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BEVEZETÉS

Termesztett növényeink genetikailag rögzített, de 

a termőhely, valamint a környezeti tényezők által 

általában alacsonyabb szinten korlátozott termelési 

potenciálját csak akkor tudjuk egyre jobban kihasz­

nálni, ha folyamatosan biztositjuk a növény anyag­

termelésének építőköveit, A növényanyag - termelés 

mesterséges befolyásolásának lehetőségei között az 

ásványi anyagokkal való gazdálkodás áll első helyen,

A nem megfelelő tápelemellátást a növények adaptációs 

mechanizmusuk segítségével próbálják ellensúlyozni.

Az adaptáció mind a makroszkopikus, populációs, mind 

pedig a szerv, sejt és szubcelluláris, igy membrán- 

és enzimszinten is megnyilvánul. Napjainkban a kör­

nyezeti tényezőkre adott válaszreakciók e különböző 

szintjeinek tanulmányozása perspektivikusan is igen 

jelentős kutatási terület, A kapott eredmények nem­

csak alapkutatási, hanem mezőgazdasági szempontból 

is igen értékes információkhoz vezethetnek.

Kísérleteink célja a szabályozott körülmények 

között, vizkulturája nevelt búza /Triticum aestivum 

L, cv, Martonvásári 8/ csiranövény foszforháztartá­

sának minél alaposabb megismerése, E témakört a

különböző szintű foszforellátás hatásainak sokoldalú

vizsgálatával próbáljuk megközelíteni a búza élet-
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ciklusának első 4 hetében.

F dolgozatban a következő kérdések tanulirányozását

tűztük ki célul:

— a különböző szintű foszforellátás batá.s&i a növények 

növekedéséi-e, ebhez kapcsolódóan a nedves és a szá­

raz tömeg, valamint a víztartalom alakulására;

— az össz-fcszfortart&lom és az egyes foszforfrákéiók 

mennyiségének változásai a f oszf o.t?ellé tás függvé­

nyéhet: ;

— a foszforfelvétel alakulása a tápoldat foszförkön- 

c en t i á c i ó j án а к £ üg-gv ényé b en ;

— a két igen fontos matki-otápeZem, a kálium és a fosz­

for felvételének kölcsönhatása;

— a különböző szintű foszfönellátás hatására a plaz- 

malemma ATF-áz és a citoplazma.tikus foszfatáz enzim- 

aki: ivitásában bekövetkező változások;.

4

Ezen kérdések tanulmányozásával szeretnénk hozzájá­

rulni a különböze szintű foszf orellátás, ezen belül 

a foszforbiány és foszfor túladagolás, valamint az 

optimális foszfor ellátás hatásainak részletesebb 

megismeréséhez,

A dolgozatban előforduló rövidítések magyarázata

a.z irodalomjegyzék után található.
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1. IRODALMI ÁTTEKINTÉS

1,1, A foszfor szerepe a növényekben

A foszfor, a nitrogén és a kálium mellett igen fontos 

makrotápelem, A növényekben a foszfor a szárazanyag 

0,1-0,5 fo-á. t teszi ki. Részben szervetlen foszfát­

ként /Pi/- a sejtnedvben, túlnyomó részben pedig szer­

ves vegyületekben található foszforsavészterek for­

májában, A foszfor nagy szerepet játszik a legfonto­

sabb anyagcserefolyamatokban, pl fotoszintézisben és a 

szénhidrátok lebontásában. Az energiatárolás és -át­

vitel központjában a nagy energiájú foszfátkötést 

tartalmazó ATP áll, A foszfor a nukleinsavak felépí­

tésében is részt vesz és igy közvetve az öröklődés 

és a fehérjék bioszintézisének folyamatainál is nél­

külözhetetlen, A foszfolipidek alkotójaként részt vesz 

a membrán-szerkezet kialakításában, A magvakban ta­

lálható fitinsav /inozit-hexafoszforsav/ sói tápanyag 

tartalékot jelentenek a fejlődő csiranövény számára,

A szervetlen foszfát szerepe puffer hatása révén je­

lentős, mivel a sejtnedv kémhatását a megfelelő pH 

értékek között tartja /e szerepe főleg lúgos kém- 

hatásu talajoknál fontos/, A szervetlen foszfát kulcs­

fontosságú biológiai reakciókban szubsztrát vagy tennék is 

Megnövekedett szintje egyes reakciókat gátolhat,lehet.
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másokat meggyorsíthat, pl, meghatározza az asszimiláták 

exportját /Mächler és mtsai 1984/, a megkötött szén 

cukorrá vagy keményítővé alakulásának arányát /Foyer 

és mtsai 1982/, A citoplazmatikus foszforszintet a 

sejt úgy igyekszik a megfelelő szinten tartani, hogy 

a felesleget a vakuolában tárolja, illetve hiány ese­

tén onnan mozgósítja. Hasonló puffer illetve tartalék 

szerepe van még a polifоszfátoknak és a már emlitett 

fitinsavnak, de szükség esetén a szerves foszfor kész­

let egy része is katabolizálódik /Chapin és Bieleski

1982/.

A foszfortartalmú vegyületeket analitikai tulajdon­

ságaik, ezen belül oldhatóságuk alapján négy nagy cso­

portba szokás besorolni:

1./ Savban oldódó foszfor frakció - ide tartoznak mind­

azon vegyületek, amelyek a szövet homogenátumból hi­

deg savval vagy forró vizzel kioldódnak, E frakció­

ban anorganikus foszforvegyületek, nukleotidok, 

kreatinfoszfát, cukorfoszfátok, foszfoglicerinsav

található.

2, / Foszfoproteidek - NaOH-ban cJdódó frakció,

3, / Nukleinsavak - forró savval extrahálható frakció,

4, / Foszfolipidek - zsiroldószerekkel kivonható frakció.

Ezen oldhatósági különbségek az alapjai a különböző 

frakcionálási eljárásoknak, melyek során alkalmazott

[if I
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oldószerek illetve azok koncentrációi igen elté­

rőek leltetnek /Loughman és Martin 1957, Bowen

1970

1972, Daley és Vines 1977/»

A foszfor az intenzív energiaigényes folyamatokat , igy 

pl* gabonaféléknél a gyökérképződést, bokrosodást, a 

virágzást és a magképződést segiti elő, ezért foszfor- 

hiány esetén a fejlődés és a növekedés lelassul, a 

termés nem kielégítő* A foszforhiányos növények levele 

sötétzöld vagy kékeszöld, a szár és a levélhüvely bí­

borvörösen színezett* Az idősebb levelek a csúcstól 

kiindulva száradnak és sötétbarnára szineződve idő előtt

1969, ¥eimberg Latzkovits és mtsai

2

elhalnak* A levél merev tartásu, a levélcsucs vissza- 

hajlik. A szár rövid, átmérője kisebb /Bergmann 1979/» 

Foszfor hiányában felhalmozódnak a nitrogéntartalmú, 

kis molekulasulyu vegyületek, csökken a fehérje^N*

A normálisnál kevesebb a virág és késik a virágzás*

Az öregedő részek foszfortartalmának jelentős része a 

fejlődő fiatalabb részekbe helyeződik át* A foszfor 

toxikus hatása csak igen nagy feleslegben adagolva

jelentkezik*

1.2* A foszforfelvétel mechanizmusa magasabbrendü nö­

vényekben

1,2,1, Ionfelvételi mechanizmusok

A szárazföldi növények szervezetük felépitéséhez, 

növekedésükhöz és fejlődésükhöz szükséges elemek zö-
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mét a talajból veszik fel gyökereik segitségével. 

Összevetve az állati szervezetekkel, a növények táp­

anyag felvételi mechanizmusának törvényszerűségei 

- a kísérletek nagy száma ellenére - kevésbé ismer­

tek. Az állati sejtek működésüket viszonylag állan­

dó külső körülmények között fejtik ki, mig a száraz­

földi növényeknek igen nagymértékben kell alkalmaz­

kodniuk a változó talaj és időjárási viszonyokhoz.

Az iontranszport vizsgálatok leggyakoribb tárgya 

a néhány napos excizált gyökér, de újabban egyre in­

kább előtérbe kerülnek az egész növényekkel végzett 

kísérletek. Ez azonban sejt-és szövettanilag igen 

heterogén rendszer, A növényi sejtfal az ionokra néz­

ve permeábilis. Az ionmozgásokkal szemben az első je­

lentős akadályt a plazmalemma képezi, A plazmalemmán 

átjutott ionok a szimplasztban szállítódnak tovább, 

az endodermisz plazmodezmáin a központi henger parenchi- 

matikus sejtjeibe, végül a xilém elemekbe lépnek. Ez 

utóbbi a hajtásba irányuló anyagtranszport legfőbb 

útja. A helyzetet tovább bonyolítja, hogy a merisz— 

tematikus sejtek kivételével valamennyi érett növényi 

sejt központi vakuolával rendelkezik, amelyet ugyan­

csak szemipermeábilis membrán, a tonoplaszt borit 

/1. ábra/.

Klasszikus elrendezés szerint a felvételi kísérletek

sarán a vizsgálni kívánt elem izotópjának abszorpcióját
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31. ábra* A csiranövények felépítése az ion-felvételi és 

transzport folyamatok szempontjából.

