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The role of urea in biosynthesis of glutamine in the leaves of rye-grass
Z. EANIUGA

W poprzedniej pracy (Kaniuga 1958) wykazaliémy, ze w rajgrasie
podlewanym roztworem mocznika synteza glute:miny przebiega szybciej
niz w przypadku jonéw amonowych. W celu wyjasnienia przyczyn tego
zjawiska w pracy niniejszej zajeliSmy sie nastepujacymi czynnikami:
1. wpltywem kwasu gluteminowego, ktéry wg hipotezy Reifera (1949),
bedgcej punktem wyjsciowym naszych badan, ma bra¢ udzialt w bezpo-
$rednim polgczeniu sie z mocznikiem z utworzeniem glutaminy wg
reakcji:

2 kwas glutaminowy -+ mocznik — 2 glutamina -+ CO, + H,O

2. wplywem stezenia wolnego amoniaku, ktére jak wykazano w poprzed-
niej pracy (Kaniuga 1958) bylo znacznie nizsze w prébach wzbogaco-
nych mocznikiem niz jonami amonowymi, 3. wplywem dwutlenku wegla
(powstajacego z mocznika po hydrolizie), ktéry mjgl braé¢ udzial w syn-
tezie glutaminy, 4. wplywem S$wiatla. Czynnik ten zdawal sie wplywac
na szybkoéé¢ syntezy glutaminy z mocznika badz jonéw amonowych.

Zastosowanie w niniejszej pracy metody infiltracji prézniowej umoz-
liwialo nie tylko szybkie wzbogacenie lisci rajgrasu odpowiedn'mi zwigz-
kami, ale takze badanie ich wplywu na synteze glutaminy juz wkroétce
po infiltracji. Poza tym uzycie tej techniki umozliwialo wprowadzanie do
lisci rajgrasu okreslonych iloSci substratéw i uniezaleznialo badania od
warunkéw atmosferycznych. )

Praca niniejsza dotyczy badan nad wplywem wymienionych wyzej
czynnikéw.
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1. MATERIAEL I METODYXKA BADAN

Material doswiadczalny

Nasiona rajgrasu wysiewano na piasku wydmowym umieszczonym
w krystalizatorach zawierajacych 1500 g piasku oraz 225 g wody. Ro-
$liny hodowano w ciggu 9—14 dni (od dnia wysiewu) stale w $wietle roz-
proszonym, uzupelniajac codziennie brakujgca ilos¢ wody do zawartosci
wyjsciowej. W tych warunkach liscie osiagaly wielkos$é 4—6 cm.

Infiltracja

Z kilkunastu krystalizator6w $cinano liscie rajgrasu i do infiltracji
pobierano 8—10 g prébki reprezentatywne. Prébki rajgrasu zawinigte
w gaze umieszczano w krotkich szerokich probdwkach, ktére po napel-
nieniu roztworami do infiltracji umieszczano w eksykatorze i przez 20 mi-
nut usuwano powietrze pompa wodng. Po wyréwnaniu ci$nienia prébki
oplukiwano woda i liscie rozkladano na bibule. W tym mcmencie nie-
ktére proby réwnolegle po cytolizie i zakwaszeniu kwasem octowym stu-
zyly do oznaczenia ilosci azotu wprowadzonego w wyniku infiltracji (préby
zerowe). Po usunieciu z powierzchni liSci za pomoca bibuly znacznej cze-
sci wody, prébki rajgrasu umieszczano w suszarce z przewiewem o tem-
peraturze 28—30°. Po uplywie okolo 20 minut sprawdzano mase prébek
az do chwili uzyskania przez nie masy pierwotnej. Od tego momentu li-
- czono czas przemian mocznika i jonéw amonowych (np. 3 godziny po infil-
tracji). Nastepnie liscie rajgrasu zawijano w wilgotna gaze i umieszczano
nad woda w eksykatorze z otwartym tubusem. Eksykator pozostawiano
w ciemnosci na odpowiedni okres, po uptywie ktérego doswiadczenie prze-
rywano w sposob opisany w poprzedniej pracy (Kaniuga 1958).

Roztwory do infiltracji. Do infiltracji uzywano roztworéw mocznika
chlorku amonowego oraz ich mieszaniny. Zaleznie od celu do$wiadczenia
stezenie azotu w roztworach do infiltracji bylo zmieniane i wahalo sig
w przypadku chlorku amonowego w granicach od 39 do 280 mg/100 ml
oraz w przypadku mocznika od 70 do 326 mg/100 ml. W wigkszos$ci do-
$wiadczen stosowano jednak roztwory o stezeniu 117 mg azotu mocznika
lub chlorku amonowego w 100 ml roztworu.

Do roztwordw do infiltracji dodawano buforu fosforanowego o pH 6,5
(*/1 M Na,HPO, + /s M KH,PO,) w ilosci 20 ml na 100 ml roztworu.
W doswiadczeniach nad wplywem jonéw weglanowych roztwory infiltro-
wane posiadaly pH 7,0, a proby z dodatkiem kwasnego weglanu sodowego
pH 7.2.
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Kwas glutaminowy zobojetniano wodorotlenkiem sodowym do pH 6,5
i dopiero wéweczas potrzebna ilos¢ dodawano do roziworu mocznika lub
chlorku amonowego. ! '

Metody analityczne

Przygotowanie wyciggu oraz metody, oznaczania mocznika, wolnego
amoniaku oraz glutaminy za pomocg szczepu Clostridium welchii SR-12
opisano w poprzedniej pracy (Kaniuga 1958). Poza tym zawartose glu-
taminy oznaczano po hydrolizie nieenzymatycznej wg metody Reifera
i Tarnowskiej (1952).

