiltracja 3,00 g; doswiadczenie z dn.

wﬂmml‘g_-

2.1V.53.
— — — — liScie nanizane na nitki
i zawieszone
liscie umieszczone na bi-
bule

Cms w mulach ——e

W przytoczonym doswiadezeniu stwierdziliSmy, ze roéliny szybciej tra-
ca nadmiar wody, jezeli umieszczone sa na bibule bezpo$rednio na pol-
kach termostatu z przeplywem powietrza, niz w przypadku nanizania lisci
na nitki, co zreszta jest nieco uciazliwe, zwlaszcza wtedy, gdy do do-
Swiadczen bierze sie drobne listki. Niestety nigdy nie stwierdzaliSmy, by
ro$liny nadmiar wody tracily juz po kilku minutach, jak to podajg Bie-
tozjerski i Proskuriakow (1951) w swoim podreczniku.
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5. Sposéb obliczania wynikow

Wielko$¢ syntezy oraz hydrolizy oznaczano w procentach, w stosunku
do cukréw zaabsorbowanych przez rosline. Na przykladzie wynikéw za-
mieszezonych w tabeli 4 podaje sposéb obliczania wynikéw hydrolizy.

Tabela 4
Doswiadczenia prowadzono w temp. 25°C w ciggu
2 godzin w ciemnosci

Rodzaj probki | Cukry w mg na 1 g $w. masy

proste | dwucukry | ogolem
Inf. sacharoza 11,311 | 5,837 I 17,148
Inf. H.0 8,513 1,338 | 9,851
Roznica ! 2,798 4,499 | 7,297

Jesli cukréow prostych przybyto 2,798, a ogélem przybylo 7,297 mg/l g,

2,798-100
to hydroliza wynosi ——— = 38,3%. Analogicznie obliczamy synteze
wyrazajac ja w procentach zwiekszenia ilosci dwucukrow w stosunku do
ogolnej ilosci cukréow zaabsorbowanych przez 1 g ro$lin. Taki sam sposéb
obliczania podaje Bietozjerski i Proskuriakow, natomiast
w pracach innych radzieckich autoréw zaréwno synteza jak i hydroliza
jest wyrazona w mg cukréow prostych.

II. ANALIZA WYNIKOW

Doswiadczenia nad synteza i hydroliza sacharozy prowadziliSmy
w 1951, 1952 i 1953 r. Poczatkowo chcieliSmy stwierdzi¢, jak Ksztaliuje
sie stosunek syntezy do hydrolizy w réznych okresach wegetacji owsa
i tytoniu. Prace nad owsem prowadziliSmy w 1951 i 1952 r. z odmiana
Proporczyk. Niestety wyniki doswiadezen z roku 1951 i 1952 obrazujace
stosunek syntezy do hydrolizy w réznych fazach rozwoju owsa réznily sie
bardzo znacznie miedzy soba, a nawet byly sprzeczne. Z doswiadezen tych
nie mozna wyciaga¢ zadnych wnioskoéw, poniewaz w obu latach do$wiad-
czenia przeprowadzano w nieco inny sposéb (w pierwszym roku liscie
oplukiwano po infiltracji i doS§wiadczenia prowadzono na $wietle, w dru-
gim roku w ciemnosei i liSci po infiltracji nie plukalismy).

Powaznym bledem przy oznaczaniu stosunku syntezy do hydrolizy,
w ciagu catego okresu wegetacji, moga by¢ zmiany w zawartosci cukrow
w roé$linach w zalezno$ci od wieku. W obu latach stwierdzono, ze ilo§¢ cu-
kréow ogotem wzrasta od ok. 2,5 mg na 1 g Swiezej masy w mlodych sta-
diach do ok. 36 mg u ro§lin starszych. W czasie infiltracji natomiast zaw-
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sze wprowadzaliSmy jednakows ilos¢ cukrow ok. 6—10 mg czyli w liSciach
miodych roslin przez infiltracje odpowiednim roztworem zwiekszaliSmy
zawarto$é cukrow 2 do 3-krotnie, podczas gdy pod koniec okresu wegeta-
cji wprowadzone cukry stanowity 1/6 do 1/4 ilosci cukréw znajdujacych
sie w roslinie. Dlatego tez przebieg reakcji enzymatycznych na poczatku
i na koncu wegetacji sledzonych w ten sposob, nie moze da¢ poré6wnywal-
nych wynikéw.

By¢ moze, ze sprzeczne wyniki otrzymane w 1951 i 1952 roku wypty-
waja rowniez z nieprawidlowego doboru prébek branych do doswiadczen,
to zagadnienie bowiem nastreczalo nam bardzo wiele trudnosci.

