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Metabolizm azotowy we wczesnych stadiach rozwoju soi

Nitrogen metabolism in early stages of soybean growth

R. SKORKO, 1. CHMIELEWSKA

WSTEP

Nasiona soi, podobnie jak i nasiona innych roslin straczkowych, cha-
rakteryzuja sie duzg zawartoScia zwigzkoéw azotowych, wsréd ktérych
dominujg bialka zapasowe. Jak wykazaly badania Krobera i Gib-
bonsa (1962) w zdrowych, dojrzalych nasionach soi ilo§¢ azotu bial-
kowego wynosi okolo 95%, a ilo§¢ azotu niebialkowego okolo 5% azotu
ogolnego.

Z dotychczasowych badan przeprowadzanych gléwnie w Japonii
(Kondo, Mori, Kajina 1954, Izawa, Okamoto 1965) nad kiel-
kujgcymi masionami uprawianych tam odmian soi wiadomo, ze w cza-
sie zuzytkowania bialek zapasowych, azot w nich zawarty przechodzi
do zwigzkéw niskoczasteczkowych. Celem tej pracy bylo bardziej szcze-
gotowe zbadanie zmian zachodzacych zaréwno w wysoko, jak misko-
czgsteczkowych zwigzkach azotowych w pierwszych stadiach rozwoju
soi.

MATERIALY I METODY

Do doswiadczen uzyto nasion soi (super elita) odmiany ‘Warszawska’
(Glicine hispida Max., var. Warszawska) ze zbioru w 1964 r. w Stacji
Hodowlano-Badawczej IHAR, Radzikéow.

Kielkowanie przeprowadzano w temp. 18—20°C na namoczonej
ligninie w kuwetach przykrytych od gory folig polietylenowa. Skietko-
wane nasiona o dlugosci kietkow 1,5—2,0 cm przenoszono na perforowa-
na, parafinowang gaze i dalszag hodowle przeprowadzano w kulturze
wodnej (woda wodociggowa) na Swietle.

Do badan uzywano:

a) suche masiona (etap I),

b) nasiona skielkiowane (etap II),

¢) rosliny w stadium rozwojowym liScieni (etap TII),

d) rodliny w stadium rozwojowym pierwszej pary l$ci (etap IV).

Analizy wykonano na materiale przygotowanym w pieciu powtérze-
niach, zawierajacych kazdorazowo po 200 nasion lub roélin. Materiat do
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analiz przygotowywano przez zamrazanie w suchym lodzie poszczegdl-
nych partii nasion, calych roslin oraz roslin dzielonych na liScienie, pe-
dy i korzenie. Dalej postepowano wedilug schematu podanego na ryc. 1.

Ekstrakcja zliofilozowanego materialu bezwodnym acetonem miala
na celu dokladniejsze odwodnienie (catkowite zliofilizowanie materiatu
roslinnego jest procesem dlugotrwalym) oraz usunigcie wigkszosci tlusz-
czéw, ktéore utrudniaja ekstrakcje wodg. Odwodniony i odtluszczony
w ten sposéb material roslinny jest stosunkowo trwaly i moze by¢ prze-
chowywany nad KOH w eksykatorze z ciemnego szkla w ciagu 4—6
miesiecy.

W przygotowanym materiale oznaczano:

1) N og6lny — metoda Kjeldahla (Belcher, Gooberdt 1945),

2) N amidowy ogdélny — wedlug Raacke (1957),

3) N amidowy glutaminy — metoda Reifera i Tarnowskiej, podang w podrecz-
niku: Brzeskdi i Kaniuga (1957),

4) N soli amonowych — wg Puchera, Vickery i Lavenwortha (1935),

5) N «-NH, w ekstrakcie wodnym przed i po jego hydrolizie gazometryczng
metodg ninhydrynowg Van Slyke’a (1943).

1 Material zamrozony
ok.-50°C

mielenie

liofilizagja
3 | Material zliofilizowa

do oznaczen
N og.

ekstrakcja bezw. acetonem

(500 ml.na 10g materialu)

Material odwodniony rakt do ozn.
i odfluszczony. acetonowy N og.

ekstrakcja wodq (czterokrotna)
temp. 5°C, pH 7,2, czas po 5 min.
(po 100ml. na 10g materialu)

do ozn.Nog §

6 [Pozostalos¢ | 7 [Ekstrokt wodny |

liofilizacja
8 ﬁ—’zmﬂnmr do oznaczen N og. bialk.
N zw. nieblalk. Nec-NHz

N amid.! N amonowy

Ryc. 1 Przygotowanie materialu do analiz
Fig. 1 Preparation of material for analysis

1 — Freazed material (ca—500C) — grinding 2 — Ground material, 3 — Freeze dried material (total-N est.), — extra-

ction with dried acetene (500 ml to 10 g of material), 4 — Acetone extract (tatal-N est.), 5§ — Dried and defatted

matrrial) (total-N est.) — extraction with water at 50C, pH 7,2, 5 min. (4 times with 100 ml to 10 g of material

each), 6 — Residue, 7 — Water extract — freeze drying, & — freeze dried material (total-N, protein-N, non protein
-N. z-amino-N, amide-N, and ammonium-N est.)
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Ponadto obliczono:

1) N amidowy asparaginy — z roznicy miedzy iloscig ogélnego azotu soli amo-
nowych oraz azotu amidowego glutaminy, )

2) N zwigzkéw nie ekstrahujgcych sie woda oraz acefonem — z réinicy mie-
dzy warto§cig azotu ogblnego materiatu surowego a sumg wartoSci azotu ogélnego
elostraktu wodnego oraz azotu zawartego w ekstrakcie acetonowym,

3) N.o-NHs zwigzany — z réinicy miedzy iloScig N a-NH, po hydrolizie a suma
warto$ci N a-NH, przed hydroliza oraz ilosci asparaginy.

Frakcje zwigzkéw wysoko i niskoczgsteczkowych uzyskiwano droga
sgczenia molekularnego na kolumnie Sephadex G-50, sporzadzonej we-
dlug wskazowek Flodina (1962). Pecznienie Sephadex i formowanie
kolumny przeprowadzono w buforze, ktéry nastepnie uzywano do roz-
dziatu. Postluzono sie buforem fosforanowym o pH 7,6 i sile jonowej 0,05.
Rozdzial na frakcje przeprowadzano na kolumnie analitycznej o wymia-
rach 2 X 50 em oraz na kolumnie preparatywnej o wymiarach 3,4 X
60 cm. Do oznaczen iloSciowych odwazano dokladnie 1,000 g badanego
liofilizatu, rozpuszczano go w 10 ml kolbie miarowej uzywanym bufo-
rem, po czym odwirowywano niewielka ilo§¢ nierozpuszczalnych sklad-
nikéw (8000 g/5 min.). Z tak uzyskanego supernatantu nanoszono 2 ml
na kolumne analityczng. Zwigzki wysokoczgsteczkowe (biatka) wyply-
waly w pierwszych 85 ml, a niskoczgsteczkowe w nastepnych 135 ml
wycieku. Do preparatywnego wydzielania frakcji niskoczasteczkowej
uzywano 2,0 g liofilizatu i zbierano wyciek wyplywajacy miedzy 300
a 900 ml.

Skladniki frakeji niskoczasteczkowej rozdzielano na kolumnie katio-
nitowej (Amberlite IR-120 X 4 w formie H*) o wymiarach 2,7 X 25 e¢m
na frakcje nieamfolitowa (zwiazki nieadsorbujace sie na kolumnie i wy-
plukiwane z miej do zaniku kwasnego odczynu wycieku woda redesty-
lowana) oraz amfolitowg (eluowang z kolumny 100 ml 6 N NH,OH a na-
stepnie 400 ml wody redestylowanej).

Rozpuszczalne w wodzie bialka (zwigzki wysokoczasteczkowe) dzie-
lono na frakcje droga saczenia molekularnego na kolumnie Sephadex
G-200 o wymiarach 2 X 60 cm.

Do formowania kolumny i rozdzialu uzywano 0,01 M merkaptoetanol
w buforze fosforanowym o pH 7,6 i sile jonowej 0,5. Przed naniesieniem
roztworu bialek na kolummne usuwano zwigzki nieskoczgsteczkowe drogg
dializy. W tym celu proby zawierajace po 2,5 mg N biatkowego rozpusz-
czano w 3 ml uzywanego do rozdzialu buforu fosforanowego, nieroz-
puszczalng zawiesine odwirowywano (8000 X g/5 min.), supernatant prze-
noszono ilosciowo deo woreczka dializacyjnego 1 dializowano przez
48 godzin w temperaturze 5°C wzgledem 3 litréw tegoz buforu.
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Tabela 1 —Table 1

Masa i zawarto$¢ roznych form azotu w poszczegdlnych frakcjach ze 100 nasion lub roslin
Content of different nitrogen forms in and the weight of individual fractions from 100 seeds or