Tabela 1

Wplyw $wiatla slonecznego i rozproszonego na wykorzystanie azotu mocznika
oraz chlorku amonowego (w mg %)

_ | N— .
Warunki Infiltro-| N— [N—| N o | M= e 1\?1 23‘_""05:;
o$wietlenia wano | infiltr. | NH; | @™9 | moez.| Z2SYMI AL
glut* | lowany glut.
H,0 0,9 3.8 0,7
Swiatlo stoneczne CO(NH,), 35,9 5,9 11,3 | 12,0 19,6 75
NH,CI 35,2 19,6 9,6 3,6 16,5 5,8
Swiatlo rozpro- H0 1,2 LT 3,0
— CO(NH,), 35,5 7,0 17,8 16,3 16.4 6.1
NH,CI1 35,9 21,7 15,7 58 14,2 4.0

* Oznaczano metoda enzymatyczna przy uzyciu szczepu Clostridium welchii SR-12

Poréwnujac obie metody oznaczania glutaminy stwierdziliémy, ze w li-
$ciach rajgrasu infiltrowanych woda, roztworem mocznika. lub miesza-
ning mocznika i chlorku amonowego zawarto$¢ glutaminy oznaczona obie-
ma metodami jest prawie jednakowa, natcmiast w prébach infiltrowa-
nych chlorkiem amonowym zawarto$¢ glutaminy oznaczona po hydro-
lizie nieenzymatycznej wynosi 83% zawartosci glutaminy oznaczonej po
hydrolizie enzymatycznej. Réznica 17% nie zaciemniala jednak wyzszych
przyrostéw glutaminy z mocznika, gdyz przyrosty te byly o 58% (ta-
bela 2), a w do$wiadczeniach wykonanych w jesieni nawet o 88%0 wicksze
(tabela 3). Réwniez w przypadku stosowania obu metod oznaczania glu-
taminy (ryc. 5) lub tylko hydrolizy enzymatycznej (tabela 1) obserwo-
wano wyzsze przyrosty zawartosci glutaminy z mocznika niz chlorku
amonowego.

Powtarzalno$éé wynikéw. Analiza prob roéwnolegltych wykazata, ze wa-
hania w zawartoSci amoniaku, glutaminy i mocznika nie przekraczaja
0,8 mg"». Wartoéé te przyjeto wiec za géorng granice wahan w zawartosci
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wymienionych sktadnikéw miedzy prébami réwnolegltymi, uwarunkowane
btedemi metodyki.

Wszystkie wyniki podane na wykresach i w tabelach wyrazaja mg
azotu amoniaku, mocznika i azotu amidowego glutaminy w 100 g Swiezej
tkanki roslinnej.

Ogblne warunki doswiadczalne przy stosowaniu metody infiltracji
: prozniowej

Stezeniainfiltrowanychroztworéw. Na ryc. 1 przed-
stawiono jedno z kilku doswiadczen nad wplywem réznych stezen mocz-
nika oraz chlorku amonowego na synteze glutaminy. Doswiadczenia te
wykazaly, ze szybkos¢ syntezy
glutaminy maleje w przypadku

CO[NHy; stosowania roztworow o stezeniu

15} M —— wiekszym niz 400 mg mocznika
S~

y 74 L2 lub chlorku amonowego w 100 ml

// % | roztworu do infiltracji. Z tych

4 wzgleddw w dalszych doSwiadcze-

niach nie stosowano (z wyjatkiem
kilku niezbednych przypadkéow)
roziworéw o stezeniu azotu wiek-
szym niz 186 mg w 100 ml.

Czas trwamnia do-
§wiadczen Wprowadzajac
w liscie rajgrasu nadm’ar substra-
e e 5w s s~ ¥ (mocznik, jony amonowe) nale-

mg /100 ml roztworu zalo przede wszystkim okresli¢

Ryc. 1. Wplyw réznych stezen mocznika najodpowiedniejszy czas trwania

oraz chlorku amonowego na synteze glu- doswiadczen. Na podstawie kilku

taminy doéwiadczen, z ktérych jedno

przedstawia ryc. 2, okazalo sie, ze

okresem takim sa 3—4 godziny od uzyskania masy pierwotnej probki.

W tym okresie liScie rajgrasu posiadaja jeszcze nadmiar substratu, a za-

wartoéé glutaminy jest juz znaczna, przez co mozliwe jest bardziej do-
ktadne uchwycenie ewentualnych réznic.

Warunki o$wietlenia. BadaliSmy roéwniez, czy i w jakim
stopniu rézne o§wietlenie rajgrasu w czasie jego hodowli wplywa na szyb-
kosé syntezy glutaminy oraz przemiany mocznika i jonéw amonowych
(tab. 1).

Z tabeli 1 wynikaja nastepujace spostrzezenia: 1. w prébach kontrol-
nych (infiltrowanych woda) zawartose glutaminy jest wyzsza w warun-

101-

mg % N-amid. glutaminy
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kach swiatla rozproszonego, 2. liscie infiltrowane roztworem mocznika
wykazujag w obu seriach wyzsze przyrosty glutaminy niz infiltrowane
chlorkiem amonowym, przy czym przyrosty te s wieksze w serii ,,$wia-
tlo sloneczne®, 3. ilosci azotu zasymilowanego z mocznika lub chlorku
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2. Szybko§é zmian zawartosci mocznika, amoniaku i glutaminy w lisciach raj-
grasu infiltrowanych roztworem mocznika oraz chlorku amonowego

Ryec.

amonowego sg wigksze w przypadku mocznika w rajgrasie rosngcym
w warunkach intensywnego $wiatla slonecznego niz w warunkach $wiatla
rozproszonego.