Jelölések: hy- a hajtást érő fényenergia, ep- 

epidermisZj s- sztóma sejtek, eh- kloroplaszt, 

mitokondrium, b- nyalábhüvely sejtek, v- 

vakuolum, mc- mezofil sejtek, x— xilém, st- 

floém, ap- apoplaszt, sy- szimplaszt, e- endo- 

dermisz, xp-xylém parenchima sejtek, cc-floém 

parenchima sejtek, pd- plazmodezma, те- merisz- 

téma, r- rizodermisz,

m-

- energia-áramlás /elsődleges

fotoszintetikus termékek:

elsősorban cukrok/,

- vízáramlás,

- aktiv ionmozgások,

- passzív ionmozgások.

О
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mérik a külső ionkoncentráció függvényében /Epstein 

1953/« Az egész gyökér eredő ionfelvételi izotermá­

jából azonban - a gyökér heterogenitása miatt - nem 

vonhatók le egyetlen sejtre vagy membránra vonatkozó 

következtetések, legfeljebb a plazmalemmán és a tono- 

plaszton keresztüli anyagtranszport különithető el<

A kinetikai mérések és a kapott erednények hason­

lósága ellenére különböző transzport-folyamat modellek 

láttak napvilágot, A modellek zöme a karrier-elméletre 

épül, a transzportált ion és a karrier molekula vi­

szonyát enzim-szubsztrát kölcsönhatásként fogja fel, 

és általában Michaelis-Menten—kinetikával Írja le

paraméterek segitségével/. Jelenleg a követ-/К , Vm5
kező modellek a legismertebbek:

max

I, Kettős modellek:

a, / A párhuzamosan működő modell /Epstein 1966,

Welch és Epstein 1968/ szerint egy nagy affi- 

nitásu, kis ionkoncentrációk mellett aktiv 

/I,/mechanizmus és egy kis affinitásu, nagy 

koncentrációk jelenlétében működő /II,/mecha­

nizmus lokalizálódik és működik a plazma­

lemmán,

b, / A soros modell Torri és Laties /1966/ nevéhez

fűződik, amely szerint a két folyamat térben 

elkülönül és a II, mechanizmus kizárólag a 

tonoplaszton helyezkedik el.
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II, A multifázisos modell /Nissen 1973 a/ szerint egy 

bizonyos elemre nézve egyetlen hordozó molekula 

létezik, amely a külső ionkoncentráció diszkrét 

értékeinél strukturális-funkcionális "minden vagy 

semmi" tipusu fázis átalakuláson megy keresztül 

és mindegyik fázis a Michaelis-Menten kinetikának

engedelmeskedik*

111, A kooperativ modell /Glass 1976, Hodges

1973/ szerint az intracelluláris ionszint határoz­

za meg az ionfelvétel sebességét, A reguláció a több al­

egységből álló hordozó molekula és a belső ionkoneexit- 

ráció kölcsönhatása révén történik, Kinetikailag

folyamatos izotermával jellemezhető, nem irható 

le a Michaelis-Menten egyenlettel.

1*2,2, Foszforfelvétel

Az átlagos talajok foszfortartalma 0,05-0,1 mely­

nek jelentős része a növények számára felvehetelen 

formában található. Az ionfelvétel szempontjából a 

HgPOjj és HP0^~ jöhet szóba /Hagen és Hopkins 1955/} 

azonban ezek közül is csak a HgPOjj abszorpciója jelen­

tős /Bieleski 1973/#

A foszfát abszorpciója az energia termelés inhibi­

toraival gátolva /Metier és Leonard 1979} Lin 1981/ 

és a membrán potenciál változását nyomonkövetve /Bow­

ling és mtsai 1978} Ullrich-Eberius és mtsai 1981/
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aktiv folyamatnak bizonyult. Nissen /1973Ъ/valamint 

Joseph és Tang van Hai /1976/ a foszfor felvételét 

multifázisos mechanizmussal magyarázta, mely elméletet 

Macháckova és mtsai /1983/ eredményei is alátámasztják. 

A foszfor felvétele valószinüleg egy 0H“/P antiporter 

illetve H+-P_^ szimporter segítségével történik, nem 

kapcsolódik közvetlenül plazmalemmán működő transzport 

ATP-ázhoz /Lin 1979, Ullrich-Eberius 1981/. A fosz­

for felvétele a többi anionéhoz hasonlóan a külső pH 

növekedésével csökken /Lin 1981, Macháckova 1983/#

A foszforellátás hirtelen megvonása után a szöveti 

higulás következtében a foszfor koncentráció fokozato­

san csökken, majd hiánytünetek lépnek fel. A gyökér/ 

hajtás növekedési arány megnő /Chapin és Bieleski 

1982/, megváltozik a gyökér szerkezete: igen finoman 

elágazó gyökérzet alakul ki /Humphries 1951j Hackett 

1969/. Alacsony foszfor koncentrációnál a foszfát ion­

felvétel megnövekszik, a lecsökken és а "V 

emelkedik, de e két kinetikai konstans változása egy­

mástól független is lehet /Cartwright 1972/. A fosz­

forhiány a hajtás foszfor — tartalmát

mértékben csökkenti, mint a gyökérét, és ez igen meg­

emeli a transzlokáció mértékét. A fokozódó transzport

meg­mar

sokkal nagyobb

a gyökércsucstól távolabb elhelyezkedő öreg és kifej­

lett zónákra jellemző, mig a fiatalabb részeknél ez nem
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észlelhető. Felvétele után a foszfor metabolizálódik

és különböző készleteket /frakciókat/ képez, ezért 

nehéz meghatározni, melyik az a kritikus foszforkész­

let, melyneK döntő szerepe lehet a szabályozás során. 

Az összfoszfor szintje nem tűnt meghatározó szerepűnek

1978/, Lefebvre és Glass /1982//Clarkson és sitsai

a gyökér intracelluláris anorganikus foszfor koncentrá­

ció és a foszforfelvételi sebesség között egy negativ 

visszacsatolásos jellegű kapcsolatot állapított meg.

1,2,3* A foszfor és kálium ionfelvétel kölcsönhatása

A kálium felvételével kapcsolatban több adat áll 

rendelkezésünkre. Mivel ionos állapotát felvétele után 

is megtartja, nem épül be szerves komponensekbe, szabá­

lyozó mechanizmusának vizsgálata egyszerűbb, Excizált 

gyökerek К felvételéről kimutatták, hogy a citoplazma- 

tikus К koncentráció negativ visszacsatolással szabá­

lyozza а К felvételét /Glass 1976, Jensen és Pettersson 

1978, Bércni és mtsai 1982, Erdei és mtsai 1982/, 

Ismeretes az is, hogy a kálium sejtmembránon történő 

átjutása egy elektrogén K+/H+ cserét végző specifikus 

transzport rendszer /К-H-ATP-áz/ működéséhez kötött 

/Fisher és mtsai 1970* Balke és Hodges 1979j Erdei 

és Kuiper 1980/, A plazmalemma ATP-áz inhibitor, pl,a 

DES vagy stimulátor, pl,Q fusicoccin, közvetlenül befo­

lyásolja a kálium felvételét és közvetve a foszfor
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felvételére is hat, A membrán proton gradiensét le­

romboló FCCP rögtön gátolja a kálium felvételét és 

késve ugyan, de a foszfor felvételére is hat, A külső 

közeg pH változása a K+ és a H^PO^ felvételét ellen­

tétesen befolyásolja. Ezen adatok arra mutatnak, hogy 

a K+/H+ cserét végző ATP-áz és az OH“/P_^ antiporter 

között kapcsolat van. Mindkét ion felvétele metaboli- 

kusan függ és szorosan kapcsolódik a transzmembrán 

protongradienshez és igy bármiféle jelentős változás, 

mely az egyik ion felvételére hat, közvetve a másikat 

is befolyásolja /Lin 1979/*

1# 3# Foszf atázok

A szövetek kiegyensúlyozott növekedéséhez rendel­

kezésre álló foszforszintről beszélni a foszfatázok

emlitése nélkül nem lenne teljes, A növényi szövetek 

kis mennyiségü/ speciális szubsztrátokra ható, specifikus 

foszfatázokat és összességében nagy aktivitású,, nem­

specifikus, savas foszfatázokat tartalmaznak, A foszfa­

tázok a foszforészterektől jól elkülönített kompart- 

mentben helyezkednek el, nagy részük a vakuola belső 

felszinén található. Ez jól egyezik Smith /1966/ meg­

állapításával, amely szerint a sejt szervetlen foszfor­

készletének zöme a vakuolában található, mig a szerves 

észter kötésben lévő foszfor 90 %-a a citoplazmában 

lokalizálódik. A foszfatázok a vakuolából a citoplaz- 

mába az öregedés során kerülnek ki, melynek eredménye-
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képpen csökken a citoplazmatikus észter-foszfor szintje

/Bieleski 1973/.

A savas foszfatázok fontos hidrolitikus enzimek, 

melyek a növényekben széles körben elterjedtek, ezért 

tisztításukkal és enzimatikus tulajdonságaikkal sokan 

foglalkoznak* A foszfatázok tisztítására legelterjed­

tebb módszerek a gélszürés, a CM- és a DEAE-cellulózzal 

végzett ioncserés kromatográfia, valamint a poliakrilamid 

gél elektroforézis /Hasegawa és mtsai 19?6j Yamagata 

és mtsai 1980, Mizuta és Suda 1980, Kamenan és Diopoh 

1983/. A különböző módon preparált, különböző eredetű 

/sejtfal, mikroszomális, mitokondriális, citoplazmatikus/ 

savas foszfatázok szubsztrátspecifitása a szervezetben 

betöltött szerepük szerint különböző lehet, pH opti­

mumuk 4»7—5*5 között található, molekulasúlyuk 28000—

72000 közötti.

