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Aktywno$¢ ureazy w roslinach

Urease activity in plants

M. DABROWSKA, K. KLECZKOWSKI, I. REIFER

Ureaza jest szeroko rozpowszechniona w $wiecie roslinnym (The Enzymes —
Boyer, Lardy, Myrbick 1960). Najbogatszym poznanym Zrédlem ureazy jest
Bacillus pasteurii, ktéry zawiera okoto 1,0% enzymu na sucha masg¢; z roslin wyz-
szych Canavalia ensiformis i Canavalia obtusifolia zawieraja 0,159, enzymu w prze-
liczeniu na sucha mase. Tracey (1955) w tabelarycznym zestawieniu 29 przeba-
danych rodzin botanicznych cytuje nastepujace rosliny, ktére zawieraja ureazg:
Acer pseudoplatanus (mtode roéliny i nasiona), Agrostemma githago (mtode roSliny
i nasiona), Glycine hispida (mlode rosliny i nasiona), Lupinus albus (mtode rosliny
i nasiona) i Mimosa pudica (nasiona).

ZaloZeniem niniejszej pracy byto przebadanie kilkudziesigciu rodzin roslin w celu
okre$lenia obecnosci ureazy w nasionach i kielkach, jak réwniez aktywnosci tego
enzymu w calym cyklu rozwojowym dwoch roslin, a mianowicie: grochu i salaty.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzano w nasionach powietrznie suchych, w kietkach o wieku
6—22 dni oraz w organach badz calych czgsciach nadziemnych danej rosliny.

Aktywnosé ureazy podczas peinego cyklu rozwojowego roélin badano u grochu
odmiany ,,Szlachetna Perta” i salaty gruntowej ,,Krélowa Majowych”.

Odczynniki:

L(-+) cysteina — Schuchardt NRF,

mocznik przekrystalizowany z H,O,

pozostate odczynniki krajowego pochodzenia z Biura Obrotu Odczynnikami

Gliwice.

Wykonanie oznaczenia: 4g zielonych czgéci rodlin, kietkéw lub 250 mg
nasion rozcierano w mozdzierzu w temperaturze +2°C z 20 ml 0,1 M buforu fos-
foranowego o pH = 6,8. W przypadku nasion, jak: groch, soja, tubin mielono je
w mlynku na maczke i ekstrahowano przez 5 minut w temperaturze +2°C buforem
fosforanowym. Analizy wykonywano na kilku poziomach wyciagu w celu wybrania
optymalnego stezenia enzymu. Do inkubacji pobierano kazdorazowo homogenat
uprzednio przesaczony przez watg, uzupetniany do 1,0 ml wyzej wymienionym
buforem, 0,1 ml roztworu mocznika (10,0 umoli), a do réwnoleglych préb doda-
wano ponadto 0,1 ml roztworu L-cysteiny (5,0 pmoli). Inkubacj¢ przeprowadzano



258 M. Dabrowska, K. Kleczkowski, I. Reifer

w temperaturze +37°C przez 30 minut w naczyniach Conway’a, a nast¢gpnie po-

zostawiano na okres 16 godzin do destylacji w temperaturze pokojowej, po czym

zwigzany amoniak odmiareczkowywano 0,01 N HCI (Brzeski, Kaniuga 1957).

Oznaczenia wykonywano w trzech powtdrzeniach. Préby kontrolne przygotowy-

wano identycznie jak proby petne, pomijajac dodatek mocznika do inkubatu.
Bfatko oznaczano metoda Lowry i in. (1951).

Aktywno$¢ ureazy obliczano jako ilo$¢ zhydrolizowanego mocznika, a wyniki
wyrazano zardwno w pmolach wzglednie mpmolach mocznika na 1 mg biatka,
jak i w pmolach mocznika na 1 g suchej masy.

WYNIKI I DYSKUSJA

W tabeli 1 zestawiono wyniki przedstawiajace aktywno$¢ ureazy w nasionach
i czgSciach zielonych roélin 49 przedstawicieli 30 rodzin botanicznych.

Jak wynika z tabeli nie wszystkie przebadane ro$liny wykazuja aktywnos¢
ureazowq. Ponadto w jednej i tej samej rodzinie botanicznej np. Papilionaceae —
aktywnos¢ ureazy w nasionach jest znacznie wyzsza niz w kietkach (soja, tubin),
podczas gdy w grochu aktywnos$¢ ureazy zostala wykazana w czgéciach zielonych
roéliny a nie wykryto jej w nasionach.

Roéwniez nalezy zaznaczyé, ze roéliny tych samych rodzin botanicznych, jak
i rodziny ewolucyjne bliskie wykazuja znaczna rozpigto$¢ w aktywnosci ureazy
zaréwno w nasionach, jak i kietkach. Tak na przyklad nasiona grochu wykazuja
brak ureazy, podczas gdy aktywno$¢ nasion soi jest bardzo wysoka.