Chociaz wyniki tabeli 1 wykazuja, ze rosliny wyhodowane w warun-
kach intensywnego naslonecznienia bylyby bardziej korzystnym materia-
lem do badan ze wzgledu na wieksze przyrosty glutaminy, szybszg prze-
miane mocznika i jonow smonowych oraz asymilacje tych zwigzkow, to
jednak ze wzgledu na fakt, ze intensywne naslonecznienie praktycznie
mozliwe jest w ciggu niewielu dni w roku, dalsze doswiadczenia zdecy-
dowano przeprowadza¢ na rajgrasie wyhodowanym w Swietle rozproszo-

nym.
II. WYNIKI BADAN

Synteza glutaminy w infiltrowanych lisciach rajgrasu

Tabele 2 i 3 przedstawiaja synteze glutaminy w lisciach rajgrasu infil-
trowanych roztworem mocznika oraz chlorku amonowego. Jak z nich wi-
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daé, synteza glutaminy z mocznika jest znacznie wieksza niz z chlorku
amonowego zaréwno w ros$linach wyhodowanych w lecie (tab. 2), jak
i w jesieni (tab. 3).

Wplyw $wiatta lampy kwarcowej

Stwierdzone w poprzedniej pracy (Kaniuga 1958) oraz obecnie
(tab. 2 i 3) znaczne réznice w szybkosci syntezy glutaminy z mocznika
i jonéw amonowych sugerowaly, ze moze to byé wynikiem niedostatecz-
nej ilosci prekursoréw glutaminy w przypadku jonéw amonowych. Przy-
puszczenie to znajdowalo czesciowe potwierdzenie szczegdlnie w fakcie,
ze synteza glutaminy z jondéw emoncwych w rajgrasie wyhodowanym
w jesieni (tab. 3) byla znacznie niZsza niz z mocznika. Obserwacje te na-
sunely mysl przebadania wplywu $wiatla lampy kwarcowej. Otrzymane
wyniki przedstawiono w tabelach 4 i 5. '

Tabela 4

Wplyw Swiatla jarzeniowego i lampy kwar-
£ cowej na synteze glutaminy (w mg %)
Rajg es ofvietlano ckolo 5 godz. dziennis lampami ja-
rzeni wymi z odleglodei 40 em i ' espidre 'n'o przed in-
filiracig 1 godzing lampy kwaicowg (o paluiku p.ostym)
z vdieglo ¢i 1.4 m

r Przyrost*
-amid lutamin
N-ami owegzo glutaminy Réznica*
" CO(NHiJ). | NHCI
8,5 10,8 —23
59 6.9 — 1,0
3.4 l 55 —21
1,5 4,2 —27
4,3 6,4 —21
- _Srednio m:.2,.b_

* W stosunku do zawarto$ci N-amidowe-
go glutaminy ,w probie infiltrowanej
woda.

** W stosunku do przyrostu N-amidowego
glutaminy z chlorku amonowego.

Z tabel tych wida¢, ze jednogodzinné naswietlenie lampg kwarcowa
w polaczeniu z uprzednim naswietleniem lampami jarzeniowymi (tab. 4)
lub bez tego naswietlenia (tab. 5) powoduje, ze synteza glutaminy, w prze-
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Tabela 5

Wplyw $wiatla lampy kwarcowej na synteze glutaminy z moczni-
ka i chlorku amonowego (w mg %)

Rajgras hodowano na parapecie okra (proby A). Eezposrednio przed infiliacjg na-
Swietlano lampa kwa.cowg jak podano w tabl. 4 (préby B).

Przyrost | Przyrost
N-amid. glutamin | N-amid. glutamin
Proby| Data - ¥ e ¥
r. 1955 - _7-____ | Z
| CO(NHy), | NH,Cl | CO(NH,), | NHCI
= | . R
x 3.XT1 3,6 29 i = .
7.XII 5,4 43 | — —
B 3.XII 4,2 4.8 ] + 0,6 +1,9
7.XI1 6,2 6,7 | +08 +2,3
1

* W odniesieniu do zawarto$ci N-amidowego glutaminy w proébie *
infiltrowanej woda.
** W odniesieniu do zawarto$ci N-amidowego glutaminy w pro-
bach nie na$wietlanych lampa kwarcowa.

ciwienstwie do danych przedstawionych wyzej, jest szybsza z chlorku
amonowego niz mocznika.

Jest rzecza charakterystyczng, ze $wiatlo lampy kwarcowej stymu-
lujac synteze glutaminy zaréwno z mocznika, jak i chlorku amonowego,
pobudza ja w wiekszym stopniu z chlorku amonowego, na skutek czego
obserwowane uprzednio (tab. 2 i 3) roznice in plus przechodza w réznice
in minus (tab. 4).

Nalezy réwniez zwr6ci¢ uwage, ze stymulujacy wplyw Swiatla lampy
kwarcowej na synteze glutaminy z chlorku amonowego ujawnia sie za-
réwno przy naswietleniu rajgrasu lampami jarzeniowymi, jak i w wa-
runkach hodowli rajgrasu pdzna jesienia. W obu przypadkach wzrostowi
zawarto$ci glutaminy 2z mocznika lub jonéw amonowych odpowiadal
w przyblizeniu spadek zawartosci amoniaku.

Wplyw glutaminianu

W zwiazku z sugestia bezposredniego udzialu mocznika w syntezie glu-
taminy (Reifer 1949) przebadano wplyw glutaminianu. Tabela 6
przedstawia zawarto$é oraz przyrosty glutaminy w lisciach rajgrasu infil-
trowanych roztworem mocznika, chlorku amonowego oraz tymi zwiagz-
kami z dodatkiem glutaminianu. P ‘

Wyniki zawarte w tabeli 6 wykazuja, ze wpltyw glutaminianu na syn-
teze glutaminy jest wigkszy w obecnosci chlorku amonowego niz w obec-!
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Tabela 6

Wplyw glulaminianu na synteze glutaminy z mocznika oraz chlor-
ku amonowego (w mg%)

| Stezenie Il Zawarto§é N-amid. glut. El;zayr;?gt
Infiltrowano | 1N_lOﬂ | w doswiadczeniach glutamin‘y*
(listopad 1955) | ™I TozW. | . e
T | m& | a | bl e | ajfalblc|d
. | | | o -!_| |
H.0 | 39 | 36 | 29 | 35 [
| [ . S - D 1 | |
CO (NH,), Lot 89 | 81 1 90 | 90 | | |
CO(NH,), - : 117 (o1
ot sodowy 50 12 | 121 | 113 | 10,1 _!2_.3i3,o 2.3 11
NH,CI | 117 73 | 47 | 77 | 82 |
NH,Cl + | . 117 ' 1
. . b alsgl
atatitaien Sodowy‘ 50 93 | 80 122 | 118 20 !5,3 4536

* Przyrost zawartoéci N-amidowego glutaminy w odniesieniu do jego
zawarto$ei w probie infiltrowanej mocznikiem lub chlorkiem amonowym.

noéci mocznika, co nie wskazuje na mozliwosé bezposredniego laczenia
sie mocznika z glutaminianem z utworzeniem glutaminy.