A magasabb rendű növények sejtfalához kötött fosz­

fatázok fontos szerepet tölthetnek be a talaj szerves 

foszfortartalmának lebontásában és a foszfor felvéte­

lében, valamint a sejtfal összetevők szintézisében és 

módositásában, a különféle metabolitok transzportjában. 

A citoplazmatikus nem specifikus foszfatázok szerepe a 

foszfor metabolizmusban jelentős /Hasegawa és mtsai

1976/.

1*3*1. A foszforhiány hatása a foszfatázokra

Egysejtüeknél már az 1960-as években leÍrták, hogy



- 14 -

foszforhiányos sejteknél a foszfatáz aktivitás értéke

megemelkedik, mely növekedés uj izoenzimek megjele­

nésével kapcsolatos /keimberg és Orton 1964/# Az utóbbi 

években magasabbrendü növények esetében is megfigyel­

ték a foszfatáz és ATP-áz aktivitás növekedését fosz-

foréheztetés hatására /Besford 1979» Dracup és mtsai 

1984, Sedenko és Zaitseva 1984/« A foszforhiány ered­

ményeként kialakuló extra foszfatáz aktivitás de novo

fehérjeszintézis eredménye, megjelenésük a protein- 

szintézis inhibitoraival gátolható« A proteinszinté­

zist valószinüleg valamelyik belső foszforkészlet, 

feltehetően az ortofoszfát koncentráció szabályozza 

/Boutin és mtsai 1981/ egy repressziós-derepressziós 

folyamaton keresztül* A foszforhiányos növényt fosz- 

fortartalmu tápoldatra helyezve az újabb foszfatáz 

képződés leáll* Ennek ellenére paradicsom sejtfal 

/Boutin és mtsai 1981/ és buzalevél szolubilis 

/Barrett-Lennard és mtsai 1982/ foszfatázok esetében 

azt találták, hogy a foszfatáz aktivitás nem esik 

vissza a kontrol növény szintjére.

Bár a különböző eredetű foszfatázokról sok irodalmi

adat áll rerdeIkezésíinkre, a foszforhiány hatására 

indukálódó foszfatázró'l az ismeretek még igen hiányo­

sak.
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2, ANYAG-OK ÉS. MÓDSZEREK

2,1* Növénynevelés

A buza /Triticum aestivum L cv. Martcmvásári**8/ mag­

vakat felületi sterilizálás /pár perces kevergetés 

70 os etanolban, majd 0,2 %-os HgCl^-ban/ után több­

ször alaposan átmostuk háromszor desztillált vizzel, 

ezután nedves szűrőpapírok között szobahőfokon, sötét­

ben 2 napig csiráztattuk /-2, nap a. vetés előtt/. Ve­

téskor /0, nap/ 50 szem kicsirázott magot helyeztünk el 

egy 20 x 20 cm-es müanyaghálón, A vetéstől számitott el­

ső 3 nap során továbbra is sötétben tartottuk a csira- 

növényeket, A növényok nevelése COlSIVlROh PGW 36 tipusu 

fitotronban történt szabályozott körülmények között.

V

1,táblázat, A növénynevelés körülményei a fitotronban:

A : állandó átlag hőmérséklet mellett 

tí : a buza-életciklus őszi periódusának meg­

felelő hőmérsékleten

nappal/éjjel. hőmérséklet átlag nappali 
nttppa.l/éj jel hőméi’- fényin- 

séklet tehzitás 
/W/m’/

Napok
0G/°C °Córa/óra

A
11/13

ПАЗ
23/18 00- 3

4-31

20.3

6023/18 20,3

űo_ 3 

4-i4 
15-21 
22-28

0/24
11/13
10/14
9/15

17/10 

17/10 

15/ 8 
12/ 6

13.2
13.2

0
60
4511

8 30
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A fejlődő csiranövények állandó 85 — 10 fo—os páxatar­

talmú légtérben nőttek* A fényellátást Sylvania FR 

96 T 12-CW-VAO-235-1 fénycsövek biztosították*

Az egy cserépben fejlődő csiranövények, számára 4 dm1 

tápoldat állt rendelkezésre* A tápoldatokat hetente 

kétszer cseréltük, mig az elpárolgott vizet naponta 

pótoltuk* A vetőmag elemösszetétele a 11* táblázat- 

bein, a tápoldatok összetétele a 111* táblázatban 

található ,

A növények a csírázás megindulásától számított 11. 

napon a 2 leveles, a 17# napon a. 3 leveles fejlődési 

stádiumot érték ex.

lx, táblázat* A vetőmag elem összetétele

koncentráció 
Aimol/g 

száraz tömeg

koncentráció 
Aunol/g 

száraz tömeg

elem elem

1.08К Fe130

nem mértCl nem mért В

8.12Ca 0.533Mn

1430 nem mértN Mo

40.4 0.198Mg Zn

0,169nem mértS Cu

ISONa

P 55,2
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in# táblázat, A fitotronban alkalmazott buzanevelő táp­

oldat összetétele a különböző foszfor /А/

és kálium /В/ ellátottsági szinteken#

Az egyes tápoldatokhoz egyaránt hozzáadott

2 /К sornál: 

0.5 NaNO^ + 0.5 NaCl/; 2 Ca/NO /2; 1 MgS04;

MnSO

összetevők: /mmol/dm3/: 1 NaNO

-30.01 Fe-EDTA; 0.01 H^BO^; 1 x 10 4 •
-4 -44 H20; 5 x 10

5 H20; 1 x 10 

CoCl2 . 6 HgO; 1 x 10 

5 x 10~4 NaSiO

ZnSO 7 H20; 5 x 10 CuSO4 *4 *
-4 -4/NV6Mo7024 .

A1C1

4 H20; 1 x 10 

3 . 6 H20j-4

9 h^o .3 * 2

[Pi] [K]o 
'mmol/dm3

KH2P04KC1 K2HP°4A 2/dm3mm о

0 1# 5 1.5
O# 02 
0. 05

1.5 0. 01 
0# из
о. 05
0.1
0.3

0.01
0.02
о. 05
0.1
0.2
0.5

1.53
1.57
1.65

1.5
o.l 1.5

1.80.2 1.5
0.5 1 1.7
1 0.5 0.5 2
2 0.5 1 1 3.5

MoMo KCl kh2po4 K2HP°4 ЫаН2Р04В
mmol/dm3mmol/dm3

0 0.3
0.31
0.325

0.3
0.02 
O. 05

0.O1
0.025
0.05
0.15
0.15
0.15
0.15

0.3
0.3

0.1 0.30.25
0.150.3 0.3

1 0.5
2.5

0.15
0.15
0.15

0.3
0.33

10 io 0.3
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2*2, A növényanalizis menete

A mintavételek alkalmával meghatároztuk 10 db 

/2x5 db/ növénynek a két azonos ta.poldatu, pa­

rallel cserépből a friss /illetve nedves/ tömegét, 

gyökér és hajtás felbontásban* Ezután a mintákat 

száritószekrényben 80 C°-on sulyállandóságig szá­

rítottuk, majd a száraz tömeg lemérése xitán meg- 

őröltük és az elemanalizis számára nedves oxidá­

cióval /К j éld ahl—roncsolással/ elroncsoltuk, A ka­

pott mintaolda.tokból a. káliumtartalma.t bérezi és 

mtsai /1982/ szerint atomemissziós módszerrel, 

Zeiss, Jéna AAS - 1 - N atomabszorpciós spektro­

fotométeren határoztuk meg, A f oszf ortartalorj meg­

határozása módosított Fiske-Subbarcw módszerrel

/Lindeman 1958/ szerint Spektromom 202 jelzésű

fotométérén,723 nm-en történt.

2*3* Foszfortarte.lmu frakciók preparálása

1, / Foiróvizes extra.ktum: kis darabokra, vágott

2 g nedves súlyú gyökér, illetve hajtás min­

tákat 4 °C—on 10 ml desztillált vizben homo­

genizáltuk Ultra-Turrax /IKA-WERK TP 18/10/

h.oroogenizátorra.1 2 percig maximális fordulat- 

számon, majd 30 perces forró vizfürdő után 

IC000 g-n centrifugáltuk. A felüluszó foszfor 

tartalmát roncsolás előtt és után is meghatá­

roztuk* /
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2, / ЗМаОН-os ext rak tum: az l,/-ban kapott csapadékhoz

5 ml 0, 2 JM haOH-ot adtunk, majd homogenizálás és 

30 perces szobahofokon tartás után centrifugáltuk,

A kapott csapadékkal még egyszer megismételtük az 

eljárást. Az összeöntött felüluszók ésqcsapadék 

foszfortartalmát meghatároztuk Kjeldahl-roncsolás 

előtt és után /Weimberg és Orton 1965/,

3, / TCA-exti'a.ktum :a 2 g nedves súlyú aprított mintáka.t

2 percig homogenizál ltunk maximális fordulat számon 

10 ml 10 %-os hideg TCA-val 4 °C-on, majd 15 per­

ces szobahofokon történő állás után 10000 g-n 

centrifugáltuk, A csapadékkal mégegyszer megismé­

teltük az eljárást, a felüluszókat egyesítettük, 

majd meghatároztuk P-tartalmát,

4, / LipidfraJcció extrahálása és a foszfolipid tartalom

meghatározása. /Erdei és mtsai 1981/: A frakcioná­

lási lépéseket az első bepá.rlásig 4 °C-cn végeztük.

