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Nova surovina pre vyrobu penicilinu

P. NEMEC, L. EBRINGER, ]J. BALAN a D. SATURA
(Katedra biochémie a mikrobiolégie SVST, Biologicky tstav SAV, Spojené cukrovary n. p. Sered)

Predpokladom rozvoja priemyselnej vyroby antibiotik bolo zvyienie vytazkov
na_ objemovi jednotku fermentaénej .pddy. Vyskum v tejto oblasti uberal sa
niekolkymi smermi: -

1. Prechod k submerznej fermenticii,

2. Selekcia produkénych kmeriov,

3. Vyskum novych fermentaénych p6d a ich zloZenia.

Nasa prica bola zamerand na hladanie novych surovin pre pripravu fermen-
taénych pdd pre produkciu penicilinu.

V prvych rokoch vyroby penicilinu pouzivali sa pri tejto fermentacii syntetické
pédy. Produkcia antibiotika na takychto pédach bola velmi nizka a vyrobné
naklady neprimerane vysoké. Aj neskorSie pokusy o zostavenie plne definovanej,
syntetickej pddy zlyhali prave na nizkych produkéngch vytazkoch a ekonomicky
netnosnych nakladoch.

Dalsi rozvoj vyroby penicilinu bol podmieneny zavedenim novych faktorov
do vyroby, ako napriklad uplatnenim submerznej fermenticie a pridavku kuku-
riéného vy‘vluhu (v dalsom CSI.) do pdd pri vyrobe penicilinu. Tymito zlepSe-
niami ako aj selekcwu prirodnych kmefiov produkujiicich antibiotikum, podarilo
sa podstatne zvysit vytazky. ,

CSL v pomerne kriatkom case stal sa najpouzivanej$ou Zivinou pre pripravu
fermentaénych péd k vyrobe nielen antibiotik, ale aj inych biologickych prepa-
ratov. Na CSL bola upitana pozornosf uz ddvnejdie, pred pouZfvanim pri
vyrobe penicilinu. Behr (1) uz roku 1909 upozornil na vyhodné vlastnosti
CSL a navrhol, aby sa tito latka pouZivala v mikrobiolégii ako néhrazka nie- .
ktorych drahych pod. N

Vedla vyhodnych vlastnostf CSL pre vyrobu penicilinu stretﬁvame sa viak
asto aj s jeho nevitanymi vlastnostami. Je to heterogénna zmes organickych
a anorganickych latok a kedze vznika ako vedIaj$f produkt pri spracovanf ku{\\
rice na §krob, jeho kvalita byva pri kaZdej vyrobnef 3arZi ind. Pomerne zloilté' -
technolégia mokrého spracovania kukurice na $krob, astd réznorodost
suroviny a vela inych, ¢asto neznémych faktorov, ovplyvnu)e akost a. v, tnoiﬁ‘:
CSL. V désledku nestandardnosti CSL aj vyfazky antibiotika kolf§u v zayuiosu s,
na kvalitativnych vlastnostiach zikladnej suroviny. — iy

CSL okrem analyticky zachytitelngch latok ako aminokyselin, vuam!nov.f i
cukrov, mineralnych latok, kyselin, a to najmi organickych, obsahuje aj nede-
finované latky, ktoré pésobia stimulaéne na rast mycélia ako aj na prodﬂkdu -~
antibiotika. Je velmi pravdepodobné, ze CSL obsahuje aj létky pﬁloblace inhi-- g

bi¢ne na rast mycéha aj na produkcm antxblouka (2).



Nézory autorov na vplyv CSL pri vyrobBe penicilinu boli rézne, ale viésina
autorov zastidva nédzor, Ze CSL je hlavne zdrojom aminokyselin. Podla viacerych
autorov (3) v. CSL nach4dza sa nasledovngch 11 volngch aminokyselin: .

Znaény obsah: glykokol, alanin, valin, leucin } ‘

mensi obsah: lyzin, tryptofan, prolin, kyselina asparigovd a kyselina
glutamova

najmensi obsah: arginin a histidin.

Pyle (3) nasiel vietky tieto aminokyseliny aj v mycéliu, pestovanom para-
lelne na syntetickej péde a prisiel k uzaveru, e CSL ma pozitivny vyznam
. pre produkciu penicilinu, okrem iného ako zdroj aminokyselin, takZe produkény
- organizmus ich nemusi syntetizovat. v

Kvantitativne zastipenie aminokyselin v jednotlivych 3arziach CSL viak
kolife a to v zavislosti od vy3Siespominanych faktorov. Chemické kritéria na
posudzovanie kvality CSL nie sii dostatoéné. Je mozné iba priblizne odhadniut
~akost CSL podla analyticky zistenych tddajov o obsahu aminokyselin, kyseliny
mlieénej, popolovin, z kvantitativneho pomeru aminodusika a celkového dusika.
Takito klasifikicia CSL je teda netiplnd a nedokonald. Posudenie vhodnosti
kazdej vyrobenej Sarfe CSL sa viak previdza a% na zaklade vyfazku antibiotika
po pokusnej fermentacii. Aj tu si &asté rozdiely medzi laboratérnou fermentaciou
a vyrobou vo velkom. )

Okrem kolisania kvality CSL, v naSich pomeroch sa pridruZuje aj dalsia
nevihoda — nedostatok zakladnej suroviny, t. j. kukurice, ktord vicSinou
dovazame. . :

Otizka CSL je tesne spojend s otdzkou prvovyroby a zuZitkovania Skrobu.
Aj ked u nas vdaka pldnovanému hospodarstvu Skrob mi svoju pouziteInost,
nie je tomu tak v kapitalistickych $tatoch. Napriklad v niektorjch oblastiach
USA spracuji tolko kukurice na $krob pre zvysent potrebu CSL, Ze aj napriek
virobe velkého mnozstva Skrobovych derivatov nevedia, éo si so $krobom pogat.

V désledku nevyhod spojenych s otizkou CSL zadalo sa pracovat jednak na
zlepSeni CSL, jednak na hladani novych surovin s lep§imi vlastnosfami. Cielom
nasej price bolo najst takd nativnu zlozku pre kultivaént pddu, ktora by davala
vytazky antibiotika aspoii tak vysoké, ako pouzivané pédy s CSL. Latka nahra-
dzujica CSL m4 mat podla moznosti §tandardnejsie zloZenie a vlastmosti. Je
samozrejmé, Ze sme pri tom museli braf do tvahy aj faktory hospodédrnosti
a tedy moznost jednoduchej pripravy tejto litky z lacnych, podla moZnosti
odpadovych surovin.

S problémom CSL v savislosti s produkciou antibiotik zalali na celom svete
hladat nahradu tejto suroviny. Nativne latky, v mikrobiolégii vieobecne pouzi-
vané, napr. pepton, trypton, kvasniény extrakt, davali podstatne nizSie vysledky
aj po pridani anorganickych solf a glukézy. '

Zaujimavé vysledky dosiahol Foster a spol. zamenenim CSL mikou z bavl-
_nfkov§ch semien. Ukazalo sa, Ze bavinikova mika obsahuje viac derivatov kyse-
- liny fenyloctovej (fenylalanin) ako CSL. Podla Stanleya (4) tieto pédy
's bavlntkovou miackou sa viak fazko filtruji. Navrhuje miacku predbezne extra-
hovat vodou tak, ze sa bavinikova ma¢ka autokldvuje dve hodiny pri 122 °C,
-nechd sa sedimentovat a pouZiva sa v tejto forme. Odpadajici vodny extrakt
je milo 4&inny ako zlozka fermentadnej pddy, extrahovani miacka viak dava

.. v§borné vysledky.

“Zaujimavé je, ¢ va&¥inou boli patentované pripravky do fermentaénych pdd,
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vyrobené z typickych, mozno povedaf néarodnych surovin. Naprlklad Fini na-
vrhuji pouZit extrakty ihlic 1hhénatych stromov pre fermenta&né pédy (5).

Dalej literatira uddva pouzivanie réznych inych extraktov do fermentaénych
péd, napriklad hydrolyzatov korefiov kok-sagyzu (6), extrakty a mutky z ara-
chisu atd. ZvySenie vyfaZnosti fermenticie a skritenie fermentaénej doby sa da
podla $panielskeho patentu dosiahnut pridavkom hydrolyzovanych kli¢kov zo
semien svitojanského chleba (Ceratoria siliqua) (7). V Indii pouzfvaji hydro-
lyzaty zémotkov hodvébnika ako zdroj aminokyselin do fermentaénej pdédy (8).
Dale] st patentované navrhy na pouzitie réznych Zivoéi§nych Zzliaz, vnutornych
orgdnov zvierat najmi vo forme hydrolyzatov, napriklad z ryb, ktoré sd zdrojmi
dusika. Spracovanie je jednoduché, napr. morské ryby sa hydrolyzuja 2%-nym
ldhom. Z odfiltrovaného hydrolvzatu okyselenim miner4lnou kyselinou na pH 4,0
odstranime bielkoviny. Christensen (9) navrhuje pridavat do fermentaé-
nych péd produkt enzymatického rozkladu niektorych &asti zvieracieho zaiiva-
cieho traktu, napriklad odtuénené a vysuSené tenké &revo a Zzaludok, rozlozené
pepsinom a trypsinom. Markov a Bogdanov ziskali vhodni pddu vyluhovanim
s6jovych bobov vo vode s pridavkom NaCl.

Ako vidno, price o nahradeni CSL pojednavajéi o nihrazkach bud kemplex-
nych, alebo len o ndhrade niektorej z jeho hlavnych zloziek, t. j. dusfKatych
a uhlikatych zdrojov.

Pri pouziti CSL ako hlavny zdroj energie sa pridavala jednorizove glukéza. .
p dP g

Spravne zlozenie a vybalancovanie uhlikatych zdrojov v Zivnych pédach zaru-
tuje tspeSni produkciu antibiotika za predpokladu spravneho pomeru ostatnych
zloziek. Nevyhody pri pouZiti. glukézy spodivaji najmi v jej rychlej utilizova-

telnosti plesiiou a rychlou oxydaciou na kyselinu glukénovi. Pre dspesnd vyrobu

penicilinu “je dolezité, aby sa v procese fermenticie udrzalo také pH pédy.
ktoré je optimalne pre prisluint fazu tvorby penicilinu. NaruSenie metabolizmu
plesne pod téinkom tych alebo onjych zmien v pdéde éasto. spdsobuje zmeny
v pH, &0 sa samozrejme odriZa na produkcii penicilinu. Prave uhlohydraity
hraji v tejto stranke metabolizmu plesni podstatni tlohu. Dalfou nevyhodou

glukézy je, ze s latkami nachodiacimi sa v CSL tvori glukozamin, ktory m4i -

podla niektorjch autorov inhibiény wéinok na produkcm penicilinu a preto sa
postupne preslo na laktézové pddy. Neskér sa zistilo, Ze periodické pndavame
glukézy zvysi produkciu penicilinu.

Soltero a Johnson (10) zistili, Ze perlodlcke pndavame 04% glukézy
kazdych 12 hodin diva vytazky penicilinu zhodné s vyfaZkami na kontrolnej
laktézovej pode. Periodické pridavanie 0,03% glukézy za hodinu (alebo 0 0367]
sacharézy) zvy§i produkciu pemcxhnu a7 dvojnisobne vzhladom ku kontrole.
Nogutia Arao (11) zistili, Ze optunalne davky zdrojov uhlika, zodpoveda-

1uce maximéilnemu vyfazku antibiotika si u glukézy 0,013% kazdd hodinu

po¢nic 75. hodinou kultivicie. Ak sa pridavala laktéza, bola produkcia peni-
cilinu ovela niz§ia ako v kontrole, t. j. v pdde laktézovej, kde laktéza bola pri-
dani jednordzove na zafiatku fermenticie.

Podobne ako glukoza, mézu  sa periodicky prldévat aj iné cukry, napna ;

sacharéza, -ale aj galaktoza xyléza, sorbdza a $krob.
Nova etapu pri §tddiu metabolizmu plesni znamena zavedeme tukov,. relp

mastnjch kyselin ako hlavngch zdrojov uhltka a energie. Perimiann a Lang— ‘

lykke (12) navrhuji zamenit v péde cukry olejami, pri &om obsah :eukrov...
musf byt pod 1,25% a zbytok do 2% pnpada na oleje. Osved&ili 3a séiovy

,5.89.



bavinikovy, lanovy, podzemmcovi a iné oleje, ktorych pridavok do- fermentaénej
pody mal za nasledok zvy$enie produkcie pemcllinu \Y patentoch firmy Squibb
.~ sa zd6raziiuje, Ze pre produkcm _penicilinu mézw byt dspeine asimilované len
* tuky alebo mastné kyseliny, obsahujice aspofi 14 atémov uhlika. Hickey (13)
zistil, ze pridanie kyseliny olejovej alebo jej netoxickych kovovych solf v kom-
bin4cii s fenylacetamldom zvy§uje produkcm penicilinu. Japonci Ishida a spol.
{14) dokazali, ze koncentracia 0,1 —0,7% séjového alebo ricinového oleja stimu-
. lujd produkciu, ak sa pridaji v prvyjch 24 hodinich fermentacie. Ked sa
pridaji neskdr, vo fazi fermentacie, kedy sa uZ tvori penicilin vo vdéSom mnoz-
stve, oleje spdsobuji abnormilne podmienky, penenie, nepravidelné zmeny
-pH a autolyzu mycélia. Abnormality variruji s typom oleja. Yasuda a spol.
(15) dokazali, Ze autolyticky wuéinok séjového oleja, resp. injch olejov bol
' sprevadzany zvySenou aktivitou lipdzy a nahromadenim amoniaku. Autolyze
mozno predist pridanim 0,1% kyseliny octovej, alebo 0,05 az 0,1% kyseliny
boritej, resp. upravenim vychodzieho pH na 4,5. Tieto zasahy inhibuji &innost
lipazy, ktord je naopak aktivovanid amoniakom a siranom aménnym.

Dentice di Accadia Filipo (16) dokizal, 7e z &stych triglyceridov
triolejin ako jediny zdroj uhlika a energie daval vytazky penicilinu podobné,
ako kontrolnd péda CSL — laktézova. Samotny tripalmitin a tristearin mal
inhibiény aéinok na vzrast mycélia a produkciu penicilinu. Pridanie tripalmitinu
a tristearinu spolu s triolejinom vSak zvysilo produkciu penicilinu vysoko nad
kontrolu. Zo Zivoéisnych tukov sa na]lep31e osvedéila bravéova mast, aj ked
vieobecne moZno povedaf, ze rastlinné tuky sa lep§imi zdrojmi uhlika a energie.
Noguti (17) poukazal na to, Ze je vyhodné pouzivaf ori fermentacii penici-
linu nasledovné oleje: séjovy, bavinikovy, kukuriény, ricinovy, arachisovy a la-
novy.

Z doterajsieho prehladu je vidiet, Ze vela autorov sa pokusalo rie§it otazku
nevyhod CSL jednak odstrafiovanim zapornjch vlastnosti CSL a jednak hlada-
nim nihrad za CSL. Pri naSej praci sme hladali takd vhodni vychodziu suro-
vinu, ktord by sa nachadzala v nasich pomeroch v dostatoénom mnozstve a ktora
by aj po ekonomickej stranke bola vyhodni. Zo zrovnavacieho preSetrenia
zlofenia zfn kukurice a inych obilovin, najmd pSenice sme pri§li k tvahe,
Ze odpadové produkty pri spracovani pSenice na miku — p3eniéné otruby
obsahuji vietky doleZité latky potrebné pre fermenticiu penicilinu. V tejto
nadej tivahe nis podporila aj skutoénost, Ze na vlhkych obilnych otrubich uz
ddvnejsie sa prevadzala kultivicia plesni nielen za aéelom ziskania antibiotik

- (jeden z prvych spdsobov vyroby penicilinu), ale aj inych, napriklad enzyma-
tickjch preparadtov z plesni. P3eniéné otruby obsahuji vietky délezité latky
pre kultiviciu mikroorganizmov: bielkoviny, uhlohydraty, tuky, minerdlne latky
a vzrastové faktory.

V nafej praci zamerali sme sa na zistenie vhodného spdsobu tupravy latok

" nachodiacich sa v otrubich, ako aj na pripravu novej fermentaénej pédy pre

. vyrobu penicilinu. Na zéklade poznatkov o funkcii mastnych kyselin pri pro-

’:lukcii penicilinu pokdsili sme sa pripravit pddu vhodnou kombinaciou pSenié-

nych otrGb a olejnatych semien. Ako zdroje mastnych kyselin sme wyskasali
tieto olejniny: lan, konope, slnelnica, ricinus, arachis, ako aj niektoré semena
8 vysokym obsahom tukov, napr. semeni $ipok a hrozna.

NN ekonomxckych dbévodov sme si pre dalfie prace vybrali najmid tabakové
' seieno, “ktoré je doteraz elte Gplne nevyutitou surovinou. Na Slovensku je

¥

590



’

pldnované plocha priblizne 6.000 ha na pestovanie tabaku. Z hektdra tabakovej
kultiry sa zozbiera 400—600 kg tabakovych semien, &iZe roény zber by bol
miniméalne 2.400 ton. Z tohto mnozstva sa zbiera na osivo a lisovanie iba
mala &ast (18, 19). Pri rozhodnuti pouZfvat tabakové semeno pre vyrobu Zivnych
péd hrala podstatnd alohu aj skutofnosf, Ze zrelé tabakové semeno je jedinou
rastlinnou éasfou tabaku, ktord neobsahuje nikotin (20, 21).

Material a metédy

Pri hladani vhodnej metédy pre ziskanie vhodnych Zivin z pSeniénych otrib
a neskoér aj z olejnatych semien. sme po mnohjch pokusoch dosli k uziveru,
ze najvhodnejiia je metéda fermentativnej extrakcie pomocou termofilnjch -
laktobacilov. . :

Typicka priprava vyluhu z p3eni¢énych otrb v laboratérnom meradle prebieha
nasledovne: .

Pseni¢éné otruby, neskor§ie aj rozdrtené olejnaté semend sa podrobia spontinnej
fermentécii pri teplote 50 —52 °C za pridavku superfosfiatu a kyseliny mlieénej.
Termofilné baktérie (Thermobacterium cereale), ktoré stt na otrubach, zapridinia
burlivd fermenticiu uZ niekolko hodin po zadati fermentativnej extrakcie. Pri
tejto fermentdcii sa 3tepia bielkoviny, odburavaji sa cukry a polypeptidy. Za
staleho stipania obsahu kyseliny mlietnej vo fermentujiicej zmesi dochddza
k rozmmnoZovaniu laktobacilov. Po 48 —72 hodindch dochadza pod vplyvom
vysokej koncentracie kyseliny mlieénej prakticky k zastaveniu fermentaénych
pochodov. Poéas fermentécie klesd mnozstvo celkovych cukrov vo vyluhu a klesd
aj mnozstvo neredukujtcich cukrov. Prvych 24 hodin v$ak. vo filtrite stipa
mnozstvo neredukujicich cukrov a po 24 hodinach ich obsah zaéne prudko klesat.
Obsah aminodusiku i celkového dusiku poéas celej fermentacie stiipa a podobne
stipa aj obsah sufiny a §pecifickd vdha vyluhu. Produkovanou kyselinou mlieé-
nou sa pH vyluhu zniZuje a medzi 48—72 hodinou sa ustili okolo hodnoty
pH 3,0.!

Po 72 hodinach fermenticie sa zmes odfiltruje cez gdzu a filtrdt sa pouZiva -
priamo ako zdroj Zivin pre pripravu fermentaénych pdd. Ziskany vyluh moino
pouzivat bud priamo, bez zahustenia, alebo sa méZe vikuove zahustit na
50—60% susiny. Takyto zahustenj vyluh moZno dlhdi &as skladovat a pouZivat
podobnym spésobom ako CSL. :

Pre pripravu vyluhu sme najéastejiie pouzivali tieto prisady:

voda 10.000 ml
pSeni¢éné otruby 2.000 g
rozdrtené olejnaté semend v 200 g
superfosfat ‘ 132 g
kyselina mlie¢na 50%-na 60,0 g

Fermenticia prebieha v termostate pri teplote 50—52 °C za ob¢asného pre-
mieSania. _ ’

Prvé pokusy s pouZitim vyluhu z p3eniénjch otrib bez pouZitia olejnatych
semien neboli tispeiné a produkcia penicilinu bola niZ8ia ako produkcia antibio-
tika na pédach s CSL. Toto platilo najmd pre kmene s vysokou produkénou
schopnosfou. Produkcia antibiotika pri povrchovej kultivdcii a pri pouzivani
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nfzkoprodukéngch kmefiov sa bud vyrovnala produkcii na pédach s CSL,
alebo bola dokonca vyssia.

Sériou mnohych pokusov sme sa presvedéili, Ze pridavkom réznvch olejnatych
semien do fermentujiicej zmesi mozno vyrobit vyluhy, ktorych vlastnosti st ovela
lep§ie ako vlastnosti vyluhov zo samotnjch pseni¢nych otrib.

Zd4 sa, e zvySenie produkcie antibiotika treba pripisat najmi obsahu vyssich
mastnych kyselin vo vyluhoch. Tieto sa v priebehu fermenticie dostand z olej-
natych semien do vyluhu. Preskasali sme cely rad réznych moZnjch zdrojov
mastnych kyselin, najmi semend ricinu, 3ipok, slne¢nice, arachidov, hrozna,
konope, lanu, horéice, baviniku a injch. Podobne sme preskasali aj Sroty
niektorych tychto olejnatjch semien ako aj vylisky po priemyselnom ziskani
olejov. Je samozrejmé, Ze bolo treba preskusat jednak rézne sposoby pripravy
fermentovanjch extraktov z tychto surovin, dalej bolo treba zistit rézne vahové
pomery pseniénych otrib a jednotlivich olejnatych semien, dalej rézne kombi-
nicie a moznosti pridivania hotovych vyluhov do fermentaénych pdd pre
produkciu penicilinu. :

Zistili sme, e visina tychto semien ma priaznivy vplyv na tvorbu penicilinu.
Optiméalna davka olejnatého semena sa obvykle pohybovala medzi 10—30%
vzhladom na pseni¢né otruby. U niektorych semien sme pozorovali inhibiény
vplyv na tvorbu penicilinu. Medzi takéto, inhibiéne pésobiace semend patrili
semeni hrozna. Moznost pouzitia jednotlivych druhov vyluhov sme si overili
povrchovou a submerznou kultiviciou produkénych kmetiov.

Rast a morfolégiu plesne sme sledovali na tuhych pédach, ku ktorym sme
priddvali rézne vyluhy. Zistili sme, Ze vyluhy vyrobené s prisadou réznych
olejnatych semien sposobujiit aj intenzivne zmeny vonkajsieho vzhladu kolénii.
(Pozri fotografie 1—7.) -

. Obi. & 1.:.10 diiovs kolénia Obr. & 2.: 10 diiova kolénia

Penicillium chrysogenum Q 176 Penicillium chrysogenum Q ' 176
- na -Wickerhamovej pdde s pridavkom 0,5%  pa Wickerhamovej péde s pridavkom 0,5%
e suSiny CSL. Zvicienie 2x. 2 sudiny vyluhu z pSeni¢énych otrib. Zvicsenie
2 ' . 2x



Obr. ¢ 3.: 10 diiova kolénia
Penicillium chrysogenum Q 176
na Wickerhamovej péde s pridavkom 0,5%
su§iny FEOL-u s obsahom 20% arasidov.
Zvidsenie 2x.

Obr. & 5.:

) 10 driova kolénia
~  Penicillium chrysogenum Q 176
na Wickerhamovej péde s pridavkom 0,5%

su§iny FEOL-u s obsahom 209% sladového

kvetu. Zviésenic 2x.

Obr. &. 4.: 10 diiova kolénia
Penicillium chrysogenum Q 176
na Wickerhamovej péde s pridavkom 0,5%
sudiny FEOL-u s obsahom 209% tabakovjch
semien. Zviéienie 2x.

Obr. ¢ 6.: 10 diiovd koloniu ;
Penicillium chrysogenum Q 176 <
na Wickerhamovej pdde s pridavkom 0,5%
sufiny FEOL-u s obsahom  20% slnetnico-
vych semien. Zviésenie 2x.
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Obr. & 7.: 10 diiova kolénia
Penicillium chrysogenum Q 176
na Wickerhamovej péde s pridavkom 0,5%
susiny FEOL-u s obsahom 20% ricinusovych
semien. ZvicSenie 2x.

Viacerymi sériami pokusov sme zistili, Ze najlepSie vysledky mozno dosiahnut
s vyluhom z p3eniénych otrib a tabakovych semien. KedZe st tabakové semend
viac-menej odpadom, bola by tito surovina vhodnou prisadou do Zzivnych pdd
aj z ekonomickych dovodov. Rozhodli sme sa preto hlbsie preskimat moZnosti
pouzitia vyluhov, pripravenych z pSeni¢nych otrab a tabakovych semien.

Tabakové semend obsahuju:

voda 6—8%
tuk 37—45%
bielkoviny 23—28%
fytin 2.7—3,1%
popol 2,0—6,0%

Chceli sme sa presvedéift o tom, & je spravny nas predpoklad o nutnosti
mlie¢nej fermenticie pocas pripravy vyluhu. Kritkodobou extrakciou za studena
nemozno z extrahovaného materidlu ziskaf dostatoéné mnozstvo extraktu, kym
dlhodoba extrakcia pod 45 °C by mala za nasledok priebeh' nekontrolovatelnjych
mikrobidlnych procesov, ktoré by sa samozrejme odzrkadlili nepriaznivym
vplyvom na jednotnt kvalitu vyluhu. Sterilnd extrakcia otrib a olejnatych
semien by z hladiska vyroby bola prili§ nikladna.

Vychidzali sme z predpokladu, Ze priebeh fermentaéného pochodu pocas
extrakcie pravdepodobne zvysi kvalitu ziskanych vyluhov. Polas fermentécic
totiz dochidza k Stepeniu cukrov a polypeptidov i bielkovin, rozmnoZuji sa
baktérie mlie¢neho kvasenia a dochiddza k mnohym inym, analyticky presne
nesledovatelnym pochodom, ktoré podla tdajov z literatary zlepSuja aj kvalitu
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CSL. Z analégie medzi obidvoma surovinami sme predpokladali, Ze kontro-
lovany fermentaény pochod prebiehajtci pocas extrakcie sa bude priaznivo
odzrkadlovat aj na kvalite vyrobenjch vyluhov z otrib a olejnatjch semien.

Sériou pokusov sme si tento na§ predpoklad overili. Pripravili sme si rad
fermentovanych .a nefermentovanych vyluhov za studena i za tepla. Kvalitu.
tychto vyluhov sme posudzovali podla produkcie antibiotika na pddach pripra-
venych s pridavkom tjchto vyluhov. Pri fermentovanych vyluhoch islo vidy
o vyluhy, pri ktorych do§lo po zahriati zmesi na 50 °C k spontinnej mliednej
fermentécii, zapri¢inenej laktobacilmi pritomnymi na otrubiach. Fermentaény
proces .prebiehal bez akychkolvek tazkosti a pri zachovani spravnej teploty
nikdy nedochadzalo ku kontaminacii cudzimi mikroorganizmami.

Z vyrobenych vyluhov sme si pripravovali jednotnym spdsobom fermentaéné
pédy pre kultivaciu Penicillium chrysogenum Wis. 51 —20 a sledovali sme
produkciu antibiotika pri submerznej kultivicii na rotaénej trepatke. Na porov-
nanie sme si pripravili aj fermentaéné pédy s pridavkom ,3tandardného” CSL.
Fermenta¢né pokusy ndm ukazali, Ze pomocou fermentovaného obilného vyluhu
s pridavkom 5% rozdrtenych tabakovych semien sme dosiahli priblizne o 15%
vys$§iu produkciu antibiotika ako na pédach s CSL. Produkcia antibiotika'na
vSetkjch pddach s pridavkom sterilnych extraktov bola nizsia ako u CSL
a pohybovala sa medzi 57—70% produkcie na pddach s CSL. Kvalitu nefer-
mentovanych vyluhov nezlepsil ani pridavok kyseliny mlie¢nej a ani extrakcia
v pritomnosti tejto kyseliny.