Wplyw stezenia mocznika, jon6w amonowych oraz ich mieszaniny

W zwiazku z roznym poziomem amoniaku w probach serii ,,moczni-
kowej“ i ,,amonowej‘ w dos$wiadczeniach przedstawionych w poprzedniej
pracy (Kaniuga 1958) przyjeto za celowe przebadaé wplyw stezenia
amoniaku na synteze glutaminy w rajgrasie. Wyniki takiego do$wiadcze-
nia przedstawiono na ryc. 3. Z rysunku tego wida¢, ze przy wyzszych
stezeniach jonéw amonowych szybkosé syntezy glutaminy, po osiagnieciu
pewnej granicy, maleje.

W celu stwierdzenia, czy zmniejszenie szybkosci syntezy glutaminy
przy wyzszych stezeniach jonéw amonowych jest spowodowane ich obec-
noscig, czy tez moze innymi czynnikami, liScie rajgrasu infiltrowano roz-
tworami: mocznika, chlorku amonowego oraz ich mieszanina o réiriych
stezeniach. Poniewaz jony amonowe biorg bez watpienia udzial w syn-
tezie glutaminy, starano sie tak dobra¢ stezenia mocznika, chlorku amo-
nowego i ich mieszaniny, by synteza glutaminy przebiegala badz przy
nadmiarze amoniaku (ale o zblizonej zawarto$ci) w prébach infiltrowa-
nych chlorkiem amonowym oraz mieszanina chlorku amonowego i mocz-
nika (ryc. 4), badz tez przy niskiej (ale zblizonej) zawartosci jonéw amo-
nowych w probach infiltrowanych samym mocznikiem oraz samym
chlorkiem amonowym (ryc. 5). W zwiazku z tym jako podstawe do inter-

Acta Socletatis Botanlcorum Poloniae — 3
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Ryc. 4, Wplyw stezenia mocznika, chlorku amonowego oraz ich mieszaniny na syn-

teze glutaminy

pretacji uzyskanych wynikow przyjeto zawartos¢ wolnego amoniaku
w poszczegélnych prébach, a nie ilo$¢ azotu infiltrowanego. Tym tez na-

lezy tlumaczyé niejednakowa skale na ryc. 4 i 5.
7 doswiadczen przedstawionych na ryec. 3, 4 i 5 wynikaja nastepujace

spostrzezenia:

1. Wraz ze wzrostem stezenia infiltrowanego mocznika wzrasta zawar-

to$é amoniaku, ktéremu z kolei towarzyszy prawie rownolegly wzrost za-
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wartosci glutaminy. Ilos¢ amoniaku w probach serii mocznikowej jest
czynnikiem warunkujacym szybkosé syntezy glutaminy (ryc. 3, 4 i 5).

2. Duze ilosci amoniaku w probach serii ,,amonowej* nie powodujg
znacznego przyrostu glutaminy (ryc. 3 i 4).

20 20 20
CONH, ), NH,Cl CONH L, +NH, O T

/
5 , V.4
Ny~
-
—
o oL - S |
93 186 52 w5 169 218
m N=inf, ——= mg N-inf. —== miy N=1nf, —o

Ryc. 5. Wplyw stezenia mocznika, chlorku amonowego oraz ich mieszaniny na syn-
teze glutaminy. Glutamine oznaczono metoda Reifera i Tarnowskiej (R.T.) oraz przy
uzyciu szczepu Clostridium welchii SR-12 (Cl. w.)

3. W lisciach infiltrowanych mieszaning mocznika i chlorku amono-
wego, duze ilosci amoniaku nie powoduja zasadniczej zmiany krzywej
przyrostu glutaminy, ktora przebiega podobnie jak w przypadku infil-
tracji samym mocznikiem (ryc. 4 i 5).

Szybkos¢ syntezy glutaminy i asymilacji azotu z mocznika, chlorku
amonowego i ich mieszaniny badaliSmy poza tym z dwdéch punktéow wi-
dzenia: 1. poziomu jonéw amonowych na poczatku i na koncu do$wiad-
czenia oraz 2. ilosci azotu substratowego (amoniaku i mocznika) na po-
czgtku i na koncu doswiadczenia. Warunki te staraliSmy sie uzyskaé przez
uzycie roznych stezen mocznika i chlorku amonowego stosowanych od-
dzielnie lub w mieszaninie,

Tabela 7 przedstawia doswiadczenie, w ktérym uzyskano zblizone
ilosci amoniaku i azotu substratowego w prébach ,,amonowych* i ,,;mocz-
nikowych® na poczatku lub na koncu do$wiadczenia. Jak widaé, przyrosty
glutaminy sa wieksze w probie 4 niz 2 mimo wyzszego poziomu amoniaku
w tej ostatniej. Rowniez ilo$¢ azotu zasymilowanego jest wieksza w przy-
padku mocznika (proba 4) niz chlorku amonowego (proba 3) mimo bardzo
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Tabela 7