plants
Po ekstrakcji R
Materiat Swiezy acetonem Frakcja rozpuszczalna w wodzie
Material Fresh After acetone Water=soluble fraction
e extraction
ﬁ::oju e ‘N—osbl- masa | N001 [ Neogol-| r’:‘:ﬁ Ibia;::_1N-ami-
) ny i ny . ny l wy 1 dowy
Stage of WeIBht | oualN [ WEIBHE | a1 N | WUBBt | oaiN | P™° lnon pro-lamide:N
development g . 3 - g g tein-N J tein-N [ o
& l i il N 2
1] 150 732 \ 136 | 719 | 88 | 498 | 426 | 64 | 49
: 2| 157| 715 | 143 | 742 | 89 | 529 | 449 | 67 | 47
préba 3| 148 — | 135 | 689 | 88 | 495 | 422 | 59 | 49
o 4| 154 725 | 139 | 745 | 96 | 532 | 463 | 62 | 53
5 150 — | 136 | 718 | 9,8 | 551 | 460 | 63 54
$rdnio
mean 152 724 | 13,8 | 722 | 92 | 521 | 444 | 63| s0
1| 418 710 | 132 | 707 | 81 | 477 | 389 | 81 52
5l 2| 402 — | 134 | 671 | 77 | 462 | 375 | 82 | 52
pr ‘; 3| 426| 692 | 13,1 | 705 | 8,1 | 469 | 386 | 74 | 57
g | ®OPe 4| 414 680 | 13,5 | 692 | 7,9 | 473 | 384 | 77 | 55
50393 — | 132 | 685 | 84 | 512 | 418 | 79 | 58
$rednio
mean 41,1 694 | 133 | 692 | 80 | 479 | 389 | 78 | 55
| |
! -
1] 924| 674 | 10,7 | 642 | 6,7 | 441 | 210 | 218 | 98
- 2 | 1134 695 | 10,6 | 667 | 68 | 449 | 212 | 225 | 104
pr ‘; 3 | 879| 662 | 10,8 | 651 | 68 | 441 | 217 | 207 | 95
o | T 4| 967 — (105 | 684 | 7,1 | 461 | 240 | 227 | 93
51 984 — | 11,0 | 659 | 7,2 | 452 | 209 | 223 | 94
srednio
mean 978 | 677 | 10,7 | 662 | 69 | 48 | 218 | 220 | 97
| ] -
1 150,01 645 | 10,6 | 578 | 4,8 | 363 | 54 | 299 | 119
2 1 152,0| 660 | 10,3 | 588 | 4,6 | 362 | 49 | 301 | 119
préba 3|1364| — | 104 | 574 | 41 | 366 | 47 | 308 | 117
v sample 4 | 140,8| 621 | 10,9 | 551 | 48 | 380 | 49 | 316 | 127
5 (1552) 630 | 104 | 579 | 44 | 377 | 52 | 316 | 124
$rednio
mean 146,9 | 639 | 10,5 | 575 | 4,5 | 370 | 50 | 310 | 121
I
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WYNIKI I DYSKUSJA

W celu uzyskania mozliwie dokladnego obrazu zmian ilosciowych
w obrebie réznych form zwigzkéw azotowych w czasie pierwszych eta-
pSw rozwoju soi oraz okreslenia fizjologicznego rozrzutu wynikow z kaz-
dego etapu przygotowywano po 5 oddzielnych préb. Otrzymane wyniki
zestawiono w tabeli 1.

Zwraca uwage strata N ogédlnego miedzy I a IV etapem rozwoju.
Jeszeze wiekszg strate N ogoélnego obserwuje sie w materiale ekstraho-
wanym acetonem.

We frakcji zwiagzkéw azotowych rozpuszezalnych w wodzie w czasie
rozwoju maleje wyraznie N biatkowy, a odpowiednio wzrasta N niebial-
kowy i N amidowy.

1. Zmiany N ogolnego

W celu wyjasnienia przyczyn strat azotu oznaczono N ogdlny w lu-
skach i w ekstrakcie acetonowym (tabela 2). Luski odpadaja w czasie
rozwoju rosliny i azot w nich zawarty mie byt oznaczany w roélinach z III
i IV etapu rozwoju. Po uwzglednieniu ilosci azotu zawartego w tuskach
jego utrata okazala sie nadal wyrazna, gdyz miedzy etapem I a IV wy-
nosita 73 mg N/100 nasion, co stanowi okolo 10°% N ogdlnego zawartego
w nasionach spoczynkowych.

Ubytek N ogélnego w poréwnaniu z zaobserwowanym przez D a-
nielssona (1951) 9%-owym ubytkiem w kielkujgcych masionach gro-
chu oraz przez Ingle, Beeversai Hagemamna (1964) 20%0-owym
ubytkiem w kietkujacych nasionach kukurydzy nie wydaje sie byé¢ duzy.
Jednakze inni autorzy (Chibmal 1952; Rodionowa 1957, 1960) nie
stwiendzali straty N ogélnego w czasie kielkowania i dalszego rozwoju
szeregu rodlin w wodzie pozbawionej zwigzkéw azotowych.

Zaobserwowang u soi strate N ogoélnego mozna czeSciowo thumaczy¢
dyfuzja poprzez korzenie rozpuszczalnych w wodzie zwigzkéw azoto-
wych. Wydalanie poprzez korzenie szeregu zwigzkéw, a miedzy innymi
aminokwaséw bylo stwierdzane juz wielokrotnie (Frank 1954, Kan-
dler 1951; Mc Kee 1962; Rovira 1956, 1959). Wystepowaly one
w glebie w stosunkowo niewielkich ilo$ciach ze wzgledu na ponowne ich
absorbowanie przez korzenie ro§liny lub zuzywanie przez mikroorga-
nizmy glebowe. Duza objetosé kultury wodnej (5000 m1/200 roslin), ktérg
uzyto do doéwiadczen z soja, sprzyjala zwigkszonemu przenikaniu roz-
puszczalnych w wodzie skladnikéw poprzez korzenie. Drugg przyczyna
ubytku azotu moze byé czeSciowa przemiana w trakcie rozwoju ro$lin,
oznaczalnych zastosowang metodg form azotu, w formy nieoznaczalne.