A TCA-s exti-ahálásnál kapott csapadékot 20 ml klo­

roform : metanol 1:2 térfogat arányú keverékében 

homoger.izátor segítségével felszuszpendá.ltuk, szű­

rőpapíron megszűrtük, A csapa.dékot ismételten fel- 

szuszpendáltuk 20 ml klorofonn. : metanol 1:2 keveréké­

ben és szűrtük, A szűrőpapíron maradt csapadékot

mostuk 2 ml kloroform : metanol 1:2 -vei, majd 

2 ml kloroformmal, A szőrieteket egyesítettük és

az összes szürlettérfogat 30 %-ának megfej.elő



- 20 -

mennyiségű 0,1 M KCl-ot adtunk a szürletb.ez, Erő­

teljes összerázá.s után egy éjszakára állni hagytuk, 

A lipidtartalmú alsó fázist nitrogénáram segítsé­

gével szobahőfokon bepá.roltuk, CaCl^ töltetű exi- 

kátorban megszá.ritottuk, A lipidtartalmú edényt 

lemértük, a lipi.det 2 ml klorofoi’mmal kioldottuk, 

az üveget száritás után visszaméi’tük, -A két mérés

különbsége adja az összlipid-tartalmat. A 2 ml 

kloroforirban oldott lipi.dfrakcióhoz 0,25ш1 /951° etanol-

6 KgO adtunk, szá­

razra pá.roltuk, A lipideket gázlángon fehér hamuvá

ban oldofcü/' 10 %-os Mg/NO^/g •

égettük, A hamut 2 ml C,5 N HCl-ban oldottuk, 15

percig forró vizfürdőn melegítettük a keletkezett

pirofoszfátok oldódása érdekében, majd meghatároz- 

tuk a foszfortartalmat /Kuiper és Kuiper 1978/,

8Ó 42,4, Búza csirenövények gyökerének К/ Rb/ és 

P/Hg^PO^/ ionfelvétele

14, és 28, napokon ionfelvételi méréseketA 7 * j

végeztünk. Az egyes tápanyagellátottsági szinteken 

nevelt növényekből 4x2 db-os csoportokat helyez­

tünk a 100 си3 radioaktiv izotópot tartalmazó, de 

egyébként a tápoldat összetételéve], teljesen azo­

nos, un, felvételi oldatokba, А К felvétel követé- 

86sere Rb izotóp-jelöléses technikát alkalmaztunk
A 86/Zsoldos és Karvaly 1978, Cseh 1979/» 

lölés specifikus aktivitása a felvételi oldatokban

Rb je-
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86 86állandó /20 kBq Rb/ /uniói К/ volt, melyet 

fox'Diában alkeilmaztunk. A foszforfelvétel követése 

^P izotóppal történt, melyet -^P0^ 

adtunk állandó specifikus aktivitás /20 kBq -^P/

Rb Cl

formában

/uniói Р/ mellett, A vizsgált növény adott ionra 

vonatkozó felvételi sebességét a gyökerek által 

1 és 5 óra. alatt felvett /pontosabban a. gyökérben 

maradt/ rá.dioaktivitás értékekből számoltuk ki.

Az izotópfelvétel szobahőmérsékleten, steril fülke

/laminar air flow bos:/ alatt történt, a. levegő re­

lativ nedvességtartalma 45 - 5 f°j a. megvilágítás

10 W/m2 volt. Az 1 illetve 5 órás felvételi idő le­

telte után a. gyökereket háromszor1 mostuk desztillált 

vizzel az adszorbeá.lódott izotóp eltávolítása érde­

kében. Ezután a. gyökereket elkülönítettük a hajtás­

tól, meghatároztuk a gyökerekben mérhető radioakti­

vitás értékét és a száraz tömegüket* A ^sugárzó
32 ,J P izotópok meghatáro-86Pb és az erős sugárzó 

zása. Jf" spektrométeren /Gamma NK-350 tipv.s/ történt.

2*5. Citoplazmatikus frakció és plazmamembrán dús

mikroszomális frakció preparálása

A preparálást. Hodges és Leonard /1974/ módszere 

alapján végeztük, csekély módosítások bevezetésével. 

Az egyes preparálások alkalmával mindig azonos, 15 S 

nedves; tömegű gyökérmennyiségből indultunk ki* A 

levágott gyökereket 4 °C-os háromszor desztillált
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vizitel mostuk, ma jd ollóval aprítottuk* A homo­

genizáld st 1 g nedves tömegre vonatkoztatva 5 cm^

pufferre! /3 mmol/dm3 EDTA, 250 mmol/dm3 szacharóz,

25 mmol/dm3 TR1S-MES, pH 7*2/, Ultra-Turi’aa: forgó­

fejes homogeniz át orral maximális fordula.t számon 

4 percig végeztük* A hoiuogerizátumot négyretegü 

gézen átszűrtük* A szürletet Sorvall RC-5B centri­

fugán centrifugáltuk a következő programn szerint:

— sejtfal és a törmelékek,

15 perc 1C000 g - mitokondriális parti.kuIrmok,

60 pei'c 30000 g - mikroszomális frakció kiülepi.téséi’e* 

Az utolsó lépésnél nyert felüluszót /citoplazmatikus 

frakció/ és az 1 cm3 pxifferber, szuszpendált üledéket 

/mikroszómális frakció/ felhasználásig -20 °C-on

10 perc 2000 g

tároltuk«

2*6. A citoplazmatikus frakció további tisztítása.

foszfocellulóz oszlopon

A citoplazmatikus frakció további tisztítását 

Whatman gyártmányú foszfocellulózsal /PC 11/ végez­

tük. oszlopkromatográfiásan /Oláh és mtsai 1984/,

A foszfocellulózt 30 percig duzzasztottunk desz­

tillált vizben, majd aktiváltuk. Az aktiválás 5-5 

percig 3~szaros gél ágy-térfoga, tnyi 0*5 mol/dm3 NaOH- 

ban, majd sósavban történt* Alapos desztilláltvizes 

mosás után 0,5 mol/dm’ TR1S-MES puff erre! a pH-t
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7* 2-ie állítottuk, ezxitán oszlopot öntöttünk. Az 

oszlopot 5 x gélágy-térfogatnyi 7*2 pK-ju 25 

mmol/dm3 TR1S-MES pufferrel egyensúlyba hoztuk,

A közel háromszoros ágytérfogatnyi felülusz.ót 

felvittük az oszlopra, majd 5 ac gélágy- térfo- 

gatnyi 25 mmol/din* TR1S-MFS /pH 7*2/ p\iff errel mos­

tuk, mig az eluátumban már további, 280 nm—n mér­

hető pi^oteintartalom illetve Ca-ATP-éz aktivitás 

nem volt észlelhető, A PC 11 oszlophoz specifikusan 

kötődött fehérjéket 0-1 mol/'dm3 közötti /a mosó 

pufferben oldott/ NaCl gradiens segítségével élű­

éi tűk 40 ml/h átfolyási sebesség mellett, A frak­

ciókat 9 ml-enként automata mintavevő szedte. Meg­

határoztuk minden egyes frakció Ca-ATP-á^ aktivi­

tását, 280 nm-en mérhető fényelnyelését és NaCl 

tartalmát a.tomabszorpciós epektrof ötömé térén. Az

egy csúcshoz tartozó frakciókat összeöntöttük, 

tizszeres térfogatú háromszor váltott 25 mmol/dm3

TRI.S-MES /pH 7* 2/ pxiff errel szemben 24 órán át

dializálhuk, A foszfocellulóz oszlopot regenerálás

után ismételten felhasználtuk.

2,7* Foszfatáz enzmaktivitás mérési módszere

Foszfatáz enzimaktivitáson 1 mg fehérje által 

a szubsztrátból 6C perc alatt felsza.baditott anor­

ganikus foszfát mennyiségét értjük, A reakció során
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keletkezett szeivetlen foszfát mennyiségét módosí­

tott Fiske—Subbarow mód szeri-el határoztuk meg 

/Lindem.an 1958/ fotométerrel /Spektromom 202/*

Az enzimaktivitás mérését TRIS-MES pufférrendszerben

végeztük pH. 3-8 tartományban*

Az inkubációs elegy össztérfogata. 1 cm’ volt, mely 

tartalmazta a 0*1 cm3 /200— *!00 /ug/cm3 fehér jetaitaLmn/ 

enzim preparátumot, a megfelelő szubsztrá.tot és az 

ionokat* Az enzim bemérésével inditott reakció 30 °C—

cs vízfürdőn 30 percig tartott. A reakciót 0.1 cm3 

33 %-cs TCA-val állítottuk le,

A plazmamenbrán dús mikroszóma frakciónál és a cito- 

plazmatikus frakciónál a szubsztrát 3 mmol/dm’ ATP 

Vagy pNPP volt, az enzimaktivitást ionmentesen vagy 

3 шлоl/dm3 Ca illetve Mg jelenlétében határoztuk meg 

a. különböző pH értékeknél*

A PC 11 oszlopon tisztított citoplazmatikus frakciók 

Ca-ATP-áz aktivitását pH 6,5—hél. 1 mmol/dm3 Ca és 

1 mmol/dm3 ATP jelenlétében határoztuk meg, A dia- 

üzált citoplazmatikus frakciók szubsztrát és ion 

függését pH 6,5-nél és néhány esetben /melyeket kü­

lön feltüntetünk/ pH 5-nél végeztük.