Uvedenou sériou pokusov sme si overili sprdvnost naSej pracovnej hypotézy
a zistili sme, ze sa mlie¢na fermenticia podas extrakcie pSeniénjch otrab a drte
tabakovych semien odzrkadluje priaznivo na kvalite vyluhov. Predpokladdme,
7e zvySenie kvality vyluhu, t. j. zvySenie produkénej schopnosti fermentaénych
pdd .pripravenjch pomocou tychto vyluhov treba pripisat nasledovnym fak-
torom:

1. Nahromadenie laktobacilov vo vyluhu,

2. Odbaravanie bielkovin a polypeptidov,

3. Stepenie cukrov a ziskanie vyhodnejsieho vahového pomeru redukova-
telnych a neredukovatelnych cukrov.

Okrem - uvedenych skuto¢nosti pravdepodobne sa priaznivo odzrkadluje aj
nahromadenie réznych vitaminov, rastovych faktorov a inych metabolitov, ktoré
analyticky neboli sledované.

Experimentalna é&ast

Previedli sme analjzy réznych druhov fermentovanych vyluhov. Sledovali
sme obsah celkového dusiku, aminodusiku, popola, redukujicich a nereduku-
jacich cukrov a pH 5%-ného roztoku vyluhov. Zo ziskanych analytickych
ddajov uviddzame hodnoty pre rézne druhy vyluhov v tabulke ¢ 1. Udaje si
vyjadrené ako percentd vzhladom na suSinu. _

Celkovy dusik sa stanovoval podla Kjeldahla, aminodusik podla van Slykeho,
cukry podla Schoorla, pri éom sa tieto vyjadrovali ako % sachorézy po inverzii.

Vietky vyluhy uvedené v tabulke & 1. boli vyrobené 72 hodinovou fermen-
taciou. »'

Spektrdlnou analjzou sme stanovili obsah prvkov v popole réznych fermento-
vanych vyluhov a v CSL. Prvkové zloZenie popola sa zvySujicim pridavkom
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Tabulka & 1. '
Analytické Gdafe fermentovanych vyluhov z otrib s ptfdavkom tabakovych semien.

Vihovy pomer otrib a tabakovych semien pouzitjch pre virobu vyluhov
Anciym :‘:;iy 95:5 90:10 | 8020 | 70:30 | 60:40 | 50:50
;’gwiff’ 4,08 471 5,70 4,90 495 5,10 4,82
Zf’wglk""ém 3,608 4,677 4,935 4634 4,542 4,721 4933
4 % aminodustku | 1,887 2,536 1,963 2,819 2,833 | 2897 | 2901
% popola | 14,96 17,44 17,36 15,55 1623 | 1593 | 1587
Z‘\’liﬁz‘i‘;’“ redu- | 639 15.41 15,38 15,53 15,82 14,94 16,03
Zﬂl«ﬁ?fiﬂ mere- | 549 2,97 4,35 424 385 372 | 401

tabakovych semien menilo iba v oblasti vedlaj§ich a stopovjch komponent.
V tabulke ¢. 2 uvidzame vysledky spektralnych analyz vyluhu z &istych otrab,
vyluhu z otrib s pridavkom 209% tabakovych semien a pre porovnanie uva-
dzame tiez vysledky spektrilnej analjzy popola CSL. : _

Prvky st v tabulke usporiadané takym spésobom, ze v jednotlivjch riadkoch
a stlpcoch klesa ich obsah v popole z lava do prava.

Jednorozmernou sostupnou chomatografiou stanovili Zelinka a spolupracov-
nici (22) vo vyluhu s pridavkom 209% tabakovych semien nasledovné amino-
kyseliny: '

lyzin, arginin, histidin, kys. aspardgovd, glycin, kys. glutamova, treonin,

alanin, prolin, kys. r-aminomaselna, valin, metionin, fenylalanin, izoleucin

a leucin.

Vsetky tieto aminokyseliny sa podarilo identifikovat horeuvedenym autorom aj
v CSL. Jediny rozdiel v zloZeni aminokyselin CSL je, Ze okrem uvedenych
aminokyselin tato surovina obsahuje eite aj tyrozin.

Tabulka & 2.
Zlozenie popola: fermentovanych vyluhov z otrab a CSL.
Analyzovany . Hlavné komponenty | Vedlajsie komponenty | Stopové komponenty
popol 100—1% 1,0—-0,01% 0,01—0,00001%

Vyluh z é&istych : :
plenténgeh * otrab Ca, Mg, K, Na, P | Fe, Mn],BaSLC:Al, Cu, | V, Nii In, Sr, B
2 )
Vyluh z pien. :
otriib s pridavkom | Ca, Mg, K, Na, P | Fe, Mn, Al, Cr, Cu| Ba, Si, Sr, B, In
20% tab. semien )
CSL Ca, Mg, K, Na, P Fe, Cu, Mn, Si Al, In, B
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Obaah celkového cukru reduku]uceho cukru a netedukujuceho cukru, dalej
celkového dustka a aminodusika, ako aj sufinu, §pecifickti véhu a pH extraktu
sme sledovali potas 144 hodmove] fermentécie zmesi peniénych otrGb s pri-
davkom 20% tabakovych semien (pozri grafy 1—4).

Podobne ako pri hodnoteni CSL aj u naSich vyluhov hovoria analytické
adaje iba malo o Kvalite v§luhu a skutoéné vyhodnoteme ¢i sa niektory typ
vyluhu hodi pre pouzitie vo vyrobe penicilinu, moino previest iba na zaklade
fermentacnych pokusov. KedZe sme vyskum férmentovanych vyluhov z psenié-
nych otriib a ole]natych semien previdzali najmé preto, aby sme nali nahradnd
surovinu pre vyrobu penicilinu, porovnivali sme vidy vyfaiky antibiotika
pri_fermentdcidch na pédach pripravenych obvyklym spésobom s CSL s vy-
fazkami na pédach s nadimi vyluhmi.

Pri laboratérnej fermentacii na rotacnej trepatke sme ako pdédu pre ke
Wis. 51—20 pouzivali pddu nasledovného zlozenia:

CSL (55% susiny) 380 g
laktéza 250 g
CaCOs 9 ous 66 g -
"~ NaaSOs . 04 g
fenylacetamid 05 ¢g
‘vodovodna voda : 1.000,0- ml
s6jovy olej (na banku) 0,05 ml

pH po sterilizacii 5,8 — 62

Pody, v ktorych bol CSL nahradeny na$imi vyluhmi sme pripravovali tym
istym spdsobom, iba sme mnoZstvo priddvaného vyluhu stanovili tak, aby v nasich
podach bol obsah celkového dusika ten isty ako v pédach s CSL.

Pokusne sme zistili, Ze je najvyhodnejsie pouZivat v nafich pédach vyssie
mnozstvo uhligitanu vapenateho Optimélne mnoZstvo sme stanovili na 10,0 g
na 1000 ml pédy.

Obsah penicilinu v pédach sme stanovovali §tandardnou cylindrikovou meté-
dou pomocou testovacieho mikroorganizmu Bacillus subtilis SDPC 1:220.

1

Vplyv dliky fermentdcie na kvalitu vyluhov
z pSeniénych otriab a olejnatych semien

Dokézali sme, e samotni fermentécia vyluhu je délezitd a Ze zlepSuje pro-
dukéntt schopnost péd pripravenych z na$ich vyluhov. Vyluhy ziskané kratko-

* .. dobou extrakciou za tepla alebo za studena (bez fermenticie) davali podstatne

niz§ie vyfaiky antibiotika ako fermentované vyluhy. V dalsich pokusoch sme _
hladali optimalnu dobu fermenticie vyluhu.

Pripravili sme si vyluh z pSeniénych otrtb s prisadou 10% ronrtenych

. tabakovych semien. Polas fermenticie tohoto vyluhu sme odoberali vzorky

. v 24 hodinovych intervaloch. Vyluhy sme odfiltrovali, zistili sme v nich obsah
- -sufiny, aminodusiku, redukujicich a neredukujicich cukrov a priddvali sme

~ vich do fermentacne] pédy v takom mnoiZstve, aby sme vo vietkych pokusnjch’
. radoch~vyrovnali obsah celkového dusika s obsahom celkového dusika v pédach

s CSL.
b ,{-'598' '
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V tabulke & 3 a v grafe & 5 sa uvedené vnlédky testovania pmdukaiepuni— :
cilinu v deti maxxmalne) ptodukcie S A ot -

%
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" Graf & 5.: Produkcia penicihnu na pddach
s pridavkom nezahustenych, rézne dlho fer-
mentovanych vyluhov. Pre- pod.robnmtx pozri

text.

Tabulka &. 3.

Produkcia penicilinu na pddach s pridavkom nezahustenych, rdzne diho fermentovangch
v§luhov.

Ctlo | Ditka fermentdcie vluhu v hodindch Produkcia ‘I’n% m"‘“‘""“‘s csx,k P‘“’d““"“

1. CSL zahusteny - 100

2. 1 63

3. 24 _ 2 119

4, 48 9%

5. x 72 102

6. 96 103 - i )@

F 120 : 95 T

8. 144 103" SN
\



_Ako aj z tabulky & 3 & grafu & 5 vidief, najvghodnejfia f& 24 hodinova

. fermenticia vyluhu. Pédy pripravené z v§luhov fermentovanych ‘dlhsie ned4vali

takd vysokd produkciu penicilinu ako tento vyluh. M4dlé vykyvy produkcie
antibiotika v pédach pripravenych z dlhsie fermentovangch vyluhov s v ramci
experimentélnych chyb. V dallej prici sme sa zamerali vidy na vyluhy fer-
mentované 24 hodin.

Vplyv zahustovania na kvalitu vyluhov

Pracovnd hypotéza tejto price predpokladala, ze by sa vyluhy z p$eni¢njch
otrib a olejnatych semien mohli vyrdbat priamo v zdvodoch vyribajicich peni-
cilin. V takomto pripade by bolo mo#né pouZivat vyluhy priamo po odfiltrovani,
teda bez-vikuového zahustenia. Je samozrejmé, 7e by toto viedlo k znaénému
zlacneniu vyroby vyluhov. Aby sme si overili, ako sa ovplyvni kvalita vjluhov
zahusfovanim, previedli sme sériu pokusov, ktoré priamo nadvizovali na pokusy
popisané v predchadzajiicej casti.

Po odfiltrovani ¢asti fermentujticeho vyluhu v réznych éasovych intervaloch,
sme filtrdit vidy rozdelili na dve &asti, z ktorych sme jednu pouZili priamo
ako pridavok do fermentainej p6dy (pokusy popisané v predchidzajiicej asti),

" kym druhti &ast sme vikuove zahustili pri teplote pod 60 °C. Takto zahustené

vyluhy sme potom pridivali do fermentaénej pédy v tom istom mnoZstve
(vzhladom na sufinu) ako v predollom pokuse. Vysledky tejto série pokusov
st uvedené v tabulke & 4 a v grafe &. 6.

Vysledky fermentacii na pédach so zahustenymi vyluhmi si velmi podobné
vysledkom fermenticii na podach s nezahustenymi vyluhmi. Aj v tomto pripade
je maximélna produkcia na péde s pridavkom 24 hodin fermentovaného vyluhu.

* Pri dlh§ie fermentovanych vyluhoch produkcia klesid. Produkcia na pédach

Tabulla & 4: .
~  Produkeia penicilinu na pddach s pridavkom zahustenfch, rozne dlho fermentovanych obilnjych
. Produkcia v % vzhladom k produkcii
Cislo Dlzka fermenticie vyluhu v hodinich na pode s CSL
1 CSL zahusteng 100
2. 24 124
3. 48 95
4. 72 : 108
5, 9% 97
6. 120 : 83
7. 144 %
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Graf ¢. 6.: Produkcia penicilinu na pédach

s pridavkom zahustenych, rézne dlho fer-

mentovanych vyluhov. Pre podrobnosti pozri
text.

pripravenych zo zahustenych v;"luhov' je prakticky taka istd, ako produkcia na
podach z nezahustenych vyluhov a jednotlivé odchylky moZno povazovat za -
experimentalne chyby. '

Optimédlny pridavok tabakovych semien

Ako sme uZ spominali vy$Sie, preskasali sme cely rad olejnatych semien
a podobnych surovin ako prisadu k vyluhom z pieni¢njych otrtb. Pri tychto
pokusoch sa nam najlepSie osvedéili tabakové semend.

V tejto sérii pokusov sme potrebovali stanovif optimilnu divku tabakovych
semien. Pripravili sme si sériu vjluhov, v ktorjch obsah tabakovych semien
stipal od 5% do 50% (vzhladom na vihu otrib). V tabulke & 5 je uvedené
védhové zlozenie zmesi na pripravu fermentovanych vyluhov (v dalsfom FEOL).

Po 24 hodinich fermenticie sme vyluhy odfiltrovali cez gézu a vékuove
zahustili pri teplotich pod 60 °C. Pri priprave ‘fermentaénjch péd sme prida-
vali jednotlivé vyluhy v mnoistve 3% suliny,kym CSL do kontrolnej rady
baniek sa priddval v mnoistve 2% sufiny. Pri hladani optimilnej koncentrdcie -
nadich vyluhov vo fermentaénych pédach sme totif zistili, Ze najleplie vysledky
d4vaja pédy s pridavkom 3% sudiny nalich v§luhov. ’ e A
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Tabulka ¢&. 5.:

Zlozenie zipar pre pripravu fermentovanych vyluhov pri zisfovanf optimélnei davky taba-
kovych semien, :

Suroviny
Oznaéenie Tabakové . K 3
viluhu Otruby s: ovi Superfosfat m]iegrizhgg% Voda
v 8 ga v g v ml v ml
0 N
FECL 5% 760,0 40,0 5,28 12,5 4000,0
tab. semien . .
| FEOL 10% 7200 | 800 5,28 12,5 4000,0
tab. semien
. .
FEOL 15% 680,0 120,0 5,28 12,5 4000,0
tab. semien .
0 - 5
FEOL 20% 640,0 160,0 5,28 12,5 4000,0
tab. semien
0
FEOL 30% 560,0 240,0 5,28 12,5 4000,0
tab. semien -
FEOL 40%
i g 480,0 320,0 5,28 12,5 4000,0
| FEOL 50%
vt 400,0 400,0 5,28 12,5 4000,0

V tabulke ¢. 6 a grafe & 7 st uvedené vysledky testovania v defi maximélnej
produkcie, t..j. vo §tvrty deii fermenticie.
Tabulka & 6.:

Produkcia penicilinu na pédach s pridavkom fermentovanych vyluhov s réznym mnozstvom
tabakovych semien, .

Produkcia v %
Cislo . Pouzity vyluh vzhladom na produkciu

. . na pdéde CSL
1. '~ CSL 100
2. FEOL — 5% tabakovjch semien 86
3. FEOL — 10% tabakovych semien 9
4 FEOL — 15% tabakovych semien ' 95
“'s, FEOL — 20% tabakovych semien 4 108
6. FEOL — 30% tabakovjch semien : _ 110
R & -| FEOL — 40% tabakovych semien 116
"l 8 | FEOL — 50% tabakovych semien ‘ " 86
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Graf ¢. 7.: Produkcia pznicilinu na pddach

s pridavkom fermentovanych vyluhov s roz-

nym mnoistvom tabakovych semien. Pre
podrobnosti pozri text,

Ako z tabulky a grafu vidiet, najvy§sia produkcia je na pdéde pripravenej
z vyluhu, ktory bol vyrobeny zo 40% tabakovych semien a 60% pseni¢njch
otrub. Z ekonomického hladiska by. vSak takyto vyluh bol fazko pouZzitelny,
pretoze tabakové semend si pomerne drahé. Pri tomto zloZeni vyluhu by taba-
kovych semien ani nebolo dost na krytie nasej celej produkcie penicilinu. Roz-
hodli sme sa preto pracovat dalej s vyluhom, ktory obsahuje 20% tabakovyjch
semien. Produkcia penicilinu na péde s pridavkom tohto vyluhu bola priblizne
rovnakd ako na péde so $tandardnym CSL.

Vplyv defytinizdcie fermentovanych vyluhov

Z pric o upravach CSL je zname, e vysoky obsah fytinu je na zdvadu
kvality tejto latky. KedZe p3eni¢né otruby obsahuju velké mno#stvo fytinu,
ktory pri fermentativnej extrakcii méze prejst do roztoku, rozhodli sme sa
prefetrif, ¢ by sa jeho odstranenim nepodarilo zvy§i produkéni schopnost
nafich vyluhov.

Odstraiiovanie fytinu sme prevadzali nasledovnym spdsobom:

V odfiltrovanom - v§luhu sme zistili suSinu a pridali sme 10% chloridu:
.hlinitého vzhladom na su§inu. Zmes sme zahriali na 50 °C a centrifugovali.
pri 1000 obr./min. Pod vplyvom chloridu hlinitého vypadiva fytin z roztoku
a pri centrifugovani sedimentuje. Stéasne so sedimentovanim vyzraZaného
fytinu sedimentuje aj skrob a preto sme hladali optimilnu dobu centrifugo-
vania. Dlzku centrifigovania sme menili od 5—20 min. Sedimenty sme odstra-
nili a zbytky vyluhov sme vikuove zahustili pri teplote pod 50 °C. Po analy-
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tickom ‘uréenf hladiny dusika, aminodusika, redukujicich a neredukujicich
cukrov sme zahustené vyluhy pouzili ako obyéajne na pripravu fermentaénych

Defytinizovali sme fermentovany vyluh z pSeni¢nych otrab, ktory obsahoval
20% rozdrtenych tabakovych semien.

Jednotlivé vzorky sme centrifugovali 5, 10, 15 a 20 mintt. Réznym spdsobom
defytinizované vzorky sme pouzili na pripravu fermentaénych péd obvyklym
sposobom a sledovali sme produkciu penicilinu na rotaénej trepacke. Vysledky
testovania si uvedené v tabulke ¢. 7 a v grafe ¢ 8.
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Graf ¢ 8.: Produkcia penicilinu na pddach
s pridavkom rdznym spdsobom defytinizo-
vanych vyluhov. Pre podrobnosti pozri text.
Tabulka &. 7.
Produkcia penicilinu na pédach s pridavkom réznym spdsobom _defytinizovan)'fch viluhov.

Cisl Doba centrifugovania pri ] Produkcia v % vzhladom na
& defytinizovani produkciu v pdde s CSL
. CsL _ 100
2 nedefytinizovany FEOL 117
3. 5 min. . 98
4, 10 min. . ’ 104
5. 15 min. . 97 -~
6 20 min. 83
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Z tabulky i grafu vidiet, Ze sa defytinizicia prejavila nepriaznivo. Predliova-
nim doby centrifugovania sa produkcia penicilinu zniZuje a najvysfia produkcia
antibiotika sa dosiahla na pode s pridavkom nedefytinizovaného v§luhu.

Je pravdepodobné, Ze pri centrifigovani sa okrem fytinu a $krobu odstratiuji
aj vyzrazané bielkoviny a polypeptidy, pripadne aj iné latky, ktoré priaznivo
vplyvaji na produkciu antibiotika.

Vplyv neutralizdcie organickych kyselin poéas
fermentacie vyluhov

Podla literarnych udajov ma vysoky obsah cukrov v CSL nepriaznivy vplyv
na produkciu penicilinu. Predpokladali sme, ze by vysoky obsah cukrov mohol
byt na zdvadu aj u naSich vyluhov. Ako ui bolo spominané na zaéiatku tejto
prace, zastavuje sa fermenticia po 48 —72 hodinich najmid pod vplyvom velmi
nizkeho pH, ktoré sa pohybuje okolo hodnoty 3,0.

Poc¢as fermenticie sme vyluhy neutralizovali a udriovali sme pH v rozmedzi
od 55—6,0, ¢im sme umoznili dokladnejie prekvasenie cukrov. Na neutrali-
zaciu sme pouzivali roztoky NaOH a Ca(OH):, ani jeden spdsob sa viak
neosved?il a produkcia penicilinu bola podstatne niZ8ia, v niektorych pripadoch
klesla a%? na 50% vzhladom ku kontrole.

Vplyv odstranenia §krobu a celulézy

KedZe sme v predoslych pokusoch nevedeli dosiahnut.- zvy$enie produkcie
penicilinu neutraliziciou a dofermentovanim vyluhov, rozhodli sme sa pokisit
sa o zlepSenie kvality vyluhov odstrinenim ¢asti $krobu a celulézy centrifu-
govanim.

Pripravili sme si obvyklym spdsobom vyluh, ktory sme centrifugovali 20 min.
pri 3000 obr./min. na laboratérnej centrifige Chirana Z 3. Tekuty podiel
vyluhu nad usadeninou sme po stanoveni sufiny pouzili ako prisadu do fermen-
taénej pédy. Vysledky testovania sit uvedené v tabulke & 8 a v grafe & 9.

Ako je z tabulky a grafu vidiet, je produkcia penicilinu na pdde pripravenej
s pridavkom centrifugovaného vyluhu vys$§ia ako na péde s pridavkom obycaj-
ného vyluhu a je aj vy§§ia ako na pédde s CSL. Predpokladdme, Ze k zvySeniu
produkcie doflo tipravou pomeru redukujicich a neredukujicich cukrov v péd
a odstranenim celulézy. . :

Tabulka &. 8.:
Produkcia penicilinu na péde s pridavkom cantrifugovanych vyluhov.

T Pr&ﬂda peﬁcilinu v % vzhladom
Cislo Uprava - na produkciu na pade s CSL
CSL 100
2. FEOL necentrifugovany 108
FEOL centrifugovany 4 : 131 Z
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Graf & 9.: Produkcia penicilinu na pdde
s pridavkom centrifugovanych vyluhov. Pre
podrobnosti pozri text.

Porovnanie d¢innosti pridavku oleja z tabdakovych
semien s iéinnosfou pridavku rozdrtenych
tabakovych semien

Na ziklade nasich predoslych vysledkov, ktoré svedéia o priaznivom vplyve
pridavku olejnatjch semien na produkénti schopnost vyluhov sme chceli zistif,
¢i priaznivy vplyv pridavku olejnatych semien mozno pripisat iba obsahu mast-
-nych kyselin, alebo aj nejakym inym zlozkdm tabakcvého semena. Petroléterom
. extrahovany tuk z tabakovych semien sme priddvali v r6znom mnozstve do
pdd, ktoré boli pripravené z vyluhov z ¢istych pleniénych otrib bez pridavku
tabakovych semien. Vysledky pokusov ukazali, Ze pridavkom samotného oleja
z tabakovych semien nie je moiné dosiahnuf takd vysokt produkciu antibiotika
ako ked sa do fermentujiceho vyluhu pridavaji rozdrtené tabakové semena.
Optimilny pridavok oleja z tabakovych semien do ferementa¢nej pédy sa pohy-
boval medzi 0,2—0,4%. Pri vy$fom pridavku oleja z tabakovych semien sme
pozorovali zniZenie produkcie penicilinu a predéasni autoljza mycélia.
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Priprava vyluhu a fer'mentaénewj pédy na zdklade
dosiahnutych vysledkov

Pripravili sme si vyluh z nasledovnych surovin:

Pseni¢né otruby 6400 g
tabakové semeno 160,0 g
superfosfat : 528 g
kyselina mlie¢na 50%-na 12,5 ml
voda 4000,0 ml

Zmes sme podrobili spontinnej mlie¢nej fermenticii pri teplote 50—52 °C
v termostate za obfasného premieSania. Po 24 hodinidch sme vyluh odfiltrovali
cez gazu a filtrat sme centrifugovali 20 mindt pri 3000 obr./min. na laboratérne;
centrifage Chirana Z 3. Supernatant sme pouZili ako prisadu do fermentaénej
pody bez zahustenia.

Fermentaént p6du sme pripravili nasledovne:

FEOL (100% susiny) 300 g
laktéza 250 g
CaCOs 100 g
NazSOq4 04 g
fenylacetamid 05 g
voda 1000,0 ml
s6jovy olej (na baiiku) 0,05 ml

pH po sterilizacii 5,8

Na pédach s takto upravenymi vyluhmi bola produkcia penicilinu o 21%
vy$3ia ako produkcia na pédach s pridavkom CSL.

Sahrn _

V tejto praci sme riesili dkol vyroby novej suroviny pre produkciu antibiotik, -
najmi penicilinu. Podarilo sa ndm najst nov surovinu, fermentovany vyluh
z pSeniénych otrab a tabakovych semien (FEOL), ktord za laboratérnych pod-
mienok submerznej fermenticie na rotaénej trepatke a za pouzitia kmefia
Penicillium chrysogenum Wis. 51 —20 d4va priemerrie o 20% vyssiu produkciu
penicilinu ako pédy s pridavkom CSL.

Technolégia vyroby novej suroviny je velmi jednoducha a st predpoklady, ze
vyluh bude mat §tandardnejSie zloZenie a vlastnosti ako CSL, ktorého vyroba
je viazana na vyrobu kukuriéného $krobu. Technologické zariadenie na vyrobu
vyluhu vo velkom by bolo velmi jednoduché.

Vyluhy z pieniénych otrib mo#no pouZivat v nezahustenom stave a predpokla-
ddme, Ze by sa mohli vyrdbat priamo v zdvodoch vyrédbajicich penicilin. .

.V pripade pouzitia nasho vyluhu v prevadzke bude treba vypracovat presné,
optlmalne zloZenie pody pre pouzivané kmene a fermentainé tanky, kedie
. pody osvedéené v laboratérnych podmienkach, nemozno priamo a bez daldich
Gprav zaviest do prevadzky. g

Vyhodbu nasho vyluhu je, Ze sa vyraba z domécich surovin, ktoré sii z castl
dokonca nevyuZitym odpadom (23). ‘
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HOBOC ChIpb€ AJNA NPOM3IBOLACTBA nennﬁn.u:nnna
I1. Hemen, JI. S6punrep, M. Banan, u A. Illarypa
PeawomMme

Homoe chippe 118 NMpoMsBOACTBA AHTHOGHOTHKOB COCTABJAETCA M3 BONHOTO SKCTPaKTa M CMECH
73 80 % nmennumnix orpybet m 20 % TabauHEIX CeMAH, KOTOPYO IOXBEPraeM CHOHTAHHOM
MONOUHOLl QepMeHTaL;mM ¢ mpHbaBleHMeM HeGOJBIIETO KOJHYECTBA MOJOYHOU KHCJOTHL H CY-
nepdocpara. HoBoe chipre ABIAETCA O KpaiHedl Mepe. PaBHOLEHHEIM SaMeHMTeJeM KyKypysHOM
BHT/AXKE 11 OPOH3BOICTRA NEHHUMINHHA B Ja6OPAaTOPHBIX YCJHOBMAX HA TpeNaJKe. BEITAKKR
aHTHOMOTEKA HA MNOYBAX COCTABJIEHHBIX C HOBMM cChipbeM B cpenseM Ha 20 % Bume uenm
HA NO4YBAX C KYKYPysHOH BHITADKKOM. CocTaBieHHe HOBOTO CHIPbA NPOCTO H XOPOMO BOCHIPO-
MapImEMCA NPOM3BOINCTBOM AHTMOHOTHKOB. B CTiyuae NpHMeHeHHA B NpPOH3BOACTBE CBEXO
msBonuMOoe. BrUIO 6B POSMOKHO 3aBeCTH YNOMAHYTO€ IPOM3BOIACTBO HA KaXXIOM 3aBOLE, 3aHHK-
NPHTOTOBJIEHHOR BHITSDKKM ObLIO 6H BO3MOXKHO C3KOHOMHTH yYIIADHMBAHHE SKCTPaKTa.

\

Ein neuer Rohstoff zur Penizillinerzeugung.

‘P. Nemec, L. Ebringer, ]J. Balan und D. S$atura
Zusamme”nfassung.

Ein neuer Rohstoff fiir die Erzeugung von Antibiotika wird durch Absonderung upd even-
 Eindickung des wisseringen Bestandteiles eines der spontanen Milchsiueregirung unter-
worfenen Gemisches von 80% Weizenkleie und 20% Tabaksamen in Wasser mit Zugabe von
‘ kleinem Mengen von Milchsdute und Superphosphat hergestellt, Der neue Rohstoff ist ein
mindestens vollwertiger Ersatz des Maisextraktes bei der Penicillinfermentation in Schiittelkul-

- ren, da die Etrige des Antibiotikums auf dem neuen Nihrboden im Durchschnitt um 20%
hoher sind, als auf Nihrboden mit Maisextrakt, Dije Zubereitung des neuen Grundstoffes ist
vinfach und gut reproduzierbar. Es wire moglich, die Erzeugung dieses Extraktes in jedem
Betrieb, welcher Antibiotika erzeugt, einzufilhren. Im Falle einer sofortigen Verwendung des

; Extnktec kionte die Eindickung des Produktes erspart werden,
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ACTA F. R. N. UNIV. COMEN. V. 11—12., BOTANIKA, 1961

ACTA FACULTATIS RERUM NATURALIUM UNIVERSITATIS COMENIANAE

TOM. V., FASC. XI—XIl. BOTANIKA , 1961

Beitrag zaum Wu‘kungsmeehamsmus von Gibberellin auf Wuchs, Dynamik
der freien Aminosiiuren und Wassermetabolismus wiihrend der Quellung
und Keimung von Hanfsamen (Cannabis sativa L.).