Z ro$lin miodych (do ok. 30 dni) braliSmy cala cze$¢ nadziemna, nato-
miast z roslin starszych braliSmy zawsze 3 najmlodsze listki. OczywiScie
przy takim wyborze probki popelnialiSmy blad, poniewaz najmlodsze list-
ki nie reprezentowaly calej roéliny.

Liczne prace badaczy radzieckich, wykonywane ta metoda, wykazaly,
ze poszczegOlne pietra a nawet poszczegdlne czesci liSci réznia sie dosc
znacznie pod wzgledem roéwnowagi enzymatyczne].

Wyniki analiz prowadzonych w réznych okresach rozwoju roslin po-
stuzyly jednak jako material do zestawienia, w jakich warunkach metoda
infiltracji daje dobre wyniki i jak przedstawia sie zgodno$¢ oznaczen syn-
tezy i hydrolizy w 2 réwnoleglych prébkach (tzn. analogiczne odwazki
infiltrowano takimi samymi roztworami). Procent btedu obliczano od $red-
niej arytmetycznej.

Tabela 5
Blad w % pomiedzy dwoma réwnoleglymi probkami
obliczony w stosunku do $redniej arytmetycznej
(Zestawienie ogolne z doswiadezen dokonanych
na roznych roslinach i w rdznych warunkach)

Synteza Hydroliza
B REAR e e i
ilose dosw.| w 9 | ilo$¢ dosw. | w4
z 'r l

0—10 19 | 41,5 37 ! 65,0
10—20 11 | 23,9 | 14 245
2030 8 . 174 | 2 3,5
30—40 2 43 2 3,5
40—50 2 ] 43 | | 1,75
50—60 2 4.3 0 0,0
pow.60 2 | 4,3 ! 1 1,75
| 46 | 1000 | X057 | 100,0

Z powyzszego zestawienia wida¢, ze metoda ta daje wyniki nie zawsze
zgodne, przy czym rzuca sie w oczy wieksza zgodno$é przy oznaczaniu hy-
drolizy.
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Précz 57 wynikow hydrolizy i 46 syntezy zaobserwowano w 5 doswiad-
czeniach przy badaniu syntezy w réwnoleglych prébkach wyniki catkiem
nieporéwnywalne (w jednej probce synteza wynosila 0%, a nawet probki
infiltrowane cukrem inwertowanym wykazywaly nizsza zawartos¢ dwu-
cukréw od probek kontrolnych, infilirowanych woda, a w drugiej rowno-
leglej wynosita od 15 do 56%) i w trzech do$wiadczeniach, w ktérych wy-
niki wielko$ci hydrolizy byly nieporownywalne.

Do powyzszego zestawienia wzieto wyniki doswiadczen przeprowadza-
nych na réznych roélinach. Przewazajacg ilos¢ doswiadczen przeprowadza-
no z owsem, tytoniem oraz po dwa do$wiadczenia z pomidorami, po jed-
nym z burakami cukrowymi, cebula Wolskg, ziemniakami, marchwig, fa-
sola. Zwraca na siebie uwage fakt, ze najgorsze wyniki otrzymaliSmy
w do$wiadczeniach z tytoniem. Stwierdzono, ze tyton w liSciach zawiera
bardzo duze ilosci skrobi i byé moze czesé wprowadzanych cukréw pro-
stych zostaje przerabiana na polisacharydy.

Lepsze tez na ogol wyniki otrzymywaliSmy w doswiadczeniach wy-
konywanych na roslinach mtodych.

By stwierdzi¢, skad pochodza powazne bledy miedzy rownoleglymi
prébkami, staraliSmy sie zawsze oblicza¢ bilans cukrow to znaczy oblicza-
lismy, ile cukréw weszlo do rosliny w czasie infiltracji i ile tych cukréow
oznaczono analitycznie na koncu do$wiadczenia.

Przyblizong ilo$é cukréw zaabsorbowanych oznaczaliSmy z roznicy
wagi przed i po infiltracji; roSliny przed doSwiadczeniem wazyly 2 g,
a po infiltracji 2,5 g czyli do roélin weszto 0,5 g roztworu np. 2,5 sacha-
rozy czyli 12,5 mg sacharozy na 2 g roélin, a stad 6,25 mg na 1 g roslin.

W celu stwierdzenia, z jaka dokladno$ciag mozna oblicza¢ ilos¢ zaabsor-
bowanych cukréw z réznicy wagi, zinfiltrowano liScie owsa sacharoza
o koncentracji 1,25, 2,5 i 5,0%o, zabito bezposrednio po infiltracji i ozna-
czono analitycznie ilo§é pobranych cukréw (tabela 6).