Az 1 mmol/dm3 koncentrációban alkalmazott szubsztrátok: 

Reanal gyártmányú Na-pirofoszfát, AMP, ADP, ATP,

Serva cAMP, GTP, UTP, CTP, XDP, Na -sók formájában,
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Calbiochem glükóz-6-fosizfát és pNPP, valamint 

Serdary Research Laboré ties gyártmányú o-foszfori.l-

szerin.

2.8. Molekulatömeg meghatározás gélszüréssel.

A dializált csúcsból 200 /üg fehérjetartalmú 

fenolvörössel festett mintát 50 mmol/dm3 NH^KCO^

/pH 7«2/ pufferrel egyensúlyba hozott Fharniacia 

gyártmányú Sephaden G-200 superfine oszlopra vit­

tünk, majd a pxfTerrel eluáltuk* Az 5.5 ml-enként 

szedett frakciók Ca-ATP-áz aktivitása alapján meg- 

hatá.x’oztv.k az eluciós térfogatot /V /, melynek is-

/VoÍnmetrikus megosz-meretében kiszámoltuk а Кav
lási hányados/ éi’téket:

V - V. e___ к
v - V 3t к

- a gélágy külső térfogata
- a gélágy teljes téi'fogata.

Isméi* t molekula-tömegű /M^/ fehérjék segítségével

készített kalibrációs diagi’am /lgM -K / felbaszná-г av
iásával megállapítottuk a. minta molekulatömegét 

/Kremmer és Boross 1974/, A kalibrá.ciós diagramot 

Pharmacia gyártmányú cytokrom C /12500/, ribonukleáz 

/13700/, kimotripszinogén А /2500С/, ov&lbumin 

/43СОО/, albumin /67ООО/, aldoláz /158ООО/, kataláz 

/232ООО/ felhasználásával készítettük, el.

Кav

2.9* Az eredmények repx'odukálhatósága. és statisz­

tikus hibája

A kísérleteket általában három független ismét-
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lésben végeztük el /ahol ettől eltértünk, azt kü­

lön jelöljük/, melyek közötti maximális eltérés 

kisebb, mint 50 °'o. Az egy növénynevelési sorozat­

hoz tartozó növényeknél a párhuzamos eredmények 

közötti eltérés ettől lényegesen kisebb, nem ha­

ladja meg a 25 ^-ot, A nedves és száraz tömeg meg­

határozásánál 5-5 db növény átlagát használtuk fel. 

A kálium—tartalom meghatározásánál a közepes stan­

dard deviáció /SD/ Í 29 /umol/g száraz tömeg, 

for meghatározás hibája kisebb, mint 10 Az ion­

felvétel hibája К/^^Rb/ esetében Í 10 P/H^-^P^/—

nél t 15

A lipid és foszfolipid tartalom változását egy kí­

sérlet sox'ozatban végeztük el.

A mikroszoma frakció ATP-áz aktivitásának foszfor

a fos*.—

ellátástól való függését négy független sorozatban 

vizsgáltuk. Az ATP-áz aktivitás minden sorozatban 

hasonló pH és ion függést mutatott, az aktivitás­

beli kvantita.riv eltérés nem haladta meg az 50 %- 

ot. A gyökér homogenizátum 30000 g-s felüluszó— 

jának PC 11 oszlopon történő tisztítását két füg­

getlen kisérlet sorozatban hajtottuk végre. Az F 

frakció molekulatömegének meghatá.rozásá.t és a 

foszforhiányos növény foszfortartalmu tápoldatra, 

helyezését egyszer végeztük el. Ábráinkon a leg­

jellegzetesebb kisérletsorozat adatait tüntettük

fel.
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EREDMÉNYEK3.

A különböző szintű foszfönellátás hatása a búza3.1.

csiranövények növekedésére, foszfortartalmára, 

és foszfor felvételére

A foszforellátás hatása, a növények növekedésére3* 1*

Az 1#/A táblázatnak megfelelő környezeti viszonyok 

mellett a különböző foszforellátottsági szinteken ne­

velt csiranövények növekedését hetenkénti mintavételek­

kel követtük nyomon# A gyökér és a hajtás nedves és szá­

raz tömege a nevelő tápoldat foszfor koncentrációjának 

/továbbiakban [PijQ / függvényében közel hasonló módon 

változott, ezért most csak a nedves tömeg változását 

részletezzük /2# ábra/# /А víztartalom alakulását később 

tárgyaljnk/# Az első héten a nedves tömeg növekvő [pi] - 

val növekedett ugyan, de a különböző foszfoi'ellátott- 

ságu növények között még nem mutatkozott jelentős kü­

lönbség# A második héten már szemmel is jól látható 

eltérés alakult ki a növények között# A legnagyobb kü­

lönbség a foszfort nem tartalmazó /-Р/ és a foszfort 

akárcsak kis koncentrációkban is tartalmazó /+Р/ táp­

oldatok esetében, volt látható# A kéthetes növények 

még -P esetén, is meghárömszorozták egyhetes tömegüket#

Az egyes +P szintek hatáss között még nem alakult ki je-
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lertcs különbség, de a hajtás nedves tömege már kis 

/0,0 5 mmol/diny foszforkoncentrációnál is a. -P növény- 

haj tás nedves tömegének közel kétszerese, A harmadik 

héten a, +P növények tovább folytatták az intenziv nö­

vekedést, A -P növények hajtása csak kevesebb mint 15 %- 

kai múlta felül az előző heti tömegét, +P esetén ez a 

növekedés 100 %-ot is meghaladta.

gyökér

0 qQ5 Q2 1,0 0 q05 Q2 1,0
P koncentráció a tápoldatban, mmól/dm3

2, ábra, A búza csiranövények növekedése a tápoldat

foszforkoncentrációjának és a növények élet­

korának függvényében. Az ábrán a hajtás és a 

gyökér nedves tömegének változását tüntettük 

fel a csírázástól számított 1, /■/, 2, /о/, 

3, /•/ és 4, /о/ héten,

/А jelek 5-5 db növény átlagát jelentik/
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A negyedik hétre a -P növények növekedése még- Jobban 

lemaradt a foszforral éllé tottakétól, de ekkorra már 

az egyes foszfor-szintek, közötti különbség is egyre 

inkább megmutatkozott. A legnagyobb zöld tömeget a 

[pí] = 0# 2 mmol/dm3 tápoldaton nevelt növények hozták; 

létre, к koncentrációnál a hajtás nedves tömege öt­

szöröse, mig a gyökéré közel kétszerese a. -P növény­

nél kapott értéknek. A hajtás növekedésén jobban érzé­

kelhetőek a különbségek, mint a gyökéren*

A 3/A ábrán a hajtás/gyökéx* száraz tömeg arányokat 

tüntettük fel, mely alátámasztja előző megállapitá- 

sunkat* A hajtá.s/gyökér arány az első héten minden 

vizsgált [Pi] mellett közel azonos /3*1-3# 5/3 

sodik héten a -P növényeknél csökkent, mig az összes 

többinél alig változott« A harmadik és negyedik héten 

a -P növényeknél enyhe csökkenés, +P esetén pedig 

növekedés figyelhető meg. A legnagyobb hajtás/gyökér 

arány az 1 mmol/dm3 foszfortaxtalmu tápoldaton nevelt 

négyhetes növénynél észlelhető, mely érték az első­

hetes aránynak mintegy kétszerese,

A viztartalom változását vizsgálva /3/В ábra/ meg­

állapítható, hogy а +P növények hajtásának és gyöke­

rének víztartalma közel állandó /89-91 illetve 92« 5-

a má-

95 %/• Ezzel, szemben a -P növények víztartalma a haj­

tásnál 88,5 %-rcl 79*9 %-ra. esett a kisérlet során. A 

• gyökér víztartalma. 91.3-93« 2 7° között ingadozott, de 

mindvégig lemaradt а +P növényekétől.
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A

В
100

о

90о

о

IM

80>
Í0 О 005 0.2 1.0 0 005 02 1.0 0

Р koncentp ас* о a tápoldatban. mmol /dm3
005 Q2 1,0Q05 Q2О

3. ábra, A bviza csiranövények száraz tömegre 

vonatkoztatott hajtás/gyökér arányá­

nak /А, ábra/ és víztartalmának /В. 

ábra/ változása a P ellátás és s.z 

életkor függvényében.

Jelölés: /■/ hajtás/gyökér arány,

/•/ gyökér-, /о/ hajtás vizta.rta.lcm« 

/5-5 db növény átlagét/
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A tanulmányozótt 4 hetes időtartam alatt a[PgssJ| 

az idő nrulásával fokozatoséin csökkent* A 4* hétre s. 

-P növények, jp

pán egybarmadei, mig a maximális növekedést biztositó

értéke az első hetes éi’téknek csu-össz.

[Pi] -• 0*2 mmol/dm’-nél csak 50 fo-cs a csökkenés*

A [Pij = 0*05 mmol/dm3 ellátás mellett nevelt növények 

Össafoszfor tartalma az idő múlásával egyre inkább a

3 érté-foszformentes tápoldaton nevelt növények [P 

kéhez közelit, amit jól tükröz a gyökérben a 4, hétre
ossz

1 csökkenés* A [Pil = L J о
1 mmol/dm5 kivételével a gyökér össz-foszfortartalma 

a hajtásétól minden esetben nagyobb mértékben vál­

tozott, [Pi] o = 1 romol/dm’-nél a gyökéi’ [Pgssz] 

köze?, állandó érték /19 - 1 mmol/dm3/ a kisérlet idő­

bekövetkezett közel ?0 %-os Possz

tartalma.

tartama alatt.