Synteza glutaminy i asymilacja azotu z mocznika, chlorku amonowego
i ich mieszaniny w ciggu godzin po mﬂltracn (w mg %)

| |
! | | Przy-| Azot
Nr | | N-NH; [N-amid. glut., N-mocz. Bl SUb; rost | zasy-
: Infxllrowano | Riratawy N- - Imilo-
proby | L I | n _lamid.| wa-
| o 3 | 0 | 3 0 | 3 | o | 3 |glut | ny™
a b | ¢ d e | 1 g | h . 1 1%k ] 1
i | . | =
1 HO | 14| 17 55 | 52| 48 | 38 !
2 NH,Cl1 !168 | 17,1 | 60 85 | — | — |168 | 71 | 35 | 97
3 | NHCl | 262 142 54 108 | -~ | — |262 |142 | 56 | 120
4 | CO(NH.), 81 | 48 50 |[116 |216 | 7,9 | 297 | 127 | 64 |17,0
5 CO(NH.), + | _ 5 -‘ i } :»
TUNHCL | 198 (124 | 64 [ 151 | 228 | 74 | 421 | 198 | 99 22,3

* W probach infiltrowanych roztworem mocznika jest to suma azotu amoniaku
i mocznika, a w probach infiltrowanych roztworem chlorku amonowego — azot
amoniaku.

** Obliczono z roznicy: ilo$é azotu substratowego w czasie ,zerowyin” minus jego
ilos¢ po 3 godzinach,

zblizonej zawartoéci azotu substratowego w tych prébach. Przy jedna-
kowej zawarto$ci mocznika w probach 4 i 5 (rubryka g i h) synteza glu-
taminy jest wieksza w probie 5 posiadajacej wyzszg zawartos¢ amoniaku
niz w probie 4 (rubryka c i d).

Doswiadczenia przedstawione na rye. 3, 4 i 5 oraz w tab. 7 sugero-
waly, ze wieksze przyrosty glutaminy z mocznika niz jonéw amonowych
moga by¢ spowodowane udzialem jonoéw weglanowych powsta]qcych
z mocznika pod wplywem ureazy.

Wplyw jonoéw weglanowych

Poniewaz mocznik, wedlug ogdlnie przyjetego pogladu, jest wykorzy-
stywany przez rosliny dopiero po uprzedniej hydrolizie do weglanu amo-
nowego — badalidémy, czy jony weglanowe wplywaja na synteze gluta-
miny. W tym celu licie rajgrasu infiltrowaliSmy mieszaninami: chlorku
amonowego i weglanu, chlorku amonowego i mocznika oraz mocznika
i weglanu.

Cyfry zawarte w tabeli 8 wykazuja, ze jony weglanowe pobudzajg
synteze glutaminy. Wniosek ten wynika z nastepujacych faktéow (ru-
bryka f i g):
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Tabela

8

Wplyw jonéw weglanowych na synteze glutaminy (w mg %)

**** Roznica w stosunku do préb infiltrowanych mocznikiem.

Przyrost WN-amidowego glutaminy w odniesieniu do préby infiltrowanej wodja

Duéwiad-!{ ‘ | 1 Przyrost N-amidowego glutaminy w prébach infiltrowanych
o 5 *|Steienie i . Przyrost = = =
::;;T'E | 6; Infiitruwanﬂi mg/100 | N-NH, !N;":l '| N-amid. ¥ L ' = AL L o
e- | proby | | ut. . NH," + NH," + NH,” ™
ml lut. 1 * e \ 1 |
a b | c S N e f g 1 n i = K 1 1
Fullis XS : —— (] | B 5.0 [ _
1 HO | | 33 6,0 | | |
e e i otehay L3 Cwta il —— o 'y
2 NH,CL 400 | 121 8,5 2,5
3 NH,Cl + | , 400 10,7 11,0 2,5 2,5 | . 5,5
¥ NaHCO, | 280 | | |
| 2 AP . - SR St . S o
4 | NHCl+ | 250 163 | 125 4.0 40 6.5
| CO (NH.), i 300 |
S Bt byl NS e — s > 3
5 | CO(NH,), 400 6,8 113 | 28 | 2,8 5,3
——— - e ——— s —— S — . = — | | el —— — -
6 H.O {5 [ -eg | |
7 | NHCl | 400 10,2 114 | | 5,2 | |
| N = _; [ % S e = s - | R o = e
8 | NH,CI+ 400 o1 | 180 ! 16 1,6 I | 6,8 ‘
I | NaHCO, | 280 | | | | |
i T - et N— — « %
9 | NH,Cl+ 150 | 104 | 126 12 | 1,2 | 6,4
| | CO(NH.), | 250 | ‘ | |
10 NH,Cl + | 300 15.0 | 12,9 15 | 1.5 | 6,7
CO(NH;): | 250 | |
— et S [P | = ] = i al = A ]
| 11 | CO(NH.. 400 86 | 116 02 | 0,2 5,4 |
12 HO | SR T |
13 NH,ClI 400 11,3 12,5 40 |
14 NH,Cl + | 400 9.5 ! 13,7 1.2 | 12 | 52 |
NaHCO, 280 | | |
15 | NH,CI+ 250 99 | 143 | 18 18 | 5,8
16 NH,Cl+ 250 14,4 15,6 31 | 3,1 '. 7.1
CO (NH,), 300 | |
| SLREIE Y S [ E— o . & el ,
17 | CO (NH,), l* 400 7.8 | 126 | 0.1 | B 4,1
18 .ColNH:}._,—,i-l 400 62 | 142 | 17 1, 7%
, - NaHCO, 280 r |
B Srednio 175 | 188 12 | 49 | 58 R
Roéznica®**** | —0,7 . —0,7
* Przyrosi N-amidowego glutaminy w odniesieniu do proby kontrolnej infiltrowanej chlorkiem amonowvm.
** Mocznik jest traktowany jako zwigzek, ktéry po hydrolizie daje mieszanine jonéw amonowych i weglanowych.
Ll .y
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1. Przyrosty glutaminy z mieszaniny chlorku amonowego i weglanu
(proby nr 3, 8, 14) sg wieksze niz w proébach infiltrowanych tylko chlor-
kiem amonowym.