Azot zwigzkéw ekstrahujacych sie acetonem wystepowal w nasionach
 spoczynkowych i skielkowanych (etap I i III) jedynie w iloSciach $lado-
wych, w roslinach z etapu III byto go juz 15 mg/100 roslin, a w rosli-
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Tabela 2 — Table 2

Strata N ogolnego w czasie rozwoju (w mg N/100 nasion lub roélin)
Loss of total-N during development (in mg N/100 seeds or plants)

i N og()]i:]y' Total-N

Etap |— T - ——
rorwolu | | ‘ Materiat .
st | Surowy [ ekstr. Ekstr.,
age | i .| .
of | materiat fuski |  Strata acetonem aceton. | Strata
develop- | Crud.e Coats ‘ Loss | After Acetone | Loss
ment | Material ‘ aceton extract |
extraction |
I__h____ i —— — e : S
I | 724 | - | 0 I T2 + | 0
Im | 694 — | 30 ' 692 + | 30
111 | 677 | 12 | 35 | 662 15 | 45
v 639 | 12 % 73 | 575 64 83

nach z etapu IV 64 mg/100 ro$lin, co stanowi 10% N calkowitego rosli-
ny. Ten znaczny przyrost rozpuszczalnych w acetonie zwigzkow azoto-
wych jest w gléwnej mierze wynikiem przemiany N aminowego ami-
nokwasow w azot prekursoréw chlorofilu.

2. Zmiany roznych form azobu rozpuszczalnego w wodzie

Jak widaé z rysunku (ryc. 2) w trakcie rozwoju soi od etapu I do
etapu IV zachodzi staly ubytek N ogoélnego. Ubytek ten spowodowany
jest omowiong uprzednio utratg N ogoélnego rosliny oraz wzrostem za-
warto$ci zwigzkéw azotowych nie ekstrahujgcych sie wodg.

Rosliny
Etap pierwszej pary
lisci (V)
Rosliny
Ftap liscieni (M)

Nasiona
skielkowane (11}

Nasiona
spoczynkowe (1)
100,mg N

B! W @3 84 [0

Rye. 2. Zmiany roznych form azotu w pierwszych etapach rozwoju soi (w mg N/100 roslin)
Frakcja rozpuszezalna w wodzie: [ — N-ogdlny; 2 — N-bialkowy; 3 — N-niebiatkowy, 4 — N-amidowy; 5 — N-ogolny
frakcji nie rozpuszczalnej w wodzie
Fig. 2. Changes in different nitrogen forms during early stages of soybean development

Water soluble fraction: I — Total-N, 2— Protein-N; 37— Non-protein-N; 4 — Amide-N; 5— Total-N of wate
insoluble compounds
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W czasie badanych etapéw rozwoju zachodza zasadnicze zmiany
w iloséci N bialtkowego i niebialkowego. W etapie I ilos¢ N miebialko-
wego stanowi zaledwie 14%p iloéci N bialkowego, natomiast w etapie IV
jest go szes¢ razy wiecej niz N bialkowego. Zmiany te, nieznaczne mie-
dzy I i II etapem rozwoju zachodzg intensywnie miedzy etapami II
i IIT oraz IIT i IV. Szybkiemu zanikowi rozpuszczalnych w wodzie biatek
towarzyszy widoczny przyrost N ogolnego zwigzkéw nierozpuszczalnych
w wodzie, miedzy innymi bialtek strukturalnych nowopowstajacych ko-
morek.

Miedzy I i IV etapem rozwoju obserwuje sie réwniez ponad dwukrot-
ny przyrost rozpuszczalnego w wodzie N amidowego. Zwiekszanie sie
ilosci N amidowego, mieznaczne miedzy I i II etapem rozwoju, najin-
tensywniej zachodzi miedzy II i III etapem, a nastepnie maleje miedzy III
i IV etapem rozwoju rosliny. Nalezy jednak zwrocié uwage na stosunkowo
duza ilosé bialek (ktére réwniez zawieraja azot amidowy), w etapie III,
a niewielka ich ilos¢ w etapie IV. Wskazuje to, ze miedzy etapami III i IV
zachodzg nadal intensywne przemiany w obrebie zwiazkéw azotowych,
charakteryzujgce sie dalszym wzrostem ilosci asparaginy.

Jest rzeczg znang, ze rozpad bialek zapasowych w czasie kielkowa-
nia zachodzi przy réwnoczesnym mnagromadzaniu sie nieskoczasteczko-
wego N amidowego (Dunn, Cannien, Shankman, Block 1948;
Panalaks, Smith, Walker 1963; Yemm 1949). W gromadzg-
cych sie niebiatkowych zwigzkach azotowych w czasie pierwszych sta-
diéw rozwoju soi na $wietle N amidowy zawarty jest prawie wylgcznie
w asparaginie. Otrzymane wyniki jak réwniez wezesniejsze wyniki P a-
nalaksa, Smitha i Walkera (1963) wskazuja, ze do etapu roz-
woju liscieni udzial proceséw fotosyntezy w ogbélnym metabolizmie
zwigzkow azotowych jest jeszcze nieznaczny.