Megvizsgáltuk a 2. hetes hajtás száraz tömegre szá­

molt ossz—foszfortartalmának eloszlását az egyes ré­

szek: szár, 1, és 2, levél között /5. ábra./#

Az egyes növényi részek foszfortartalmai a hajtás össz- 

foszf ortartalma 1 30 % tartományban mozgott. A szár 

foszfortartalma kis[Pi] értékeknél megelőzte a le­

velekét, de [pi] =0,1 mmol/dm3 felett tovább már nem 

emelkedett és állandó érték /350/umol P/g száraz tö­

meg/ körül ingadozott, Ügy tűnik tehát, hogy az 1* 

levél érzéke’i legjobban a tápoldat foszforkoncentrá- 

clójának, változását. Foszfortartalmának egy része e.z

T
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3*3»3* Különböző foszforfrakciók változása a foszfor-

ellátás függvényében

Meghatároztuk a növényekből forró vizzel, majd a

kapott csapadékból NaOH— dal exti'ahálkató frakciók

és [Pi]foszfortart almát roncsolá.s előtt /[Pi] ц q 

- őrt of oszf átok - és roncsolás után /[PöJ

/NaOH

H /.^ H2o *
A [Pö] és [Pi] különbségéből kiszámolható a polifoszfá-

NaOH

tok mennyisége. A NaOH-os kivonás maradékának roncsolás 

utáni foszfortartalma /[í?öj / az összfoszfor /pöl/ meg­

határozásához szükséges : [Pö] = [Pöl 

/Ezen koncentrációk g nedves tömegre vonatkoznak/.

Mérési eredményeinket a 6, ábrán tüntettük fel kü­

lönböző foszforellátottságu kéthetes növényeknél.

Az egyes frakciók foszfortartalma [Pij 

ért:ékig közel párhuzamosan növekedett, a 4, ábrán 

látható összfoszfortartalomhoz hasonlóan, majd telí­

tődést mutatott, A melegvizes frakció foszfortartalma 

képviseli az összfoszfűrtartalom zömét, közel 65 %— 

át, és a többi a. NaOH-os extráktűm és a csapadék 

között közel azonos- mértékben oszlott meg, Roncso- 

Jáskor az addig nem hidrolizáit polifoszfátok is ol­

dott formába keltűitek, A polif oszf át-tartaloni az össz- 

f oszf orts.rtalomnak mintegy 15 %— a, A hajtá.s polif ősz— 

fát tartalma közel állandó, de a gyökér polifoszfát 

tartc.lma a foszfonr.er.tes tápoldaton nevelt növénynél 

igen lecsökkent. Az egyes foszfox’frakciók összegeként

^ NaOH + Ö’i,*H20 +

~ O, 2 mraol/dm3
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A TCA exti'aktumok növényi nedves tömegre vonatkoz­

tatott Pi tartalma / [Pi] / a változásáhozL osszJTCA
közel párhuzamosan alakult: növekvő [Pi] Q-val teli-

tődési értékhez tart és a növény életkorával csök­

ken* A savas frakció roncsolása után kapott foszfor- 

tartalom növekmény a legtöbb esetben a mérési hibá­

val / Í 0,5/umol/e nedves tömeg/ összevethető, igy

azt nem tüntettük fel.

A TCA—s kivonás után kapott csapadékból nyex-t li- 

pidfrakció mennyisége a [Pi] függvényében szintén 

változott /8,/A ábra/# A hajtás lipidtartalma nagyobb, 

mint a gyökéré* A hajtás/gyökér lipidtartalom aránya, 

a 4. hetes -P növény kivételével egyre csökkent: az 

első héten minden egyes [PiJ éx-téknél közel 3j a har­

madik. héten már csak 2. A 4. héten a [Pi] = 0* 2 mmol/dm3 

mellett nevelt növények, hajtásának lipid tartalma e- 

gészen megközelítette a gyökérét, ezzel szemben a -P 

növény hajtás/gyökér lipid aránya ismét megnőtt, 

nagyobb mint 3# -A lipidfrakción belül a foszfolipidek 

mennyiségének változását a lipidfrakció foszfortar­

talmának méi’ésével követtük nyomon /8*/B ábra./* A gyö­

kér lipidf rak.cic foszfortartalmában az első három 

hét során még nem alakult ki lényeges különbség a 

különböző szintű, foszforellátás hatására, de minden 

esetben a —P növényhez tartozó érték a legkisebb.

Az idő múláséval a foszfoi'tartalom fokozatosan csők-
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A f oszf orellátá.s növekedésével nőtt a foszfor-

felvétel is. Az egyhetes növény foszfozfelvétele 

még lényegesen kisebb, mint kéthetes korban /a mag­

tartalékok miatt kevésbé -utalt a tá.poldatra./, de a 

különböző szintű foszforellátás hatására már itt is

jelentős különbségek mutatkoztak* Az egyhetes -P 

növény foszforfelvétele csak 50 %-a a [Pi] = 1 mmol/dm1 

mellett nevelt növényének* A kéthetes növények fosz­

for! elvétele között még nagyobb különbségek észlel­

hetek a foszforéi látástól függően* A —P növényeknél 

kapott yumol Fi/g száraz tömeg értéknek az

1 mmol/dm3 P ellátás mellett nevelt növény foszfor­

felvétele már több mint 12—szerese. A sötétben vég­

zett felvételi kísérletek során ka.pott eredmények 

közel szorosak, de -P növények kivételével kissé 

nagyobbak a fényben végzetteknél, tehát a sötét rém 

foszforfelvételt* A ÍO"^ mol/dra3 Ä, 4 BMP 

komoly gátló hatást fejt ki a kéthetes növény foszfor 

felvételére, mivel a.zt közel harmadára csökkentette.

A foszfor felvételét a. jelen lévő egyéb ioi.ok is 

befolyásolhatják. Az iontranszport-folyamatok egyik 

fő meghatározó kationja a kálium. Ezéx't nem érdekte­

len a foszfor és a kálium felvétele közötti kölcsöru-

gátolja a

hatás vizsgálata, A. továbbiakban megvizsgáltuk, hogyan

felvétele a nevelő tápoldat ésK+ és H PCJ

az azzal egyező összetételű felvétel;’ oldat kálitm 

és foszfor tarts lírának változásával.

alakul, a.





" l\ 2 —

A kéthetes növény ionfelvétele a négyhetesnél lé­

nyegesen nagyobb, közel háromszorosa. Az egy órás 

ionfelvétel [FiJ függése hasonló az öt óráséhoz, 

de attól kisebb, A gyökér foszfortartalma /l4»Aáb­

ra / a foszfönellátás függvényében a melegebb kö­

rülmények között nevelt növényekéhez hasonlóan a- 

lakult: növekedésével a. P tartalom is növe­

kedett, majd [Pi] =0.2 mmoJ/dm3 felett 300 Дшю1 

F/g száraz tömeg körüli értéket vett fel, A két 

és a négy hetes növények foszfortartalma hasonló 

módon változott, [Pi] = 1 mmol/diP felett a foszfor­

felvételben észlelhető további növekedés a foszfor­

tartalom hasonló jellegű változásában tehát nem 

mutatkozott meg. Valószínűleg* megnövekedőtt a gyökér 

foszfor* leadása, illetve transzlokáció ja, de ezzel 

munkánk sorá.n глет foglalkoztunk,

A káliumfelvétel a kálium ellátás függvényében 

/13., ábra./ az 1 és 5 órás felvételi kísérletek so­

rán itt is hasonlóan alakult. A felvételi sebesség 

=0,1 mmol/dE5—ig növekedett, 1 mmol/dm értékig 

csökkent, a felett pedig ismét nagy növekedésnek 

indult. A növények éle+korának emelkedésével а К 

f elvétéi, is csökkent, pl, £ kJ q =0,1 mmol/dia—nél 

mért érték négyhetes korban a kéthetes érték harma­

dára. csökkent.
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3,2, A különböző szintű foszforellátás enzimatikus

hatásai

3*2.1« A plazmamembrán dús mikroszomális frakció ATP-áz 

aktivitása a foszforellátás függvényében

Meghatároztuk a plazmamembrán dús mikroszomális 

frakciók ATP-áz aktivitásának pH függését ionmentes 

közegben, illetve Ca vagy Mg jelenlétében a külön­

böző P ellátás mellett nevelt 2 hetes növények gyö­

kerében /15* ábra/. Az ábrán jól látható, hogy a 

növények ATP-áz aktivitása igen jelentős mértékben 

függ a nevelő tápoldat P tartalmától, A foszfor­

mentes tápoldaton nevelt növények ATP-áz aktivitása 

a legnagyobb, közel kétszerese a 0,2 mmol/dm3 fosz­

forellátás mellett kapott értéknek, A másik két e- 

setben mért ATP-áz aktivitások e két érték közé es­

nek» Az ATP-áz aktivitás a P ellátástól függetlenül 

ionmentes körülmények között igen kicsi, Ca és Mg 

jelenlétében azonban jelentősen megemelkedik. A pH 

optimum Ca jelenlétében és ionmentes pH 6.5, mig Mg 

jelenlétében savasabb tartományba tolódik el. A 15. 