R. HERICH.

Ein aktiver Einfluss von Gibberellinnen, der sich in einer ganzen Reihe der
physiologischen Prozesse, wie zum B. in einer Erhohung der Wuchsintensitit
(Kentzer 1960, Herich 1960, Kuraishi, Hashimoto 1957, Lona
1956, Sachs, Bretz, Lang 1959 und a.), in der Verkriippelungsiiberwin-
dung (Witwer, Sell, Weller 1957 und a.), Vergrésserung von Blittern
und Bliiten (Wittwer, Bukovac 1958), Beschleunigung der Bliihenpe-
riode bei zweijdhrigen und einjdhrigen langtigigen Pflanzen (Lang 1957,
W ttwer, Bukovac 1958), Fruchtansetzung, Zellteilung (Sachs, Lang
1957, Sachs, Bretz, Lang 1959 und a.), Organogenese (Barton,
Chandler 1957, Dostal1959, Herich 1960) und vielen anderen geltend
macht (Krekule, Ullman, 1958, Stowe, Yamaki 1957, Wittwer,
Bukovac 1958 und a.), spricht dafiir, dass die Gibberelline als ein biologisch
hochaktiver, sich im Stoffmetabolismus tief auswirkender Stoff zu betrachten
sind. \

Bemerkenswert erscheint dabei, das verschiedene in einzelnen Wuchsetappen
und Entwicklungsstadien der Filanzenorganismen hervortretende Spezifitdt von
Stoflmetabolismus, sowie auch verschiedener Metabolismus in einzelnen Sorten
von derselben Gattung sich auch in einer unterschiedlichen Aktivitdt, in einer
unterschiedlichen Reaktion des Organismus und seiner einzelnen Teile auf eine
Applikation von Gibberellin deutlich abspiegelt (Marth, Audia, Mitchell
1956, Wittwer, Bukovac 1958). Interessant erscheint weiter die Tatsache,
dass nach der Applikation von Gibberellin sich manche Reaktionen schon nach
dem Zeitraum von einigen Stunden (bei den Krédutern), wihrend andere (bei
den Biumen) erst nach einigen Tagen oder sogar Wochen biologische Aktivitit
von Gibberellinen erkennen lassen (Wittwer, Bukovac 1958). Induzierte
Reaktionen, welche auf den von der Apphkatlonsstelle bedeutend - entfernten
Pflazenteilen beobachtet wurden, weisen auf eine hohe Mobilitit von Glbber-
ellinen im Pflanzenorganismus hin.

Biologische Aktivitit der Gibberelline wird in einem nicht unbedeutenden-
Masse durch Faktoren der Aussenwelt, wie Licht (Lockhart, Bonner
1957, Lockhart 1958, Lockhart 1958a), Temperatur (Lockhart
1958b), Mineralienernihrung und #hnliche andere beeinflusst. Vom Gesichts-
punke der Theorie aus, sowie auch von dem der feldwirtschaftlichen Praxis
ist die Fahigkeit der Gibberelline Beschrinkungswirkung von Wirme, Feuch-
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tigkeit zu iiberxinden, wie auch ihre Fihigkeit Temperaturoptimum zu verbreiten
und Temperaturmaximum herabzusetzen als besonder wichtig fiir Wuchsprozesse -
zu bezeichnen (Wittwer, Bukovac 1958).

Diese hohe biologische Aktivitit des Gibberellins dem Pflanzenorganismus
gegeniiber regte uns zu einem Studium der Gibberellinwirkung und seiner
Verhiltnisses zu einigen wichtigen metabolitischen Prozessen an. In der vorlie-
genden Arbeit habe ich die Abschit einige von der unseren physiologischen
Untersuchungen iiber den Einfluss von Gibberellin auf Verlauf mancher,
wihrend der Samenkeimung sich abspielenden metabolitischen Prozesses vor-
iibergehend zu beriihren. Die nach Applikation von Gibberellin auf die Samen
bemerkten Verinderungen der Organogenese, anatomischer Strupktur und Stau-
denwuchsintensitdt haben uns in erster Linie zu diesen Untersuchungen Anlass
gegeben. Da Effekte des stimulierenden Einflusses von Gibberellin einen zum
grossten Teil zeitigen Charakter aufweisen und weil fir eine kontinuelle
Reaktion eine mehrmalige Applikation notwendig ist (Krekule, Ullmann
1958, Stowe, Yamaki 1957, Wittwer, Bukovac 1958), hielten wir
es sowohl aus einem wissenschaftlichen Gesichtspunkt, wie auch vom Stand-
punkt der feldwirtschaftlichen Praxis fir notig die Wirkung von Gibberellin
auf den Charakter der Verianderungen im Stoffmetabolismus, auf Verinderungen
der einzellnen metabolitischen Prozesse, welche nach der einmaligen Gibberellin-
aplikation auf Samen durch kontinuelle Reaktion induzierten, auf die in der
Organogenese sich geltend machenden Umwandlungen und auf eine ganze
Reiche von physiologischen Prozessen, die im Verlauf der antogenetischen
Pflanzenentwicklung zum Vorschein kamen, zu untersuchen. Eine vorherrschende
Stellung von Eiweisstoffen im Stoffmetabolismus, auserordentliche Mannigfal-
tigkeit ihrer chemischen Funktionen, ihre hochgradige Befahigung sich verschie-
denartig zu umwandeln, wie auch die Tatsache dass sie als Bestandteile von
Enzymen Geschwindikeit,” Richtung, engen Zusammenhang und Reihenfolge
von einzelnen Reaktionen des Stoffmetabolismus bestimmen, bildete aen Haupi-
grund, weshalb wir uns in unseren Untersuchungen iiber Wirkungsmechanismus
der Gibberelline in erster Linie-auf das Studium der zwischen Gibberellin und
elementaren Eiweisstrukturelementen, Aminosiuren und Aminen bestehenden
Beziehungen orientierten.

Ich méchte mich in der folgenden Abhandlung mit dem Einfluss von
Gibberellin auf Dynamik der freien Aminosduren kiirzlich zu befassen und
zwar wihrend der Quellung und Keimung der Samen, wo eine ausserordentlich
intensive sekundidre Bildung von Aminosiuren verlaft.

Material und Methodik

Das Ausgangsmaterial zu unseren experimentellen Studien . lieferten uns
Hanfsamen von der Sorte ,Rastislavicka”. Gibberellin wurde in Konzentratio-
nen 5, 10, 25, 100 und 200 ppm appliziert. Das Untersuchungsmaterial wurde
in Petrischalen zwischen zweien Filtrierpapierbogen gehalten, welche mit den
erwihnten Gibberellinkonzentrationen, wihrend das Kontrollmaterial mit des-
tillierten Wasser angefeuchtet wurden. Sowohl die Quellung wie auch Keimung
von Samen verlief im Dunkel bei der Temperatur 21 °C. Zwecks Identifikation
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der freien Aminosiuren haben wir die Methode der Papierchromatographie
(absteigend) benutzt, wobei eine Mischung von n-Butanol, Eissigsiure und
Wasser im Verhiltnis 4:1:5 angewandt wurde. Chromatogramme wurden wie-
derholt 8-mal entwickelt. Detection wurde mit 0,2% Ninhydrinlésung in Aceton
durchgefiihrt. Eine quantitative Feststellung von Aminosiuren wurde 'mikro-
photometrisch auf Grund der photographischen Negativen von Chromatographen
durchgefiihrt. Die Verschiebung des Brettes betrug 0,2 mm, die Empfindlichkeit
des Photometers wurde also reguliert, dass alle Flecken auf dem Negativ
messbar wurden. Zur Elimination der durch Hervorrufen, etw. durch Unterla-
genfirbung von einzelnen Chromatogrammen zwischen der einzelnen Negativen
verursachten Unterschiede, wurden auf jedes Chromatogram zwecks Ausferti-
gung von Kalibrationskurven Standarde in einer gehérigen Konzentration ange-
bracht. Bei der Feststellung der Aminosiuren hat auch ]. Navara technisch
mitgearbeitet. ‘ y

Resultate

I. Der Einfluss von Gibberellin auf Intensitdt der, Sa-
menquellungim Verhédltnis zum Metabolismusder freien
Aminosduren.

Da die Intensitit der metabolitischen Prozesse wihrend der Keimung ein-
schliesslich der Enzymprozesse, welche Glyciden — und Eiweisstoffenumwand-
lungen regulieren und bedingen, wie auch Translokation der wichtigen plasti-
schen Stoffe .im Verlauf der Keimung in einem hervorragenden Masse von der
Hydratation der plasmatischen Kolloide abhiingig sind, méchte ich nun einlei-
tungsweise einiger unserer Untersuchungen erwihnen, die sich auf die Wirkung
von Gibberellin auf Samenquellungsintensitit beziehen.

Wie es aus der Abbildung ersichlich ist, wurde Quellungsintensitit durch
Applikation von Gibberelllin in bedeutendem Masse beeinflust. Bei allen
Gibberellinkonzentrationen, die angewandt wurden, erwies sich Quellungsin-
tensitdt im Vergleich mit den im destillierten Wasser eingeweichten Kontrollsa-
men niedriger im Verlauf von ersten 12 stunden. Zwischen der 12—24 Stunde
(vom Quellungsbeginn an) wurde bei Gibberellinkonzentration von 25 ppm
ein betrichtlicher Aufstieg von Quellungsintensitit beobachtet. Nach 36 Stunden
wurde das Maximum der Quellungsaktivitit bei der Gibberellinkonzentration
von 10 und 25 ppm erreicht, wobei das ginzliche Quantum des aufgenommenen
Wassers, umgerechnet auf das Gewicht der trockenen Samen, den aufgenom-
mennen Wasserbetrag bei den im dest. Wasser eingeweichten Samen (bei Kon- .
zentration 10 ppm um 103,57 und bei Konzentration 25 ppm um 103,71%)
iibersteigt.

Der aktive Einfluss von Gibberellin auf die Hydratation der plasmatischen
Kolloide (der in der Quellungsintensitit deutlicher zum Ausdruck kommt)
wird gleichzeitig, wie es sich aus der Abb. 2 erkennen ldsst, von Verinderungen
im Metabolismus von freien Aminosiuren sowohl qualitativer, wie auch quanti-
tativer Netur begleitet.

Quantitative Verinderungen, welche im Metabolismus”von Alanin, Alanyl-
glycin, Asparaginsiure, Asparagin, Leucin + Fenylalanin, sowie .auch von
anderen untersuchten Aminosiuren nach der Applikation von einzelnen' Gibbe-
rellinkonzentrationen (in einem geringeren Masse) beobachtet wurden, weisen auf
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Maglichkeit eines aktiven Einflusses von Gibberellin auf den Metabolismus von
Aminosduren, auf ihre Synthese und Desamination. Besondere Aufmerksamkeit
verdient eine auffillige Erh6hung des Alaningehalts. Der Aufstieg des Alanin-
gehaltes, welcher sich zu den Gibberellinkonzentrationen parallel verhilt, be-
weist, dass zwischen der Wirkung von Gibberellin und der Alaninsynthese ein
enger Zusammenhang besteht. Da sich bei der oxydativen Dasamination von
Alanin in den keimenden Samen Pyrotraubensiuren als eine den Eiweisstoff,
Glyciden — und Fetten — Metabolismus vereinende Briicke bilden, ist wahr-
scheinlich, dass Applikation von Gibberellin durch Beeinflussung der Synthese
und Desamination des Alanins sich sekundir auch in der Dynamik von Glyci-
den, sowie auch in den Oxydation-Reduktionsprozessen, welche mit der Verdn-
derung von Eiweisstoffe und Aminosduren im Zusammenhang stehen, geltend
machen kann. Diese Ergebnisse bleiben jedoch einem ausfiihrlicheren Studium
vorbehalten.

%l -
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Abb 1. Einfluss von Gibberellin auf Intensitit der Samenquellung nach 12,24 und 36 Stunden
; vom Quallunalbeginn Auf X-Achse wurden Gibberellinkonzentrationen, auf Y-Achse

.Prozente des aufgenommenen Wassers aufgetragen, letztere in einer derartigen Umrech- .
nung, dass, Ausgangsgewicht der Samen vor der Keimung 100% gleicht.
4
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II. Einfluss von Gibberellin auf Keimungsintensitit
der Samen im Verhiltnis zu dem Metabolismus der
freien Aminosduren, ~ '

Auf Grund des aktiven Einflusses von Gibberellin ‘auf Intensitit der

Y
301

25

20,

15

10

0. 5 1@ 75 0 200

Abb. 2, Dynamik von frefen Aminosiuren im Verlauf der Samenquellung. Aul X-Achce sind

Gibberellinkonzentrationen, auf Y-Achse Gehalt von Aminosédren im » /0,02 ml Ex

trakt aufgetrigen. 1 — Histidin, 2 — Alafiylglycin, 3 — Alanin, 4 — Glycin, 5 —
Asparagin, 6 — Asparaginsiure, 7 — Leucin % Phenylalanin . P
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Quélluﬁg, wie auch auf die Aminosiurendynamik erschien als méglich die
Voraussetzung, dass innerlichs Verinderungen von Stoffmetabolismus im Verlauf
der Keimung auch nach aussen ihren Audruck finden.

%

100

801

60

20

0 5 1 2 10 200

Abb. 3. Einfluss von Gibberelin auf Keimungsintensitit, X-Achse stellt Gibberellinkonzentra-
tionen, Y‘vAcbse Prozente der auf gekeimtenSamen dar 1 — nach 36 Stunden, 2 —
48 Stunden, 3 — 60 Stunden, 4 — 72 Stunden vom Quellungsbeginn an.

Vergleichen wir einmal Intensitit der Keimung mit der gesamten Menge des
aufgenommenen Wassers. Es wird uns auffillig erscheinen, dass Gibberellin-
konzentrationen 10 und 25 ppm, nach derer Applikation sich Samenquellungsin-
tensitdt in betrdchtlichem Masse steigerte, zugleich den grossten Stimulationsef-
fekt und zwar sowchl auf den Anfang, wie, auch die Keimungsintensitit
von Samen hervorruft. Was die Wirkung von Gibberellin auf ginzliche Kei-
mungsfihigkeit anbetrifft, trat schon bei der Konzentration 25 ppm ein teilweise

. .inhibierender: Einfluss vor. Hohere Gibberellinkonzentrationen 100 und 200

ppm wirkten inhibierend sowohl auf den Beginn der Keimung, wie auch auf
Intensitit ynd gidnzliche Keimungsfihigkeit von Samen.
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Ein maximales Stimulationseffekt wurde bei der Konzentration 10 ppm,
in einem etwas kleineren Masse bei Konzentration 5 ppm Gibberellin beobachtet.
Chromatographische Untersuchungen der Dynamik von Aminosduren im
anfinglichen Keimungsstadium (Keimgrésse bis 0,5 cm) weisen in diesem
Stadium auf einen simtlichen Aufstieg des Aminosiurengehalts. Dabei verriit
aber die Dynamik der einzelnen Aminosiuren auch in diesem Stadium nach

b4
25
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0 5 0 25 00 200

Abb. 4. Dynamik von freien Aminosiuren im anfinglichen Keimungsstadium (Keimgrésse bis
5 mm). Auf X-Achse sind Gibberellinkonzentrationen, auf Y-Achse Gehalt von Amino-
siuren im /0,02 ml Extrakt aufgetragen. 1 — Histidin, 2 ~— Alanylglycin, 3 —
Asparagin, 4 — Asparaginsiure, 5 — Lysin 6 — Glycin, 7 — Leucin + Phenul-
alanin, 8 — Valin + Methionin, 9 — Alanin. :
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der Applikation vou Gibberellin sowchl .quantitative, wie auch qualitative
Verinderungen.

Es besteht ein interessanter Zusamimenhang zwischen Keimungsintensitidt und
dem Niveau von Aminosidren nach der Applikation von Gibberellin. Wenn wir
ndmlich das Stimulations — und Inhibitions-Effekt einzelner Gibberellin-
konzentrationen auf Intensitit der Keimung mit dem Metabolismus einzelner
Aminosiuren vergleichen, bekommen wir den Eindruck, dass unter der- beobach-
teten Stimulations — und Inhibitionswirkung von Gibberellin auf die Quellung
und Keimung der Samen und den durch Applikation von Gibberellin bedingten
qualitativen und quantitativen Verdanderungen eine gewisse Beziehung besteht. Es
wird vorausgesetzt, dass die beobachtete Senkung von Alanylglycin, Asparagin,
Asparaginsdure, Glycin, sowie auch das Wegfallen von Lysin und Histidin
nach der Applikation von hoheren Gibberellinkonzentrationen wahrscheinlick
mit der bemerkten inhibierenden Wirkung von Gibberellin auf Intensitit und
gesamte Keimungsfihigkeit der Samen im Zusammenhang steht. Ausfiihrlichere
Beobachtungen in dieser Richtung bilden das Thema unserer weiteren Studien.

III. Einfluss von Gibberellin auf Hydratation und
Trockengewicht der Keime.

Ein aktiver Einfluss von Gibberellin auf die Hydratationsfihigkeit, welcher
schon im Verlauf der Quellung beobachtet wurde, machte sich auch nach der
Aufkeimung in der gesamten aufgenommenen Wassermenge (in den Keimen
72 Stunden nach der Aufkeimung) bemerkbar.

Es lisst sich erkennen, dass maximale Wasseraufnahme nach der Applikation
von 10 ppm Gibberellinkonzentration festgestellt wurde also nach der Konzen-
tration, die Intensitit und Keimungsfihigkeit der Samen im maximalen Masse
stimulierte. Es vire zu erwarten, dass maximale Vasserabnahme infolge mehr
intensiver metabolitischer Prozesse von einer maximalen Trockenstoffabnahme
auf anderer Seite begleitet wird. Aus der Abb. 6. wo Trockenstoffabnahmen in
der Umrechnung, nach welcher das Ausgangsgewicht der trockenen Samen
100% gleicht, dargestellt sind, geht aber hervor, dass trotz Erhohung von
Quellungsintensitit, sowie auch der ginzlichen Keimungsfihigkeit, nach welcher
eine erhohte Intensitit der metabolitischen Prozesse zu erwarten wire, ist nach
Applikation von Gibberellin das Abnahmeprozent und zwar bei allen Konzentra-
tionen niedriger, als bei Kontrollkeimen. Die grosste Trockenstoffabnahme
wurde also bei den Kontrollbestinden festgestellt.

IV.Der Einfluss von Gibberellin auf den Anfangswuchs
von Sprossachse und Wiirzelchen.

Zum Schluss dieser Verhandlung méchte ich noch die Wirkung von Gibbe-
rellin auf den Anfangswuchs der Keime, in erster Linie auf den Wuchs von
Woaurzeln in der Kiirze erwihnen. Es wurden 5, 10, und 100 ppm Gibberellin-
konzentrationen beobachtet. Die zu untegsuchendm Samen wurden auf 24 Stun-
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Abb. 5. Einfluss des Gibberelions auf Wassergehalt in den Keimen (nach 72 Stunden Vom
Quellungsbeginn), Auf X-Achse wurden Gibberellinkonzentrationen, auf Y-Achse Pro-
zente des Wassergehalts aufgetragen, letztere in einer solchen Umfechnung, dass An-
fangsgewicht der trocken Samen vor ihrer Aufkeimung 100% darstelit.
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den in den angefiithrten Gibberellinkonzentrationen, die Kontrollsamen im
destillierten Wasser eingeweicht. Nach der Beendung von Aufweichung wurden

a
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Abb. 6. Einfluss von Gibberellin a;uf Trockenstoffabnahme (nach 72 Stuﬁden vom Quellungsbe-
ginn). Auf -X-Achse sind Gibberellinkonzentrationen, auf Y-Achse Abnahme des Anfan-
gsgewichts der Samen vor der Keimung in % aufgetragen.

die Samen mit einen Filtrierpapier abgetrocknet und in eine mit destilliertem
Wasser angefeuchtete Holzpanschicht eingesiet (auf 100 g Holzspine 100 ml
Wasser). Die Bewertung von Gibberellinwirkung auf den Wuchs von Spros-
sachse und Wurzeln wurde bei den Keimlingen nach 24, 48 und 72 Stunden
durchgefithrt. Die gewonnenen Resultate sind auf den Abb. 7 und 8 auf-
- gefiihrt, ’

Wie es aus der angefiihrten graphischen Darstellungen ersichtlich ist, wies
. Gibberellinapplikation im Verlauf von 24 Stunden nach der Aufkeimung eine
stimulierende Wirkung auf den Wuchs von Wurzeln auf. Nach 48 Stunden
- trat . bei der Gibberellinkonzentration von 100 ppm und nach 72 Stunden
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Abb. 7. Einfluss von Gibberellin auf Wuchs der Sprossachse. Auf der X-Achse sind Gibbe-
rellinkonzentrationen, auf Y-Achse Sprossachsenlingen in mm angegeben. 1 — nach 72
Stunden, 2 — 48 Stunden nach der Aufkeimung, :

bei allen benutzten Gibberellinkonzentrationen eine inhibierende Wirkung aut
Wuchs von Wurzeln vor. Demgegeniiber wurde bei der Achse sowohl nach 48,

mm h\_\
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Abb. 8. Wirkung des Gibberellins auf den Wuchs von Wurzeln. X-Werte stellen Gibberellin-
konzentrationen, Y-Werte Wourzellingen in mm dar. 1 — nach 24 Stunden, 2 —
48 Stunden, 3 — 72 Stunden nach der Aufkeimung..
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wie auch nach 72 Stunden (nach Verlauf von 24 Stunden waren sie noch
undifferenziert) bei ‘allen Gibberellinkonzentrationen Stimulationseffekt fest-
gestellt (Detaile siehe in den Abbildungen). ‘

Diskussion

Bisherige Untersuchungen iiber den Einfluss von Gibberellin auf einzelne
Metabolismusarten, wie zum B. auf den Metabolismus der Eiweisstoffe, Kohlen-
hydrate, Mineralstoffe, auf Enzymenaktivitit, auf Intensitit der "Atmung usw.
(Munekata, Kato 1957, Nielsen, Berqvist 1958, Sandergren, Beling 1958, Stowe,
Yamaki 1957, Wittwer, Bukove 1958 und a.), und wenn sie auch auf
eventuelle Moglichkeit der Wirkung von Gibberellin auf Stoffmetabolismus
hinweisen, doch wegen der unvollstindigen, gegenseitig widersprechenden Anga-
ben Komplexitdt entbehren, sind heutzutage nicht imstande uns ein geniigend
vollkommenes Bild .vom Mechanismus der primiren Gibberellinwirkung zu
geben. Aus der zentralen Stellung von Eiweisstoffen im System der bioche-
mischen Reaktionen ausgehend, haben wir unsere Aufmerksamkeit in erster
Linie auf das Studium des Einflusses von Gibberellin gewandt und zwar auf
den Metabolismus von Aminosiuren vidhrend der Samenkeimung wo infolge
der Hydrolyse der Eiweisstoffe eine intensive Bildung von freien Aminosiuren
verlauft.

Auf Grund unserer Untersuchungen und sowohl des Vergleiches zwischen
der Dynamik einzelner Aminosduren und der ihrer Amiden, wie auch auf
Grund der qualitativen und quantitativen Verinderungen im Aminosiuren-
spektrum, welche nach der Applikation von Gibberellin beobachtet wurden, wird
vorausgesetzt, das durch Applikation von Gibberellin ihre gesamte Synthese
und Disimilation beeinflusst wurde. Es scheint aber nétig dem Wirkungsmecha-
nismus von Gibberellin auf Synthese und Desamination von einzelnen Amino-

sduren weitere Aufmerksamkeit zu schenken. Aus bisherigen Untersuchungen
in diesem Gebiet sind Berqvists, Stengards und Nielsens (1959) Studien
besonders bemerkenswer. Die genannten Autoren befassen sich mit dem aktiven
Einfluss von Gibberellin auf das Gehalt von Transaminase der Glutam-
Oxalsidure und Glutam-Pyrotraubensdure. Die Befihigung der Gibberellinsiure
die Synthese von den Transaminasen bei den eingefiithrten Siduren zu beeinflus-
sen, ist um so wichtiger, weil sie uns die Moglichkeit des Einflusses von Gibbe-
rellin auf Synthesen und Verdnderungen von Amonisduren verrit und weil sie
uns gleichzeitig auf Beriihrungspunkte des Einflusses von Gibberellin auf
den Metabolismus der Glyciden einerseits und der Aminosiuren und Eiweisstoffe
anderseits aufmerksam macht.

Stimulierender Einfluss von Gibberellin auf Keimung der Samen, welcher in
Arbeiten von Heshimoto (1958), Kentzer (1960), Lona (1956) und a. beobachtet
‘wurde, hat sich auch in unseren Experimenten véllig bestitigt. Diese Eigenschaft
von Gibberellin, welche diec Keimung und gesamte Keimschnelligkeit der Samen
fordert, wie auch seine Befihigung hemende Wirkung von Licht, Wirme und
- Feuchtigkeit auf den Wuchs zu iiberwinden, hat aus dem Gesichtpunkt der
- feldwirtschaftlichen Praxis, in ersten Reihe bei der Aussaat im Friihjahr eine
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besondere Bedeutung. Nach den Angaben von Wittwer und Bukovac (1958)
wurde die fir das Aufgehen von Erbsen — und Bohnen-Samen notwendige
Wirmemenge um 20—30% nidriger festgestellt. Ein schnelleres Aufgehen
ermoglicht nach' der Ansich von erwidhnten Autoren einen fritheren Kampfbeginn
gegen Unkraut und setzt die Gefahr vonseite der Schidlige und Krankheiten,
welche die Keimpflanzen zu befallen pflegen budeutend herab.

Es scheint, als ob diese Eingenschaft von Gibberellin, welche den inneren
Umbau von Stoffmetabolismus zum Ausdruck bringt, mit Riicksicht auf quali-
tative und quantitative Verianderungen im Aminosiurenspektrum nach Gibbe-
rellinapplikation und der inhibierend wirkenden Gibberellinkonzentrationen auf
das Keimungsprozess, wie auch auf Grund des aktiven Einflusses auf Quellungs-
intensitit der Samen, mit Dynamikverinderungen von Aminosiuden und im
Kolloidsystem des Plasma zusammenhingt. Ausfiihrlichere Studien iiber den
Wirkungsmechanismus der Gibberelline in obenerwihnten Prozessen bilden den
Gegenstand unserer weiteren Untersuchungen. 0

Nich minder wichtig ist der Einfluss von Gibberellin auf Korrelationsein-
fliisse der Pflanzen und zwar auf diese Wuchskorrelationeri, welche die Achse
und Wurzeln betreffen. Wie es uns aus der bisherigen Arbeiten bekannt ist,
wirkt die Applikation von Gibberellin stérend auf normale Korrelationsbeziehun-
gen: Wuchsreaktionen der Achse werden stimuliert, wihrend Wuchsreaktionen
der Wurzel ihibiert weden. Diese interessante Wirkung von Gibberellin wurde
auch in unseren Untersuchungen bemerkt. Da nach der Applikation Gibberellin
sich bei allen angewandten Konzentrationen im Verlauf von 24 Stunden (5, 10,
und 100 ppm) und bei der Konzentration 5 und 10 ppm auch nach 48 Stunden
sine Stimulation des Wurzelwuchses bemerkbar machte, wihrend die Inhibition
nach 48 Stunden nur bei der verhiltnismissig hohen Gibberellinkonzentration
100 ppm und bei allen anderen Konzentrationen erst nach 72 Stunden vom
Beginn der Keimung zum Vorschein trat, bezeugt, dass sich Disposition zu
ciner inhibierenden Wirkung erst nach der Aufkeimung bildete und zwar bei
der Gibberellinkonzentration 100 ppm nach 48 Stunden und bei der Konzen--
tration 5 und 10 ppm erst nach 72 Stunden nach der Aufkeimung. Ob
dieser inhibierender Einfluss als ein Ausdruck der Stérungen von Wuchs-
synthese (nativer Auxin) betrachtet werden darf und inwieweit und auf welche
Weise sich dabei Gibberellin beteiligt, fordert einer eingehenden Untersuchung.