Tabela 6
Wplyw stezenia roztworu na ilo§¢ pobranych cukrow
przez rofling
(roslin nie plukano po infiltracji; doswiadezenie wykonano na Swietle—26.11.1915
46-dniowe siewki owsa

Infiltrowane | Cukréw przybylo w mg na 1 g $w. masy

sacharoza | oznaczenie analit. : z réznicy wagi
. i
1,25% | 4,202 4,500
2,50% ' 8,039 8,500
5,00% ‘ 16,900 16,750

Jak widaé, metoda ta daje catkowicie zgodne wyniki i moze by¢ uzy-
wana do przyblizonego oznaczenia bilansu cukrow.
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Widzimy tez, ze ilo§¢ zaabsorbowanych cukrow jest $ciSle proporcjo-
nalna do stezenia uzytego roztworu.
Analogiczny wniosek wyciggaja Kursanow i Pawlinowa
(1952) ze swoich doswiadczen prowadzonych nad burakiem cukrowym.
W wielu wypadkach jednak analitycznie nie stwierdziliSmy takiej sa-
mej ilosci cukrow. Poczatkowo przypuszezano, ze czesé cukrow wyptukuje
sie woda w momencie, gdy po infiltracji obmywano liscie woda wodocia-
gowa. PrzeprowadziliSmy wiec szereg doswiadczen, w ktérych nie ptuka-
no roélin po do$wiadczeniu, a zamiast plukania wycierano bardzo doktad-
nie powierzchnie lisei bibula filtracyjna.
Tabela 7
Bilans cukréow w lisciach plukanych i nieplukanych
po infiltraecji

Wyniki zehrano z dodwiadezen prowadzonych w 1951, 52, 63 r.
na rdznyeh rogélinach,

Cukry w mg na 1 g Swieze] masy

i
Srednie z oznaczen iPIukane—érednia z 71/Nieptukane—érednia

doswiadczen ! z 114 do$wiadeczen

Oznaczenia analit. 5,564 9,472

» Z roznicy wagi 7,405 i 9,145
Réznica l' 41,841 ’: +0,327
Niezgodno$é powy- 'w 42 do$wiadczeniach | w 20 do$wiadcze-
zej 2 mg nalg co stanowi 597 | niach co stanowi 187,
Swiezej masy | |

|

Maksymalne roz- | 4,678 do -13,926 | —5.385 do 1+ 6,811
nice | '

Wyniki doswiadezen zebrano w tabeli 7.

Z powyzszych danych wynika, ze istotnie duze ilosci cukrow wypluki-
waly sie w czasie obmywania ro$lin po infiltracji ($rednio 1,841 mg na
1g $wiezej masy). Widzimy jednak, ze i w do$wiadczeniach, w ktérych
roslin nie oplukiwano, réwniez nie we wszystkich przypadkach bilans byt
zgodny. Ubytek cukréw w czasie do$wiadczenia mozna by czeSciowo tiu-
maczyé wzmozonym oddychaniem tkanek po wprowadzeniu dodatkowej
ilosci cukrow.

Kursanow i Pawlinowa (1950) stwierdzili w swych do$wiad-
czeniach, ze w czasie syntezy sacharozy wyraznie wzmaga sie oddycha-
nie tkanek. Niejasne jest jednak, dlaczego w naszych do$wiadczeniach ob-
serwowano tak nieréwnomierne zmiany w zawartosci cukréow.

Najwiecej watpliwosci wzbudzaja wyniki, wskazujace na wzrost za-
wartoéci cukréw w czasie do$wiadczenia. Np. w jednym z do$wiadczen
stwierdzono, ze przybylo 6,811 mg na 1 g Swiezej masy (do$wiadczenie
prowadzone na lisciach cebuli). Wyniki te nasuwaja przypuszczenie, ze
w niektérych wypadkach infiltracja prézniowa powoduje w komoérkach
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daleko idace zmiany — byé moze gwaltowng hydrolize dwucukréw i poli-
sacharydéw. Fakt ten nasuwa wniosek, ze w tego rodzaju doswiadcze-
niach nalezaloby uwzgledni¢ réwniez zmiany w zawartoSci polisacha-
rydow.

Wplyw stezenia substratu na przebieg syntezy i hydrolizy
sacharozy w Zywych komérkach

W do$wiadczeniach in vitro wielokrotnie stwierdzono, jak wpltywa ste-
zenie substratu na przebieg reakcji enzymatycznych. Michaelis
i Menten sformulowali po raz pierwszy przebieg katalizy enzyma-
tycznej ujmujac go we wzory matematyczne, okreslajace zaleznos¢ pomie-
dzy stezeniem substratu i szybkoscig reakeji.

7 wzordéw tych wynika, ze szybko$é ta wzrasta wg hyperboli, ktorej
asymptota jest graniczna szybko$¢ danej reakeji.