Najwyzsza aktywno$¢ ureazy wykryto w nasionach i kietkach soi, oraz nicocze-
kiwanie réwnie wysoka w nasionach i kietkach arbuza.

W wigkszosci przebadanych roslin, ktére zawieraja ureaze, aktywnosé tego
enzymu byla okoto 100, a nawet 1000 razy nizsza anizeli w przypadku nasion soi.

Nandi (1958) stwierdzil brak ureazy u pewnych ro§lin straczkowych, takich
jak: Phaseolus mungo, Lens esculenta, Vigna catiang i Cicer arientinum.

W naszych badaniach nie wykryto takze aktywnosci tego enzymu w nasionach
grochu. Aktywnoéci ureazy nie wykryto réwniez w roslinach nalezacych do innych
rodzin botaniczych. Naleza do nich: kapelusze grzybéw Agaricus campestris, Nae-
matoloma fasciculare i Paxillus involutus, czg$ci nadziemne skrzypu, igly $wierku
i jalowca, liscie poziomki, topoli, lipy, kasztanowca, ostu, nasiona salaty, Inu,
stonecznika i gorczycy oraz kielki szczawiu, cebuli i kapusty.

Jak wykazali Reinbothe i Mothes (1962) rzekomy brak aktywnosci ureazy
w homogenatach Taraxacum, wynikal z inaktywacji enzymu w procesie przygo-
towania materiatu roslinnego do analizy. Bowiem homogenaty sporzadzane w obec-
nosci HpS wykazywaly znaczna aktywnos¢ ureazowa. W naszych badaniach zamiast
H,S stosowano L-cysteing i jak wynika z tabeli 1 dodatek cysteiny do homogenatdw
ro$linnych podnosit przewaznie aktywno$é ureazy z wyjatkiem jednego przypadku,
kiedy dodatek L-cysteiny obnizyt nieznacznie aktywno$¢ tego enzymu.

Jak wykazali Reifer i Wielgat (1964) przyczyna braku aktywnosci ureazy



Tablica 1

— Table 1

Aktywnos$¢ ureazy u roznych roslin
Urease activity in various plants

Dziert zbioru .E Aktywnos$¢ ureazy
albo wiek ; g w M mocznika
, Badany rosliny |2 NE E Urease activity in M
Rodzina Gatunek materiat w dniach (3235 of urea
| + |+ .
Family Srecizs Investigated Date of 2 ] o l na 1 mg na 1 g suchej
| matter harvesting or|'g -g biatka masy
age of plant 5 % | perimg | perlgofdry
indays |% % | of protein matter
| 1 2 3 4 5 6 7
|
; Agaricaceae Agaricus campesier kapelusze — = -
| pileus 17.X.65 + - =
Strophariaceae MNaematoloma fascicu- kapelusze - - =
lare pileus 9.VIL.65 + - ==
Paxillaceae Paxillus involutus kapelusze = = =
pileus 9.VL.65 = .
Boletaceae Boletus luteus kapelusze - 0,143 nie cznaczano
pileus 9.VL6S + 0,119 non determined
Tricholomata- Armillariella mellea kapelusze - 0,875 57,13
ceae pileus 27.V.65 + 1,027 66,61
Dicranaceae Dicranum scoparium czgs$¢ nadziemna - 0,075 9,35
aerial part 27.V.65 + 0,115 14,50
Hypnaceae Hypnum commutatum | cz¢$é nadziemna -- 0455 33t
aerial part 27.V.65 4 0,470 32,50
Polypodiaceae Dryopteris filix-mas liscie — 0,013 3,80
leaves 7.VL6S + 0,015 3,35
Equsetaceae Equisetum arvense czgst nadziemna - - -
aerial part 8.VL.65 - — -
Pinaceae Picea abies igly - — -
needles 7.VL65 + - -
Larix decidua igly — 0,007 4,29
needles 23.VL.65 + 0,009 5,04
Juniperus communis igly — — -
needles 25.V.65 -+ - =
I
| Cupressaceae Thuja occidentalis liscie - 0,026 6,29
| . leaves 2,VIIL6S 4 0,032 8,01
Ranunculaceae | Ranunculus kwiaty —  |slady (traces)| slady (traces)
flowers 2. VIIL6S + 0,034 4,76
liscie - 0,0067 1,60
o leaves 2.VIIL6S + 0,0101 2,39
Rosaceae Fragaria liscie - = -
leaves 28.V.65 + slady (traces)| $lady (iraces)
Rosa canina liscie - 0,0062 2,61
leaves 28.VIL65 + 0,0062 2,61
Saxifragaceae Saxifraga hosti czes¢ nadziemna —  |élady (traces)| slady (traces)
aerial part 25.1X.65 + " »
Ribes rubrum liscie - - -
leaves 28.VIL65 + 0,00625 1,78