3. Zmiany w obrebie rozpuszczalnych w wodzie bialek

Rozpuszezalne w wodzie zapasowe bialtka nasion soi ulegaja w czasie
rozwoju rofliny nie tylko omoéwionym uprzednio przemianom iloscio-
wym, charakteryzujacym sie ich szybkim ubytkiem, ale réwniez i prze-
mianom jakosciowym, ktore daty sie wykazaé za pomocg sgczenia mole-
kularnego na kolumnie Sephadex G-200. Analizie poddano rozpuszczalne
w wodzie bialka nasion spoczynkowych oraz liScieni rolin z IIT i IV
etapu rozwoju. Uzyskane wyniki przedstawiono na rysunkach (ryc. 3a,
3b, i 3c).

Rozpuszezalne w wodzie biatka nasion (ryc. 3a) rozdzielily sie na
cztery frakcje, przy czym najwiecej ich bylo we frakeji pierwszej i dru-
giej, liczge wedtug kolejnosci wyplywu. Swiadezy to, ze zapasowe bial-
ka masion soi sa zwigzkami o duzej masie czasteczkowe].
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Ryc. 3a, 3b, 3c. IloSciowe zmiany bialek rozpuszczalnych
a-— nasiona spoczynkowe, b —liscienie roélin ze stadium III, ¢ —liscienie roslin ze stadium 1V,

Fig. 3a, 3b, 3c. Quantitative changes in soluble proteins

a — Dormant seeds, b — Cotyledons of the stage III of development, ¢ — Cotyledons of the stage 1V of develop-
ment
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Ilos¢ aminokwaséow siarkowych we frakeji drugiej wynosi 2,85%0 su-
my wszystkich aminokwaséw, za$ we frakeji pierwszej 2,1%. Jezeli roz-
dzial przeprowadzano buforem bez dodatku merkaptoetanolu ilosé bia-
tek we frakeji drugiej wyraznie si¢ zmniejszata, a we frakcji pierwszej —
zwiekszala. Wskazuje to na obecnos¢ grup sulthydrylowych w bialkach
drugiej frakcji i tworzeniu sie przy braku srodkéw redukujgcych most-
kow siarczkowych miedzy rancuchami poszezego6lnych czgsteczek bial-
kowych.

Rozdzial rozpuszczalnych w wodzie bialek liScieni z etapu rozwo-
ju III (ryc. 3b) wykazal znaczny spodek zawartosci bialek wysokoczg-
eteczkowych. Najdalej idgeym zmianom ulegly biatka zawarte w liscie-
niach rodlin ze stadium rozwojowego IV (ryc. 3c). Zanikly wystepujace
w nasionach biatka o duzej masie czasteczkowej, natomiast wzrosta ilo$é
bialek niskoczasteczkowych.

Odrebnosé nowopowstalych rozpuszezalnych bialek pedéw i korzeni
w porownaniu z biatkami zapasowymi nasion ujawnia sie réwniez w za-
wartoéci azotu amidowego. W bialkach nasion ilos¢ jego wymosi 9,600 N
ogoélnego w bialtkach liscieni wzrasta do 10,7%, natomiast w bialkach
pedéw wymnosi tylko 5,4%, a w biatkach korzeni 4,8°/0 N ogélnego danej
tkanki. Uzyskane wyniki zblizone s3 do podanych przez Yemma (1956)
wartoéci dla mieszaniny bialek cytoplozmatycznych i chloroplastowych
roslin stragczkowych. Duza procentowa zawartosé N amidowego bialek za-
pasowych liscieni wskazuje, ze bialtka te traca grupy anudowe dopiero

w czasie hydrolizy.

4. Zmiany w obrebie rozpuszczalnych w wodzie niebiatkowych
zwigzkéw azotowych

W etapie rozwojowym I ilo$¢ azotu zwigzkéw niebialkowych wymosi
12%, a w etapie IV 82% azotu rozpuszczalnego w wodzie, co wskazuje
na prawie calkowity zanik biatek zapasowych miedzy etapami I i IV,

Analiza niebialkowych zwigzkéw azotowych wykazala, ze gléwnym
ich sktadnikiem w etapie III i IV jest asparagina. Ilo§¢ N amidowego aspa-
raginy w I etapie wynosila tylko 1,1 mg/100 nasion, w etapie III —
65 mg, zas w etapie IV — 106 mg/100 roslin (tabela 3).

Ogoélna ilos¢é azotu asparaginy w IV etapie wynosi zatem 212 mg
i stanowi 70% azotu rozpuszczalnych w wodzie niebialtkowych zwigz-
kéw azotowych. W przeciwienstwie do asparaginy ilo$é¢ glutaminy zmie-
nia sig stosunkowo nieznacznie. Wskazuje to, ze w metabolizmie soi glu-
tamina odgrywa mniejszg role niz asparagina.

Ilo$é azotu soli amonowych w badanych etapach rozwoju soi jest nie-
znaczna.