W naszych doswiadczeniach chcieli$émy sprawdzi¢, czy metoda infiltra-
cji prozniowej uda sie wykaza¢ do$wiadczalnie podobng zaleznos¢ w zy-
wych komérkach. Gdyby$my mogli otrzymaé¢ krzywa podobna do krzy-
wej otrzymywanej w do$wiadczeniach in vitro, byloby to potwierdze-
niem, ze metoda infiltracji daje nam wierny obraz przebiegu enzymatycz-
nych reakeji. W tym celu infiltrowali$my liScie sacharoza o réznych steze-
niach (od 0,625% do 7,5%) przy badaniu hydrolizy oraz cukrem inwer-
towanym (0,625% do 5°) — przy okreslaniu syntezy sacharozy.

Wyniki dos§wiadczen przedstawione sa na rye. 2, 31 4.

Na ryc. 2 przedstawiliSmy
przebieg hydrolizy sacharozy u
20-dniowych siewek owsa. Wiel-
ko$¢ hydrolizy wyrazono w mg l
cukru inwertowanego czyli w ilos-
ciach bezwzglednych a nie w pro- *
centach, jak to podawaliSmy w in- :
nych do$wiadczeniach. 2

Jak wida¢ z zalaczone] ryciny,
hydroliza jest &cisle uzalezniona
od stezenia substratu (w tym wy-
padku od ilosci cukréw zaabsor-
bowanych przez 1 g lisci). Wszyst-
kie punkty ukladaja sie wokél li-
nii prostej. Rye. 2. Wplyw stezenia cukréow na hy-

Podobne do$wiadczenia wyko- drolize sacharozy. Do$wiadczenie z 20-
naliémy z 19 dn. siewkami owsa, dniowymi sifew.kami owsa z dn.‘19‘II‘53.
rosliny infiltrowalis’my 2’50;0 — Cukry wyrazone w mg cukru inwerto-

X ; wanego w przeliczeniu na 1 g $wiezej
tworem sacharozy; analitycznie ‘ masy.

4 8 2 16 a0 %
Absorpg;a cukru w Mg ———e=
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oznaczyliémy ilo$¢ cukrow zaabsorbowanych oraz wielkos¢ hydrolizy.
I w tym wypadku stwierdziliSmy liniowa zalezno$¢ pomiedzy wielkoscia
hydrolizy i stezeniem substratu (ryc. 3).

Analogiczne do$wiadczenia przeprowadzono, badajac zalezno$é pomie-
dzy stezeniem substratu i wielkoscia syntezy.

N
3. i
® 51 A
2 {
3 | ¥
Z, z
» e naeeees, B
2
. \ g
asw 3D 50
Absorpcja cuhru W mg —e=
v 4 3 [] ] ? s e &)
Ryc. 3. Wplyw steZenia T

cukrow na hydrolize
sacharozy. Doswiadcze-
nie z 19-dniowymi sie-
wkami owsa z dn. 23.IV.
52 r. Cukry wyrazone w
mg cukru inwertowane-
go w przeliczeniu na 1g
Swiezej masy.

Ryc. 4. Wplyw stezenia cukrow na synte-

ze sacharozy. A — dodwiadczenie z 41-

dniowymi siewkami owsa (3.VIL533 r.), B —

do$wiadczenie z 20-dniowymi siewkami
owsa (23.VL53).

W tych doswiadczeniach wprowadzano do roélin cukier inwertowany
w koncentracji od 0,625 do 5%b.

Wyniki do$wiadczen przedstawiono na ryc. 4.

Na rycinie tej widaé réwniez zalezno$¢ pomiedzy iloscia cukréow za-
absorbowanych a wielkoécig syntezy wyrazong w mg. Gdyby$my jednak
i tu synteze obliczyli w procentach, przekonaliby$my sie, ze przy wyz-
szych koncentracjach procentowo synteza jest mniejsza czyli proces jest
wowecezas jakby mniej wydajny.

Przy poréwnaniu wielkosci syntezy zaleznie od iloSci cukrow za-
absorbowanych w przypadku, gdy infiltrowano dwie réwnolegle probki
2,5-procentowym cukrem inwertowanym, stwierdzono w 11 przypadkach
na 52 do$wiadczenia (co stanowi 21,6% doswiadczen), ze przy wiekszej
absorbeji cukréw synteza nie wzrastala. Przy badaniu hydrolizy na 51
doswiadezen w 12 przypadkach nie stwierdzono takiej zaleznosci (23,5%
doswiadczen). W pozostalych przypadkach wzrastala zaréwno synteza jak
i hydroliza wraz ze wzrostem absorbcji cukrow.

Précz wplywu koncentracji, badaliSmy réwniez wplyw czasu trwania
doswiadczenia na wielko$é syntezy i hydrolizy.