Was Lokalisation dieser inhibierenden Einfliisse anbetrifft, gehen wir von
Deostal's (1959) beobachtung aus und es scheint uns, als ob diese bei
Keimpflanzen in ihren Samenblittern lokalisiert wiren. Unsere Vermutung
knupfen wir auf die Beobachtungen von Dostal an, nach denen die Wurzeln
einnen mehr intensiven Wuchs auf der Seite mit abgebrochenen oder vermin-
derten Samenblittern aufweisen. -

Was die Beziehung zwischen dem Stoffmetabolismus und der Differentiation-
der Wurzeln anbetrifft, ist bekannt, dass sich an ihr eine ganze Reihe von-
Faktoren (Dostal 1959, S6ding 1952, Libbert 1956 und a.), auch
Rhizokalinkomplex nach der Theorie von Went-Cooper beteiligen kann. Nach
Libberts (1956) Voraussetzungen ist nativer Auxin bloss als ein Bestandteil
dieses Komplexes zu betrachten. ,Weitere Bestandteile sind bestimmte Nukleins-
jurebestandteile ‘wie Adenin, ein in Erbsenpflanzen gefundener.’,Faktor X",
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sowie eine Reihe verschiedener Wirkstoffe wie z. b. Vitamine. Nicht alle Kompo-
nenten des Rhizokalinkomplexes sind transportabel, sonder einige sind (wie
wphysiologische Gewebealter) zellgebunden (strukturgebunden). Keine der
Komponenten des Rhizokalinkomplexes ist spezifisch fiir die Wurzelbildung.
Es gibt — wie es Libbert bemerkt — ,keine spezifisch wurzelbildende Substanz,
sondern nur eine spezifisch wurzelbidlende Substanzkonstellation, die im Rhizo-
kalinkomplex manifestiert ist“ (Libbert 1956). Zu einem &hnlichen Schluss
kommt auch Dostal (1959) und S6ding (1952).

- Ausgehend aus bemerkenswerten Untersuchungen von Dostal iiber die Be-
zichung des Glycidenmetabolismus zu den Inhibitionsprozessen und des Stick-
stoffmetabolismus einschliesslich der Aminosiuren zu den Stimulationseffekten

- des Wurzelwachstums lissa sich voraussetzen, dass die nach der Applikation

von Gibberellin bemerkte Wurzelinhibition wahrscheinlich mit seiner ginzlichen
Wirkung auf den Glyciden- und Stickstoffmetabolismus, die Aminosiuren ein-
rechnend zusamenhigt und zwar um so mehr, da manche Wuchsstoffe und
Vitamine eben als Ergebnis des Aminosiurenmetabolismus entstehen kénnen.

Fiir die obenangefiihrten Beobachtungen wurde Gibberellin der Firma »Kyova
Fermentation Industries, Tokyo" und ,Plant Protection LTD, Fernhurst"
benutzt.

Zusammenfassung

In der Arbeit wird iiber den Einfluss von Gibberellin auf manche physiolo-
gische Prozesse im Verlauf der Keimung und des Anfangswuchses der Sprossachse
und der Wurzeln beim Hanf (Cannabis sativa L.) behandelt. Eine besondere
Aufmerksamkeit wurde dabei folgenden Problemen gewidmet:

I. Wirkung von Gibberellin auf die Quellung und Keimung der Hanfsamen.

Es wurde Gibberellinwirkung in Konzentration 5, 10, 25, 100 und
200 ppm auf Quellungs- und Keimungsintensitit der Samen unter-
sucht. Die zu untersuchenden Samen wurden in Petrischalen zwischen
zwei Fitrierpapierbogen gelegt, welche mit den erwihnten Konzentra
tionen angefeuchtet wurden. :

Es wurde bei allen angewandten Gibberellinkonzentrationen im Verlauf

. der ersten 12 Stunden eine Senkung der Quellungsintensitit festgestellt.

Ein starker Aufstieg der Quellungsintensitit machte sich zwischen 12 und
24 Stunden (vom Anfang der Quellung an) bemerkbar, der haupsichlich
in der Konzentration 10 und 25 ppm Gibberellin deutlich zum Vorschein
trat. Es wurde Stimulationswirkung auf Anfang, Intensitit und ginzliche
Keimungsenergie der Samen in erster Reihe bei der Gibberellinkonzen-
tration 10 und 25 ppm beochabtet. Gibberellinkonzentrationen, 100 und
200 ppm weisen auf Samenkeimung eine stimulierende Wirkung auf.

Nach der Applikation der Gibberellinkonzentrationen 10, 25, 100 ppm
wurde in den Keimen ein (im Vergleich mit der Kontrolle) erhohter
Wassergehalt bemerkt.

Trockenstoffabnahme (Differenz zwischen dem Ausgangsgewicht der
trockenen Samen und dem Trockenstoff aus den Keimen) wurde nach

" 'der Applikation von Gibberellin niedriger als bei Kontrollsamen fest-

gestellt.
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Gibberellineinfluss auf den Anfangswuchs der Sprossac'hse und der Wurzeln. .

Hanfsamen wurden auf 24 Stunden im destillierten Wasser und in
5, 10, und 100 ppm Gibberellinkonzentration eingeweicht. Nach Verlauf
von 24, 48 und 72 Stunden wurde die Wirkung von Gibberellin auf
den Wuchs von Achse und Wurzeln bewertet. Im Ganzen wurde bei
allen beobachteten Gibberellinkonzentrationen ein Stimulationseffekt auf
den Achsenwuchs festgestellt, wobei, optimale Gibberellinkonzentration
10 nud 25 betrug. Nach 48 Stunden wurde bei Konzentration 100 ppm
und nach 72 Stunden bei allen Gibberellinkonzentrationen im Vergleich
mit Kontrollkeimlingen eine Inhibition des Wurzelwuchses festgestellt.

111. Einfluss von Gibberellin auf den Metabolismus der freien Aminosiuren und

[N

©® Nowpw

22.
23.
24,
25.

Amiden im Verlauf der Quellung und Keimung von Samen.

Das Bild der freien Aminosiuren weist nach der Aplikation von Gibbe-
rellin sowohl qualitative (Lysin, Histidin, Leucin+ Phenylalanin) doch
vor allem quantitative Verdnderungen (Asparagin, Asparaginsiure, Alanin,
Alanylglycin, Lysin, Histidin, Leucin+ Phenylalanin).

Die Wirkung der Applikation von Gibberelin auf Glycindynamik kam
nich zum Ausdruck und auf die gesamte Bewertung von Valin und
Methionin wirkte Gibberellin nur in einem unbedeutenden Masse.
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Prispevok k mechanizmu posobenia giberelinu na rast, dynamiku volnych
- aminokyselin a vodny metabolizmus v priebehu bobtnania a kli¢enia semien
konopi (Cannabis sativa L.).

R. Herich.

Sdihrn

Préca poyedmiva o vplyve giberelinu na niektoré fyziologické procesy v priebehu kli¢enia
semién a potiatofného rastu osf{ a korefiov. Pozornost sme zamerali na:

1. Vplyv giberelinu na bobnatenie¢ a klitenie semien konopf;

Sledoval sa vplyv giberelinu v koncentraciach 5, 10, 25, 100 a 200 ppm na intenzitu
bobtnania a klienia semien. Pozorovalo sa, 7e u vSetkych koncentricii giberelinu bola
intenzita bobtnania v priebehu prvych 12 nizfia. K silnému vzostupu bobtnania dochidza
medzi 12.—24. hodinou (od zadiatku bobtnania) hlavne u koncentricii 10 a 25 ppm
giberelinu.

Pozorovalo sa stimulaéné posobenie giberelinu na zadiatok, intenzitu, ako i celkovii
klf¢ivost semien, hlavne u koncentracii 10 a 25 ppm giberelinu. Koncentricie 100
a 200 ppm giberelinu kli¢enie inhibovali.

Po aplikicii 10, 25 a 100 ppm koncentricii guberelinu pozoroval sa v klickoch
(v porovnani s kontrolnym klickami) zvySeny obsah vody. Ubytok susiny (rozdiel medzi
pdvodnou vihou suchych semien a sufinou z Kligkov) bol po aplikicii giberelinu
niz$i, . ako u kontrolnych Klickov.

1I. Vplyv giberelinu na_ poéinoc"n)’r rast osi a koreilov;

Semeni sa macéali 24 hodin v destilovanej vode, v 5, 10 a 100 ppm koncentriciich
giberelinu. Po 24, 48 a 72 hodinich vyhodnocoval sa vplyv giberelinu na rast osi
a korefiov. Celkove u vietkych pozarovanych koncentricii giberelinu pozoroval sa

_ stimulaény efekt na rast vs{, optimilny stimulaény efekt sa zaznamenal u koncentracii
10 a 25 ppm giberelinu. Po 48 hodinich u koncentracie 100 ppm a po 72 hodinich
m vietkych koncentricif gibereliniu (v porovnani s kontrolnymi klickami) pozorovala
sa inhibfcia rastu korefiov.

III. Vplyv giberelinu na metabolizmus volnjch aminokyselin a amidov v priebehu bobtnania ’
- a kliZenia semien;

Gbraz volngch aminokyselin po aplikicii giberelinu vykazuje kvalitativne zmeny (lysin,
histidin, leucin 4 phenylalanin) no hlavne kvantitativne zmeny (asparagin, kyselina
aspargovd, alanin, alanylglycin, lysin, histidin, leucin. + phenylalanin). Vplyv apli-
kécie giberelinu neprejavuje sa v dynamike glycinu a len v nepatrnej miere spoloéne
vyhodnocovaného valinu + methioninu,

- Predpokladd sa, %e pozorované kvalitativne a kvanﬂtadvne zmeny v spektre . amino-
kyselin, pozorované po aplikicii giberelinu stivisia so stimulatnym a inhibiénym pbso-
benim giberehnu na kliéen'ie semien, ako i na potiatoiny rast klifkov.
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K Bompocy Mexanmama meficTema ru66epexnmHa HA POCT, AMHAMHKY CBOGOXHEIX
aMHHOKHMCJOT M MeTaGoxH3M Bomsl Bo BpeMa HabyxaHmsa u IPOPACTAHHA CEMAH
xononnu (Cannabis sativa L.).

P. Tepux

PeswoMme

B macrosmeii paGore ofCcyXiaeTcs BONPOC BIMAHMA TH66epennMHa Ha HEKOTOpHE §UaHO-
JIOTMYECKME TIPOLIeCCHl BO BpPEMA INPOPAaCTaHMA CEMAH M B 3a4YaTOYHOX CTAAMH pocTa OCH
u xopHeit koHomnu. Oco6oe BHHMaHHe OBUIO NPUCBAIGEHHO CJHEAYOUIMM BOIpPOCAM:

1. Bausanue ru6G6epennuHa Ha HabyxaHWe M NpPOpacTAaHME CEMAH.

Hayuanoce Bnuanme rubbepesnumua p KoHuenrpauusx 5, 10, 25, 100 w 200 nnM =Ha
HHTEH3UBHOCTh HabyxaHMA u mpopacraHus ceMaH. CeMeHa 6BLIM NOMENEHHHE B MHCKax
Ilerpu Mexny HBYMA QUALTPOBAJNLHEIMKM 6GyMaraMu, CMOYEHHBIMM B NpPHUBEIEHHHIX KOH-
uentpanuax. Ilpomecc HabyxaHMsa M NpPOPAaCTaHHA CeMAH TPOXOAWN B IOTEMKaX OpH
temnepatype 21° II. Bniio saMeueHO, 4TO y BCex KOHIEHTpanuii ru66epennuHg HHTEH-
SUBHOCTh HabyxaHMs B TedeHHMe IHepBEIX 12 4acOB MOHH3UAach. MoIjHOe mNOBHINEHEE
HafyxaHUsA npousouno Mmexny 12—24 yacoe (¢ Hauana HaGyxaHHA) NpPEeUMyNIECTBEHHO
B koHueHTpauuu 10 m 25 nnm ru66epennuna. Habmonanock CTHMYJNAUMOHHOE NEHCTBHE
OTHOCAIIEECA K Hayaly HHTEH3MBHOCTH M o0OImeH{ NpopacTaeMOCTH CeMAH, IJaBHBIM
obpasoM mpu koumenrpanmmu 10 u 25 nnm ru66epennmua. Kounuenrpaumm 100
u 200 nnmM unrn6upomanu npopacranme. Ilocse amnmkamwu 10, 25 1 100 mmm ru66e-
PeMHA 3aMeyasoch y 3apojbimieif (B CpPaBHEHHMM C KOHTPOJEH) NOBHINEHME COHEpKa-
uua ponsl. IloTeps cyxoro Beda (pasHMIAa MeXAy MCXONHBIM BECOM CyXHMX CeMAH
M CyXHM BEeCOM B 3apOjbille) oKasajnach IIOCIe NOpHMeHeHHs rub6epenauna Goxee
HHU3KOM YeM y KOHTPOJH.

I1. Bausuue ruG6epesnnMHa Ha 3aYaTOUHBIN POCT OCH M KODHEH.

CeMeHa KOHOIIM HaMayMBAJIMCh B TeueHHe 24 9acoB B [ECTHIMPOBAaHHOK Boxe ¥ B 5,
10, » 100 nnm xoHuenTpanuu rubbepennuna. Ilocne, 24, 48 u 72 wacos OUEHHBANOCH
BauAHMe Tu6G6epennmHa Ha pocT oc M KopHeil. Bo ofmem samewancs y soex wHa6uimo-
IaeMbIX KOHIEHTPAUHMA CTHMYJIAUUOHHHIA 3PPeKT HA pOCT OCH, NpPHYEM ONTHMBABLHAA
KonuenTpauus rubbepennunma = 10 u 25 nmm. ITocse 48 uacos sameuanacs y KOHIeH-
rpauuu 100 nnM a mociae 72 4acoB 'y BCeX KOHIEHTPAIl[Hif rnﬁﬁepemmxa ‘MATHORLEA
PoCTa KOpHEH B CPABHEHHH C KOHTPOJEH.

III. Bansaume ru66epessmua Ha MeTabonuaM CBOGOIHBIX AMWHOKHCJOX M aMHIOB BO BpEMSA
npopacTaHMA X HabyXaHHA CEeMsH.

Kapruna cBOGONHEIX aMMHOKHCIOT OfHApYy)KaeT mnocjie anidKanuu rubbepenauHa Ka-
YeCTBEHHble NepeMeHn! (JHM3MH, TMCTHAMH, xeiunn-+ deHmnananun) HO mnpexne BCETO
KOJMYECTBEHHHE IepeMeHH (acrnapardd, aclaparopas KHCJIOTA, AJaHHH, JUCHH, THCTH-
R¥H, JAOWH 4 eHMNaNaHMH, altaHMATAMUHMH). Bamanme amiukaumm ruG6epesnmHa Ha
OMHAMMKY TJIMIOUHA He GBIIO OOHADYKEHO, B TO BpeMsA KaK HAa NMHAMHKY BajJuHa + Me-
THOHMHA, OlleHHBAEMYI0 BMECTe OKasajoCh JHMIMb B HEe3HAYATEIBHON Mepe.

Ipennonaraerca, uro HabmozaeMble KayeCTPEHHBIE M KOJHYECTBEHHBE TEPEMEHBl
B CHEKTPe aMMHOKMCJIOT IOCJe AlJIMKAaUUM THOGEpeJNIHHA BSDKYTCA H3 CTUMYJALHOHHBIM -
¥ HMHTHOMIIMOHHBIM BO3NEeHCTBHEM Tu66epeaNNHA Ha NPOPACTAEMOCTh CEMAH, KAaK TaKXe
Ha 3aYaTOYHBEIX POCT 3apONBIMeEi.
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Gibberellinsiure und Geschleehtszifferenliation'der Pilanzen

V. HERICH, : o

Die Studien von A. Lang (1952) iiber den Einfluss des Gibberellins auf
die Bliitendifferentiation und das Blithen haben uns den Anlass gegeben, das
Verhiltnis des Gibberellins zur Geschlechtsdifferentiation der Pflanzen zu
untersuchen. Die bisherigen experimenttellen Studien in diesem Gebiet, welche
zum grossten Teil auf dem Studium des Gibberellinseinflusses auf die Diffe-
rentation der Q und @ Bliiten der einhidusigen Pflanzen basieren, sind oft
widersprechend (Wittwer, Bukovac 1957, Nelson, Rossman 1958
und a.), so dass sie uns keine geniigend klare Vorstellung iiber geschlechtliche
Determination und Differentiation der Pflanzen zu bieten imstande sind.

Auf Grund der biochemischen Auffasung des Prozesses der geschlechthchen
Determination und Differentiation, nach welcher uns der erwihnte Prozess

10,
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Graphische Darstellung des Gibberellineiflusses auf die ginzliche Linge der Hanfstengel. Auf
der Achse X — Gibberellinkonzentrationen (5, 10, 25, 100) und dest. Ha0 (0), auf der Achse
Y gesamte Linge der Hanfstengel in relativen Werten (100,0% = gesamte Linge
der Kontrollbestinde.
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sowie in seinen Ursachen also auch in seinem Verlauf, welcher dynamisch
in der Spezifizitdt des Stoffwechsels beberuht, als ein biochemischer Prozess
erscheint, sowie auf Grund der engen Beziehung des Gibberellins zur Wuchs-
stoffsynthese, welche — wie es darauf schon vom Laibach und Kribben
(1950, 1951), J. Heslop-Harison (1956) und den anderen hingewiesen
wurde — Differentiation der Q@ und J Bliiten determiniert, lisst sich voraus-
setzen, dass durch die Applikation des Gibberellins auch der gesamte Charakter
des Stoffwechsels und damit auch der Prozess der geschlechtlichen Differentia-
tion allein beeinfluss: sein kénnte.

Fir unsere Untersuchungsarbeiten haben wir den Hanf von der Sorte
.Rastislavicka erwihlt. Gibberellin wurde in den Konzentrationen 5, 10, 25
und 100 ppm appliziert. Die Hanfsamen wurden 24 Stunden lang in den
aufgefiihrten Gibberellinldsungen, die Kotrolsamen eine ebense lange Zeit im
destillierten Wasser eingeweicht. Die Aussaat fand im Botanischen Garten der
Universitit in freier Natur unter naturgebundenen Bedingungen statt. Die Zahl
der beobachteten Individuen in den einzelnen Versuchsvariationen bewegte sich

Gesamter Anblick auf Versuchskulturen. Bezeichnung- @S, @M Kontrollbestinde
(Samen eingenweicht im destill. Wasser), 5 — Samem eingeweicht in 5 ppm
Gibberellin, 10- 10 ppm Gibberellin, 25- 25 ppm Gibberellin.
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in den Grenzen zwischen 400—500. Bei der Bewertung der Resultate haben
wir eine besondere Aufmerksamkeit 1/ dem Verhiltnis zwischen dem Gibberellin
und der Geschlechtsdifferentiation und 2/ dem Stengelwuchs bei @ und & —
Individuen gewidmet.

Wie es ersichtlich ist, wird nach der Anwendung des Gibberellins auf die
Hanfsamen das Prozent der ¢ — Individuen in den Bestinden hoher. Maximum
wird bei der Konzentration 10 ppm erreicht.

Hier wird also ein ihnlicher Einfluss beobachtet, wie es bei den einhiusigen
Pflanzen nach der Applikation mancher nativer oder syntetischer Wuchsstotfe,
wie zum B. der @« — Naphtylessigsiure, § — Indolylessigsidure (in den
Angaben von Laibach und Kribben 1950, 1951 und in Angaben vom
J. Heslop-Harrison 1956), der 2, 4-Dichlorphenoxyessigsdure (nach
Molotkowski 1957), 2, 3, 5 — Trijodbenzoesiure (nach Heinze 1956 und
a.) der Fall war, wo auch eine perzentuelle Erhohung der Q@ Bliiten bemerkt
wurde.

Wenn wir Laibachs und Kribbens Voraussetzung, ,dass die Bildung Q und
3 Bliiten von der Konzentration des Wuchsstoffes abhiingt und dass die Q Bliiten
zu ihrer Entstehung eine héhere Wuchsstoffkonzentration bendtigen als die
3* zum Ausgangspunkt nehmen, dann ist zu erwarten, dass die nach Applikation
des Gibberellins beobachtete Prozenterhthung der Q@ Individuen in einer bestimm-
ten Beziehung zur Synthese, sowie auch zur Wuchsstoffkonzentration im
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Graphische Darstellung des Gibberellineinflusses auf ‘Geschlechtsdifferentiation des Hanfes.

Auf Achse X sind die Konzentrationen der Gibberellinsiure (5, 10, 25, 100) und dest. H:O

(0), auf Achse Y % Q Individuen in relativen Werten aufgetragen (100,0% = % @
Individuen in den Kontrollbestinden).
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Organismus steht. Ihre erhohte Freimachung aus irgendeinem Prakursor, ihr
erhohter Umfang (Konzentration) nach der Applikation des Gibberellins findet
nicht nur in den Wuchsprozessen allein, sondern auch im gesamten Stoffmete-
bolismus — folglich auch im Prozess der geschlechtlichen Determination und
Differentiation ihren Ausdruck.

Unterschiedliche Spezifitit des Stoffwechsels bei den Q und & Individuen
des Hanfes, welche in den Arbeiten von Mothes und Engelbrecht
(1952), Herich und Priehradny (1955), Erdelsky und Herich
(1956) und. anderer Autoren beobachtet wurde, hat sich nach der Applikation
des Gibberellins in einer verschiedenen Intensitit des Wuchses gedussert.

In der Tabelle Nr. 1. wird eine gesamte durchschnittliche Stengellinge bei
den Q und & Individuen nach der Vegetationsbeendung angegeben.

Spezifititsunterschiedlichkeit des Stoffmetabolismus bei @ und 3 Individuen
kam nach der Applikation des Gibberellins durch eine unterschiedliche Wuchs-
intensitit bei @ und & Individuen auch in den Wuchsprozessen ausgeprégter
zum Vorschein. Als eine optimale Konzentration erweist sich fiir Indivi-
duen Q des Hanfes 5 ppm Gibberellin und fir & Individuen 10 ppm
(wobei aber die letztere Konzentration auf @ Individuen wuchshemmend
wirkt). Der nach Applikation des Gibberellins bei den Individuen beider
Geschlechter geobachtete Stimulationseffekt ldsst sich mathematisch-statistich
geniigsam nachweisen; er ist durch natiirliche Variabilitét keines wegs bedingt.

‘Die Nachweisbarkeit einer Differentiation ist durch Wahrscheinlichkeit ,,P*
ausgedriick, welche fiir einen betreffenden Wert ,t"“ und fiir eine gegebene
Anzahl der Freiheitsstufen in Fischertabellen herausgesucht wurde. Die Wahr-
scheinlichkeitsgrenze stellt Wahrscheinlichkeit P=0,05 (5%) vor, die Werte
unter 5% sind als Zeichen der nachweisbaren Differenz zwischen den zu
vergleichenden Gesamtheiten (Bestinden) zu betrachten, wihrend bei den
Werten iiber 5% kann das zu vergleichende Material als gleichwertig betrachtet
werden. ‘

Das eingehende Studium des Gibberellineinflusses, sowie auch seinen Wir-
kungsmechanismus im Prozess der geschlechtlichen Determination und Diferen-
tiation und im gesamten Stoffwechsel der @ und d Individuen bildet den
Gegenstand unserer weiteren Studien. Auf Grund der bisher aufgefiihrten
Arbeiten setzten wir voraus, dass eine der wahrscheinlichen Wirkungsfolgen des
Gibberellins auf die genannten Prozesse eine unmittelbare Regulation von
Wouchsstoffen ist. Thre erhohte Auflosung aus irgendeinem Prékursor, oder ihre
Destruktion nach der Applikation des Gibberellins kann in eutendem Masse
die Stoffwechselspezifitiat der @ und d Individuen und damit der Prozess der
geschlechtlichen Determination und Fifferentiation selbst beeinflussen.

Fiir die obenangefiihrten Beobachtengen wurde Gibberellin der Firma ,Kyova
Fermentation Industries; Tokyo und ,Plant Protection LTD, . Fernhurst"
benutzt. i
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Kyselina giberelovd a pohlavni diferencidcia rastlin.

R. Herich.

Vychadzajtc z biochemického ponfmania procesu pohlavnej determinicie a diferenci4cie rastlin,
podla ktorého sa nim javi tento proces procesom biochemickym a to tak vo svojich pridinach,
sko i priebehu, dymicky spodivajici v Specifite latkového metabolizmu, ako i tzkeho vzfahu
giberelinu ‘K syntéze rastovych latok, ktoré — ako na to poukizali Laibach a Kribben
(1950, 1951), J. Heslop-Harrison (1956), Molotkovski (1957) a ini — deter-
minujii diferencidiciu Q a J kvetov, dalo sa predpokladaf, 7e aplikiciou giberelinu sa ovplyvni
I celkovy charakter latkového metabolizmu a tym i samotny proces pohlavnej diferenciicie.

Naje experimentilne price sme robili s konopami sorty ,Rastislavicki“. Giberelin sa apli-
koval v koncentricidch 5, 10, 25 a 100 ppm. Semeni konopi sa v uveden)"ch roztokoch giberelinu
méacali 24 hodin, kontrolné semeni rovnakd dobu v destilovanej vode. Potet jedincov v jednotli-
vych varidciach pokusu sa pohyboval medzi 400—500 jedincami. Pri vyhodnocovani vysledkov
m:fin pozornost venovali a) vzfahu giberelinu k pohlavnei diferenciicii, b) rastu stonkov @ a &
jedincov.

Vysledky pokusu nim naznaduji, Ze medzi giberelinom, jeho pdsobenim a pohlavmou dife-
rencidciou rastlin je urdity vzfah, po aplikicii giberelinu pozorovalo sa zvy$ovanie % Q jedin-
sov. Ak % Q jedincov v konmtrolnych porastoch povazujeme za 100%, pri koncentracii 5 ppm
giberelinu dosahuje 103,3 u koncentricie 10 ppm — 1139 u koncentricii 25 a 100 ppm
klesi na 101%. Pokial sa- tjka & jedincov, boli v nafich pokusoch po aplikicii giberelinu
normilne vyvinutf, indukcia sameéej sterility nebola pozorovani, Taktiez neboli v porastoch
pozorované intersexuilne a jednodomé’ formy.

Rozdielnost v 3pecifite latkového metabolizmu Q@ a J jedincov zvyraznila sa po aphkacu
giberelinu i v rastovych procesoch a to odlinou intenzitou rastu Q a & jedincov. Pre @
individui konopi javi sa optimilnou koncentraciou 5 ppm giberelinu, u d‘ jedincov koncentricia
10 ppm. Rozdielny stimulaény efekt pozorovany po aplikdcii giberelinu u jedincov oboch
pohlavi je dostatodne matematicko-§tatisticky preukazatelny, takie neni podmieneny prirodzenon
variabilitou.

Podrobné prestudovanie vplyvu giberelinu, ako i mechanizmu jeho pdsobenia v procese pohlav-
nej determinicie a diferenciicie je predmetom nagich dalSich 3tadif. Z doteraz publikovanych
pric predpokladdme, Ze jednym z moinych mechanizmov pdsobenia giberelinu na uvedené
procesy je priama regulicia hladiny rastovych latok. Ich zvy¥ené uvoltiovanie z niektorého
prekurzoru, alebo ich destrukcia po aplikdcii (najmid vyS$Sich koncentricif) giberelinu méze
v znalnej miiere ovplyvnif $pecifiénost litkového metabolizmu Q a J jedincov a tym ovplyviiovat
i samotny proces pohlavnej determindcie a diferenciécie.

I'n66epennunoBas KHCAOTA ¥ NOJOBasA AuPdepeHIUANHAA pacTeHHH

P. Tepux

Plcxonx ¥3 GHUXHMMIECKONO MOHEMAHHMA nponecca NONOBOH MeTepMuHanME u AEbdepeHnns-
LMK pacTeHHii, COIJACHO KOTOpPOMY MpoIlecC IIOJOBOM JeTepMuHanum u nuddepeRnmamuun
ABAAETCE OGMOXMMHYECKAM NpPOHECCOM, NWHAMHUYECKH 3aKJNI0YallIiMMCA B cOenAHYHOCTH MeTa-
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fonM3Ma BelecTB, KaK TaKXe M3 TECHOM CBA3M MeXAy TuG6epeNIHHOM H CHHTE30M POCTOBLIX
BemecTs, KOTOpile — Kak 3To ormMermnx Laibach u Kribben (1950, 1951), J. Heslop-
Harrison (1956), MonoTtkoscku# (1957) u npyrme — nerepmunmpyr nuddepen-
nuagEo Q ¥ & uBeTOB, MMeNMCh NPENIOCHLIKE, 4TO amjMKanueir re66epennmna 6yaer Bo3-
MO)XHO INOBJIHMATH M Ha OGIIMH XapaKTep BeleCTBEHHOr0 MeTafosusMa a TeM Ha CaM Ipouecc
nonoBoit nudPepeHnHAITHM.