Dalsze zréinicowanie form N niebiatkowego przeprowadzono za po-
mocg rozdzielania zwigzkéw azotowych frakeji niskoczgsteczkowej na



188 R. Skérko, I. Chmielewska

Tabela 3 — Table 3

Azot réznych form zwiazkéw niskoczasteczkowych (w mg N/100
roslin)
Nitrogen of different forms of low molecular weight compounds
(in mg N/100 plants)

Forma azotu Etap I Etap III Etap IV
Nitrogen form Stage 1 Stage III Stage IV
| !
mEbakowy 6 20 | 310
non protein . i |
B oowy L oos | 28 32
ammonium ;
Ay S50 1,1 65,0 106,0
amide Asp ! ’ ’
amidowy Glu
2,2 10,8 7,0
amide Glu
inne formy | 589 151,4 1938
others |

Tabela 4 —Table 4

Zawarto$¢ N ogélnego i Ny, we frakcji amfolitowej i nieamfolitowej (w mg N/100 nasion lub
roslin)
Total-Nnp, in ampholytic and non-ampholytic fraction (in mg N/100 seeds or plants)

Frakcja | Forma azotu Etap I ; Etap IV
Fraction Nitrogen form Stage I i Stage 1V
Amfolitowa ] N-og6lny — Total N | 58,5 l 2743
Ampholytic | NN, * wolny — Free Nng, 20,5 : 124,0
| N, zwiaz. — Bound Nng, 16,2 ; 9,0
= |
Nieamfolitowa | N-ogélny — Total-N 6,5 | 29,7
Non-ampholytic NnH, zwiaz. — Bound Ny, 3,8 ! 12,3

kolumnie kationitowej na frakcje amfolitowg i nieamfolitowg. Badania
przeprowadzano na nasionach (etap I) i roélinach z etapu rozwoju IV.
Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli 4.

Zwraca uwage, ze mimo znacznego wzrostu N ogélnego zwigzkow
niskoczgsteczkowych w czasie badanych etapéw rozwoju soi stosunek
N ogolnego frakcji amfolitowej i nieamfolitowej ulega tylko nieznacznej
zmianie. Znaczny wzrost N aminowego wolnego w etapie IV nalezy przy-
pisa¢ wzrostowi ilosci asparaginy.

Miedzy etapami I i IV obserwuje sie prawie qufkrdtny spadek N ami-
nowego zwigzanego frakcji amfolitowej, natomiast trzykrotny wzrost
N aminowego zwigzanego frakcji nieamfolitowej. Na tej podstawie moz-



Metabolizm azotowy w rozwoju soi 189

na by wysnué¢ przypuszczenie, ze aminokwasy lub peptydy z zablokowanag
grupa aminowa odgrywaja jakas role w metabolizmie azotowym soi. Nie
jest wykluczone, ze s§ miedzy nimi tRNA-aminokwasy lub tRNA-peptydy.

5. Rozmieszczanie sie poszczegblnych form azotu w réznych
czes$ciach rosliny.

W celu zbadania prizemieszczania sie poszezegblnych form zwiazkow
azotowych przed przygotowaniem do analiz podzielono rozwijajgce sie
rosliny (etap III i IV) na trzy czeSci: liScienie, cze$é pod- i nadliscieniowsg

Etap liscieni ()

Erap pierwszej
pary lisci (V)

100mg.N
W 72 O3 54
Ryc. 4 Rozmieszczenie poszczegbdlnych form azotu w réinych czesciach roéliny (w mg N/100

rolin)
I — N-bialkowy rozpuszczalny w wodzie, 2— N-niebiatkowy mzpuszcmlny w wﬂdzw 3—N nierozpuszczalny
w wodzie i acetonie, 4 — N-amidowy rozp Yy W d.

Fig. 4 Distribution of nitrogen forms in various parts of the plant (in mg N/100 plants)

1 — Water-soluble protein-N, 2 — Water-soluble nonprotein-N, 3 — Acetone and water insoluble-N, 4 — Water-
-soluble amido-N

(dalej nazywang pedami) oraz korzenie. Wyniki przedstawiajace udzial
wagowy poszczegblnych czesci oraz zawartos¢ w mich réznych form
azotu zestawiono w tabeli 5 oraz na ryc. 4.

W korzeniach nie daje sie zaobserwowa¢é istotnych réznic w bada-
nych frakcjach azotowych, natomiast w liScieniach nastepuje znaczne
obnizenie sie zawartosci N og6lnego (od 429 ml N/100 ro$l. w etapie III,
do 172 mg N/100 rosl. w etapie IV). Analogicznie do obnizania sie za-
wartosci N ogélnego maleje zawartosé azotu zwiazkéw rozpuszczalnych
w wodzie.

Ubywajgcy z liScieni azot jest przetransportowywany do pedéw po-
wodujac znaczny przyrost N ogolnego, gromadzacego sie gléwnie w po-
staci niskoczgsteczkowych zwigzkow azotowych. Jak juz zaznaczono
przewazajgcym ilosciowo skladnikiem tej frakcji jest asparagina. Za-
warto§é bialek rozpuszezalnych w wodzie nie ulega w pedach zasadni-
czym zmianom.