W celu prze$ledzenia, jak przebiega w czasie hydroliza sacharozy,
wprowadzonej do lisci owsa, roéliny zabijano w réznym czasie po infiltra-
cji i oznaczano wielko$¢ hydrolizy (ryc. 5).
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Z powyzszych dwoch doSwiadezen wynika, ze hydroliza przebiega stop-
niowo, przy czym w ciagu pierwszej godziny proces ten zachodzi inten-
sywniej, po czym stopniowo ulega zahamowaniu.

30 3
40 A
g}
z 8
f Sof
| 30 A -IE‘:
3 2
= o
10 10}
i 5 ] £ ] 80 W 0
(ras w mnulach ———e (a5 w minutach o
Ryc. 5. Przebieg hydrolizy sacharozy Ryc. 6. Przebieg syntezy sacharozy w
w czasie. A — doswiadczenie z 34- czasie. A — doswiadczenie z 22-dnio-
dniowymi siewkami owsa (3.I1V.52), B— wymi siewkami owsa (8.V.52), B — do-
doswiadczenie z 38-dniowymi siewka- $wiadczenia z 26-dniowymi siewkami
mi owsa (13.V.52). owsa (20.V.52). Na osi x — minuty od

czasu infiltracji.

Analogiczne do$wiadczenia, w ktérych badano synteze sacharozy, da-
ly calkowicie zgodne wyniki. I tu réowniez zaobserwowaliSmy zwolnienie
tempa syntezy w ciagu drugiej godziny do$wiadczenia (ryc. 6).

Aby sprawdzi¢, jak przebiega synteza i hydroliza sacharozy w do-
$wiadczeniach dlugotrwatych, badaliSmy szybko$¢ tych przemian, zabi-
jajac rosliny po 15 godz. W celu zabezpieczenia roslin przed zaschnieciem,
liscie trzymano w torebkach z wilgotnej bibuty filtracyjnej pod szklanym
kloszem, umieszczonym w termostacie w temp. 24°C. Uprzednio doprowa-
dzali$my liscie do pierwotnej wagi w termostacie z przeplywem powietrza.

Tabela 8

Wielkoé¢ syntezy i hydrolizy sacharozy oznaczona
po 15 godz. od infiltracii (w %%)
Doswiadezenia wykonane 5—6.111.52 r.
na 28 dniowych siewkach owsa.

. W przeliczeniu
W ciagu 15 godz. na 1 godz.
55,2
Synteza 54.7 $red. 54,95 3,66%
. 34,1 _
Hydroliza 23,0 $red. 28,5% I 1,9%

i

Acta Societatlis Botanicorum Poloniae, vol. XXIV nr 2 — |8
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Jesli poréwnamy wielko$é hydrolizy przeliczong na 1 godz. z wynika-
mi do$wiadczen robionych z takimi samymi ro$linami poprzedniego dnia
(4.111.52 r.), to stwierdzimy (tabela 9), ze przy zbyt dilugotrwalych do-
$wiadczeniach szybkos$é reakeji bardzo znacznie maleje, co zreszta zgodne
jest z ogblnymi prawami kinetyki reakeji enzymatycznych.

Tabela 9

Wielko$é hydrolizy sacharozy-—oznaczona po 3 godz. 20 min. *
wyrazona w 9%
Doéwiadczenia z T-dniowymi kielkami owsa 4.11L52 r., temp. 25°C

: W przeliczeniu
Po 3 godz. 20 min. na 1 godz.

195

Hydroliza 150 sred. 179 5%

Podobne wyniki otrzymal w swych doswiadczeniach Kursanow
(1941) stwierdzajac, ze o ile do rosliny wprowadzié¢ jaki$ cukier, przez co
naruszy sie réwnowage miedzy syntezg i hydroliza, to roslina, zgodnie
z prawem dzialania mas, uruchamia jednostronne dzialanie enzymow, ce-
lem przywrécenia zakléconej rownowagi. Kursanow stwierdza, ze przy-
wrbécenie rownowagi nastepuje dopiero po ok. 20 godzinach, nie uwidacz-
nia jednak nieréwnomiernosci przebiegu syntezy i hydrolizy w czasie.

Wptyw pH na hydrolize sacharozy

Précz badania kinetyki reakeji syntezy i hydrolizy sacharozy starali-
$my sie przesledzi¢ wplyw réznych substancji chemicznych na dzialanie
inwertazy.

Podstawowym do$wiadczeniem bylo przesledzenie przebiegu hydrolizy
przy réznych wartosciach pH i wptywu pH infiltrowanych roztworéw na
réwnowage chemiczng w komorece.

W tym celu zinfiltrowaliémy liscie 35-dniowego owsa sacharoza z od-
powiednimi buforami. Jako buforéw uzywaliSmy mieszaniny kwasu cytry-
nowego i Na,HPO,. Po sporzadzeniu roztworéw sprawdzaliSmy pH peha-
metrem. Do$wiadczenie trwato 1 godzine (tabela 10).