2. W prébach infiltrowanych mieszanina chlorku amonowego i mocz-
nika (proby nr 4, 9, 10, 15, 16) przyrosty glutaminy sg réwniez wieksze
niz w przypadku infiltracji samym chlorkiem amonowym (préby nr 2,
7, 13).

3. Nawet w lisciach infiltrowanych roztworem mocznika obecnosé jo-
now weglanowych (préba nr 18) pobudza synteze glutaminy. Wyzsze przy-
rosty glutaminy w lisciach infiltrowanych mieszaning chlorku amono-
wego 1 mocznika (proby nr 4, 10, 16) niz mieszaning chlorku amonowego
i weglanu (préby nr 3, 14) sg wynikiem wiekszej zawartosci amoniaku,
na co zwrocono juz uwage przy omawianiu tab. 7 (préoby nr 4 i 5). Na-
lezy podkresli¢, ze przy zwiekszaniu stezenia mocznika w celu uzyskania
wieckszych ilosci jonéow weglanowych zwieksza si¢ jednocze$nie dwu-
krotnie ilo$¢ amoniaku (stosunek C: N w moczniku 1: 2).

W analizie wynikéw przedstawionych w tab. 8 (rubryki h—1) zasto-
sowano dwie wielkosci odniesienia: 1. zawartosé glutaminy w prébie infil-
trowanej samym chlorkiem amonowym (a wiec nie zawierajacej jonéw
weglanowych lub mocznika) oraz 2. zawartos¢ glutaminy w prébie infil-
trowanej woda.

Jak wida¢ z tabeli 8, $rednie wartosci rubryki h i i sg jednakowe. Sty-
mulujacy wplyw mocznika na synteze glutaminy zanika wiec, gdy przy-
rosty zawartosci glutaminy z mocznika sg poréwnywane z przyrostami
glutaminy z mieszaniny jonéw amonowych i weglanowych.

W rubrykach j—t przedstawiono przyrosty glutaminy w prébach row-
nolegtych (rubr. j—k) oraz (rubr. 1—1). Srednie wartosci dla tych préb
s3 o 0,7 mg®o nizsze w prébach nie zawierajgcych mocznika. Roznice te
mieszcza sie jednak w granicach bledéw metodycznych (0,8 mg®o) i moga
byé¢ tlumaczone tym, ze w pierwszym przypadku (rubr. k) mocznik jest
nie tylko zrodlem amoniaku, ale takze — przynajmniej czeSciowo —
i jonow weglanowych, ktére jak to zostalo wykazane stymuluja synteze
glutaminy. W drugim natomiast przypadku (rubr. 1) w proébach infiltro-
wanych mieszaning chlorku amonowego i mocznika poziom amoniaku jest
ZAWSzZe WYZszy, na co zwrécono juz uwage wyzej.

Wyniki tabeli 8 sugerujag, ze stymulujacy wplyw mocznika na syn-
teze glutaminy polega, przynajmniej czeSciowo, na udziale w tej syn-
terie jondw weglanowych powstajacych z mocznika.
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DYSKUSJA

Hodowla rajgrasu w normalnych warunkach o$wietlenia i jego wzbo-
gacanie w mocznik i jony amonowe przez podlewanie roSlin przedsta-
wione w poprzedniej pracy (K aniuga 1958) wykazaly, ze szybkos¢ po-
bierania tych zwigzkéw oraz ich przemiany zalezaly od wielu czynnikéw,
ktére warunkowaly zaré6wno szybkoseé syntezy glutaminy, jak i poziom
mocznika i wolnego amoniaku w prébach obu serii. Zastosowanie w ni-
niejszych badaniach hodowli rajgrasu w $wietle rozproszonym oraz wzbo-
gacanie liSci w mocznik i jony amonowe metodg infiltracji prozniowej
pozwolily na uzyskiwanie stale wyzszych przyrostéw glutaminy z mocz-
nika niz jonéw amonowych (tab. 2 i 3). Fakt ten zdawal sie potwierdzac
nasze przypuszczenia, ze warunki oswietlenia rajgrasu wywieraja wplyw
na wielkosé syntezy glutaminy z mocznika i jon6w amonowych.

Bardzo niskie przyrosty glutaminy z chlorku amonowego w porow-
naniu z przyrostami jej z mocznika (tab. 3) w rajgrasie, wyhodowanym
w jesieni w warunkach silnie ograniczonego o$wietlenia naturalnego, skto-
nily nas do zastosowania naswietlania rajgrasu lampami jarzeniowymi
i lampa kwarcowa. Wplyw $wiatla lampy kwarcowe] ckazal sie bardzo
interesujacy, gdyz w przeciwienstwie do wynikéw uzyskiwanych po-
przednio, glutamina gromadzila sie szybciej z jonéw amonowych niz
z mocznika (tab. 4 i 5). Wyniki te sugeruja, ze warunki oswietlenia wply-
waja na powstawanie prekursoréw syntezy glutaminy z mocznika i jo-
néw amonowych, co z kolei warunkuje szybkosé syntezy glutaminy z tych
dwoch zwigzkow.

Ta zmiennoé¢ w szybkosci syntezy glutaminy z mocznika byta réwniez
obserwowana na innych tkankach. Steward i Pollard (1956) po-
daja, ze skrawki bulwy ziemniaka tego samego szczepu w jednym do-
$wiadezeniu tworzyly glutamine z mocznika bardzo intensywnie, nato-
miast uzyte na podstawie tej wlasciwosci do drugiego doswiadczenia za-
wieraly prawie caly mocznik nie zmieniony i zawarto$é glutaminy nie
przyrastala.