ábrán a pNPP bontásával meghatározott foszfatáz 

aktivitás értékeket is feltüntettük, melyek csak 

savas pH tartományban mutattak jelentősebb értékeket, 

de még itt is lényegesen kisebbek az ATP-áz aktivi­

tástól, Az ionmentes körülmények mellett mért fosz­

fatáz—aktivitás értékeit a Mg jelenléte megemeli,
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3*2#2, A különböző szintű foszforellátás mellett ne­

velt búza csiranövények gyökeréből preparált 

citoplazmatikus frakció tisztitása PC 11
0

oszlopon

A gyökér homogenjzátum 30000 g-Sfelüluszóját PC 11 

oszlopon 0-1 mol/dm5 NaCl gradiens segitségével tovább 

tisztítottuk, Meghatároztuk a 9 ml-enként szedett 

frakciók ATP bontásával arányos OD 

valamint a fehérje tartalommal arányos OD

értékeket.723
*»at.280

A négy különböző foszfortartalmú tápoldaton /0j 0,05; 

0# 2 és 1 mmol P/dm3/ nevelt növényeknél kapott ered­

ményeinket a 16-19« ábrákon mutatjuk be#

A 14 napos növényeknél még nem jelentkeztek jelentős 

különbségek# Minden egyes [Pi] esetében két nagy 

áz aktivitású frakciót kaptunk, a két frakcióhoz tar­

értékek közötti eltérés nem haladta meg

/А-1/ 485 - 25 mmol/dm3 

NaCl-nál, a második csúcs /А-Х1/ 585 — 25 mmol/dm3 NaCl- 

nál eluálódott az oszlopról, a nevelő tápoldat fosz­

forkoncentrációjától függetlenül, A [Pi] = 0# O5mmol/dm3 

mellett nevelt növényeknél a két nagy ATP-áz aktivi­

tású csúcs mellett egy 300 mmol/dm3 só-koncentráci- 

óval eluálható kisebb ATP-áz aktivitású csúcsot is 

kaptunk# Ez azonban még alig különíthető el a másik 

három esetben is kapott /A—I—tői kisebb NaCl kon­

centrációval eluálódó/ válltól.

Ca—ATP

tozó 0D723
a 15 %-ot» A kapott első csúcs
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A 18, napra már jelentős különbség alakult ki a 

foszforhiányos /О és 0,05 mmol P/dm3/ és a foszfor­

ral jól ellátott /0,2 és 1 mmol P/dm3/ növények között, 

A foszforhiányos növényeknél 290 Í 25 mmol/dm3 NaCl- 

dal eluálódó uj csúcs /F/ emelkedett ki a vállból, 

és megközelítette illetve -P esetén felülmúlta az 

A—I és A-IX-nél mért OD értékeket, A 22, napra 

a [pí] =. 0,05 mmol/dm3-nél kapott F frakció ATP bon­

tása is megemelkedett és. megelőzte az A-IX csúcsét.

723

A kisérlet időtartama alatt kapott F, A—I és A-II 

csúcsok a foszforellátástól és a növény életkorától 

függetlenül mindvégig azonos sókoncentrációnál elu- 

álódtak, A 14-22. nap között mind az A-I, mind az 

A-II frakciók ATP bontása csökkent, A 22, napra az 

Ffrakciók is veszítettek ATP-bontó képességükből a 

18, napi értékhez viszonyítva. Az OD^gQ értékekből 

megállapitható, hogy a 400 mmol/dm3 NaCl-nál kisebb 

só-koncentrációval eluálódó frakciók fehérjetartalma 

igen magas, így az F frakció fehérjetartalma is lé­

nyegesen nagyobb, mint az A-I és A-II csúcsoké. Ezt 

pontosabb fehérje-meghatározási / Peterson 1977/ 

módszerrel kapott eredményeink is megerősítették: 

a 22 napos -P növény esetében az F frakció fehérje- 

tartalma 18# 7/üg/cm3, mig az А—I fehérjetartalma 

7,14 és az A-II-é 5#43 /ug/cm’-nek adódott. Tisztí­

tás után az egyes csúcsokhoz tartozó frakciókat



táblázat* A foszformentes körülmények között nevelt 22 napos buzagyökér homogenizátum 

30000 g-s felüluszójának PC 11 oszlopon történő tisztításának jellemzői*

/Az aktivitás mérése 3 mmol/dm5 ATP és 1 mmol/dm3 Ca^+ jelenlétében pH 6,5- 

ön történt; 3 párhuzamos mérés közötti eltérés kisebb, mint 10 %./

IV.

Ga-ATP-áz aktivitásFehérje

koncentráció összfe- kitermelés mg fehérje
kg nedves 

gyökér

Frakció specifikus ossz spe- kitér- tisz- 
mmol Pj
mg prot.h mmolPi

hérje
tarta-

A>g/ml cifikus melés tulás
Ilom h

Ч.Л%%mg
I30000 g—s 

felüluszó 566 33.96 0.06412612*31100 2.177 100 1

1. csúcs
1.49 0.145 6,66 4,48/P/ 18.7 38*85 0.287O.505

2. csúcs 
/А I/ 14.92 0, 842 7.49 13.14O.I630,1947.17 0.57

3. csúcs 
/А II/ О.43C.147 1,066 7.21 16*635.43 0.15711.31

1. +2, +3.
csúcs 0.846 0, 465 2I.362.49
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összeöntöttük, majd dializálás után meghatároztuk 

ATP-áz aktivitásukat és a tisztitás jellemzőit.

A 22 napos foszformentes körülmények között nevelt 

búza esetében kapott adatokat a XV, táblázatban tün­

tettük fel. A tisztitatlan 30000 g-s felüluszó fe­

hérje tartalmának 2.5 a /mely a kapott három csúcs 

együttes fehérjetartalma/ képviseli az ossz ATP-áz 

aktivitás több mint 20 $-át,Az össz specifikus ak­

tivitás a három csúcs között közel azonos mértékben

oszlik meg, annak ellenére, hogy az F specifikus 

aktivitása lényegesen kisebb, mint a másik kettőé. 

Ezt magas fehérjetartalmával ellensúlyozza.

3*2,3* A PC 11 oszlopon tisztitott frakciók enzima-

tikus jellemzői

Meghatároztuk a 22 napos -P növény három nagy Ca—ATP 

bontással rendelkező csúcsának pH optimumát, mely 

mindhárom esetben 6,5-hek adódott. Ezen optimális 

pH mellett megvizsgáltuk a három csúcs /F, A-I és 

А-Il/ Ca-ATP szubsztrát koncentráció függését /20,A 

ábra/. Az ábrán jól látható, hogy 1 mmol/dm3 Ca-ATP 

koncentrációértékig a szubsztrát koncentráció 

növekedésével mindhárom frakció ATP-áz aktivitása 

emelkedett, ezután telítődést mutatott# Nagyobb kon­

centrációk esetén enyhe gátlás észlelhető, A szubsztrát 

gátlás az A-I csúcsnál a legnagyobb. Az F frakció
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Az ATP-n kívül más szubsztrátokat is kipróbál- 

timk az ATP—áz aktivitás pH optimuma /pH 6,5/ és a 

savas foszfatázok pH optimuma /pH 5/ értékeknél,

A különböző szubsztrátok /V, táblázat/ segítségé­

vel megállapítottuk, Hogy az A-I és A^II csúcsok 

szubsztrát specifitása hasonló, de az A-II—höz 

tartozó aktivitásértékek nagyobbak. Legjobb szub- 

sztrátjaik a nukleotid-trifoszfátok /NTP/, ezen 

belül az A-X esetében az ATP lényegesen nagyobb 

specifikus aktivitást eredményez, mint a többi NTP, 

A-II-nél az UTP bizonyult a legjobbnak, majd ezt 

követően a sorrend: ATP, CTP, GTP, de ezen négy 

szubsztrát bontása közötti különbség az UTP spe­

cifikus aktivitásának százalékában kifejezve kisebb, 

mint 12 Ío, A nukleotid-difoszfátokat is jól bont­

ják, de az AMP-t alig, a cAMP, glükóz-6-foszfát 

és az 0-foszforil-szerin nem szubsztrátjaik,

A pNPP—t és Na-pirofoszfátot enyhén bontják. Az F 

csúcs legjobb szubsztrájának szintén az ATP adó­

dott, de a többi nukleotid—trifoszfát bontását a 

szervetlen Na-pirofoszfát és az 0-foszforil-szerin 

bontása is megelőzte, A nukleotid-difoszfátokat, 

valamint ennél kisebb mértékben az AMP-t, pNPP-t, 

glükóz-6-foszfátot is bontja, A cAMP azonban az F 

csúcsnak sem szubsztrátja. Savasabb pH tartomány­

ban /pH 5—txél/ mindhárom csúcsnál lecsökkent az
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ATP-áz aktivitás és megemelkedett a pNPP bontása*

A Na-pirofoszfát bontása is csökkent és az F és A-II 

csúcsoknál közel azonos értékű, de az F csúcsnál 

majdnem kétszerese az ugyanezen pH-n mért ATP-áz 

aktivitásnak, mig az A—II esetében kisebb, mint 

az ATP-áz aktivitás egyharmada* Az A—I csúcs speci­

fikus aktivitása a Na-pirofoszfátra nézve pH-5-ön 

és pH 6*5-n is közel azonos és lényegesen kisebb, 

mint az ATP-áz aktivitás* Ezek alapján az A-I ATP-áznak, az 

A-II nukleotid-trifoszfátáznak tekinthető, mig az 

F nem specifikus foszfatáz.

táblázat* Foszformentes tápoldaton nevelt 22 napos
gyökér felüluszó PC 11 oszlopon tisztított 
három csúcsának szubsztrát specifitása 
1 mmol/dm3 Ca jelenlétében /két párhuza­
mos mérés eltérése kisebb mint 15 $/*

V.