Poréwnanie podawanej w literaturze zawartosci kwasu asparagino-
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Tabela 5—Table 5

Masa i zawarto$¢é roznych form azotu w poszczegdlnych czgéciach 100 roslin
Content of different nitrogen forms in and the weight of individual parts of the 100 plants

R. Skérko, I. Chmielewska

Po eksr.r:gl:ii Retos Frakcja rozpuszczalna w wodzie
. Water-soluble fracti
Etap. Nr préby i czesé S;;:z: After acetone extr, fier-sosubie fraction
- roéliny : N-ni
o] Sample No and ::::I s N-ogol- masa | N-osél- N-bial- hinlil'::- N-ami-
deve- part of a plant : oy . ny ks wy dowy
lop - weight | N | VeBMt 1 eiN | P | non pro- | amide-N
1- g S g g tein-N | ein N i
) . mg mg
a | 333 6,9 440 42 293 183 101 52
1 b | 397 2,6 150 1,5 121 21 98 37
c | 194 1,2 52 1,0 27 6 19 9
a | 388 6,0 416 3,8 282 186 91 54
2 b | 525 3,4 195 1,9 140 20 115 41
c | 201 1,2 56 1,0 27 6 19 9
o a | 333 72 432 43 301 194 90 50
3 b | 347 25 166 14 117 18 102 38
- c | 199. 1,1 53 1,1 23 5 15 7
a | 334 6,7 443 43 298 215 89 45
4 b | 500 2,9 195 1,7 141 20 122 41
c | 133 0,9 46 1,1 22 5 16 7
a | 342 6,8 408 43 281 185 91 52
5 b | 41,5 33 202 1,8 148 19 117 35
c | 184 0,9 49 1,1 23 5 15 7
. a | 346 6,7 429 42 291 193 92 50
Srednio | 437 2,9 182 1,9 133 20 111 39
mean 18,2 1,1 51 1.1 24 5 17 8
a | 431 3,9 193 1,8 121 32 81 38
1 b | 71,0 53 336 2,5 220 18 201 75
c | 360 1,4 49 05 | 22 4 17 6
a | 457 36 190 1,7 | 116 27 85 34
2 b | 681 54 352 24 224 18 199 79
c | 382 1,3 46 0,5 22 4 17 6
a | 442 3,7 158 1,3 111 28 | 80 | 30
3 b | 564 55 369 213 230 15 207 80
v c | 358 1,2 47 0,5 25 4 21 7
a | 40,1 3,7 153 1.8 120 29 93 33
4 b | 755 5,8 356 2,5 234 16 211 87
c | 252 14 48 0,5 26 4 22 7
a | 41,0 33 169 1.4 126 31 82 37
5 b | 871 5,7 365 25 | 22 17 213 80
c | 271 14 45 05 | 25 4 21 7
. a | 48 3,6 172 1,6 119 29 84 34
Srednio | 916 | ss5 | 356 | 24 | 227 17 | 206 80
e o | 928 1,3 47 0,5 24 4 20 7

a —lidcienie, cotyledons, b — pedy, shoots," ¢ — korzenie, roots.
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wego w bialkach nasion spoczynkowych soi z jego iloScig w asparaginie
wystepujacej w pedach wskazuje, iz przynajmniej polowa tego zwigzku
zostala zsyntetyzowana z metabolitow cyklu kwasow trojkarboksy-

lowych.

Z ryc. 4 widaé, ze z liscieni oprocz azotu bialek rozpuszezalnych uby-
wa rowniez azot bialek nierozpuszczalnych w wodzie, w pedach nato-
miast przy praktycznie stalej i niewielkiej iloci rozpuszczalnego N bial-
kowego przyrasta wyraznie N biatek strukituralnych nierozpuszezalnych
w wodzie. Ubytek bialek nierozpuszezalnych w wodzie z liScieni wskazu-
je, ze i ta forma bialek nasion moze by¢ wykorzystana jako biatko za-
pasowe.

Katedra Biochemii (Wplynelo: 17.7.1967 r.)
Uniwersytetu Warszawskiego

STRESZCZENIE

Przeprowadzono analize zwigzkéw azotowych w pierwszych stadiach rozwoju
soi. Do dodwiadczenn uzyto nasion soi odmiany Warszawska (Glicine hispida Max.
var. Warszawska) ze zbioru w 1964 r. w Stacji Hodowlano-Badawczej THAR Ra-
dzikéw. Badano: nasiona w stadium spoczynkowym (etap I), nasiona skielkowane
o dlugoéci kietkéw 1,5—2,0 em ({etap II), rosliny w stadium rozwojowym liScieni
(etap I1I) oraz ro$liny w stadium rozwojowym pienwszej pary liSci (etap IV). Kiel-
kowanie i dalsza hodowle przeprowadzano w kulturze wodnej na Swietle. Ozna-
czano: N ogolny, N =zwigzkéw rozpuszezalnych w acetonie, N rozpuszczalnych
w wodzie bialek, N rozpuszczalnych w wodzie zwigzké6w niskoczasteczkowych,
N a-NH, frakeji niskoczasteczkowej, N amidowy ogblny, N asparaginy, N glutami-
ny i N amonowy. Analize frakcji azotowych zwigzkéw rozpuszezalnych w wodzie
przeprowadzano w catej rolinie oraz w poszezegblnych jej czeSciach.