Msl nepeBOfMAM HallM SKCHEPHMEHTaJbHH PabGOTH Ha KOHOMIM copTa «Pacruciasmumkas».
T'ub6epensun Mol npuMeHsi¥ B KoHueHrpauusax 5, 10, 25 m 100 nom. CeMeHa ROHOMIM MEL
HaMauMBajd¥ B YNOMAHYTHX pacTsopax ru66epeinnauHa a KOHTPOJLHbIE CeMeHa B NECTHJNIHPOBA-
HOM Boje B TeueHHe 24 uacoB. UMCIO MHIMBHIOB B OTHEJbHBIX BADHALMAX SKCOEPUMEHTA
xonebanocy Mexay 400—500. Ilpu oueHre pe3aynsTaTOB MBI COCPEOTOYMJIM BHMMAaHHE Ha OT-
HomeHue rm66epennuHa a) K moxoBol muddepennuanuum u 6) k pocry crebas Q u & mm-
LUBHIOB.

PesynbraTel 3KcrepuMeHTa OOHAPY)XMJIM, 4YTO MeXLy MAedcTBHeM TrubepeaNMHa M IOJOBOM
nuddepeHnuAMeHr ecTs ompenesNeHHas 3aBUCHMOCTb. llocae amnukanmu ru66epennusHa Habiawo-
JANOCH TOBHINEHHe mnpomeHTa Q uHmuBUAoB. Cumraem nu %. Q MHIMBHIOB B KOHTDOJBLHEIX
mopocaax 100 %, moToM mnonyvaercs mnpu KoHueHTpauuum 5 mmm ru66epesnmma 1033 %,
npu koumentpanmum 10 mmm — 1139 %, mpm xommemrpanum 25 mnM — 1010 % a npm
xounentpanuu 100 mom — 101,2 %.

Yro kacaercas ¢ HHAMBHIOB, OHM ObIIM B HAIUMX SKCIEPUMEHTaxX IOCJe ANJMKAIuM Trubbe-
PeNJMHA TPABHJIBHO PAa3BUTH, HHIYKOHA MYMXCKO#K CTepMJbHOCTH He Ha6mopanace. Toxe He
HabMonaauch B IOPOCJAX HMHTEPCEKCyaabHble ONHOLOMbIE (POPMEL.

PasHocTh CenqUdMUHOCTH BENleCTBHEHOro MerabonusmMa Q ¥ ¢ MHIMBHIOB BHIABUJIACH TOCHE
anaukauuu Tu6GepennuMHA TAaKke B POCTOBEIX NpPOLECCAX a MMEHHO Pa3iMYHOE MHTEHSHB-
Hoctbio pocta y @ u ¢ umpuBunos. Konuentpauua 5 mnm T'A spasercs camoit ayumeit mas Q
HHIMBMIOB, KoHueHTpanusa 10 nmM ecTh onTuManpHO aax ¢ MHAMBUIOB, TIPHYEM Ta ke
KOHIIEHTpalisA YAaCTHUYHO yHep)KUBaeT pocT y Q uHIuMBHAOB. CTHMynanuoHHBIH adPeKT mocie

* npuMeHeHMs ru66epesinHa, 3aMeYeHHHI Y MHIMBHLOB OGOMX IIOJIOB ABJAETCA MATEMAaTHYECKH
M CTaTHCTHYECKM NOCTATOYHO IOKAa3aTEJBHHIM, TAK KaK OH He 3aBHCHT OT TNPHPOIHOH Bapua-
6HIBHOCTH.

IMonpo6uoe usyuyenue BnMsHMA TUOOepe/sIMHA M MeXaHMSMa ero NeMCTBMA B mpolecce IO-
JIOBOM JeTepMMHAnMM M nuPPepeHUHINUM ABIAETCA NpPeIMETOM HAIIMX JAJbHEHIIUX CTymMi.
Ha ocHoBanmm paboT ony6IUMKOBaHBIX O CMX IIOP Mbl TpeAlioJaraeM, YTO ONHBIM H3 MeXaHHa-
MOB NieiicTBMA THOG6GepennHMHA Ha YNOMAHYTHIE IIPOLIECCHI €CTh OE3IOCPENCTBEHHAR PpEeryaAlns
YPOBHA DPOCTOBBIX BeujecTB. VIX mOBhIIEHHOEe BbIZEJEHHWE M3 HEKOTOPOTO NpeKypsopa, HJIE HX
IECTPYKIIMA IIOCHe alIMKanu® rub6epennmHa (0COGEHHO BHICIIMX KOHUEHTPanHil) MOXET 3Ha-
YHTENBHONX MepOil MOBIHMATL HAa CNeUHdHUUHOCTH BemecTBeHHOTO MeTabonumaMa Q m & MHAMBHIOB
M TakuMM 06pasoM OKasaTh BIMAHHE TaKKe€ HA CaM IIpolecc MoxoBoik InddepeHuusAuum = Oe-
TepMHHALUH.
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ACTA F. R. N. UNIV. COMEN. V. 11—12., BOTANIKA, 1961

ACTA FACULTATIS RERUM NATURALIUM UNIVERSITATIS COMENIANAE

TOM. V., FASC. XI—XIl. BOTANIKA 1961

Vplyv vapnika na niektoré vlastnosti metabolizmu klf¢kov
Cucumis sativus v zavislosti od formy dusfka.

S. PRIEHRADNY — V. KOZINKA

Dusik je nepochybne najvyzna¢nejfou rastlinnou Zivinou a do jeho 3tidia
velkou mierou spada i skimanie fyziologickych rozdielov v déinnosti réznych
zivnych dusikatych soli. Pri amonnej a nitritovej forme dusika je zaujimava
skutocnost, Ze identickd zivina — dusik — je v nich podani vo forme dvoch
réznorodych, chemicky Specifickych, antipoldrnych iénov, ktoré st pritom oba
biologicky hodnotné. V amonnej forme sa dusik vyskytuje v kladne nabitej
fasti, je redukovanym atémom a tvori fyziologicky kyslé dusikaté soli. V nitra-
tovej forme je dusik stlastou negativneho aniénu, je oxydovanym atomom
a v zlacenine dava soli fyziologicky alkalické. Bude potrebné zistit, aky fyziolo-
gicky prejav ma rézny fyzikalno-chemicky charakter u tohoze elementu, aky
a¢inok pripadd na vihu fyzikalno-chemickych vlastnosti a aky na samotny
prvok ako rastlinnd ‘Zivinu.

S. G. Vaklinova, N. G. Doman a B. AL Rubin (1) udévaji, #e
rozdielna dusikatd vyziva vplyva rézne na zlozenie asimilitov za podmienok
svetla a tmy. Za svetla sa zaznalil intenzivnej§i pohyb do korefiov u rastlin
na nitritovom dusiku, kym za tmy u rastlin na aménnom dusiku. V tejto ako
i v inej praci (2) uvedenych autorov vyznacovali sa rastliny na nitritovom
dusiku vy3Sou syntézou chlorofylu.

M. I. Kalinkevié¢ (3) pri §tadiu dychania réznych pletiv u ¢iernych
ribezli, lanu, mity, potoéniku a képru vo faze kvitnutia stanovil, Ze pri vyzive
amonnymi solami pohlcuji rastliny zo vzduchu viac kyslika ako pri vyzive
dusi¢nanmi. :

Z celého radu pric (4, 5, 6, 7) je zndmy vplyv amonnych a nitratovych
zdrojov dusika na hromadenie organickych kyselin, menovite jablénej a citré-
novej.. Zjavne sa ukazalo, Ze nitratova forma dusika napomaha ostrému zvysovaniu
organickych kyselin, kym vyziva amonnymi solami ich tvorbu. zniZuje.

V pokusoch L. A. Skvorcovej (7) v ktorjch sa pésobenie amonnej,
pripadne nitritovej formy dusika kombinovalo sa sledovanim vplyvu réznych
koncentracii vapnika a horéika sa zistilo, Ze so vzrastajicim obsahom tychto
prvkov v zivnom prostredi citelne klesd na féne jedného alebo druhého zdroja’
dusika mnozstvo organickych kyselin v, listoch Nicotianna rustica L. Podobny
tinok malo zvySovanie koncentracie vodikovych iénov. Obsah redukujiicich
cukrov menil sa za tychto podmienok v obratenom smere, t. j. pri zv§Senej,
kyslosti prostredia (znizené pH) bolo zniZenie tvorby organickych kyselin
doprevidzané zviéSovanim obsahu.redukujicich cukrov. £ _

Tychto niekolko adajov odkryva stvislost medzi odliSnostami v désledku typu
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dusikatej v§zivy a pésobenim na zikladné pochody litkovej vymeny, najmi na
deje disimilaéné, v ktorjch prvorad4 tloha pripada vzajomnému zvizku a pre-
mendm glycidov, organickych kyselin a dusikatych latok.

- Potetné st tdaje o roznej vyuzitelnosti dusika z dusiénanov a z .amonnych
soli, ale vysledky donedavna neboli jednotné (8). K osvetleniu neurovnanych
zdverov podstatne prispeli vyskumy D. N. PrjaniSnikova (9, 10, 11, 12),
ktoré potvrdili rovnocennost amonného a nitratového dusika pre vyzivu rastlin
a stanovili réznost podmienok pre optimalne zuZitkovanie oboch foriem.
Moinost priaznivej asimilacie tak amonného ako aj nitratového dusika bola
uvedeni spojitost s pritomnostou glycidov v pletivach, s vhodnym rozmedzim
hodnét pH (tiez 13) ako aj koncentraciou a pomermi iénov v Zivnom prostredi.
Najmi dostatoény obsah vdpnika sa ukézal jednou z najdélezitej§ich podmienok
pre normélne prijimanie a d¢innost amonného dusika.

Potreba vapnika pre vysiie rastliny sa prejavuje uz v skorych fazach vyvinu
klickov zo semena. Za nedostatku vépnika objavuji sa chorobné priznaky na
korefioch kliénych rastlin [si abnormélne kritke a bez koretiovych vldskov,
chorobné zhrubnuté, pripadne slizovité a# odumreté (14)], alebo aj na celych
rastlinkach [skratenie osi, uzlovitost, niekedy i zastavenie rastu uZ na treti,
§tvrty defi po zapocati kli¢enia (15)]. Pri vysvetlovani tjchto zjavov sa autori
dost ¢asto priklanaja — okrem vseobecne prijatého ochranného téinku vipnika
— k ndzoru D. N. Sabinina (16), podla ktorého ma vapnik délezitd
funkciu pri tvorbe povrchovej vrstvy protoplazmy a pri urychlovani procesov
koacervacie plazmatickych zloziek mladych buniek. Ten isty autor a tiez
E. Woéstmann (17) pripisuja vapniku tlohu aj v procescch hydraticie
koloidov, ¢omu tiez nemozno popriet velky vyznam pre normilny priebeh
funkcionélnych dejov v mladych pletivich korefiov a osi. K osvetleniu narokov
mladych rastlin na vapnik prispievaji i zidvery o uélasti vapnika pri tvorbe
pektinovej lamely v procesoch normalneho delenia buniek. Prace D. N. Prjanis-
nikova ukazali, Ze glycidy a bielkoviny kli¢iacich rastlin sa lep$ie mobilizuji
pri dostatku vapnika a celkova premena latok prebieha energickejsie (11).

Vychadzajac z prédlozenych tdajov postavili sme si otdzku, ako sa meni
mnozstvo glycidov a inych latok u mladych rastliniek v zavislosti od formy
dustka a ako ovplyviiuje tieto zmeny rézna koncentrdcia vapnika v Zivnom
prostredi.

Metodika

Ako pokusny objekt sa pouZili semeni Cucumis sativus, €0 malo vyhodu,
ze pri rychlom odcerpavani zasob semien aké sa pozoruje pri raste uhorkovych
klickov méze sa u nich uZ v pomerne kratkom &ase vyvolaf citlivost na pod-
mienky prostredia.

Rovnaké vihové mnoZstva semien nechali sa nakli¢it a rast na filtraénom
papieri v Petriho miskdch. Rastliny sa pravidelne zavlaiovali roztokmi tohto
zloZenia: , )

Z poétu pouzitych kultivaénych roztokov je vidiet, Ze pokus pozostaval
z 6smich variantov, pri ktorych sa rastliny pestovali na’ Zivnych substratoch
s minerdlnymi solami modifikovanymi ¢o do mnoZstva pritomného véipnika ako
aj formy ' anorganického dusika. K tomuto pokusnému zikladu priraduje sa
efte variant, pri ktorom sa rastliny kultivovali len v destilovanej vode, aby sa
mohla posidif kvalita ako aj stupefi reakcie rastlin na pouZité Zivné roztoky.
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— +)
Forma dusfka i —No, . - —NH, .
: . g
Pomend koncentrécia | 4y | 90 | 30 | 4 | 4 | o0 | 3t | et | S
MgS0,.7H,0 020 [ 0,20 | 0,20 | 0,20 | 0,20 | 0,20 | 0,20 | 020 | ~
KH,PO, — | = | = | = |o047 |047 | 047 | 047 | ~
E Ca(H,PO,), 040 [040 |040 {040 | — | — | — | = | =
g
¢ | KNo, 0,89 | 0,89 | 0,89 |089 |02 |02 |020 |02 | ~
o it i
- | Ka — | = | = | - |02 |02 |02 |0x5 |
(=4 5
0 ~
£ | (NH.)S0, - = | — | — |04 | 045|045 | 045 | —
~N
(CH,C00),Ca 0,32 | 0,98 | 1,64 | 2,30 | 0,66 | 1,32 | 1,98 | 264 | —
FeCl, 10% v ml o1}(o0t|o01]| 01| ot|or]|or|or]| ="
Potiatoéné pH 595 | 577 | 572 | 562 | 6,05 | 590 | 572 | 569 | 560

Tento variant sa svojim charakterom experimentélnych podmienok najviac
odlifuje od ostatnjch variantov a oznaéujeme ho v praci ako ,kontrola“, hoci
v pravom slova zmysle t. j. so zretelom na vlasini niplii a $truktiru prace
tito funkciu nemd a mohol by ju zastivat jedine variant obsahujici bezné
zlozky Zivného roztoku, ale s vylaéenim iénov dusika. Kompozicia takéhoto
variantu sa jednako nezdala'vhodna z objektivnych metodickych priéin, z ktorych
mohlo rezultovat zjavné naruSenie kon$tantnosti pomerov inych fyziologicky
vyznaénych iénov pﬁtajﬁéich antipoldrne i6ny. dusika. Za kontrolu pre hodnotenie
i¢inku vapnika sa povaZuje pofiatoény variant, u ktorého je védpnik pritomn)"
v tom istom mnoZstve ako v Knoppovom Zivnom roztoku

Hlavnou osnovou pokusu je vplyv roznych pomerov vapnika za Gcasti dvoch
chemicky 3pecificky odliSnych foriem dusikatého ionu na prvé vyvinové fazy
mladych rastlin Cucumis sativus. V jednom rade bol dusik zastipeny ako anién
(— NO75 v mnozstve 0,123 g/100 ml roztoku — ,nitritovy rad® —, kym
v druhom rade bol dusik pritomnj, okrerd nitritovej formy (ktorej podiel na
celkovej sume dusika predstavoval iba 0,028 g/1000 ml roztoku), previine ako
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kation — NHY v mnoistve 0,095 g/1000 ml roztoku — ,amonny rad“ —;
v tomto rade prevlidala amonni forma dusika priblizne z troch $tvrtin nad
formou nitratovou. Od tplnejej substitiicie nitratového dusika amonnym dusikom
sme museli upustit, aby nenastali znaénej$ie disproporcie v zastipeni ostatnjch
ibnov. Kvantitativny a kvalitativny obraz zmien pri zvolenom pomere —NE]
—NO7 v amonnom rade mo#no povazovat eite za tolerovany. Sumarny obsah
dusika v jednom aj v druhom rade je taky ako v Knoppovom Zivnom roztoku:
0,123g/1000 ml. Tiez zakladna davka vapnika 1/1 sa volila tak, aby sa rovnala
mnoZstvu vipnika v Knoppovom Zivnom roztoku. Vapnik bol stupiiovany

.aritmetickym radom v 3tyroch koneentraciach, poéinajiic mnozstvom 0,136g/1000

ml roztoku. Takto bol vapnik odstupiiovany v obidvoch radoch. Snaha pridrziavat
sa schémy Knoppovho Zivného roztoku bola realizovatelnd len v pripade
vySetrovanych Zivin: dusika a vapnika, lebo sostavenie potrebnych varicii malo
nutne za nésledok niektoré zmeny iénového zlozenia substratov. Posobenie amon-
nej soli bolo doprevddzané pritomnosfou chléru, zvySenym privodom siry a zni-

. tenou hladinou octanového iénu.

Hodnoty pH kultivaénych roztokov sti vmestnané do pomerne tizkych medzi,

- &im sa dosiahlo, Ze sa zasah tohto ¢&initela nemohol na podmienky pokusu pozo-

ruhodnej§ie uplatnit. Pri obvykle volenych metodikach ku $tidiu fyziologického
posobenia vapnika je totiz dost astym zjavom, Ze sa pri nich kombinuje téinok
vapnika s pésobenim vys$Sich hodnét pH, ¢o sa odrdZa i v koneénom efekte.
Ba v ‘takych pripadoch sa pdésobenie véipnika mnohokrat vysvetluje jeho
vplyvom na koncentriciu vodikovych iénov. V nafom pokuse, aspoii v jeho
zafiatku sa spolupdsobenie spominanych faktorov vylucuje pouzitim kyslej
vapenatej soli. Je tak pozorovat pri stupani dédvok vapnika v oboch dusikatych
radoch mierny posun pH na kysla stranu. Forma dusikatej soli sa na hodnotach
pociatoéného pH celkove neprejavila.

Kontrola (@) vynikala najvy$Sou energiou kli¢enia, kym kli¢enie semien
v zivnych roztokoch bolo pridanymi solami zretelne inhibované. V désledku toho

. aj rast rastlin (v tomto obdobi prevazne eSte hypokotylov) zaostdval za kontrol-

\

nymi rastlinami. S pokroéilej§im vyvinom epikotylovych ¢asti (na treti dei)
podinaji Zivené rastliny nedostatok v raste vyrovndvat a v nasledujiicich diioch
svojou velkosfou uZ zjavne napreduji pred troviiou kontrolnych rastlin. Tento
predstih, ktory sa v .priebehu dalfich dni eSte viac zosiliiuje, udrzali si Zivené
rastliny aZz do skonéenia pokusu (deviaty defl). V ¢ase odberu vzoriek prevy-
Sovali pokusné rastliny vzrastom osnych ¢&asti kultiru na destilovanej vode

* takmer o jednu tretinu. Boli vak menej turgescentné, nédronejSie na vodu

a polyhavejsie ako kontrola, Vplyv minerilnej vyzivy sa tak prejavil na vyvine
morfologickych znakov hned v prvych fazach Zzivota mladych rastlin. Medzi
variantami pestovanymi na Zivnych roztokoch sa rozdiely ku koncu takmer
nepozorovali, zatialéo v priebehu pokusu bol rast rastlin v koncentrovanejsich
roztokoch o nie¢o slabsi. Vymedzenie dlzky kultivicie bolo so zretelom na to,

. aby sa ziskal rastlinny material priblizne v obdobi, kedy sa rastliny uz vymaiiujt

zpod priameho vplyvu materskych latok semena a dochadza k diferenciacii prvého
pravého listu. o b

V bylach mladjch rastlin odobratych po vycerpani zdsob semien Studovali
sme zmeny v obsahu cukrov, bielkovin, kyseliny askorbovej ako aj prvkov N, P,
K a Ca. Dosiahnuté tGdaje rozoberime so stanoviska pdsobenia jednak dvojakej
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formy dusikatej vyZivy za stéinnosti réznych ddvok vépnika a jednak variantu,
ku ktorému neboli pridané nijaké Ziviny.

Rozpustné cukry sa stanovili metédou Bertrandovou, celuléza gravimetricky
po rozruSeni necelul6zového podielu smesou kyseliny octovej, dusi¢nej a trichlor-
octovej (18), kyselina askorbovd podla Tilmans-Kuhna (19) titraciou
s 2,6-dichlorfenolindolfenolom, dusik podla Kjeldahla, bielkovinovy dusik zrdZzanim
podla Bernsteina a v dalom postupe metédou Kijeldahlovou; fosfor fotokolo-
rimetricky, draslik a vapnik na plamefiovom fotometri Zeiss M IIIL.

Cast pokusov sa vykonala v rimci &innosti vedeckého krazku minerédlnej
vjzivy rastlin za uéasti posluchaéov S. Ondru a S. Misigu.

Tabulka 2 Obsah glycidov a kyseliny askorbavej v bylach mladych rastlin Cucumis sativus
pri rozdielnej forme dustka a rozliénjch ddvkach vépnika v Zivnom prostredi

. Rozpustné glycidy v %-ach
Kyselina P Y Celuloza
ascorbovéa sch
, . -4ch . . v %-ac
Koncentricia v mg %-ac monoglycidy | diglycidy celko:n
Ca+ +
— + = 4 = + i + = +
—-NO, |—NH,|—NO, |—NH,|—NO, [—NH,|—-NO, |-NH,|—NO,|—NH,
11 4,25 | 12,00| 0,57 | 0,47 | 0,49 | 0,14 | 0,76 | 0,61 | 0,57 | 0,36
2/1 2,25 7,50| 0,50 | 0,47 | 0,17 | 0,09 | 0,67 | 0,56 | 0,49 | 0,74
3/1 0,50 | 6,50| 0,51 | 0,41 | 0,22 | 0,46 | 0,73 | 0,57 | 0,68 | 0,77
41 1,00 | 8,75| 0,42 | 0,41 | 0,21 | 0,45 | 0,63 | 0,56 | 0,58 | 0,72
Kontrola 10,75 0,34 0,28 0,62 & 0,31
|
Vysledky

Podstatnejiie rozdiely medzi variantami pokusu sa ukazali pri stanovenjch
ukazovateloch chemického zlozenia rastlin. )

Vyrazné st pomery v hladine glycidov a kyseliny askorbovej (tab. 2.), a to
tak po stranke vplyvu rozdielnej formy, dusika ako aj v zavislosti od pouZitjch
davok vapenatej soli. )

Charakteristické st vzfahy u skupiny jednoduchych cukrov (graf I.). U rastlin
kultivovanjch na amonnom dusiku je hladina jednoduchych cukrov celkove polo-

feni niz$ie ako u rastlin na nitratovom dusiku. Co sa tyka zavislosti medzi

zistenymi hodnotami cukrov a pésobenim ddvok Ca++ je priebeh hladiny mono-
aj diglycidov pri oboch formé4ch dusikatej vyZivy do uréitej miery analogicky.
U rastlin zo Zivnjch roztokov je tvorba monoglycidov zpodiatku ostro stimulo-
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vand, ale ich vzostup sa pri stupfiovani aginku vipnika zjavne oslabuje. Opaény
jav moZno pozorovat v percentudlnom zastdpeni diglycidov, u ktorjch sa
reakcia na pritomnost zivnych soli (véitane vapnika) prejavuje spociatku
prudko tnhibiéne, avsak pri gradécii d4vok vapnika sa pokles obsahu diglycidov
fiastone zmenS3uje.

Pozorované skutoénosti st zaujimavé i z toho hladiska, Ze poukazuji na
udznak uréitej frekvencie v chovani sa jednotlivych zloziek rastlinného tela na
rozliéné faktory prostredia (v nasom pripade na Ca++ ), t. j. na striedanie pozi-
livnej a negativnej reakcie v uréitych.usekoch zosiliiovania intenzity skiimaného
taktoru. V sthlase s tymto st i ostatné udaje prace. ’

Na krivke sthrnného mnoistva rozpustngch glycidov je najlep§ie vidiet, ako
sa vplyvom nitratového dusika obsah cukrov u prisludnych variantov zvysoval
a vplyvom amonného dusika znizoval. Vplyv vépnika na sihrnnej nodnote
rozpustnych cukrov neddva poznatf vicsie alebo pravidelnejiie zmeny. Pri oboch
forméch vyZivy najvyssim obsahom rozpustnych cukrov upozoriiuje na seba
variant, ktorého obsah vapnika v kultivaénom prostredi je taky ako v Knoppovom
zivnom roztoku.

Aj v tomto pokuse je zaujimavé poukidzat na prejaveni nepriamu zivislost
medzi syntézou mono- a diglycidov v bylich uhoriek, ktord je dost ¢&astd
i u inych rastlin.

Tabulka 3 Obsah dusika v bylich mladjch rastlin Cucumis sativus pri rozdielnej forme
dusika a rozliénjch divkach vapnika v Zivnom prostredi

- -+
g — No, — NH,
= .
~§ Forma . + +
g N ,;; Koncentracia Ca
o
1= -
@ g
a, 1.
5 S| vt |yt | et | an | o | 3 | g
Celkovy N - 5,92 | 5,80 | 5,57 | 5,40 5,75 | 5,54 | 5,51 | 5,48

susinu

Bielkovinovy N | 5,03 | 5,13 | 4,77 | 4,71 | 4,89 | 5,18 | 4,89 | 4,87 | 4,90

| Nebielkovinovy N - 0,79 | 1,03 | 0,86 | 0,54 | 0,57 | 0,65 0,64 | 0,58

Celkov§ N — 1051|049 | 049 | 053 | 0,49 | 0,48 | 0,49 | 0,53

‘Bielkovinovy N | 0,49 | 0,44 | 0,41 | 0,41 | 0,48 | 0,44 0,42 | 0,43 | 0,47

derstvi vahu

Nebielkovinovy N | — | 0,07 | 0,09 | 0,07 0,04 | 0,056 | 0,06 | 0,06 | 0,06
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Rozdielna kvalita dusikatej v§Zivy sa znaéne odriza i na obsahu celulézy
(graf I1.). Kym u variantov pestovanych na amonnom dusiku sa hodnoty
celulézy len maélo odklanaja od kontroly, s tieto pri Ziveni rastlin nitratovym
dusikom pozoruhodne zniZené. Vplyv odlisnej formy dusika prejavil sa pri

%, P

100 o= N

TN

\ N

| | | ] s
= kontr " 2h 3 4 Ca

Graf 2. Pomerné hodnoty celulézy v byliach mladych rastlin Cucumis sativus pri rozdielnej
forme dustka a rozliénych davkach vapnika v Zivnom prostredi.

obsahu celulézy v inom smere ako pri jednoduchych cukroch. Amonna forma
dusika v porovnani s nitritovym dusikom potlatovala hromadenie rozpustnjch
cukrov, ked sti¢asne bola priaznivejsia pre syntézu vysokomolekuldrnych glycidov
typu celulézy. Naproti tomu u rastlin utilizujicich nitratovy dusik bol defi-
cienény rys znizeného obsahu celulézy doprevadzany silnejsie vyznacenou
schopnostou syntézy jednoduchych cukrov.

Celkove je vidief, e amonni vyZiva napoméhala zvy3ovaniu vziahu: celuléza
" /rozpustné cukry, kym nitrdtovd vyZziva hodnotu tohto vztahu zniZovala.

Zavislost od koncentracie vapnika sa pri obsahu celulézy prejavila mailo zre-
telne, aviak pri oboch formach badaf uréitd analégiu na posobenie jednotlivych
divok Ca*+.

Vplyv skimanych Zivinovych faktorov silne zasahuje i do metabolickjch
premien kyseliny askorbovej (graf III.). Tento Géinok sa vyrazne prejavuje
nielen & do zdroja dusikatej vyZivy, ale aj o do pésobenia vipnika v prostredi. -
Z4akladnou davkou vépnika spolu s ostatnymi iéhami v Zivnom roztoku obsahu-
jiicom amonny dusik fe hladina kyseliny askorbovej slabo excitovand, ale tito
tendencia pri zvySovani koncentricie vapnika prechddza ndhle v depresivny
efekt, ktor§ sa pri najvysSej ddvke Ca*+ zase zmierfiuje; ale i pri tom zostava
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zretelne pod tdroviiou kontroly. Pri nitratovej vyZive je pokles hladiny kyseliny
askorbovej podstatne hlbsi, a to podinajic uZ najniz§ou koncentrdciou v4pnika.
Pri vySSom obsahu véapnika v Zivnom prostredi si hodnoty kyseliny askorbovej
pri nitratovej vyZive v pomere ku kontrole takmer dplne redukované. Relativna
premenlivost kyseliny askorbovej v zavislosti od rézneho obsahu védpnika v Ziv-
nom roztoku je podobna pri oboch formach dusikatej vyZivy, aviak v kvantita-
tivnom meradle si hodnoty kyseliny askorbovej u rastlin na substrite s nitra-
tovym dusikom oproti rastlindm na amonnem dusiku prenikavo zniZené.

o/° //’o\
100F o— \
\
L \ +
\ -NH,
o} \ -
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Graf 3. Pomerné hodnoty kyseliny askorbovej v bylich mladjch rastlin Cucumis sativus pn
rozdielnej forme dusika a rozliénych divkach vipnika v Zivnom prostredi.