Z powyzszych danych wynika, ze pH wprowadzanego roztworu prawie
nie wplywa na hydrolize. Wahania co prawda sa do$¢ duze, lecz bardzo
nieprawidlowe i najprawdopodobniej wyplywaja z bledow doswiadczenia.

Poréwnujac zawarto$é cukréw w poszcezegélnych dos§wiadczeniach przy
infiltrowaniu roztworami o réznym pH stwierdziliSmy, ze wprowadzenie
do lisci roztworu o réznym pH nie wplywa na przesuniecie roéwnowagi
enzymatycznej i dlatego nie zmienia sie stosunek cukréw prostych do dwu-
cukréw.
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Z powyzszego wynika, ze rosliny posiadaja ogromne wlasnosci buforo-
we i wprowadzenie roztworu o réoznym pH nie zmienia widocznie pH ko-
morek, a stad nie wplywa tez na procesy biochemiczne.

Tabela 10
Wplyw pH na wielkos$¢ hydrolizy sacharozy
Doswiadezenie wykonane metoda poléwek liSciowyeh na 35-dniowych siewkach owsa, 29.V.1952,
w ciemnosei, w temp. 26—28°C.
] Zawarto$¢ cukrow w lisciach infiltrowanych buforem
pH Hydroliza wmg nalg $w. m.
w . e T
- | cukry proste | dwucukry ' ogotem
4.3 | 63,9 2,463 ! 2,888 1 5,351
5,2 575 2,533 | 3,062 ' 5,595
6.5 67,3 2,290 - 3,000 5,290
7.0 52,9 2,856 i 3.833 6.689
8,6 56,3 2,679 | 2,976 | 5,655
L} I

Analogiczny wniosek podaje Keyssner (1931) w pracy, w kidrej
stwierdza wplyw pH Srodowiska na pH soku komoérkowego wycisnietego
z lidci i korzeni réznych roslin. Dla przykitadu przytoczymy liczby wska-
zujace na wplyw pH S$rodowiska na odczyn soku z lisci i korzeni owsa:

pH s$rodowiska 3,8 5.5 7.6
pH soku komoérk. lisci 5,9 6,5 6,2 max. roznice 0,6
pH ” korzeni 5,9 6,1 6,0 max. roznice 0,2

Rowniez Lundegardh i Burstrdom (1944) nie stwierdzili
wyraznego wplywu pH na wielko$¢ oddychania, co tlumacza ogromnymi
wilasnos$ciami buforowymi zywej komorki.

Wplyw eteru na synteze i hydrolize sacharozy

Kursanow i Kriukowa (Kursanow, 1941) badali
wplyw narkotykéw na dzialanie enzymow. Narkotyki sa zwigzkami wpty-
wajacymi na aktywno$é powierzchniowa struktur komoérki. W wyzej wy-
mienionej pracy stwierdzono, ze eter wplywa na kierunek dzialania in-
wertazy, przesuwajac rownowage w kierunku syntezy lub hydrolizy w za-
leznosci od stezenia eteru.

W naszych do$wiadezeniach zastosowaliSmy duza dawke eteru (3 ml
eteru na 50 ml roztworu), dodajac go do roztworéw cukréw, uzywanych
do infiltracji 3 g roslin. Wyniki przedstawiono w tabeli 11: do§wiadczenie
wykonano 26.VI.51 r. z li$¢émi 62-dniowego owsa. Nie stosowano tu me-
tody poléwek lisciowych, tylko oznaczano 2 kontrolne (infiltrowane woda).

Jak wida¢ z powyzszych danych, narkoza eterowa spowodowala znacz-
ny wzrost hydrolizy sacharozy i calkowite zahamowanie syntezy.
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Tabela 11

Synteza w % ! Hydroliza w

T ‘ | T ot
inf. cukrem inwert. | 1P cukrem inwert. R inf. sacharoza

+ eter + efer

36,05 0,0% ;‘ 33 5% ' 61,0,
| ! |

* Srednie z 2 réwnoleglych pribek.

Wpltyw cjanku potasu na synteze i hydrolize sacharozy

W celu stwierdzenia, jak wplywa KCN na dzialanie inwertazy, wraz
z cukrami wprowadziliémy do liSci owsa 0,01 m KCN, sadzac, ze cjanek
potasu zahamuje oddychanie, a w zwiazku z tym zmaleje rowniez synte-
za sacharozy.

Na skutek zahamowania oddychania spodziewaliSmy sie, ze bilans cu-
kréw obliczony na podstawie roéznicy wagi i oznaczen analitycznych be-
dzie bardziej zgodny. By wyniki lepiej byty widoczne, doswiadczenie trwa-
lo 15 godzin. Wyniki przedstawione sg w tabeli 12.