1 2 3 4 | s 6 | 7
Papilionaceae Pisum sativum nasiona — - - -
seeds — + - -
czesé nadziemna 36 — 0,0086 2,45
aerial part 36 + 0,0129 3,70
Trifolium nasiona - - 0,133 18,00
seeds — + 0,133 18,00
kietki 6 — 0,054 nie oznaczano
seedlings 6 + 0,054 non determined
Lupinus angustitolius nasiona — — 0,693 128,00
seeds - + 0,693 128,00
liscienie 15 - 0,480 nie oznaczano
cotyledones 15 0,480 non determined
lidcie 15 - 0,123 13,50
leaves 15 + 0,123 13,50
Soja nasiona - - 28,260 1077,00
seeds - - 34,230 1318,00
kietki 8 - 3,500 397,50
seedlings 8 + 4,660 460,00
Linaceae Linum usitatissimum nasiona — — - —
seeds - 4+ - -
kielki T — 0,080 23,70
seedlings 7 + 0,080 23,70
Cannabinaceae Humulus lupulus liscie — 0,011 3,525
leaves 2.VIIL65 + 0,011 3,525
Cannabis sativa nasiona - + 0,0875 10,82
seeds - + 0,125 18,90
kietki [3 - 0,314 28,30
seedlings 6 -+ 0,360 32,30
Euphorbiaceae | Euphorbia cz2éé nadziemna - 0,0549 14,17
aerial part 23.VIL65 + 0,0652 16,72
Ericaceae Vaccinium vitis-idaea liscie 8.VL65 —  |$lady (traces)| slady (traces)
leaves -+ " e
Compositeae Carduus liscie = == &=
leaves 5.VL.65 + — -
Lactuca nasiona - — = -
seeds — - — -
kietki 8 = - -
seedlings 8 - 0,0378 1,54
Helianthus annuus nasiona — -— o =
seeds — <+ - —
liscie - 0,0075 2,39
leaves 23.VIL65 - 0,01125 3,58
Polygonaceae Rumex nasiona - —  |$lady (traces)| $lady (traces)
seeds - + W v
kielki 8 = - -
seedlings 8 -+ = -
Rheum nasiona - = slady (traces)| $lady (traces)
seeds - -+ " v
kielki 11 - 0,069 8,58
seedlings 11 E 0,069 8,58
Fagopyrum sagittatum nasiona — — 0,166 15,30
seeds — + 0,166 15,30
kielki 8 - 0,0133 .27
seedlings 8 - 0,015 3,60
Labiatae Mentha liscie - - -
leaves 2.VIIL.65 + 0,007 2,24




1 2 3 4 s | 6 7
Liliaceae Allium cepa nasiona -— - slady (traces)| $lady (traces)
seeds - + 0,029 2,95
kielki 11 - . -
seedlings 11 + = =
Cruciterae Brassica oleracea nasiona - slady (traces)| $lady (traces)
g seeds - + V5 -
kiefki T - - -
seedlings 7 - - -
Sinapis alba nasiona - — - -
seeds - + = -
Chenopodiaceae | Beta vulgaris kielki 8 - 0,029 nie oznaczano
seedlings 8 + 0,058 non determined
Spinacia oleracea nasiona - - 0,0323 2,25
seeds - + 0,0512 3,57
Cucurbitaceae Cucumis sativus nasiona - - 0,035 5,30
seeds - 4 0,105 15,70
kietki 6 - 0,050 9,58
seedlings 6 + 0,060 11,56
Cucumis melo nasiona - - 0,047 8,10
seeds - -+ 0,066 12,60
kietki 22 - 0,106 21,30
seedlings 22 + 0,125 25,00
Cucurbita nasiona - 0,085 16,20
seeds — + 0,092 18,00
kietki 8 - 0,398 nie oznaczano
seedlings 8 + 0,426 non determined
Citrullus vulgaris nasiona - + 18,000 954,00
seeds - - 21,600 1035,00
kiefki 20 - 10,340 553,00
seedlings 20 + 10,830 568,00
Salicaceae Populus berolinensis paczki = =~ -
buds 31.111.65 + = =
paczki - = -
buds . B.IV.65 + = -
lidcie - = =
leaves 28.1V.65 + = =
liscie - = =
leaves 15.VL.65 + = =
Salix liscie - 0,0112 2,88
leaves 28.VIL65 + 0,0112 2,88
Tiliaceae Tilia cordate paczki = - -
buds 31.111.65 + = -
paczki - - -
buds L 8.IV.65 + = -
liscie - — =
leaves 28.1V.65 o = -
Hippocastana- | Aesculus hippocas- paczki - - =
ceae tanum buds 3111165 + . -
paczki - - =
buds 8.1V.65 + §lady (traces)| $lady (traces)
liscie -
leaves 28.IV.65 - - "
Graminae Arrhenatherum elatius kietki 8 — 0,0180 nie oznaczano
seedlings 8 + 0,0259 non determined
liscie - 0,0093 1,95
leaves 6.VI.65 + 0,0154 3,27
Avena kielki 8 - 0,2130 nie oznaczano
seedlings 8 + 02130 non determined
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Wykres 1. Aktywno§¢ ureazy w okresie rozwoju grochu
Urease activity in growth cycle of green peas