Stosujac infiltracje glutaminianu w mieszaninie z chlorkiem amono-
wym lub mocznikiem (tab. 6) nie uzyskaliSmy potwierdzenia dla reakeji
sugerowanej przez Reifera (1949). Wieksze przyrosty glutaminy uzy-
skiwane w prébach infiltrowanych mieszaning chlorku amonowego i glu-
taminianu niz mieszaning mocznika i glutaminianu wskazuja, ze przy
dostatecznej ilosci kwasu glutaminowego i nadmiarze amoniaku synteza
glutaminy przebiega intensywniej niz w przypadku mocznika, gdy za-
warto$¢ amoniaku jest niska. Obserwacja nasza nie wylgcza jednak moz-
liwosei reagowania mocznika, przed jego hydrolizg, z innymi zwigzkami.

Przypuszczenie, ze wysokie stezenia amoniaku moga hamowaé syn-
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1eze glutaminy, okazalo sie (w przypadku stosowanych stezen) — nie-
sluszne, gdyz w prdbach zawierajacych mieszanine chlorku amonowego
i mocznika, mimo duzych stezen amoniaku, synteza glutaminy byla wyz-
sza niz w nieobecnosci mocznika (ryc. 4 i 5). Fakt ten prowadzi do wnio-
sku, ze réznice w szybkos$ci syntezy glutaminy miedzy prébami serfii
amonowej“ i ,,mocznikowej* sg wynikiem w pierwszym przypadku braku
dostatecznej ilosci kwasu glutaminowego, natomiast w przypadku mocz-
nika istnieniem reakcji, ktére zwiekszaja synteze glutaminy.

W doswiadczeniach z zastosowaniem réznych stezen mocznika chlorku
amonowego i ich mieszaniny zwraca uwage fakt, ze synteza glutaminy
z mocznika przebiega prawie rownolegle do zawartosci jonéw amono-
wych (ryc. 3, 4, 5), a wiec i jonéw weglanowych, ktére z mocznika po-
wstaja pod wplywem ureazy. W doswiadczeniach tych nie ujawnia sie
natomiast zalezno$¢ miedzy iloscia mocznika, ktory jest w nadmiarze,
a syntezg glutaminy.

W przypadku infiltracji roztworami o niskim stezeniu jonéw amono-
wych lub mocznika przyrosty glutaminy w obu przypadkach sg prawie
jednakowe, co moze by¢ spowodowane faktem, ze substraty reakcji (kwas
glutaminowy oraz amoniak) wystepuja w dostatecznej ilosci. Przy sto-
sowaniu natomiast znacznego nadmiaru mocznika lub chlorku amono-
wego, gdy zawartos¢ amoniaku, a w przypadku mocznika i jonéw wegla-
nowych, wzrasta — synteza glutaminy z mocznika jest szybsza niz z jo-
néw amonowych.

Obserwowany przez nas stymulujacy wplyw jonow weglanowych na
synteze glutaminy jest bardzo charakterystyczny. Gdyby synteze gluta-
miny pobudzaly nie weglany, a tylko mocznik, mozna by woéwczas za-
klada¢, ze szybsze przyrosty glutaminy z mocznika sa wlasnie wynikiem
bezposredniego udzialu mocznika. Stymulacja syntezy glutaminy przez
jony weglanowe chociaz nie wylacza mozliwosci bezposredniego udzialu
mocznika w tej syntezie, to jednak zwraca uwage uderzajaca zbieznosc,
ze w obu przypadkach stymulacji konieczna jest obecno$é badz jonoéw
weglanowych wprowadzonych z zewnatrz, badz mocznika, ktéry w wy-
niku hydrolizy, przynajmniej czesciowo, jest rowniez zrédlem jondw we-
glanowych.

Ostatnio ogloszone doswiadcezenia przeprowadzone na tkankach bulwy
ziemniaka wykazaly (Steward i Pollard 1956), podobnie jak nasze
na rajgrasie, zarowno znacznie wieksze przyrosty glutaminy z mocznika
niz chlorku amonowego, jak i fakt, ze przy inkubacji skrawkéw bulwy
ziemniaka z "C-mocznikiem w syntezie glutaminy obok azotu bierze
udzial, przynajmniej czeSciowo, réwniez wegiel mocznika.

W doswiadczeniach wykonanych w ostatnich kilku latach z zastoso-
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waniem YC-mocznika wykazano badz latwos¢ wigczania wegla mocznika
do zwigzkow azotowych roslin (Allison i wspolpracownicy 1954,
EllneriSteers 1955 Webster, Varner i Gansa 1955), badz
tez na podstawie radioaktywnosci wydzielonego w zamknietej komorze
dwutlenku wegla oznaczano szybko$¢ hydrolizy mocznika przez liscie
szeSciu gatunkow roslin opryskanych znaczonym mocznikiem (Hins-
vark, Wittwer i Tukey 1953). Webster, Varner i Gansa
(1955) podaja, ze w liSciach fasoli “C-mocznik jest w zasadzie wlaczany do
aminokwasow podobnie jak NHY¥CO,, mimo pewnych réznic na korzyéc
mocznika. Wysoka radioaktywnoéé glutaminy i asparaginy obserwowana
przez Allisona i wspoélpracownikow (1954) przy zywieniu Nostoc
muscorum 4C-mocznikiem, wyzsza niz przy zywieniu znaczonym wegla-
nem, jest zrozumialg, poniewaz mocznik jest Zrédlem zaréwno wegla, jak
i azotu. Wegiel mocznika byl takze intensywnie wigczany do guaniny przez
komorki Chlorelle i Scenedesmus zywione C-mocznikiem (Ellner
i Steers 1955). W pierwszym przypadku 25% a w drugim 100%0 wegla
guaniny stanowil wegiel izotopowy.