Stwierdzono, ze w badanym okresie ro§lina traci 10°% N ogélnego masion spo-
czynkowych. Réwnoczeénie zachodzi synteza i nagromadzanie sie znacznych ilosci
(do 10°% N ogdlnego rofliny w IV etapie rozwoju) rozpuszczalnych w acetonie
zwigzkéw azotowych. W czasie rozwoju soi nastepuje ubytek frakcji wysokoczg-
steczkowe]j rozpuszczalnych w wodzie bialek przy jednoczesnym wzroScie procen-
towego udzialu biatek niskoczgsteczkowych, przy ezym rozpuszcezalne w wodzie
bialka zapasowe fraca grupy amidowe dopiero w czasie swej hydrolizy. Jako mate-
rial zapasowy wykorzystywane sg mnie tylko bialka rozpuszczalne, ale i oczesé
biatek nierozpuszczalnych nasion soi.

Poréwnanie iloéei kwasu asparaginowego zawartego w biatkach zapasowych
nasion soi z ilofcia asparaginy zawartej w roélinie z etapu rozwoju pierwszej pary
lisei wskazuje, iz co naimniej polowa tego aminokwasu zostala nowo zsyntetyzo-
wana. Azot asparaginy (amidowy i aminowy) w etapie rozwoju pierwszej pary
liéei wynosi 60% azotu zwiazkéw rozpuszezalnych w wodzie. Udzial glutaminy jest
nieznaczny. Ilo§¢é wolnych aminokwaséw ulega mieznaczmemu spadkowi w czasie
pierwszych stadiéw rozwoju soi. Iloéé aminokwaséw zwiazanych frakeji miskocza-
steczkowej w badanym okresie rozwoju utrzymuje sie na tym samym poziomie, jed-
nak zmienia sie ich charakter: prawie dwukrotnie maleje ilo§é zwigzanych amino-
kwaséw z wolng grupa aminows, przyrasta za$ odpowiednio ilo§¢ zwigzanych ami-
nokwaséw z zablokowana grupg aminows. Swiadezy to o tym, Ze peptydy lub
aminokwasy z zablokowang grupa aminowg odgrywajs jaka$ role w metaboliZmie
azotowym soi.
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SUMMARY

Nitrogenous compounds were examined in early stages of soybean development.
Seeds of the Warszawska variety of soybean (Glicine hispida Max. var. Warszawska),
1964 crop, from the Horticulture and Research Station IHAR, Radzikow, were used
in these experiments. Fcllowing stages of the seed development were studied:
dormant seeds (Stage I), seedlings with the germ 1.5—2.0 cm long (Stage II), plants in
the “cotyledons” stage of development (Stage III), and plants in the “two primary
leaves” stage of development (Stage IV). Germination and subsequent cultivation
were done in a water culture in light. Determinations of total-N, acetone-soluble-N,
water-solube protein-N, N of the low molecular-weight water soluble compounds,
a-amino-N of the low molecular-weight fraction, total amide-N, asparagine-N,
glutamine-N, and ammonium-N were performed. Amnalysis of the fraction of
water-soluble nitrogenous compounds was done in the whole plant as well as in its
individual parts.

It was stated that, during the period under examination, the plant loses 10%
of the dormant seed total-N. Simultaneously, the synthesis and accumulation of
great quantities (up. to 10% of the total-N of the plant in the stage IV of the
development) of acetone-soluble nitrogenous compounds is going on. Duning soybean
development, a decrease takes place in a high molecular-weight fraction of water-
-soluble proteins accompanied by a rise in the proportion of low molecular-weight
proteins. The water-soluble reserve proteins do mot loose their amido groups then
until they are hydrolyzed. Besides, not only water-soluble proteins, but also some
insoluble proteins of soybean seed, serve as a reserve material.

A comparison of the aspartic acid content in the reserve soybean-seed-proteins
with that in the plant in the “two primary leaves” stage of development shows
that at least half the amount of this amino acid must have been synthetized a new.
In the “two primary leaves” stage of development, the asparagine nitrogen
(amide- and amino-N together) represents 60°% of the water-soluble nitrogen.
Proportion of glutamine is insignificant there. The quantity of free amino acids
gets somewhat lower during the early stages of soybean development. The amount
of bound amino acids of the low molecular-weight fraction keeps constant during
the studied period, their nature, however, being changed: the quantity of bound
amino acids with a free amino group is reduced almost to a half, while the quantity
of bound amino acdids with a blodked amino group is accordingly increased. This
would suggest that peptides and amino acids with a blocked amino group may
play a certain role in the nitrogenous metabolism in soybean.

Department of Biochemistry,
Warsaw University, Warszawa
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