Zmeny v hladine dusika (tab. 3.) s mélo vyrazné a nedavaji poznat uréity
smer U¢inku skimanych Zivinovych zloziek. Ich charakter sa stiera uz jednodu-
chym prepoctom ziskanych hodnét na &erstvi vdhu, ¢o napr. pri predchddzajicich
idajoch nepredstavovalo ¢initela, ktory by mohol ich orientdciu vyznamnejsie
ovplyviiovat. Izolovany a beiny pohlad na skiimané formy dusika nesvedé
o vplyve podmienok pokusu na tychto ukazovatelov, aj ked &iselné rozdiely
medzi jednotlivymi hodnotami nendpadne sledujii zavislost s mno#stvom vapnika
v prostredi, pripadne s kvalitou pouzitej dusikatej soli.

Rozdielny téinok skimangch minerdlnych éinitelov sa zretefne]sw javi az pri’
hlbsom pohlade na tieto Gdaje, menovite na vzajomné vztahy medzi uvedenymi
formami dusika. U rastlin Zivenych amonnym dusikom je pozorovat, Ze v ich
byliach, v porovnani s rastlinami na substrite s nitritovym ddsikom, st vys§ie
hodnoty pomeru bielkovinového dusika k dusiku nebielkovinovému, é&iZe u tychto
rastlin' v meradle celkového obsahu dusika prevaZuje podiel dusika bielkovinového
charakteru. Tento zjav i ked len slabo prejaveny, je zaujimavé porovnat s analo-
gickym pozorovanim zanadenym medzi hladinou vysokomolekularnych a niz§ich
glycidov, pri ktorej sa posobenie amonnej soli prejavilo v prospech pomeru
chemicky zloZitejSej latky (v pripade dusika ide takisto' o zvySovanie pomeru
- chemicky zloZitejSej a energeticky a&innejSej frakcie bielkovinovych latok).
Odli§nosti v zastiipeni nebielkovinového dusika v pomere k hodnote celkového
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dusika (vzatej za porovnavaci zéklad = 100%) nizorne vidief na grafe 4.
2 ukazuji shodni tendenciu tak pri prepoéte na susinu ako aj na derstva
vahu. Uréitd pravidelnost mozno pozorovat i o do pdsobenia davok vapnika.

Pri obsahu minerdlnych elementov: fosforu, draslika a vapnika (tab. 4.)
nevyskytli sa medzi formami dusika podstatnejsie rozdiely. Celkove viak mozno
tvrdif, Ze prijimanie tychto prvkov bolo intenzivnejiie u dusika amonnej soli,

100% - , — 100%

17

\{ N
4

0l 1 1

1/ 2/y— konc.Ca = 3/ 9y

Graf 4. Pomerné hodnoty nebielkovinového dusika k obsahu celkavého dustka (= 100%)
v bylich mladjch rastlin Cucumis sativus pri rozdielnej forme dusika a rozliéngch davkach
vipnika v Zivnom prostredi. Plni krivka — po prepoditani na gerstvi véhu; prerusovana
krivka' — po prepotitan{ na. sulinu. N

okrem variantov s najvy$Sou davkou vapnika, kde naproti tomu bola vyssia
kumuldcia u rastlin na nitritovom dusiku. Aktivaéné pésobenie kationového
dustka pri nizdich dédvkach Ca*+ sa viak individuilne u jednotlivjch prvkov
prejavilo mélo dérazne. U vapnika (graf V) sa to di len slabo poznat
a u ostatnych prvkov eSte v mensej miere. : =

Pouzitie zivnych roztokov v porovnani s destilovanou vodou malo za nasledok
zvySenie hladiny draslika v bylich rastlin a najmi prudké zvySenie vapnika
realizované ui pri pociatoénej davke véipnika v pokusnom substrate. Umerne
_koncentricii vipnika v prostredi vzrastd i jeho absorpcia rastlinami, ale pri
najvy$Sej divke -uz sa ustaluje na drovni predchidzajticeho variantu. Opaéne
prebieha absorpcia draslika (graf VI.), ktora sa so sttipajtcimi ddvkami vapnika
v prostredi zniZuje. Z priebehu hodnét tychto prvkov zrejme vystupuje skutod-
nosf, Ze zvySovanim mnozstva vapnika v Zivnom roztoku (v pokuse pouzitjch
“medziach) sa ostro zvySuje hodnota pomeru Ca/K v bylich mladjch rastlin
uhoriek, ¢o je spésobené zadrZiavanim prijmu draslika za stéasného zosilfiovania
prijmu vipnika. Povaha dusikatej soli tento jav neovplyviiuje.

U fosforu sa reakcia na pridanie Zivnych roztokov neprejavila a pokusné
rastliny si udrzuji v priemere rovnaky obsah fosforu ako kontrolné rastliny.
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Tabulka 4 Obsah a pomemné hodnoty minerilnych prvkov v bylich mladfch rastlin
Cucumis sativus pri rozlitnych podmienkach vyzivy dusikom a vapnikom

= : + .
—'NOs —NHI
=
Prvok g i
2 £VO g Koncentrdcia Ca
3@ 4
=1
: 11 2/1 3/1 41 11 2/1 3N 4/1
ﬂ o\
= .
';g Fosfor (P) 1,69 11,72 | 1,63 | 1,57 | 1,69 | 1,85 | 1,70 | 1,74 | 1,50
g |
8 | Draslik (K) 095 | 1,39 | 1,27 | 1,23 | 1,19 | 1,44 | 1,33 | 1,22 | 1,21
>
Vépnik Ca) 0,18 | 0,38 | 0,61 | 0,95 | 0,94 | 0,41 | 0,73 | 0,95 | 0,93

R Fosfor (P) 100,0 | 104,8 | 96,4 | 92,9 | 100,0 | 109,5 | 100,6 | 102,9 | 88,7
g . ‘ ‘
2 Drasltk (K) 100,0 | 146,9 | 134,2 | 130,0 | 125,3 | 151,6 | 140,0 | 127,9 | 126,8
5 Vapnik (Ca) 100,0 | 211,41 | 336,1 | 527,8 | 522,2 | 227,8 | 408,3 | 527,8 513,9

Potreba fosforu z prostredia nebola v najrannej§ich fdzach vyvinu rastlin zjavna
a pre toto obdobie sa.ukazala e§te plne dostacujiica zasoba fosforu zo semien.
Naproti tomu na pritomnost vipnika a draslika reagovali rastliny uZ v tejto skorej
faze velmi citlivo.

Diskusia.

S odlisnym vplyvom réznych foriem dusika na hromadenie rozpustnych cukrov
sa v literattre zriedka stretdvame. B. A. Rubin a S. G. Vaklinova (2)
zaznaéili vy$8i obsah rozpustnych cukrov v rastlinich na nitratovom dustku.
Analogicka charakteristika tiéinku dusikatych soli vyplyva aj z naich pozorovani.
Na iny smer uéinku upozoriiuji A. I. Dufeckin, I. G. Vyvalko a M.
Dej (20) u lanu a ukazuja na velkom mnoZstve faktov, Ze vo vzorkich byli,
listov resp. semien z réznych vyvinovych obdobi stanovilo sa zvySenie obsahu
rozpustnjch glycidov vo viéSine pripadov pri pésobeni redukovanej formy -
dusika. Podobne bol ovplyvneny aj obsah hemiceluléz a buniéiny. Toto potvrdzuja
i literirne Gdaje ziskané eSte skér na pokusoch s cukrovou repou, machorkou,
kok-saghyzom a s inymi kultdrami (21, 22). Uréita pri¢inu spominaného javu
autori vidia v tom, Ze asimildcia nitratového (oxydovaného) dusika rastlinami
s jeho naslednou redukciou na amoniak je zpdta so stratou d&asti glycidov
tvorenych rastlinnym organizmom. A. D. Spivakovskij (23) pri rozbore
niekolkych vysledkov obsahu glycidov a hlavnych minerdlnych Zivin v listoch
jabloni pri réznej vyzive dustkom vzfahuje rozdielne pésobenie amonnej a nitrd-
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Graf 5. Pomerné hodnoty vépnika v bylich mladjch rastlin Cucumis sativus pri rozdielnej
forme dustka a rozliénjch divkach vépnika v Zivnom prostred.

tovej formy dusika (o sa tyka glycidov) na zmenu pomeru mno#stva sacharézy
k redukujicim cukrom. Velkost tohto pomeru bola vys§ia u amonného a nizsia
u nitrdtového dusika. Proti listom stromov prizivovanjch nitrdtovym dusikom
vynikali varianty s amonnym dusikom vys$§im obsahom sacharézy a malo niz§im
obsahom redukujtcich cukrov.

Tieto tdaje s eSte hodne fragmentirne a otazku vplyvu rozdielnych dusi-
katych zlafenin na rozpitie procesov syntézy glycidov ako aj na ich kvalitativny
charakter nechavaji v podstate otvorenu i ked sa javi jednym z ¢&lankov Siroko
rozpracovaného problému zavislosti dusikatej vyzivy od metabolizmu glycidov,
ktorému polozili pevny ramec vyskumy D. N. Prjanisnikova (9).
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Graf 6. Pomerné hodnoty draslika v bylich mladjch rastlin Cucumis sativus pri J:ozdie1né}
forme dusika a rozliéngch divkach vipnika v Zivnom prostredi. Rl g

Ostava presnej§ie rozobrat — s prihliadnutim na $irsi sabor Biologicl}c‘}’t.cli
ginitelov . — podmienky a faktory udévajiice orienticiu. uginku amonnych, -pri-
padne nitratovych soli na premeny a-zloZenie glycidovych latok; okrem’ znimych
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tinitelov ovplyviiujicich vyuZitelnost dusika 2 uvedenych jeho réznych foriem —
koncentricia H+ i6nov, pomery injych iénov v Zivnom prostredi najma K+
a Ca*+, oxydoredukény potencial pletiv a i. —, bude tu iste patrit v§znamné
miesto aj rastovym, vyvinovym a druhovym zvlaStnostiam rastlin.

Délezitym, v literatire uvadzanym, fyziologickym rozdielom medzi dusikom
amonnym a nitrdtovym c¢iastoéne potvrdenym i vysledkami tejto price je ten,
Ze amonné soli vytviraji pre prijem popolovin rastlinou iné podmienky nez
nitraty (24, 25). VSeobecne sa prebera téza, ze dusik v amonnej forme znizuje
.v rastlinnich obsah vapnika, hor¢ika a draslika a zvySuje obsah fosforu. Tito
odli¥nost vSak nemozno posudzovat len z hladiska réznej chemickej individuality
dusikatych zlacenin, ale treba si ujasnit, Ze pri vyZive amonnym alebo nitratovym
dusikom sa stretdva rastlina s réznym pomerom a zlozenim katiénov a aniénowv
v Zivnom prostredi. To ma vplyv na zmenu pH a odpovedajico sa musi menif
i absorpcia zivin korefiovou stistavou rastlin.

Predom citované literdrne stanovisko tykajice sa utiliz4cie Zivin pri rozdielnych
formach dusika nie je viak jednoznaéné a jeho vSeobecnost naru$uju napr. pokusy
A. D. Spivakovského (23), v ktorych — v jednom pripade — amonna
forma dusika malo zniZovala vedla obsahu draslika i obsah fosforu v listoch
jabloni a v inom pripade zvySovala v nich hladinu draslika, priéom neprejavila
posobenie na obsah fosforu. Z wdajov, ktoré poddvaji S. Priehradny
a V. Mego (26) pri $tadiu dynamiky Zivin v listoch marhal kultivovanych na
réznych formach dusika nevyplyva nijaky pevny uéinok jednotlivych dusikatych
soli na hromadenie zdkladnych mineralnych Zivin a v priemere zo Styroch
rastovych faz sa mohlo len slabo potvrdit zniZenie draslika pri amonnej vyzive.
Pésobenie dusika na skdmané Ziviny vystupovalo mailo zretelne a menilo sa
prevazne podla priebehu rastovych faz.

A.K o p pova(27) nezistila vyznamneijie rozdiely v interferencii dusika, a fos-
foru v rastlinich pri doddvani amonného dusika, alebo dusika v obojakej forme.,
Na inom miest: autorka (27) struéne poukazuje, Ze nitratovy dusik sposobil
velké zniZenie chléru v rastline za siicasného mierneho zlepSenia absorpcie
fosforu. _

Podla tychto niekolkych a i. ddajov moZno o pomeroch premenlivosti Zivin
pri rozdielnej forme dusika beine tradovanych v literatire najviac tvrdif to, Ze
rezultuji ako pomerne &asty vysledok dosial.vykonanych rozborov, sii uréitou
utkvenou predstavou, ktord viak bude treba dalej rozvijaf a spresiiovat v smysle
novych objavenych faktov. Délezitym determinujicim faktorom javia sa najma
kvantitativne vztahy medzi jednotlivymi iénmi Zivného prostredia a ako ukazuju
i tdaje nasej price da sa v uréitych medziach koncentracie Cat+ (asi po 2%
nisobok davky v Knoppovom Zzivnom roztoku) zaznadit dost zretelny vplyv
v§zivy dusikom na pomery draslika, fosforu a vapnika. Za tymito medzami
sa rozdiely v pdsobeni dusika ztieraji. V konkrétnych v praci pouzitych pod-
mienkach aktivovala — v neznalenej miere — amonna forma dusika sdhlasne
prijimanie vapnika, draslika a fosforu v mladych rastlinich uhoriek, éo kvalita-
" tivne v ramci uvedeného literirneho prehladu predstavuje zase dalsi odlisny
adaj. '

O ostatnych v préci pozorovanych javoch sa v literatire diskutuje velmi zriedka
2 preto im na tomto mieste nevenujeme pozornost.

~
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Sahrn

V zavislosti od chemickej povahy dusikatej soli (—NHH —NO ) za pri-
tomnosti roznych davok vapnika v Zivnom prostredi stanovili sa niektoré zmeny
v kvantitativnych pomeroch glycidov, kyseliny askorbovej a hlavaych rastlinnych
zivin v bylach 9-dfiovych rastlin Cucumis sativus.

Nitratova forma dusika na rozdiel od vyZivy s troj§tvrtinovym podielom
amonného dusika pésobila priaznivo na tvorbu rozpustnych cukrov, ale siéasne
ziporne vplyvala na zlozku celuldzy.

Nitratova forma dusika pri vSetkych variantoch Zivngch roztokov prudko
inhibovala hladinu kyseliny askorbovej; najsilnej§ie pri zvySenych davkach
vapnika. Pri amonnej forme dusika bol pokles hladiny kyseliny askorbovej
miernej§i a prejavil sa len pri zvySenych davkach vapnika.

V pomere k obsahu celkového dusika (ktory neukéazal zretelnej§ie rozdiely)

zaznadili sa na amonnom dusiku relativne vy$sie hodnoty bielkovinového
dusika.

Amonna forma dusika aZ na najvyssie davky vapmka nepatrne aktivovala
prijimanie stanovenych mineralnych Zzivin pokusnymi rastlinami.

Udaje o obsahu zivin v osnjch ¢astiach Cucumis sativus potvrdzuji zaroveii
nepriamu zavislost medzi hromadenim vépnika a draslika v rastlinngch pletivach.
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Bananme Kanpnmsa HA HeKoTophle cBoiictBa MeTaGoiamama y pocrka Cucumis
: sativus B 3aBHCHMOCTH OT $opMEI a3oTa

C. Ipuerpanun — B. Koaunka

PesomMme

+

B 3aBUCHMOCTH OT XEMHUYECKOTO xapaxrepa asotaoit conu (— NHui — NOs) ¢ mHanuuueM
PASAMYHHEIX 103 KaJbL¥sA B [UTATENALHOR cpele OBUIM YCTAHOBJEHH HEKOTODHIE IEepPEMEHH!,
OTHOCAIIMECH K KBAHTHTATHBHBIM IPONOPLMAM TJIHIHUAOB, acxopﬁpmonoﬁ KHCJIOTBl M TJaBHBIX
PACTHMTEJNBHBIX NHTATEJbHBIX BeUeCTB B CTe6JAxX 9—Jmesumx pacrenuit Cucumis sativus.

Hurpataas dopma asoTa B pasiauuue OT IMTAaHHsA, COLEP)KANIEr0 TPH YETBEPTH aMMOHHEBOIO
a3ora uMMena GIaronpuATHOE BIMAHME Ha O6pasOBaHME PACTBOPUMBIX CAXapoB, HO OXHOBpe-
MEHHO TOBIMANA HEFATMBHO HA COCTABHOM BJEMEHT LeJJIONO3BL.

Hurpatsas ¢opma asoTa Np¥ BCceX BAapMAHTAaX NHUTATEJNBHBIX PAacTBOPOB Pe3KO HMHrubuposana
YPOBEeHb acKOPOHHOBOJ KHCIOTH, OCOOEHHO TpH yBEJIMYEHHHIX N03aX KanbuuaA. Y aMOHHEBOH
$OpMEI 2a30Ta NOHUKEHHE YPOBHS aCKFOPSMHOBON KMCJIOTHI OKa3anoch Gojiee yMEPEHHBIM M IIpO-
ABHJIOCH TOJBKO IPM TNOBBILUEHHBIX 033X KaJbIAA.

B orHomenum K cozepxaHuio obmero asora (B KoTopoM 6ojiee 3HAYMTENBHEIX Pa3HUI[ HE
oKXasanoch) GHINIE OTMEYEHHH y aMOHHMEBOTO a30Ta CPaBHHMTENbHO (ojiee BEICOKM uHMcaa Genxo-
BOTO a3oTa.

AMonuepas dopMa a3ora ¢ M3ATHEM CaMBIX BHICOKMX JI03 KaJIbI[HA HE3aMETHO aKTHBHPOBaJa
NPHHATME YCTaHOBJEHHBIX MHHEDAJBHBIX MHMTATENLHBIX BEUIECTB y SKCIEPHMMEHTAJNBHBIX pac<
TeHHH.

Hauuble, OTHOCAIIMECA K COLEP’KAHHMIO IMTATEJbHHIX BeljecTs B creGennHoit wact Cucumis
sativus IOATBEPXLAT ONHOBPEMEHHO IOCPEICTBEHHYI0 3aBUCHMMOCTb MEXIY HaKOMJIEHHEM
KAJIBLUUA M Kajaua B TKAHAX PaCTEHHM.

Uber den Einfluss von Kalzium
auf manche Figenschaften des Metabolismus bei dem Spross von Cucumis
sativus in der Abhiingigkeit von der Form des Stickstoffs.

S. Priehradny — V. Kozinka
Zusammenfassung

In der Abhingigkeit vom chemischen -Charakter des Stickstoffsalzes
(— NH++ — NO-3) bei der Anwesenheit verschiedener Kalziumdosen in der
Nihrumgebung wurden in quantitativen Beziehungen dér Glyciden, der Ascor-
binsdure und verschiedener pflanzlicher Nihrstoffe in den Stengeln der 9-tdgigen
Pflanzen von Cucumis sativus manche Verinderungen festgestellt.

"Die Nitratform von Stickstoff begiinstigte im Gegensatz zu der dreiviertelteigen
Ammoniumstickstoffernihrung die Bildung der lésbaren Zucker, wies aber
gleichzeitig einen negativen Einfluss auf Zellulosenbestandteil auf.

Die Nitratform von Stickstoff hat bei allen Varianten der Nihrstofflésungen,
insbesondere aber bei den erhéhten Kalziumdosen das Niveau der Ascorbinsdure
heftig inhibiert. Bei der Ammoniumform von Sticstoff war das Sinken der des
. Ascorbinsdureniveaus milder -und bloss bei einer Erhohung der Kalziumdosen
slchtbar

Im- Vergleich mit dem gesamten Stickstoffgehalt ‘(welcher iibrigens keine
bedeutendere Unterschiede aufwies) haben sich auf dem Ammoniumstickstoff
verhiltnissmissig hohere Werte des Eiweisstickstoffs bemerkbar gemacht.
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Die Ammoniumform des Stickstoffs hat mit Ausnahme der héchsten Kalzium-
dosen die Aufnahme der festgestellten Mineraliennihrstoffe bei den Versuchs-
pflanzen nur unbedeutend aktiviert. '

Die Angaben iiber den Nihrstoffgehalt in den Teilen der Achse von
Cucumis sativus bestitigen gleichzeitig eine indirekte Beziehung zwischen der
Kalzium- und Kaliumanhidufung in den Pflanzengeweben.
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ACTA F. R. N. UNIV. COMEN. V. 11-12., BOTANIKA, 1961

ACTA FACULTATIS RERUM NATURALIUM UNIVERSITATIS COMENIANAE

TOM. V., FASC. XiI—XiIl. BOTANIKA 1961

Zamena tiaminu bacitracinom u heterotiaminovej plesne
Phyeomyces blakesleeanus.

L. Ebringer — M. Midkovd

Tiamin v prirode nachadza sa jednak vo volnom stave alebo esterifikovany,
najlastej§ie ako ester kyseliny pyrofosforeénej (kokarboxylaza). Kokarboxylaza
v spojeni s proteinom tvori délezity enzym, karboxyldzu, ktord katalyzuje
rozne pochody v zivych bunkich. Z tychto funkcii karboxylazy je najznamejsia

dekarboxylicia niekorych @ — aminokyseln.
CH—0~ "N NHZH—_C/S\C—CHZC%OH
I N
L OH~
Tiamin vo volnom stave.
" ", s 0" OH

HC/\‘CCC OfZé/D/OH
o —CH.CH, —0 — P—0—P—
R T ¥

cH—c” o7

|
V7 N ——C — A,

Tiamindifosfat (kokarboxyldza).

Ako vidno z formil, v tiamine sa nachidzaji dve jadra: pyrimidinové a tia-
zolové. .
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Ryt
N~_ AC—R; Ri—C C—R

‘ 5 7
C | ‘ | | || | | “ | |
' ‘ .
R, N C—Rs

{ =2 383

Pyrimidinové jadro . Tiazolové jadro

Biologickfr najiudinnejsi je taky derivat, u ktorého R1 = CHs R: = H, Rs =
CH,0H, Ry = NH; Rs; = H, R¢ = CHs, R7 = CH,CH:OH.

Dosadenim tychto radikilov do prislusnych jadier dostaneme prirodzené zloz-
ky tiaminu, v odbornej literatire nazgyvané tiaminpyrimidin a tiamintiazol.

GO T e
: CH—C” C—NH,

Tiaminpyrimidin (2-metyl-5-oxymetyl-6-amino pyrimidin).

S

H—-ﬁ‘/ e conon,04
CN—— !—CH,

Tiamintiazol (4-metyl-5-hydroxyetyl tiazol).

V niektorych druhoch biolggického materidlu moZno _pouZit pri ich metaboliz-
me aj iné derivaty tiazolu a pyrimidinu.- V tabulke ¢ 1 uviddzame moznost
-substiticie réznych radikilov molekuly tiaminu pri stimulacii rastu izolovangch
koreffov hrachti' V. tabulke sa viak predpoklada, e jedna z dvoch zloziek tiaminu
ma prirodzena skladbu. ‘ vl
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" 1. komb. II. komb. ;11. kmnb.‘ Iv. komb.' : V. Yomb.

R —CHs _cHy —Cl';a | _ -cm | —on

Rs —H ol K =H —CHs

Rs —CHBr — CH,NHCSH —cmﬁm _CHINH, | ~cmom

Re —NH: —NH; —NH; —OH' —OH

Rs _H .. |-H —H +H —NHa

R —CH; | —CHOH | —CHs —CHs —CHs

Ry _CHiCHiCl | —CH,CH, | —CH=CH; | —H | —cH.cH,0H
i 100% 100% 100% | 0% | v %

Tabulka 1

O existencii tiaminiz prvy dékaz podal Eijkman roku. 1897, ked sa- mu podarilo vyvolat
u kurgiat palyneuritidu, kiora sa- podobala na avitaminézy. ludi z nedostatku tiaminu. (beri-beri).
Roku 1911 pripravil Funk prvé G&inné koncentraty taminu z ryzovych otrGb. Jensen
2a Donath roku 1926 izolovali tiamin v krystalickom stave zo zbytkov po. lestenf ryie.
Windaus a Williams roku 1935 rozlastili jeho chemidkd komititGciu. PR

Tiamin je krystalicki litka s bodom topenia '249+250: °C. Vyborne sa rozpiita vo- vede,
v slabjch kyselinich a v alkoholickjch roztokoch. Nerozpustny je v étere, benzéme, butanole,
slabo v etanole.  Velmi: stily je v:slabych kyslo-alkoholickych roztokoch. Je teda stily v kyslom
prostredi, ale inaktivuje sa rychlo v zdsaditom a pri vy3Sej teplote uZ aj v neutrilnom pro-
stredi. Je velmi citlivy vo&i oxydécii a redukecii. Oxydéciou prechidza na tiochrémi, Rychlo ho
inaktivuje kysliénik siri¢ity a sfriSitany, najmi pri pH 5—6. .

Tiamin - éloveka aj u mikrébov ‘méi’ podobnid funkciu.- Je: zlozkou enzymu, ktory Stiepi
(dekarboxyluje) kyselinu pyrohroznové pri digimilicii uhlohydrétav. Pri jeho nedostatku u ¢lo-
veka pozorujeme. zvySend hladinu kyseliny pyrohroznovej v krvi a tkéafiach. . T e ;

Nedostatok tiaminu ovplyviiuje ténus nervového systému. Prejavuje sa napr. bolestamj. hlavy,
ospalosfou, poruchami vymeny latkovej, nechutenstvom, dnavou atd. Vo véinejiich pripadoch
nastiva polyneuritida. NajznimejSia takito avitaminza, zvani beri-beri vyskytuje sa len u chu-
dobného obyvatelstva Dalekého vycliodu (Filipfhy, India, Japonsko), ‘#iviaceho sa prevaine
lacnom, lipanou ryfou. U nds vzniki tito avitaminéza zriedka, jedine’ ako: ddsledok - chronického,
ponzfvania alkcholu, Gfinkom toxickych litok, napr. pri atravich nikotinom, .olovom, arzénom
atd. Najéastejiie sa stretivame s hypovitaminézou najmj v zimnjch mesiacoch, pri tehotenstve,
namshave] préci, u dorastajiicej mlddezi a pod. Vietky tieto pripady daji sa. Tahko -vyliegit
poddvanim synietickych preparitov tiaminu. = e ; G Hortante girood

Tiamin podany v potrave sa tplne resorbuje v tenkom &reve, -Ludsk{:. organizmus- nema
schopnost ho skladovat a vytvorif si rezervu.. Jednako v erdci, petienke, oblitkich, svaloch
a2 v mozgu sa nachidza relativne vy#Sia koncentrécia Hiaminu, Kedfe Tudsky' organizmis nevié
tiamin uskladifovat - prebytok dodany potravou vylutuje alebo rozkldds. Z ohto 'd6vodu: pravid
delny prisun tiaminu je pre riadne vykondvanie funkcif organizmu ¢loveka velini ddlefity, |
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V ludskom organizme tiamin nachidza sa jednak volny alebo esterifikovany, napr. v krvnej
plazme a v mozgomie§nej tekutine nachidza sa volny tiamin v koncentracii okolo 1y/100ml(1).
VoIny tiamin sa meni na kokarboxyldzu. Fosforylicia a defosforylicia tiaminu deje sa v bun-
kich, najmid v bunkéch obli¢iek, pefene, menej vo svaloch a mozgu (2). V krvi je kokarboxy-
ldza viazani vyluéne na Krvinky, volny tiamin je v sére.

Ako sme uZ spomenuli, tiamfn katalyzuje najmi dve reakcie v Zivej hmote, dekarboxyliciu
a karboxyldciu Kkyseliny pyrohroznovej. U Zivokifnych tkani je v prevahe karboxylicia, kym
u niektorych mikrébov, napr. u kvasiniek prevlida dekarboxylacia kyseliny pyrohroznovej, V zi-
vislosti na fyziologickych funkcidch tiaminu pozorovali aj zvySenie obsahu glykogénu v pedeni
a v srdetnom svale holubov pri jeho nedostatku(3). Pri anaerobnom kvaseni dekarboxylécia
prebieha schemhticky podla rovnice:

CH3COCOOH - CH3CHO + CO;
U zivotichov prebieha dekarboxylicia oxydativne podla obecnej rovnice:
RCO COOH + %0; - R COOH + CO:
Tiamfn hrd délezitd Glohu aj pri reguldcii &inmosti nervového systému. Je zndme, Ze pri

podraideni nervov uvolfiuje sa acetylcholin a tiamin. Je dokdzané, Ze tiamin predlZuje Géinok
acetylcholinu a to tak, Ze rudi vliv cholinesterdzy, ktora 3tiepi acetylcholin na cholin.