1 — Nadziemna czes¢ rosliny (whole plant without roots); 1" — z L ing (with L-cysteine); 2 — Liécie dolne — 3 dol-

ne pietra (lower leaves — 3 lower levels of leaves); — 2'— z L-cysteina (with L-cysteine); 3 —liscie gorne—3 gorne pigtra

(top leaves — 3 top levels of a leaves ); 3' — z L-cysteina (with L-cysteine); 4 — kwiaty (flowers); 4 — z L-cysteing

(with L-cysteine); 35 — straki (pods); 5° — z L-cysteina (with L-cysteine); 6 — todyga (stem); 6'— z L-cysteing (with
L-cysteine)
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Wykres 2. Aktywno$é ureazy w okresie rozwoju salaty
Urease activity in growth cycle of lettuce

I —liicie gbérne — 3 pigtra gérne (top leaves — 3 top levels of a leaves); I' —z L-cysteing (with L-cysteine);
2 —liscie dolne — 3 pigtra dolne (lower leaves — 3 lower levels of leaves); 2' — z L-cysteing (with L-cysteine)
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mozZe by¢ réwniez obecno$¢ naturalnych inhibitoréow tego enzymu w niektérych
ro$linach. Nie wykryli oni bowiem aktywnosci ureazy w lisciach topoli i stwierdzili,
ze dodatek ekstraktu z lisci topoli do bardzo aktywnego wyciagu z Canavalia ensi-
formis hamuje enzymatyczna hydroliz¢ mocznika w 100 9%.

Podobnie w naszych wstgpnych badaniach dodatek ekstraktu z nasion salaty
obnizal znacznie aktywno$¢ ureazy homogenatéw z nasion soi.

Aktywno$¢ ureazy w trakcie calego cyklu rozwojowego grochu i sataty przed-
stawiaja wykresy 1 i 2.

Jak wynika z przytoczonych wykresow aktywnos$¢ ureazy u obu roélin stwier-
dzono tylko w pewnych okresach cyklu rozwojowego. W lodygach grochu aktywnosci
ureazy nie wykryto. Znaczny wzrost aktywnosci nastgpowal w okresie kwitnienia’
(56 dzien) i maksymalna aktywnos$¢ ureazy stwierdzono w milodych strakach (70
dzien). W miar¢ dojrzewania strakow aktywnosé spadata do punktu zerowego w doj-
rzalych nasionach.

Podobnie u safaty (wykres 2) aktywnos$¢ ureazy byla najwyZzsza w chwili two-
rzenia kwiatostanu (63 dzien), a roéliny w wieku do 63 dni i powyzej 105 dni nie
wykazywaly aktywnosci zaréowno z dodatkiem, jak i bez cysteiny.

We wczesniejszych badaniach nad innymi enzymami cyklu ornitynowego w okre-
sie ich calego rozwoju, a mianowicie nad karbamoilotransferaza ornitynowa (Rei-
fer i inni 1963) i arginaza (Morawska i inni 1963) stwierdzono podobnie jak
W niniejszej pracy, ze maksymalne aktywnosci enzymatyczne przypadaja na okres
kwitnienia 1 wczesnego tworzenia organéw generatywnych.

Streszczenie

1. Badano aktywnos$¢ ureazy u 49 roélin 30 rodzin botaniczych.

- 2. Przebadano aktywnos$¢ ureazy grochu i salaty w calym ich cyklu rozwojowym, przy czym
aktywnos$¢ enzymu jest najwyzsza w okresie tworzenia si¢ narzadow generatywnych.

Instytut Biochemii i Biofizyki P.A.N. (Wplyngto: dn. 13.X1.1965r.)
Zaklad Biochemii Roslin
Warszawa

SUMMARY

1. Urease activity was determined in 49 species belonging to 30 botanical families.

2. Urease activity was investigated in the whole growth cycle of the green pea and lettuce.
In both cases the highest activity was found at the time of formation 0['_ generative organs.

Niniejsza praca byla czeéciowo finansowana z funduszy Ministerstwa Rolnictwa USA, Nr
umowy FG — Po — 170.
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