Tabela 12
Wplyw KCN na synteze i hydrolize sacharozy

Doéwiadczenie z 23-dniowymi liéémi owsa, czas trwania doéwiadezenia 15 godzin,
19/20-1(1—52 r., w ciemnosci, temp. 26—28°C.

Synteza w % ] Hydroliza w % i Cukry w mg na 1 g Sw. masy
proste | dwucukry | ogotem
Kontr, KCN | Kontr.| +KCN . -
+ + Kontr. |—|—KCN| Kontr. | + KCN i Kontr. | +KCN
|
*

86% | 505 ‘ 92 | 12% | 2,850 | 2,800 | 5755 | 6,169 | 8,605 | 8969
86y | 612 | | :

* — wyniki obliczono wg kontrolnej — infiltrowane wodg destylowang (bez KCN)

Do$wiadczenie to dalo wyniki dla nas zupelnie nieoczekiwane. Bilans
cukréw i w tym przypadku nie zgadzal sie, a ponadto stwierdziliSmy
niewielki wplyw KCN na zawartoéé cukréw, zahamowanie syntezy bylo
do$é znaczne, natomiast obnizenie hydrolitycznych wiasnosci byto dla nas
najwiekszg niespodzianka.

Poniewaz KCN w $rodowisku alkalicznym wykazuje bardzo stabe
wlasciwosei trujace, powtérzylisémy doswiadczenie doprowadzajac wszyst-
kie roztwory uzywane do infiltracji do pH 5,8—86,2 (zakwaszano HCI). Do-
$wiadczenie prowadzono 2 godziny, uzywajac liSci 30-dniowego owsa.
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W wyniku do$wiadczenia otrzymano nastepujace dane:

Tabela 13
Wplyw KCN na synteze i hydrolize sacharozy
(przy pH—5,8-6,2.) (28.1IL.52 r.) w ciemno$ci, w temp. 26—28°C.

Synteza w % _'- Hydrolizaw % | Cukry w mg na 1 g $w. masy
| roste | dwucukr ogblem
Kontr. | +KCN | Kontr. | +KCN proes Y g
. Kontr. | +KCN | Kontr. | +KCN | Kontr, | + KCN
| |
| .
41 L3491 t 38 71,0
: 1,121 2,412 0,916 | 0,811 2,037 3,223
I ! 35 58,0

{(Do$wiadczenia nie robiono polowkami liéciowymi—brano cale roslinki).

Jak widaé, w érodowisku stabo kwasnym KCN spowodowal wzrost hy-
drolizy i nieznaczny spadek syntezy sacharozy. Analizujac zmiany w za-
warto$ci cukrow po wprowadzeniu KCN w czasie infiltracji stwierdzono
wyrazny wzrost zawarto$ci cukrow prostych i cukréw ogdlem, co byé mo-
ze wynika z przesuniecia rownowagi enzymatycznej w kierunku hydrolizy.

Sisakian i Wasiliewa (1950) badajac wplyw KCN na synte-
ze sacharozy nie stwierdzili hamujacego wplywu cjanku, natomiast
Oparin i Gelman (1952) wykazuja zahamowanie syntezy sacharozy
spowodowane 1-102% m KCN.

WNIOSKI

1. Metoda infiltracji prézniowej daje dobre rezultaty, o ile do do-
$wiadezen bierze sie mltode ro$linki, zawierajace niewielka ilo$¢ cukréw.
Taki material jest bardziej wyréwnany i latwiej dobra¢ reprezentatywna
probke.

2. O ile do doswiadczen trzeba uzyé¢ roslin starszych, dos¢ dobre re-
zultaty daje metoda poléowek liSciowych, przy zastosowaniu tej metody
znamy poczatkowa zawarto$¢ cukrow, a stad dokladniej mozna oceni¢
wielko$¢ syntezy i hydrolizy.

3. Metoda infiltracji prézniowej jest obciazona doé¢ duzymi bledami
niekontrolowanymi. Byé¢é moze w gre tu wchodzi wplyw samej infiltracji
na metabolizm w pierwszych godzinach po wprowadzeniu do przestworéow
miedzykomérkowych roztworéw wodnych badanej substancji lub przesu-
niecie rownowagi enzymatycznej w kierunku hydrolizy.

4. Niemaly wplyw moga tez mie¢ zmiany w zawarto$ci polisachary-
déw w czasie do$wiadczenia. Na poparcie tego przypuszczenia mozna przy-
toczyé fakt, ze ro$liny zawierajace duzo skrobi w liciach daja bardziej
niezgodne wyniki pomiedzy réwnolegtymi prébkami, np. liscie tytoniu.
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5. W metodzie tej lepsze wyniki daja oznaczenia hydrolizy; 65% wy-
nikéw miesci sie w granicach bledow do 10% od $redniej arytmetycznej,
a 90% wynikow zawiera sie w granicach ponizej 20%o.