Aj u mikroorganizmov ma tiamin déleziti dlohu. Niektoré si ho vedia sami
syntetizovat, inym vSak musi byt dodany. Také tiaminheterotrofné mikroorga-
nizmy vyzaduji k svojmu rastu bud celd molekulu tiaminu (Streptococcus
salivarius, Lactobacillus fermenti, Kloeckera brevis, Tetrahymena pyriformis).
Iné mikréby si vedia utvorif tiamin z jeho pyrimidinovej a tiazolovej zlozky,
ak obe doddme do Zivnej pady (Staphylococcus aureus, Phycomyces blakesleea-
nus). Dal§im mikrébom staéi dodat iba jednu z tychto dvoch zloziek, druhd si
- vedia sami syntetizovaf. Napr. nilevnik Polytoma caudatum vyzaduje len tiazol,
Euglena gracilis len pyrimidin, Mucor rammanianus tiazol atd.

Schopnpst tvorit celi molekulu tiaminu pri zvySenom dodéivani jednej jeho
gasti, vyuZivala prax uz davnejsie pri biosynteze tiaminu pre zdravotnicke uéely
Niektoré druhy kvasiniek totiZz znaéne zvySujt blosyntezu tiaminu, ak ku Zivnej
péde sa prida tiazolovi zlozka. Tiazol je lacni surovina, ktori sa d4 pomocou
biosyntézy premenit na cenny rastovy faktor.

Biosyntéza. karboxylazy (véitane aj tiaminu) prebieha podla schémy:

? A tiazol
—

+ C tiamin D kokarboxyldza E karboxylaza.
T ) >

?B rimidin

Al 4 ;

Reakcia D chyba niektorym gonokokom, Ppreto tieto vyzaduja k svojmu rastu
celd kokarboxylazu, bez nej nerastd.

Vsetky vyssie rastliny st schopné syntetizovat tiamin, ktory aj vylutuja svo-
jimi korefimi do pddy. Preto péda obsahuje v -rhizosfére vaé&si pocdet mikroflory
ako na miestach bez dosahu tjchto koreiiovych exkrétov. Rastliny tiamin nesyn-
“tetizujit vo vietkych svojich orgdnoch. Napr. izolované korene hrachu a rajéin
vyzaduji k normalnemu rastu dodanie tiaminu, pretoze za prirodzenych podmie-
nok sa syntetizuje iba vo vyhonkoch a listoch, odkial je distribuovany do ostat-
nych éasti rastliny.

-
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Poziadavky na tiamin u niektor)’fch htb zavisia od vonkaj$ich podmienok.
Napr. Sordaria fimicola neméze normalne rast pri pH<4 bez tiaminu. Na pédach
s pH>4 nepotrebuje tiamin k rastu. Cervené kvasinky Rhodotorula sanniei
pozadu)u k rastu tiamin iba vtedy, ak ich kultivujeme na glukézovej péde. Pri
zamene glukézy glycerinom, nemajt poZiadavky na tiamin (4).

Z testorganizmov, vyzadujicich tiamin (alebo jeho zlozky) k rastu, najéastejiie
sa pouziva na jeho stanovenie druh Phycomyces blakesleeanus. Na tiaminovi
heterotrofnost Phyc. blakesleeanus prvy upozornil Schopfer, ktory dokizal,
ze Phycomyces blakesleeanus potrebuje k svojmu rastu okrem anorganickych
soli a cukru tiamin (5). Pre mald naroénost tohto testorganizmu stanovovanie
tiaminu pomocou neho stalo sa vSeobecne znidmym.

Z nieckolkych prac je zname, Ze penicilin méZe u niektorych mikroorganizmov
nahradit tiamin (6, 7). Markov a Saev (1956) zistili tito substituént schopnost
penicilinu u mnohych, najmi rezistentnych kmetiov Staphylococcus aureus,
Shulman (1957) u Phycomyces blakesleeanus, Ebringer (1958) u Phy-
comyces blakesleeanus a Mucor rammanianus, Ebringer a Muékova
(1959) u Kloeckera brevis (nepublikované).

Zd4 sa, Ze molekula penicilinu nahradzuje najmi tiazolova zlozku tiaminu,
pretoze Phycomyces blakesleeanus rastie iba ak priddme aj pyrimidinovi zlozku.
Oviem' tito otazka nie je eSte vyjasnend, pretofe u niektorych mikrobidlnych
druhov, vyzadujicich dokonca celd molekulu tiaminu k svojmu rastu, bol pozo-
rovany stimulaény aéinok aj samotného penicilinu (nepublikované).

Penicilin je tiazolidinovy derivat:

H H _S
| |
R—Nf-/z——C‘Hz——C'——C’/ \c<
' | | l CH,
i

co N COOH

H

Z urtitej podobnosti molekuly penicilinu a bacitracinu sme predpokladali,
ze by aj bacitracin mohol mat pri nahradzovani tiaminu podobnd tlohu.

Bacitracin je antibiotikum produkované grampozitivnymi, aerobnymi, sporu-
lujtcimi bacilmi druhov Bacillus subtilis a Bacillus licheniformis. Hlavnou
zlozkou bacitracinu je bacitracin A. Je to polypeptid o molekulovej véhe
1470%10%, suméarneho vzorca CssH103016N17S. V molekule bacitracinu naili sa
tieto aminokyseliny: D-fenylalanin, L-leucin, L-izoleucin, L-cystein, kyselina
D-glutamova, kyselina DL-asparagové, L-histidin, L-lyzin, D-ornitin (8).

Kondenziciou cysteinu s izoleucinom vznikd v bacitracine tiazolinovy kruh,
ako to vyplyva z pravdepodobnej §truktiiry bacitractnu A (9):
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 kyselina asparagovs

kyselina asparagova histidin

- ‘ - Jenylalanin
lyzin——= orniin — e izoleucin 4 y

. izoleucin
{20leucin

\ "’///‘clslein
~ kys glutamovd -=——— feucin

- Podla niektorych autorov (9) pritomnosfou tiazolinového kruhu je podmienena
antibiotickd aktivita bacitracinu. ‘

Bacitracin preukazuje inhibiénd aktivitu najmi proti grampozitivnym bakté-
riam, a to uz v koncentricidch mensich ako 1 jedn./ml (napr. Streptococcus
pyogenes, Streptococcus viridans, Clostridium tetani, Clostridium hystolyticum,
Haemophilus pertussis, Sarcina lutea, Neisseria gonorrhoeae). Bacitracin neiéin-
kuje proti gramnegativnym mikrébom a ked, tak iba vo vysokych koncentraciach.
Podobnii slabG déinnost ma aj proti Bacillus subtilis. Huby voéi bacitracinu si
necitlivé (10, 11).

Bacitracin 1éinkuje baktericidne, menej bakteriostaticky. Inhibuje utilizdciu
kyseliny glutamovej podobne ako penicilin (12).

Me’godika, vysledky, diskusia.

Pri §tadiu moznosti substiticie tiaminu bacitracinom u Phycomyces blakes-
leeanus pracovali sme obvyklou metédou pre stanovovanie tiaminu (13) na syn-
tetickej péde s. pridavkom 1,2% agaru, zbaveného tiaminu. Pripravend synte-
tickii pédu.pd rozpusteni agaru sme napipetovali v mnozstve 2 ml do aglutinaé-
nych : skamaviek, pridali rézne koncentricie bacitracinu, resp. aj pyrimidinu
a doplnili na celkovy obsah 3 ml pédy. Na porovnanie rastu pripravili sme rad
skimaviek s pridavkom syntetického tiaminu. Ako kontrolu sme pouzili jednak
len &ista synteticki pédu, jednak s pridavkom jednej zlozky molekuly tiaminu
(tiazol alebo pyrimidin). Takto pripravené pédy sme sterilizovali 10 minat pri
124 °C. Po ochladeni a stuhnuti agaru kazdd aglutinaént skimavku sme na-
okkovali - premytou, zhomogenizovanou. suspenziou spér' (0,05 ml) zo 14 driovej
kultary Phycomyces blakesleeanus. Kultivaciu sme prevadzali v termostate pri
teplote 24 °C 14 dni..

. Pri sledovani rastu. plesne Phycomyces blakesleeanus na uvedenych podach,
zmtlll sme stimulaény G¢inok bacitracinu, ktory pripisujeme pritomnosti tlazoh
novéhe kruhy v jeho malekule.

sDostatoéna koncentracia bacitracinu k stimuldcii rastu na pevnej pode je
0 1—1 jedn./ml. Z4visi to najmi od veku preparatu, ale aj od koncentricie
ynmuiinu. Rast plesne na pade s bacitracinom je rychle;si mycélium je bohat-
sie, sporanglofory silnejie a sporangid si 2—3-krat vdcSie ako na pode s tiami-
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nom. Za pouzitia tejto koncentracie bacitracinu bez pridavku pyrimidinu pleseii
nerastie. Na tekutej péde v takej koncentracii bacitracinu ‘nerastie ani za pridavku
pyrimidinu. Moznost obsahu tiaminu alebo tiazolu v agare vyliéili sme kontrolou
bez pridavku tychto rastovych faktorov, na ktorej plesei vdébec nerastla.

Vyssie davky bacitracinu v urditom rozmedzi umoZiiuji rast plesne na pevnej
pode aj bez .pridania pyrimidinu, oviem na pddach s pyrimidinom je rast
intenzivnej§i. Ten isty zjav sme pozorovali aj pri pouziti vysokych ddvok penici-
linu. V tekutych pédach za pouZitia vy$§ich davok bacitracinu (100—200
jedn./ml) rastie plesefi submerzne, teda atypicky. Je treba utvorif mechanickd
oporu, aby mohla pleseii rast na povrchu tekutiny.

Mohla by byt vnesend namietka na d&istotu preparitov, preto sme previedli
pokus o chromatografické stanovenie obsahu tiaminu a jeho derivitov v bacitra-
cine. Pouzili sme systém rozpaitadiel volenych tak, aby Rf tiaminu a bacitra-
cinu bolo o mozno najrozdielnejsie:

1.,butanol, kys. octova. voda 4:1:5 g
2. n-butanol, pyridin, Yoda, kys. octova 33:33:33:1
3., etylacetat nasyteny vodou.

Pracovali sme na premytom papieri Whattman & 1 jednosmernou sostupnou
metédou. Detekciu tiaminu sme prevadzali chemicky (fluorescencia tiochrému)
a mikrobiologicky (stimulacia rastu Phycomyces blakesleeanus). Mikrobiologicku
detekciu bacitracinu sme prevadzali dvojako: zistovanim inhibicie na Staphy-
lococcus aureus a stimuldcie na Phycomyces blakesleeanus.

Mikrobiologickat detekciu inhibiénti sme prevadzali na velkych hlinikovjch
tacniach, ktoré sa pouZivaji na testovanie penicilinu. Do sterilnych tdcni sme
naliali 0,5 cm vrstvu misopepténového agaru (2,5% agar), po stuhnuti na fiu
naliali sme 100 ml misopeptonového agaru (1% agar), naockovaneho 24 hodi-
novou kultarou Staphylococcus aureus. Po stuhnuti tejto vrstvy polozili sme na
fiu pasiky chromatografického papiera. Takto pripravené técne sme inkubovali
18 hodin pri teplote 37 °C. Na zéklade inhibiénjch zén sme zistili Rf baci-
tracinu v danom rozpustadle.

Zistenie poléh bacitracinu nam umoznilo porovnavat jeho antibioticky tdéinok
s tiéinkom stimulaénym. Useky chromatografického papiera, ktoré preukazovah
antibakteridlnu Géinnost sme vyrezali a vlozili do skamaviek so syntetickou
pédou pre kultivaciu Phycomyces blakesleeanus, deficientntt na tiamin. Po
vysterilizovani sme pédu naockovali spérami plesne Phycomyces blakesleeanus.

Na zéklade vysledkov ziskanych,z porovnania chemickej a mikrobiologicke]
(inhibiénej a stimulaé¢nej) detekcie, prisli sme k uzdveru, Ze substancia pre-
ukazujiica antibioticki aktivitu na grampogitivne: baktérie méi sucasne aj
stimulaény acinok na Phycomyces blakesleeanus.

Dalej sme dokazali, Ze starnutim bacitracinu jeho rastovy uéinok’ stupa
Sdhlasi to s poznatkom, Ze tiazolinovy kruh bacitracinu A prechadza uz. pr1
izbovej teplote na tiazolovy kruh bacitracinu F.

Roéne sa premeni v suchych preparatoch asi 20% bacxtracmu Av bacxtra—
cin F, €o je sprevidzané aj znizovanim antibiotickej aktivnosti preparatu. Anti-
biotickd aktivnost bacitracinu A -je 66 jedn. /mg, kym bacitracinu  F ,  iba
2,7 jedn./mg.

Mnohi autori kon§tatovah bez hlbsieho vysvetlema stunulacny ucmok bac1tra‘
cinu @ kuréiat, hoci vyraduje ich ¢revnd mikrofléru {14), tiez na rast: rastlin
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napr. Lemna minor (15). Na§imi pokusmi s tiaminheterotrofnou plesiiou Phyco-
myces blakesleeanus sme dokazali, ze stimulaény a¢inok bacitracinu velmi tGzko
stvisi s tiaminovym metabolizmom.

Stahrn.

Zistili sme, Ze bacitracin moZ%e nahradif u heterotiaminéznej plesne Phyco-
myces blakesleeanus "tiazolovii ¢ast molekuly tiaminu za podmienok kultivicie
na pevnej pode. Pleseil na tejto péde s pridavkom bacitracinu rastie rychlejsie,
mycélium je bohatSie a sporangid st 2-3-krat vicSie ako na pode s tiaminom.
Stimulaény Géinok bacitracinu stipa s klesanim jeho antibiotickej aktivnosti.
Vysvetlujeme si to premenou tiazolinového kruhu bacitracinu A na tiazolovy
kruh bacitracinu F, ¢o sa deje spontidnne starnutim preparatu.
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O BO3MOXHOCTH 3aMem[eHHs TMaMUHA GaUTpauHHOM Yy Phycomyces ‘
blakesleeanus.

J. 36purrep — M. Myukosa

PeswomMme

Hexoropsie aBTOpHI mpenmonarajd, 4YTO NEHULIMJJIMH MOKET y HEKOTOPHIX OpPTaHH3MOB 3a-
MecTuTh THamuH. Caes u Mapkos ycramosunu sto (1956) y Staphylococcus aureus, ocobenHo
xe y peaucreHTHbIx BuuoB, Illyxsman (1957) y nuecum Phycomyces blakesleeanus. ITo mMenuio
lllynpMaHa NEHHUMJIIMH 3aMeIjaeT 3J€MEHT THasona THaMuHa npu pocre Phycomyces blakes-
leeanus.

Ha ocHOBaHMHM CXOXKECTM MOJEKyJa NEHHUWIIMHA ¥ 6amuTpanMHAa Mbl NPENNOJATAJNH, 49TO
TaKKe GanuTpanuH cnocob6eH HCHOMHATL MONOOHYl0 3ajnady. BauuTpauuH ABIAETCA MOJMIEHTH-
IIOM, B KOTOPOM KOHIEH3anWell IMCTeMHa M M30JelIMHA BO3HUKAET THA3OJMHOBHIM KpYT.

CpaBusaa pocr muecHm Phycomyces blakesleeanus ma cumTeTHueckoit umTaTenbHOH mnouBe
¢ npubaBKoi 6auMTpanMHa ¥ NHPUMUIMHA M5l HabJOmanM CTHMYJALMOHHBIN addexT GanuTpanu-
Ha, KOTOPHIM MBI OTHOCKJIM Ha CYeT THa30JMHOBOTO Kpyra. OnTHMasbHAas KOHUEHTpauus 6anurpa-
UMHA HA NPOYHOM mMTAaTeNbHOU mouse cocraBnmeT 0,1—1,0 exunun Ha MJ, 4TO PyKOBOICTBYETCA
BO3pacTOM mpemapata. IlneceHs pacrer G6osiee CTpeMHMTeJbHO, MHUJENHN sABAsgeTcs Ooraree,
cnopanrModoper o6HapyKaloT 60Jbllyl0 MOIIHOCTE a crnopaHruy B 2—3 pasa Goapmde ueMm
Ha 7T04Be ¢ THaMHHOM. Ecim npubaBuTs K MOYBE TONBKO OAMH GauUTPauMH BO BHILENPUBE- .
IeHHOM KOHIeHTpanuu 6e3 NMPHUMMIMHA, ILIECEHb yXXe He pacreT. Bossuime n03si aHTU6HO-
THKa HO3BOJAT B ONpeleJeHHbIX TPaHMIAX POCTH IUIECHAM TaKKe Ge3 NpH6aBleHMA NMUPUMHU-
I¥uHA, HO C mpubaBieHHeM OHM pacTyT Gosee HHTeH3MBHO. To)Xe MBI HabJlOHaNH TPH BHICOKHX
103aX MEeHHIMJIMHA. B JXKMIKMX IOYBAX C NIpPMMEHEHHEM BBICOKHMX L03 6auuTpanuHa pacTeT
ILIECEHb CyGMEep3HO.

Muxpobuonorudeckoir HHrUGHIMOHHOM nerTekuueir y Staphylococcus aureus u crumysns-
umonnoi nerexuueir y Phycomyces blakesleeanus mbr mpmmam k sakmouenwio, uto cyScraHuus,
ofHapyxawomas aHTUOHOTHYECKYI0 HNEeATEeJBHOCTh, MMEET TaKKe CTHMYJIALMOHHEIA sdPeKr Ha
Phycomyces blakesleeanus.

Kpome Toro Ml mOKa3anM, 4TO CTapeHMeM GalMTpalMHA IOBBILAETCA €0 CTUMYJIALMOHHEBIH
spdexr. Dro corsamaerci ¢ NMOSHAHMUAMM, YTO THA30JMHOBHIM Kpyr Gamurtpanuma A nepexozu«rr
Ha THa30JeBM# Kpyr Gauurpaumna F.

Die Vertretung des Thiamins durch Bacitracin beim Schimmelpilz
Phycomyces blakesleeanus

L. Ebringer — M. Ma¥kova
Zusammenfasung.

Einige Autoren wiesen auf die Tatsache hin, dass Penicillin bei dem Thiamin- Metabolizmus
mancher Organismen verwendet werden kann: Saev, Markov (1956) bei Staphylo-
coccus aureus u. zw. bei Penicillin- empfindlichen- und resistenten Stimmen, Shulman
(1957) beim Schimmelpiltz Phycomyces blakesleanus.

Nach Shulman kann das Penicillin den Thiazol-Bestandteil des Thiamins beim Wachstum
von Phycomyces blakesleeanus sowie auch bei ' der Ratte bei der Voraussetzung ersetzen,
wenn man in den Nihrboden und die Nahrung, die vom Thiamin befreit warden, den
Pyrimidin-Bestandteil des Thiamins dazugibt.

Aus der Achnlichkeit des Penicillin und Bacitracinmolekiils setzen wir Voraus, dass auch
das Bacitracin bei der Ersetzung von Thiamin eine #hnliche Rolle spielen kénte.
Bacitracin A ist ein Polypeptid das aus folgenden Aminosiduren zusammengesetzt ist: d-Pheny-
lalanin, l-Leucin, l-Isoleucin, 1-Cystein, d-Gluta.minsaure, d—l-Asparginnure, 1-Histidin, d—Ornuhin

661



Durch Kondensation des Cysfein mit Isoleucin entsteht der Thiazolinkreis. Laut dieser
Autoren ist durchi die Gegenwart des Thiazolinkreis die antibiotische Aktivitit des Bacitracins
beding. :

Bei der Verfolgung des Wachstums von Phycomyces blakesleeanus auf synthetischen Nihr-
boden mit Zugabe von Bacitracin stellten wir einen Stimulationsefekt fest, den wir der
Gegenwart des Thiazolinkreises zuschrieben.

Die optimale Konzentration des Bacitracins aof festen Nihrboden ist 0,1—1 Einheiten/ml,
was vom Alter des Priparates abhingt. Das Wachstum des Pilzes ist schneller, das Myceliuin
ist reicher, die Sporangiophoren sind stirker und die Sporangien 2—3mal grosser als die
auf dem Thiamin enthaltenden. Nihrboden. Bei der Anwendung dieser Konzentration des Bacitra-
cins ohne Zugabe von Pyrimidin wichst der Pilz nicht. Auf fliissigen Nihrboden mit
derselben Konzentration von Bacitracin wichst der Pilz auch bei Zugabe von Pyrimidin nicht.
Fiir die Experimente beniitzen wir Agar ohne Spuren von Thiamin.

Grossere Dosen des Antibiotikums in einem bestimmten Bereich erméglichen das Wachstum
des Pilzes auf festem Boden auch ohne Zugabe von Pyrimidin, auf Pyrimidin enthaltenden
Nihrboden ist das Wachstum jedoch viel intensiver. Dieselbe Erscheinung beobachteten wir
auch bei Anwendung hoher Dosen von Penicillin. Im fliissigen Boden bei Anwendung
hoher Dosen von Bacitracin wichst der Pilz submers.

Durch mikrobiologische Inhibitionsdetektion einerseitz (auf Staphylococcus aureus) und
Stimmulationsdetektion (auf Phycomyces blakesleeanus) anderseitz kamen wir zu dem Ergebnisse,
dass die Substanz, die antibiotische Aktivitit auf grampositive Bakterien aufwies, gleichzeitig
eine Stimulationswirkung auf Phycomyces blakesleeanus hatte.

Im Weiterm bewiesen wir die Tatsache, dass mit der Alterung des Bacitracins seine stimu-
lierende Wirkung wichst. Das stimmt mit der Erkenntniss iiberein, dass der Thiazolinkreis
des Bacitracins A forlaufend in den Thiazolkreis des Bacitracins F iibergeht.

Jéhrlich verwandelt sich in trockenen Priparaten cca 20% Bacitracin ‘A in Bacitracin
F, was mit der Herabsetzung der antibiotischen Aktivitit des Priparates- begleitet ist.

Do redakcie dodané: 12. IV. 1960.

Adresa autorov: Katedra fyziolégie a biolégie rastlin Univerzity Komenského, Bratislava, Od-
bordrske nim. 12.
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ACTA F. R. N. UNIV. COMEN. V. 11—12.,, BOTANIKA, 1961

ACTA FACULTATIS RERUM NATURALIUM UNIVERSITATIS COMENIANAE

TOM. V., FASC. XI— XII. BOTANIKU 1961

Porovnanie obsahu zakladnyeh Zivin v listoch nasho semenada
a ¢inskych semenaéov marhule poas vegetatného obdobia.

O. NEMCEK — ]J. NAVARA

Mfttvicové odumieranie marhal je stale aktudlnym problémom z hladiska
narodohospodarskeho i teoretického. Ide o nemoc, ktorej pritiny ani liecenie
tplne nepoznime. Podla jednej skupiny autorov je apoplexia sposobend rdéznymi
hubami (Jirak (1), Dufrenoy (2), Defago (3)), podla inych virami
(Chabrolin (4)). Néazory autorov sa v tejto otdzke znalne rozchidzaja.
Prof. Pastyrik sa na svojej S§tudijnej ceste po Cine nestretol s priznakmi apo-
plexie. Na zéklade ziskanjch skiasenosti vyslovil domienku, Ze vyskyt apoplexie
u nas je vysledkom dlhoroénej degenericie vyvolanej nevhodnym §tepenim
(nevhodnym podpnikom) a nevhodnymi podmienkami prostredia (5).

So svojej 3tudijnej cesty prof. Pastyrik priniesol semeni planych é&inskych
marhul, ktoré boli vysadené v réznych oblastiach Slovenska. Tieto semenaéde si
pozoruhodné svojim silnym a zdravym vzrastom v porovnani s naSimi. Tieto
znaky velkej vitality maji svoj pévod v uréitjch odli§nostiach fyziologickych
procesov. Bude treba peélivo sledovat dalsi vyvoj tychto semeniéov a viimat
si ich hlavne po stranke fyziologickej. Prvou priacou tohto druhu je prica
Navaru (6), ktory si viima obsah volnych aminokyselin v listoch nasho
semenaéa a &inskych semendéov marhule polas vegetaéného obdobia.

Od poéiatku exaktného vyskumu vyzivy rastlin sa robili analyzy na popolové
prvky preto, aby sa z obsahu prvkov dalo usudzovat na ich potrebu v rastline.
Naroky rastliny na Ziviny sa menia s jej vekom i pofas vegetatného obdobia.
Roény cyklus ovocného stromu mézZeme rozdelif na niekolko obdobi (fenoféz),
ktoré sa lifia od seba intenzitou rastu a sdéasne aj inténzitou prijimania Zivin.
V priebehu. roku sa meni zlozenie orginov stromu teda i listov. Hodnoty
ziskané analyzou jednotlivych prvkov takymto spdésobom poskytuji predstavu
o zasobenosti rastliny jednotlivymi zivinami. Tieto tdaje si délezité pri uréovani
poziadaviek rastliny na jednotlivé Ziviny a ich priddvanie vo forme hnojiv.

Minerilne zlozenie niektorych ovocngch drevin v naSich podmienkach sledo-
vali Priehradny, Mego, Erdelsky (7). Dynamiku minerdlnych Zivin
v listoch mathule podas vegetaéného obdobia sledoval Priehradny, Mego
(8). Menovani autori sledovali jednoroéné otkovance sorty ,Madarska“. Ich
pozorovanie sa tyka vplyvu réznych dusikatych Zivin. PretoZe boli robené len
Styri zbery ddva spominand prica len dost povrchny obraz o dynamike ziklad-
nych Zivin podas vegetaéného obdobia.

Metodika.

Material pre pricu bol ziskany z Botanickej zahrady Univerzity Komenského
v Bratislave, kde rastie ¢asf ¢inskych semeniov. Objektom pozorovania bol
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semend¢ nafej marhule , Madarskd najlepsia”® a ¢&nske semeniée 31 a 36
(z archivu Biol. dstavu SAV v Bratislave). Semeniée boli trojroéné. .

Vzorky boli odoberané vidy z toho istého jedinca. Pretoze listy nie s po
fyziologickej stranke rovnaké boli brané len zo strednej &asti konira. Zbery
boli robené 9-krat v roku 1959:

1. zber 9. V. 6. zber 9. VII.
2. zber 15. V. 7. zber 16. VII.
. zber 27. V. 8. zber 4. IX.
4. zber 9. VI. 9. zber 23. IX.
5. zber 27. VI. :

Listy sa ususili, jemne pomleli a uschovali v zabrésenych nidobich. Dusik
bol stanoveny metédou Kjeldahlovou, fosfor kolorimetricky, draslik a vépnik
na plamefiovom fotometri.

y
%
it

1 2 3 § 5 c ? v i
Graf &fs, 1. Obsah dustka v listoch natho semenaca (T:) éinskeho 31 (Tz) a 36 (T3)
za vegetatné obdobie v % vzhladom k susine.

Ziskané vysledky.

Prvé tri zbery boli robené na potiatku intenzivneho rastu. Vysledky analyz

v tejto fize si v tabulke &s. 1. Stanovenie dusika z prvého zberu u semenaéa
(,,Madarskd najlepSia" bolo pokazené a pre malé mnoistvo materidlu nebolo
mozné ho opakovatf. Z tabulky &s. 1 vidiet, ze obsah vapnika, dusika i fosforu
je vy$si u &inskych semenidov ako u néasho (u draslika je to naopak). -
- V druhej féze v éase intenzivneho rastu si pomery hodne komplikované
(tab. &s. 2). Obsah prvkov u jednotlivych semenadov sa znizuje a rozdiely medzi
jednotlivymi ‘semendémi sa zmenSuji. U vietkych semenidov nastal vyznaény
pokles v &ase piateho zberu.

Tretia fiza ukondovanie intenzivneho rastu ukazuje znaéné vykyvy a to
u kazdého semenida i u kazdého prvku (tab. &is. 3.). ;

Prehladne o stave Zivin informuja grafy (1.—4.). Na grafe &s. 1. vidief
priebeh dustka pofas vegetatného obdobia. Obsah dusika u é&inskych semenadov
je vy#3f ako u nasho. V piatom zbere nastdva pokles dusika u vietkych seme-

.
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Graf ¢&is. 2. Obsah fosforu v listoch nasho semendta (T:) ¢&inskeho 31 (2) a 36
za vegetaéné obdobie v 9% vzhladom k sugine.
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Graf ¢&fs. 3. Obsah draslika v listoch nasho ;emenﬁa (T1) &nskeho 31 (T2) a 36 (Ta)
za vegetatné obdobie v % vzhladom k susine. i
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Graf ¢is. 4. Obsah vapnika v listoch nasho semend¢a (T1) ¢inskeho 31 (T2) a 36 (Ti)
za vegetaéné obdobie v % vzhladom k susine.