Pobudzanie syntezy glutaminy w rajgrasie przez mocznik lub jony
weglanowe sugeruje, ze te ostatnie biorg udzial w reakcjach karboksyla-
cji badz kwaséw organicznych, badz aminokwaséw. Bardzo prawdopodob-
na wydaje sie by¢ karboksylacja kwasu y-aminomaslowego, ktory jak wy-
kazal Synge (1951) wystepuje w rajgrasie w dosé¢ znacznych ilosciach
w ciggu calego okresu wegetacji. Prace ostatnich lat wskazuja nie tylko
na powszechne jego wystepowanie, ale takze, Ze jest on prekursorem kwasu
glutaminowego. Stwierdzono mianowicie, ze karboksylacja kwasu y-amino-
mastowego do glutaminowego przebiega bardzo szybko (Steward,
Bidwell i Yemm 1956), natomiast proces odwrotny — dekarboksy-
lacja kwasu glutaminowego do y-aminomastowego bardzo powoli (St e-
ward, Bidwell i Yemm 1956, Webster 1954). Steward
i Pollard (1956) podaja, ze chociaz wlaczanie dwutlenku wegla do
glutaminy w bulwie ziemniaka moze przebiega¢ przez kwas a-ketoglu-
tarowy i posredniki cyklu Krebsa, to jednak, jak stwierdzono, jedynym
zwigzkiem radioaktywnym byla glutamina, co ich zdaniem sugeruje, ze
gléwng droga przemiany jest: kwas y-aminomastowy — glutaminowy
— glutamina. Znalezienie 91%0 *C-mocznika w 2-COOH glutaminy i wia-
czanie NH, mocznika do kwasu y-aminomastowego mogloby byé zrozu-
miate wedlug tych autoréw, jesli czteroweglowym prekursorem glutami-
ny! z mocznika jest semialdehyd kwasu bursztynowego. Steward
1 Pollard nie wypowiadaja sie jednak, czy mocznik bierze udzial w syn-
tezie glutaminy przed czy po hydrolizie i uwazaja, ze zagadnienie to po-
zostaje do wyjasnienia.
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W naszych badaniach, obok stwierdzenia stymulujacego wplywu mocz-
nika na synteze glutaminy w rajgrasie, znalezliSmy réwniez i inne czyn-
niki jak: 1. wplyw $wiatla lampy kwarcowej, 2. kwasu glutaminowego
oraz 3. jonéw weglanowych, ktore pobudzaja synteze glutaminy z jonéow
amonowych. Fakty te sugeruja, ze w przypadku syntezy glutaminy z jo-
néw amonowych czynnikiem ograniczajacym te synteze jest brak dosta-
tecznej ilosci prekursoréw (z ktérych ostatnim jest kwas glutaminowy)
glutaminy. W przypadku natomiast mocznika prekursory te wystepuja
badz tez w jego obecnosci moga powstawac. Stymulujacy wplyw jonow
weglanowych zdaje sie polega¢ na udziale w syntezie prekursoréw glu-
teminy.

Wykazanie jednak, czy stymulujgcy wplyw mocznika na synteze glu-
taminy jest udzialem tylko jonéw weglanowych powstajacych z moczni-
ka po hydrolizie, czy moze takze udzialem mocznika w tej syntezie przed
jego hydroliza, wymagaé bedzie dalszych, bardziej szczegélowych badan
z zastosowaniem znaczonego mocznika i weglanu.

STRESZCZENIE

1. Poréwnano szybkos¢ syntezy glutaminy w lisciach rajgrasu infil-
trowanych roztworem mocznika oraz chlorku amonowego.

2. Stwierdzono, ze synteza glutaminy w rajgrasie wyhodowanym
w normalnych warunkach o$wietlenia, a szczegélnie w swietle rozproszo-
nym, przebiegala szybciej z mocznika niz jonéw amonowych.

3. W infiltrowanych lisciach rajgrasu wyhodowanego w warunkach
intensywnego §wiatla stonecznego synteza glutaminy oraz asymilacja azotu

mocznika i jondw amonowych byla szybsza niz w roslinach wyhodowanych
w Swietle rozproszonym.

4. W obecnosci mocznika synteza glutaminy byla wyzsza niz z chlorku
amonowego zaréwno przy malej zawartosci amoniaku (infiltracja samym
mocznikiem), jak i przy duzej zawartosci amoniaku (infiltracja mieszani-
ng mocznika i chlorku amonowego).

5. Swiatlo lampy kwarcowej stymulowalo synteze glutaminy z jonéw
amonowych w wiekszym stopniu niz z mocznika.

6. Kwas glutaminowy stymulowal synteze glutaminy z jonéw amo-
nowych w wigkszym stopniu niz z mocznika.

7. Obecnos¢ jonow weglanowych pobudzila synteze glutaminy z jo-
néw amonowych.

8. Stymulacja syntezy glutaminy przez jony weglanowe byla iloscio-
wo zblizona do stymulacji tej syntezy przez mocznik.
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SUMMARY

1. It has been compared the speed of glutamine synthesis in the
leaves of rye-grass infiltrated with urea and ammonium chloride.

2. The glutamine synthesis in rye-grass cultivated when normal supply
of light and especially the dispersed light has been provided, was quicker
in the case of urea than with ammonium chloride.

3. When cultivated in intensive sunshine the leaves of rye-grass show-
ed quicker glutamine synthesis as well assimilation of nitrogen from urea
and from ammonium ions than was the case with the plants grown in
dispersed light.

4. In the presence of urea the synthesis of glutamine was higher then
with ammonium chloride whether small amounts of ammonia (infiltration
with urea) or greater quantities (infiltration with urea and ammonium
chloride) were present.

5. The ultra-violet light stimulated the glutamine synthesis from
ammonium ions to a greater degree than from urea.

6. Glutamic acid stimulated the glutamine synthesis from ammonium
ions to a higher degree than from urea.

7. The presence of carbonate ions stimulated the synthesis of glutamine
from ammonium ions.

8. Stimulation of the synthesis of glutamine by the carbonate ions was
quantitatively very much like that effected by urea.
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