Oznaczanie syntezy jest zwykle obarczone wigkszym biedem. Do 10%0
btedu miesci sie tylko 41°%0 wynikow, a 90°0 wynikow miesci sie dopie-
ro w granicach do 45% bledu.

6. Doswiadczenia krotkotrwate — jednodniowe, ktorych celem jest
stwierdzenie wplywu jakiego$ czynnika na synteze i hydrolize sacharozy
(np. wplyw eteru, pH, KCN, stezenie substratu) daja wyniki bardziej zgod-
ne, niz do§wiadczenia dlugotrwate.

7. Metoda powyzsza nie nadaje sie do $ledzenia przebiegu syntezy lub
hydrolizy w calym okresie wegetacji, poniewaz matle prébki niedostatecz-
nie reprezentujg cala rosline oraz ze wzgledu na zmieniajaca sie zawar-
to$¢ cukrow w roslinie.

8. W wyniku badania powyzsza metoda syntezy i hydrolizy sacharozy
w owsie stwierdzono: a) zaréwno synteza jak i hydroliza wzrastaja wraz
ze wzrostem stezenia wprowadzonego do rosliny roztworu cukru i sa pro-
porcjonalne do czasu trwania doSwiadczenia, b) wprowadzajac wraz z cu-
krami bufory o ré6znym pH stwierdzono, ze wielkoSci hydrolizy nie zaleza
od pH roztworu, ¢) przy wprowadzeniu do roélin eteru nast¢puje zahamo-
wanie syntezy i znaczny wzrost hydrolizy, d) KCN wprowadzony wraz
z cukrami w odczynie alkalicznym powoduje obnizenie hydrolizy i syn-
tezy, natomiast w odczynie slabo kwasnym — znaczny wzrost hydrolizy
i nieznaczny spadek syntezy.

Panu Profesorowi dr M. Korczewskiemu pragne wyrazi¢
gleboka wdziecznosé za cenne rady i wskazowki udzielane mi w czasie
wykonywania niniejszej pracy.

Zaklad Fizjologii Roslin SGGW. (Wplyneto dn. 22.V.1954 r.)

SUMMARY

In the present work Kursanov’s vacuum-infiltration method was used.
This method consists on introducing of sucrose or inverted sugars solu-
tions into the intercellulary spaces of the leaves and measuring the
changes in the sugars contens (synthesis or hydrolysis of sucrose). As
controls leaves infiltrated with destilled water were used.

Using oat as test plant following results were obtained:

1. The infiltration method gives better results with young plants
which have low sugar content. From such material it is easier to have
more representative samples.

2. With older plants it is advised to use only the method of leaves-
halves; in this method we know the initial content of sugars and we can
more precisely evaluate the rate of hydrolysis and synthesis.
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3. The infiltratior method is charged with many uncontrolled sources
of errors. Probably the mere infiltration causes changes in the metabolism
of the plant (especially in first hours) shifting the enzymatic balance
towards the hydrolytic processes.

4. Great influence on the results of the experiments excersise also the
changes in the content of polysaccharides in the investigated plants. The
plants with high content of starch in the leaves (e. g. tobacco) give more
inadequate results in parrallel samples.

5. Using this method better results are obtained with hydrolysis than
with synthesis. In the case of hydrolysis 65%0 of parallel samples show
errors to 10° (calculated from arithm. mean) and 909 of samples show
errors to 20%0 whereas in the case of synthesis only 41% of samples show
errors to 10% and 90% of samples show errors as high as to 45%.

6. Short-lasting experiments of one day give more accurate results
than the long-lasting ones. This method is rather suitable for studying
the influence of some factors on the synthesis or hydrolysis of sucrose
(eg. ether, pH, KCN a. s. 0.).

7. This method is unsuitable for studying the course of synthesis or
hvdrolysis during the whole vegetation period because small samples do
not represent the whole plant and the content of sugars in the plant is
always changing.

8. In studying the rate of hydrolysis and synthesis of sucrose it was
found that a) both synthesis and hydrolysis increase with the increasing
concentrations of the infiltrated sugar solutions and are proportionate to
the time of the experiment, b) introducing together with the sugars
buffers having different pH values the rate of hydrolysis is independent
on the pH values, ¢) introducing into the leaves ethylene-ether causes an
inhibition of synthesis and marked increase of hydrolysis and d) KCN
solution introduced into the leaves in alcaline medium causes the decrease
of hydrolysis and synthesis whereas in acid medium it causes the great
increase of hydrolysis and small decrease of synthesis.
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