1 2 3 4 5 ¢ ] 3 3

Graf &fs. 5. Priebeh hodnot K/Ca u nasho semenifa (Ti) u &inskeho 31 (T:) a 36 (T3)
d za vegetaéné obdobie.
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nadov a potom stipnutie obsahu dusika v naSom semenaéi nad é&inske. V dal-
Som priebehu vidno pokles v obsahu dusika u nasho semenaéa (8. zber)
a potom nevelké stipnutie; u obidvoch éinskych semendéov nastiva len mierny
pokles.

Hladinu fosforu nam ukazuje graf &s. 2. Vidime, Ze obsah fosforu u éin-
skych semenédéov je vy$si ako u nasho a u 31 je obsah vy3§i ako u 36. Obsah -
u vSetkych pozvolne klesd aZ ku piatemu zberu. Po piatom zbere (27. VI.)
sa priebeh znaéne odliSuje. Kym u nisho semendda nastdva pozvolny vzostup
(8. zber) u 31 vidno silny vzostup uz od piateho zberu, ktory kulminuje
v siedmom zbere, potom mierne klesi a znova stipne. Es§te pozoruhodneij§i
priebeh vidime u 36, kde nastiva enormny vzostup v ¢ase 8 zberu a potom
pokles (9. zber). Z grafu teda vidno, ze v druhej polovici vegetaéného obdobia
sa lifia ¢inske semenace velmi vyrazne od nasho obsahom fosforu.

Velmi zaujimavy je i priebeh draslika (graf. és. 3.). Na podiatku rastu
vidime u nasho semenada dvojnasobny obsah draslika v porovnani s ¢inskymi.
Potom nasleduje pozvolny pokles, ktory je najvaési v piatom zbere. Hned
v8ak nastiva silny vzostup a dosahuje vy$8ich hodnét ako u &inskych seme-
natov. U 31 a 36 je na pofiatku rastu obsah temer ten isty. U 31 potom
nastava stapnutie (2. zber) a zasz pokles v ¢ase piateho zberu. V S§iestom
zbere je maximilny obsah draslika a potom postupné klesanie. U 36 vidime
postupné pribudanie draslika (po 4. zber), potom pokles, ktory viak nastava
v $iestom zberc (na rozdiel od predolych).

Obsah vapnika podas vegetaéného obdobia ukazuje graf &is. 4. Na pociatku
rastu je obsah vdpnika vy§§i u ¢inskych semenédéov ako u nasho. Potom u vset-
kych obsah stipa. Maximum v kazdom pripade je v ¢&ase §tvrtého zberu.
V dalfom prieb:hu vidno pokles a to od §iesteho zberu, kedy sa hladina obsahu
vapnika u jednotlivjch semenédfov vyrazne li§i. Obsah vapnika u nagho seme-
naéa sa pohybuje zhruba v strede medzi obsahom u 31 a 36.

Zaujimavy obraz nim poskytuje graf &s. 5., kde je zachyteny priebeh hodnot
K/Ca. Priebeh u nasho semenada je presne priamociary aZz po piaty zber,
_potom nastdva vzostup a ustdlenie na hodnote 1,25. Priebeh tohto pomeru
u 31 a 36 je znaéne odlidny. Na pociatku rastu je tdto hodnota viac ako dva-
krat nizSia ako u nasho semenacda, potom nastidva uréité stdpnutie a v piatom’
zbere znizenie. Priebeh hodnoty K/Ca u 31 sa podobi priebehu u mnasho
semenaca. Priebeh u 36 sa li§i od nasho i od 31. Ako poznamenava Priehradny,
Mego (8) rastliny rastG tym intenzivnejsie, &m maja vy$§iu hodnotu K/Ca.
Priebeh tychto hodnét na grafe ¢is. 5. naznaluje teda Casove odlidnd intenzitu
rastu u naSej marhule a u ¢éinskych semenacov.

Sthrn.

Sktimala sa dynamika N, P, K, Ca listoch trojroénych semendéov marhule
jedného nasho ,, Madarsk4 najlepsia“ a dvoch ¢inskych 31 a 36.

Vzorky boli brané devitkrat za vegetaéné obdobie: Na zadiatku intenzivneho
rastu, v dobe intenzivneho rastu a v &ase ukondovania intenzivneho rastu. Bol
zisteny rozdielny obsah spominanych Zivin v listoch nasho a ¢inskych seme-
n#éov. Bol zisteny rozdiel i medzi ¢inskymi semenaémi. Kym 31 javi vykyvy
v hladine Zivin ¢asove zhodne s naim semenidom, vykyvy obsahu zivin u 36
st cpozdené a poukazujii na to, Zze 36 je neskor§ia sorta.

Porovnali sa hodnoty K/Ca u nasho semeniéa i u &inskych a bol zisteny
tasovy rozdiel v intenzite rastu.
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Tab. 1. Obsah minerdlnych prvkov v listoch marhal na pofiatku intenzivmeho rastu v %
: vzhladom k suSine

D4tum Madarska

Prook | Dt iy n 36
9. V. 0 2,16 2,23
D&’;k 15. V. 1,87 214 2.41
28. V. 1.84 255 228
9. V. 0.32 0,37 0,33
F‘(’;‘)‘" 15. V. 029 034 031
28. V. 0.24 029 0.24
- 9. V. 0,52 025 024
D;;‘(“}‘k 15. V. 0.50 042 0.30
28, V 0.48 , 0.32 0.34
. 9. V. 0,23 0,30 0,39
Y(“(':’;‘)‘k 15. V. 0.30 0.35 0,40
; 28. V. 0.43 0.40 0.50

Tab. 2. Obsah mineralnych prvkov v listoch marhal vo fize intenzivneho rastu v %
vzhladom k sugine

Datum Madarska

Prvok bt najlepia 31 36
Dustk 9. VI ) 1,57 1,56 1,55
(‘I‘\;’; 27. VI.- 1,24 1,17 1,45
9. VI 1,80 1,55 , 1,40
Fah © 9, VL 0,17 0,19 0,16
‘(’;,;" 1 27 vL 0,13 0,13 0,14
9. VI. 0,14 0,26 0,16
Draslik 9. VII. 0,42 0,34 0,45
?1?) 27. VI 0,11 0,17 0,34
9. VII Q,59 0,54 0,19
o 9. VII. ) 0,58 0,69 0,59
V(‘g“)‘k 27. VI. 0,49 0.44 0.42
# 9. VII. 0,44 0,47 0,47

@
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Tab. 3. Obsah minerdlnych prvkov v listoch marhil vo féze ukondovamia intenzivneho tasty
v % vzhladom k sudine 3 .

Détum Madarski

Prvok zberu najlepdia A 36
16. VIIL. | 1,76 ' 1,53 1,30
D(‘;;;k 4 IX. 1,20 1,56 1,20
23. IX. 1.38 1.30 0,69
16. VIIL 0,15 0,39 ,0,13
F?;‘;” 4. IX. 023 019 0.65
23. IX. 018 0,30 0,15
) 16. VIIL 0,64 0,50 0,43
D{;‘g;‘k 4. IX. 0.56 043 0.50
23. IX. 0.59 0,32 0,50
- 16. VIIL. 0,50 0,62 0,28
V("'g:;k 4 IX. 0,40 0,51 0.30
23. IX. 0.47 0,36 0,47
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Cpannn'rem,ﬂan CTyOHA O COZEep)XaHHHM OCHOBHBIX NIHTATEJNbBHBEIX BENIECTB
B JHCTBAX HAIIEr0o CEMEHHOr0 paCTeHHA H KHTaMCKUX CEMEHHEBIX pac'renni ’
aﬁpnxoca B TeY€HHE BEreTallMOHHOrO IepHoxna.

A. Hapapa, O. HeMuex

PeswoMme

Haywanacs numamuka N, P, K u Ca B JHCTBAX TpeXJeTHHX CeMEHHEIX pacreRrit aGpHKOCOB
oxHoro Hawero copra ,Jlyumas Benrepckas’’ m mByx Kmraickmx copros: 31 m 36.
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B revenme BereTanHOHROTO mepuona GHAH O6GpasuEl JHCTHEB BSATHl HNEBATH pa3: BHadaJe
HHTEH3UWBHOTO pPOCTa, BO BPEMA HHTEH3WBHOTO POCTa M BO BDEMA OROHYAHHMA HHTEH3MBHOIO
pocra.

B0 ycTaHOBNIEHO pasiMYHOE CONEP)KAaHHE YIOMAHYTHIX IHTAaTEJNLHEIX BEUIECTB B JIMCTAX
HAaIUMX H KHTAHCKMX CeMEHHBIX pacTeHMil. B To Bpemsa, kak y copra 31 OTKJIOHEHMA YpOBHA
IHUTaTEJBHEIX BEIJECTB COTJAMAKTCA C OTKIOYEHUSAMH, YCTAHOBJNEHHBIMM Yy Hamlero COpTa,
y copra 36 OHE OmO3[AOTCA H NOKa3bBawT, yTo 36 sBiseTcs 6oJee IMO3MHHIM COPTOM.

Cpasuupanuce Takxe BenmuwHn K/Ca y Hamero copra M y KMTaficKHX COpPTOB, NpHYeM
6nuta O6HapyXKeHa BpeMeHHAA DasHMIA HHTEH3MBHOCTH pOCTa.

Ein Vegleich zwischen dem Gehalt der Grundnihrstoffe in den Blittern unseres
Simlings und der chinesischen Abrikosensamlinge im Verlauf

O. Neméek — J. Navara

Zusammenfassung,

Es wurde Dynamik der N, P, K, und Ca in den Blittern der dreijihrigen Abrikosensamlinge
von der Sorte ,,Ungarische beste“ und zweier chinerischer Sorten: 31 und 36 untersucht.

Musterbldtter wurden im Verlauf einer Vegetationsperiode neumal abgenommen: im Beginn
des intensiven Wachstums, im Verlauf des intensiven Wachsums und zur Zeit der Vollendung
desintensiven Wachstums. In der Blittern unseres Samenbaumes wurde im Vergleich mit denen
der beiden chinesischen Sorten ein unterschiedlicher Gehalt der erwihnten Nihrstoffe festgestellt.
Auch unter den beiden chinesischen Simligen wurde in dieser Hinsicht ein Unterschied
bemerkt. Wihrend bei der Sorte 31 und beim unseren Simling die Abweichung im Nahrstofini-
veau zeitlich iiberreinstimmen, kommen dieselbe beim Muster 36 zeitlich verspitet vor und
beweisen dadurch, dass 36 eine spdtere Sorte sein muss.

Es wurden auserdem noch K/Ca-Werte bei unseren Simling und bei den beiden chinesischen
Simlingen miteinander verglichen, wobei ein zeitlicher Unterschied in der Wachstumsintensitit
festgestellt wurde.
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" ACTA F. R. N. UNIV. COMEN, V. 11—-12,, BOTANIKA, 1961 ;

ACTA FACULTATIS RERUM NATURALIUM UNIVERSITATIS COMENIANAE

TOM. V., FASC. XI—XIL. BOTANIKA 1961

Priprava trvaljeh roztlakevyeh a rozterovych eytologickych
preparatov.

A. MURIN.

Roztlakové a rozterové metédy st pri karyologickom §tadiu velmi &asto
pouzivané pre svoju rychlost, jednoduchost a dobré vysledky. Najvicsieho roz-
Sirenia dosiahli pri §tadiu polyploidie. No, s Gspe$ne pouzivané aj pri sledovani
vliva réznych chemickych latok ako aj réznych druhov Ziarenia na buiiku
a buneéné delenie.

St zaloZené v podstate na metéda karmino-octovej vypracovanej Bellin-
gom (1) a Heitzom (4) a rozpracovanej pozdej§ie mnohymi autormi
(3, 6, 11). K ich rozireniu tiez zna¢ne prispelo pouzitie Feulgenovej nuklealnej
reakcie na roztlaky (5). Pre Stadium potu a tvaru chromozémov boli popisané
roézne predfixacné ¢inidla (8, 9, 12, 13, 14), ktoré rozruSuja deliace vretienko,
spdsobuji skratenie a vyrovnanie chromozémov a tym umoziiuji lepsie roztla-
¢enie a rozostupenie chromozémov v burike.

Roztlakové preparity sa najcastejsie robia v kvapke 45% kyseliny octovej
alebo priamo v prislusnom aceto-farbive. Uréitou nevyhodou takychto preparitov
je kratka trvanlivost. Preto boli vypracované a popisané rozne metédy ako
urobit roztlakovy, ¢i rozterovy preparat trvalym (7, 8, 15, 16).

Jednym zo spésobov ako previest roztlakovy, ¢i rozterovy preparat do trva-
lého stavu je uzatvaranie do kanadského balzamu. V tom pripade oddeli sa
krycie sklitko do podlozného a spolu sa prevadzaju alkohol-xylolovou radou.
Pre lepsie oddelovanie skli¢ok nechdva sa krycie sklicko odplavit v 10%
kyseline octovej (7), 70% alkohole (12), v tercizrnom butylalkohole (14)
alebc v zmesi kyseliny octovej a alkohclu (9).

Avsak i pri najvicSej opatrnosti dochadza k tomu, Ze sa roztlak, & rozter
pri prevadzani alkohol-xylolovou radou zmyva zo sklitok. Aby sme tomu za-
branili a stcasne ziskali dobry roztlak, pouzili sme v nasej metodike celofanova
foliu namiesto krycieho sklitka. Pod fiou sa di objekt velmi dobre roztlagit
a po prilepeni roztlatenych buniek v paradch formaldehydu di sa lahko stiahnut
z podlozného sklitka bez polkodenia roztlaku, ktory ostiva na podloznom
sklicku. '

Nami vypracovand metodika (17) dovoluje tiez velmi dobre vyuzit rozne fixaé-
né a maceracné tekutiny ako aj farbiva podla povahy objektu. Tak mézeme pouzit
popri alkohol-octovej fixaZi cely rad inych vyborngch cytologickych fixd%i ako
je Flemingova, Nava$inova, Bendova, Lewitského, La Cour 2BD a i. Podla
toho viak treba vhodne volit aj maceraéni tekutinu. Zatial & po alkohol-
octovej fixaZzi je vhodnid macericia kyselinou solnou, tak po fixdzach s kyselinou
osmicelou je vhodnejSia macera¢ni tekutina s peroxydom vodika (2) alebo 1%
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kyselina chrémova (6). V nafich pricach sme okrem toho pouZivali chromo-
formol-octovia fixaZ, ktora objekt fixuje a stéasne aj maceruje.

Celkovy metodicky postup.

. Mladé korienky, vegetaéné vrcholky, semeniky alebo prasniky fixujeme

chromo-formol-octovou fixadZou nasledujiiceho zloZenia:

1% kyselina chrémova .« . . . . . . . 10 ccm,
10% kyselina octova . . . . . . . . . . 1 ccm,
40% formaldehyd . . . . . . . . . . . 2 kvapky.

Doba pdsobenia 24 hodin. -
Pre $tddium poctu a tvaru chromozémov sa ndm osved¢ila predfixaz nasytenym
roztokom paradichlérbenzenu (8), poéas 3 hodin.

. Po fixdcii a maceracii ddme objekt na podlozné sklitko natreté glycerin-

bielkom. Na objekt polozime vlhkd celofanovii féliu. (Celofanové félie vel-
kosti krycieho sklicka 22x20 mm si nastrihdme do zisoby, dame do nadobky
s destilovanou vodou, odkial si ich v ¢ase potreby berieme. Celofan dostat
bezne kapit v papiernickych predajniach.) Poklepeme mierne na objekt gu-
movou zitkou a rozvalkdme skimavkou, &ém roztla¢ime bunky do jednej
vrstvy a vytlaéime z pod félie vodu. Vytlaéent vodu odsajeme filtraénym
papierom. Kvalitu roztlaku si moézeme skontrolovat pod mikroskopom. Po-
trebné je, aby celofanova fé6lia priliehala celou plochou na podloiné sklicko.

. Takto pripraveny roztlakovy preparat ddme do kyvety, v ktorej na dne je

malé mnozstvo (cca 2 ccm) formaldehydu sa roztladené buiiky prilepia na
podlozné sklicko.

. Po 45 minatach stiahneme pinzetou z prepardtu celofdnova f6liu a dame

preparaty premyvaf do teéicej vody na 24 hodin.

. Omyté preparaty moézeme farbit vhodnym farbivom, previest alkohol-xylolo-

vou radou a uzatvarat do kanadského balzamu.

Pri pouzivani inych fixdZi a maceraénych tekutin li§i sa celkovy postup
trvani tej-ktorej fixacie, macericie a dobe premyvania.

Pri pouziti fixa7i s kyselinou osmicelnou je postup nasledovny:

1. Fixacia 24 hodin.

2. Premyvanie vo vode 10 mint.

‘3. Macericia v zmesi nasyteného roztoku §tavelanu amonného a 6% peroxydu

vodika (1:1), po¢as 10—20 mindat.

Premyvanie v tecicej vode 20—30 minut.
Roztlacenie a prilepenie horeuvedenym spésobom.
Premyvanie v tecicej vode 30—60 minit.
Farbenie vhodnym farbivom.

ekt o

Pri maceracii 1% kyselinou chrémovou je postup takyto:

1. Fixacia 24 hodin.

2. Macericia v 1% kyseline chrémovej 2—24 hodiny.
3. Roztlaéenie a prilepenie horeuvedenym spdsobom.
4. Premyvanie v tetlcej vode 24 hodin.

5.i Farbenie.

Pri pouziti alkohol-octovej fixdZe je postup nasledovny:

1. Fixujeme alkohol-octovou fixdzou (3:1), potas 1-—24 hodin.
2. Macerujeme v zmesi koncentrovanej kyseliny  solnej a 96% alkoholu
(1:1), 3—10 mindt alebo v N/HCI pri 60 °C pocas 10—20 minft.
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3. Vypierame vo vode 10—20 minit.

4, Roztlatime a prilepime horeuvedenym spdsobom.
5. Premyvanie v tecicej vode 10—20 mindt.

6. Omyté prepariaty mozeme farbit vhodnym farbivom.

Farbenie.

Pre farbenie pripravenych roztlakovjch prepardtov moéZeme pouzif cela
Skalu farbiv tak ako pri parafinovych rezoch (gentianova violet, Feulgenova
reakcia, heamatoxilin, brazilin, metylovad zeleii-pyronin, aceto-karmin, aceto-
orcein, aceto-nigrozin a i.).

V nasich pracach sme najéastejSie pouzivali farbenie gentianovou violefou
a Feulgenovu reakciu. Postup, ktory sme pouzivali je nasledovny:

A.) Farbenie gentianovou violetou.

Farbenie v 0,5% vodnom roztoku po¢as 20—40 minit.

Opléachnutie vodou.

80% - alkohol, 1 min. a kratsie.
96% alkohol, 3 mindaty.
Absolutny alkohol, 5 mindt.
Diferencovanie v hrebitkovom oleji.
Xylol, 5 mindt.

Xylol, 5 minft.

Uzatvaranie do kanadskéhc balzamu.

—

CENUd W

Obr. 1. Metafiza u Allium cepa. Fixované chrom-formol-octovou- fixaZou a roztlatené
pomocu celofanovej félie. Farbené gentianovou violefou. (zvidds. X240).



B.) Feulgenova nukledlna reakcia.

1. Hydrolyza v N/HCI pri 60 °C po¢as 10—20 minat. (Ak nebola preve-
dena hydrolyza pred tym.)

Absolutny alkshol, 5 minut.

2. Schifovo reagens, 1—2 hodiny.

3. 45% kyselina octova, oplachnut.

4. 45% kyselina octovd — alkohol 96%, 1:1, 1 mindtu
5. 45% kyselina octovdi — aikohol 96%, 1:3, 2 minity
6. 45% kyselina octova — alkchel 9%, 1:6, 3 mintty.
7. 45% kyselina octova — alkohol 95%, 1:9. 5 mindt
8.

9.

Absolutny alkohol — xylol, 3:1, 5 mindt.

3:1

10. Absolutny alkoiol — xylol, 1:1, 5 minat.
11. Absolutny alkohol — xylol, 1:3

12. Xylol, 5 minuit.

13. Uzatvaranie do kanadského balzamu.

-3, 5 minat.

Obr. 2. Chromozémy u Allium cepa. L. Predfixaz paradichlorbenzenom; fixaz alkohol-
octovdi (3:1). Roztlaéené pomocou celofanovej félic. .Feulgenova reakcin
a svetla zelen. (zvads. x1200).

Uvedena metéda zhotovovania trvalych roztlakovych a rozterovych preparitov
ako aj spdsoby farbenia mézu byt este podla potreby rézne pozmenené. Tak
mézeme farbit objekt (vcelku) eSte pred vlastnym roztlakom ako sa to &asto
pouziva pri Feulgenovej reakcii a acetonigrosine.

V naSich pracach sme dspeine pouzivali popisanej metédy u tychto druhov
rastlin: Allium cepa L., Allium sativum L., Allium ascalonicum L., Beta vufga-
ris L., Canabis sativa L., Cucumis sativus L., Pisum sativum L. a Triticum
vulgare Vill.
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Sdhrn,

Bola vypracovand novd metoda zhotovovania trvalych roztlakovych a rozterovych cytologic-
kych prepardtov. Struény postup je takyto: Objekty fixujeme chromo-formol-octovou fixdzou
pocas 24 hodin, ktord sifasne objekt maceruje. (Mozno pouzif aj ind vhodnd fixaénd a mace-
raéna tekutinu). Po fixacii a maceracii dime objekt na podloiné sklidko natreté glycerin-
bielkom. Na objekt polozime vlhki celofanova foliu velkosti krycieho sklidka. Poklepeme mierne
na objekt gumovou zitkou a rozvalkiame skiimavkou, &m roztlaéime buiiky do jednej vrstvy.
Vytladend vodu odsajeme filtra¢nym papierom. Takto pripraveny roztlakovy preparit dime na
45 mindt do kyvety, v ktorej na dne je malé mnoistvo formaldehydu. V parich formaldehydu
sa roztlatené bunky prilepia na podlozené sklidko. Po 45 minttach stiahneme pinzetou z pre-
paritu celofanovii féliu a dédme preparity premyvat do teticej vody na 24 hodin. Omyté
preparaty moézeme farbif vhodnym farbivom, previest alkohol-xylolovou radou a wuzatvérat
do kanadského balzamu.
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CocTaBienye TMPOYHBIX PA3KUMHBIX ¥ PACTHPOYHBIX IMTOJIOTHIECKHX
IpenapaToB

A. Murin

PeswomMme

Paspa6oTar HOBEIL METON COCTABJIEHHA IPOYHHIX PA3KKUMHHX M DPACTHPOYHEIX ILHTOJOTHYEC-
Kux mnpemapatoB. Xon pa6oThl BKpaTHe ClefylONHii: OO6BEKTH {QHKCHpyeM XpoM-$opMoi-
YKCycHBIM B TeueHuwe 24 uacoB. (IpHYEM MOXHO NPUMEHATh TAKXe KaKOH-HUGYZb HpyToi
dukcaxx ®m Ipyrylo ManepanHoOHHyo XHAKOCTh). Ilocse PHKCamuM ¥ Manepaqud B 3TOH >KHI-
KOCTH TIOJOKMM OOBEKT Ha MOKJaJHOE CTEKJHIIKO, HaMasaHHOe IrimuepuH-6enxoM. Ha of6sexr
TOJNOXHM BIaXHYI0 ueanodaHoBylo ¢oapry pasMepoB NPHKDHBAJABHOTO cTekna. Iloxnomaem
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ClnerKa HA OGBEKT pPe3MHOBONM NpOOKO M pacKaTaeM NPOGHPKOM, NpHYeM pa3jaBifAeM KJETKH
IO ONHOrO cn0A. BHIaBIeHHY® BOLy BhicocaeM OQHIbTpOBaibHON Gymaroit. Tak npmroromiex-
HHif HOpenapaT NMOJOXHUM Ha 45 MHH. y KOBETKy, y KOTODOH €cTh HA LHe HeGOJibmIOe KoJH-
yecrpo (okono 2 ccM) PopManxenmmza. B mapax ¢opmanxenmia NPHKPEILIATHCA PasiaBJIECHHE!
KIETKH HA DOAKJAanHoe crekiasmuko. Ilocse 45 MHHYT cHMMeM H3 npenapaTa nenxodaHOBYIO
donbry 8 NONOKEM IpenapaThl B TEKymIyl BOLY, B KOTOPOl OHHM IPOMHBIBAIOTCH B Te4EHHE
12—~24 4gacos. IlpoMuiThie mpemapaThl MOMKHO 3aKDacCHTh NOAXONsAme#l KpaCKOH, II€PEPecTH
2JIKOTONILHOM OYepelNbl0 M CJIOXHUTh B KaHaAMHcKHM 6Ganbsam.

Technique of permanent squash and smear preparations.
A. Murin,
Abstract.

To obtain permanent squash and smear preparations the following method has been worked
out. The objects are fixed in chrom-formol-acetic fluid for 12—24 hours, (some other suitable
fixative and maceration fluid may be used too). The object is put on slide on which glycerine-
albumen had been spread. Hhen, it is covered with a wet square of cellophane (22X20 mm).
Now the object is moderately tapped with rubber bottle stopper and rolled by help of test
tube so that the cells are squashed one layer. The pressed out water is blotted by filter paper.
Thus treated squash preparation is placed into a slides jar in which there is a small amount
(cca 2 ccm) of formaldehyde on the bottom; in its vapours the cells attach to the slide.
After 45 min. the cellophane is pulled off the preparation by pincers. In order to remove
formaldehyde the preparations are put in running water for 24 hours. The washed preparations
may be stained by some suitable stain, dehydrated and mounted in Canada balsam.
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ACTA FACULTATIS RERUM NATURALIUM UNIVERSITATIS COMENIANAI;';

st fakultny sbornik uréeny k publikiciam vedeckych pric internjch a externych ugitelov nalej
fakulty, internych a externych a$pirantov a nasich §tudentov. Absolventi nalej fakulty mdzu
publikovat price, v ktorjch spracovdvaji material ziskany za dobu pobytu na nasej fakulte.
Redakéna rada vyhradzuje si pravo z tohto pravidla urobit vynimku. .

Publikovat mo#no v jazyku slovenskom alebo &eskom, pripadne v ruskom alebo anglickom,
francizskom alebo nemeckom. Prace podané na publikovanie maji byt pisané strojom na jednej
strane papiera, ob riadok, tak aby jeden riadok tvorilo 60 dderov a na stranku pripadlo
30 riadkov. Rukopis treba podat dvojmo a upravif tak, aby bolo & najmenej chyjb a preklepov.
Nadmernj pocet chyb zdrazuje tlag a ide na dcet autora.

Rukopis upravte tak, Ze najprv napiSete nazov prace, pod to meno autora. Pracovisko,
pokial je na nasej fakulte, sa neuvadza. lba tam, kde je viac spolupracovnikov a niektory
z nich je z mimofakultného pracoviska, sa uvadzaji vietky pracoviski. Tiez tam, kde prica
bola vypracovanid na dvoch pracoviskich, treba ich obidve uviest.

Fotografie na&im podat na &ernom lesklom papieri a uviest zmen3enie a text pod obrazok.
Kresby treba previest tufom na priehladnom papieri (pauzdk) alebo na rysovacom papieri
a taktiez uviest zmenSenie a text pod obrazok.

Ka?ds praca musi maf rezumé v ruskom a niektorom zdpadnom jazyku. K prdcam, publi-
kovanym v cudzom jazyku, nadim pripojif rezumé v slovenskom (Cetkom) jazyku a v jazyku
zépadnom v pripade publikicie v ruskom jazyku, alebo v ruskom jazyku v pripade publikicie
v jazyku zdpadnom. Nezabudnite pri rezumé uviest vidy nézov price a meno autora v rovnakom
poradi ako v zékladnom texte, Za spravnost prekladu zodpoveda autor.

Autori dostdvaji stlpcové a zldmané korektiry, ktoré treba do 3 dni vrétif. Rozsiahlejiie
zmeny behom korektiiry idé na farchu autorského honordru. Kazdy autor dostane okrem pri-

slusného honoraru i 50 sepanitov.

Redakénd rada.
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