Aunol Pi/mg proV”^-*trLSzubsztrát specifikus aktivitás , 
/lmmol/dm3/ F Ä-I A—11
pH 6*5

284.58
123.93
145.96

60*58
158.50
156.06
55.93

810, 36
597.60
387.25
418.32
437.44
310.75
14.35

961.38
882.36 
904.50 
996.75 
445.91 
480,71 

6.32

ATP
GTP
CTP
UTP
ADP
IDP
AMP
cAMP 000

73.44
Na-pirofoszfát 223.92 
Glükóz-6-P 
0—foszforil— 
szerin 
-Ca++

21.89 
98. 01

pNPP 35.77
101.20

086.29 0

221.24
218.52

00
411.14374.49+ ATP

pH 5.0
594.58 
148.64

439.83
102.78

102.82 
133.11

ATP
pNPP
Na-pirofо sz- 
f át 168.55102.78170.75
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A szubsztrátfüggést bemutató táblázatunkban fel­

tüntettük a Ca++ hozzáadása nélkül mért ATP-áz 

aktivitás értékeket is* A Ca++ jelenlétében az ATP- 

áz aktivitás midhárom csúcsnál emelkedett, különösen 

A-I és A-II-nél, Más kétértékű ionok hatását az ATP-

áz aktivitásra a VX. táblázatban mutatjuk be* Mind­

három enzim esetében a Ca++ aktiváló hatása a leg­

nagyobb, mig a Cu++ aktiváló hatást nem fejt ki, sőt az 

F—nél gátló hatása jelentkezik* A Ca++-ot az F enzim­

nél a Mg++, a másik két csúcsnál a Mn++ követi, a töb­

bi ion sorrendje csúcsonként eltérő.

VI* táblázat. Az ATP-áz aktivitás kétértékű ionakti- 

válhatósága a forszformentes tápoldaton 

nevelt 22 napos gyökér felüluszó PC 11 

oszlopon tisztított 3 csúcsnál pH 6.5— 

nél, 1 mmol/dm3 ATP jelenlétében#/А Cu— 

t és Zn-t szulfát formában,a többi 
kationt klórid formában használtuk#/

-1aktivitás, дшк>1 Pi*/mg prot#/“^*hATP-ázKation 
/l mmol/dm3/

A-I A-IIF

436.05 

968.IO 

744.82 

752.38 

904.77 

4ll# 72 

619.32

381.96
815.76 

632.66 

6l4.39 

697.62 

394.23 

637.16

206.55 

295.29 
294.82 

266.22 

244.35 

160.14 

212.67

ion-mentes
Ca
Mg
Со
Mn
Cu
Zn

/Két párhuzamos mérés eltérése kisebb mint 15 %/
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3*2.4. Az F enzim molekulatömege

Az F frakció molekulatömegét Sephadex G—200 oszlop 

és ismert molekulátömegü fehérjék segítségével hatá­

roztuk meg. Az eluációs térfogat /V / ismeretében meg-0

állapítottuk а К értéket /К 

majd ebből a kalibrációs diagram segítségével a moleku­

latömeget, mely 42000-nek adódott.

Лav 241-133 ^
“422.5-133 ~= 0.373

3,2.5. Foszforellátás hatása az addig foszformentesen 

nevelt növényekre

A 17 napos foszformentes tápoldaton nevelt növények 

egy részét 1 mmol/dm3 foszfortartalmú tápoldatra helyez­

tük át. A növények másik felét továbbra is a -P tápol­

daton hagytuk. А +P tartalmú tápoldatra áthelyezett 

növények intenzív fejlődésnek indultak. Két hét múlva 

а +P tápoldatra került növények tömege a -P növények 

tömegének kétszeresét is meghaladta./21. ábra/.

A 17 napos -P növényeknél már elkezdődött az F csúcs 

kialakulása. Bár az F csúcs ATP-áz aktivitása még 

lényegesen kisebb, mint az A-I és A-IX csúcsoké /az 

A-X-ének fele/, de már jelentős pNPP bontással rendel­

kezik. A 20 napos -P növényeknél az F csúcs ATP-áz 

aktivitása megemelkedett, az A-I és А—II csúcsoké 

pedig csökkent. így az F és az А—I csúcs hányadosa 

már О.878. A +P-re áthelyezett /17 nap -P és 3 nap 

+Р/ növényeknél 20 napos korra az F csúcs ATP Ibon- 

tása csökkent, mig az A-I igen megemelkedett.





VII, táblázat, 1 mmol/dm3 foszforellátás /+Р/ hatása az addig foszformentes /-Р/

körülmények mellett nevelt növények F, A-I és A-II enzimjeire.

Jelölés: A - a frakció ATP bontásával arányos OD723
/1 mmol Ca-ATP jelenlétében pH 6.5-ön/

В — a frakció pNPP bontásával arányos 

/l mmol pNPP jelenlétében pH 5-nél/

C - a frakció fehérjetartalmával arányos 0D280
I
o\
HÉletkor és P-ellátás 

/пар/

f/a-1F A-I А-II I
A/AВ c в cв c A AA

830 104 21695 70 101362 258 110 0.52117-P

466 279 l4o 

266 232 114

531 34 16 582 38 5 0.87820-P

Ибо 35 46 782 29 2617-P és 3+P 0.229

152 47 51 1.458

0.254

315 405 813 

246 62 136

216 32 3630-P

970 91 24 662 60 2517-P és 13+P
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Az F frakció pNPP bontása is nőtt, ezzel szemben az 

ATP—áz aktivitás minden csúcsnál csökkent, A +P-re

áthelyezett 30 napos /17 nap -P 13 nap +Г/ növé­

nyeknél az A-I és A-II csúcsok ATP-éz aktivitása 

továbbra is nagy, az F csúcsé kicsi és pNPP bontása 

is igen lecsökkent. Az elmondottakat a VXI, táblá­

zatban mutatjuk be.
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4. AZ EREDMÉNYEK ÉRTÉKELÉSE

A növényi szervezetben a létfontosságú makroele- 

mek igen különböző jnádon , ionos formában /pl.

K, Na, Mg, Ca/ vagy vegyületekben /redukált formában 

pl. N, S illetve oxidált állapotban pl. P, Si/ ta­

lálhatók. Ezeket az elemeket a növények a gyökere­

iken keresztül, sokszor koncentráció gradienssel 

szemben, aktiv transzporttal, nagy koncentrációk 

esetén passziv transzporttal vagy facilitált diffú­

zióval veszik fel ásványi eredetű sóik vagy ionjaik 

formájában.

A foszfor a növények számára egyik nélkülözhetet­

len makro-tápelem, A mezőgazdasági gyakorlat szem­

pontjából is igen fontos kultúrnövényeink foszfor­

igényeinek megállapitása. Ehhez azonban ismernünk kell 

a növények Pi felvételi mechanizmusát, a szervezeten 

belüli eloszlását az egyes növényi részek és a külön­

böző vegyülettipusok között, valamint ezek visszaha­

tását qP további felvételére.

Kísérleteink során a különböző szintű Pi ellátás

hatását vizsgáltuk meg vizkultúrán nevelt őszi búza 

csiranövények életének első 4 hetében.

A csiranövények növekedésében az első héten nem 

mutatkoztak nagy különbségek, mivel a magban tárolt 

tartalék tápanyag csak kb. 9-Ю nap alatt merül ki
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és ez késlelteti a hiányhatás megjelenését* A növé­

nyek súlya a tápoldat foszforkoncentrációjának nö­

vekedésével a 2* héten növekedett, a 3* héten telí­

tődést mutatott, a 4* héten az 1 mmol/dm3 foszforkon­

centrációnál enyhe növekedésgátlás figyelhető meg*

A 4. hétre a foszforellátástól függően nagy suly- 

különbségek alakultak ki, de a legszembetűnőbb a 

foszformentes tápoldaton nevelt növények lemaradása.

A maximális növekedést a 4. héten a 0,2 mmol/dm3 fosz­

forellátás mellett nőtt növényeknél észleltük# E— 

redményeink igen hasonlónak bizonyultak ahhoz, amit 

Lefebvre és Glass /1982/ árpa esetében megállapított, 

A magtartalékok kimerülése után a foszforhiányos 

növények súlya az életkor növekedésével lineárisan, 

a foszforral megfelelően ellátottaké exponenciálisan

növekszik.

A hajtás tömege /nedves és száraz egyaránt/ jelen­

tősen felülmúlta a gyökérét# A hajtás/gyökér arány 

az első héten még mindegyik foszforellátási szint­

nél közel azonos /3.2 közüli érték/# Az idő múlásával 

+P növényeknél növekszik, /pl. 4 hetes, 1 mmol/dm5 

P ellátás mellett nevelt növényeknél a hajtás súlya 

meghaladja a gyökér súlyának б-szorosát/, -P növé­

nyeknél egyre csökken. Borkert és Barber /1983/ 

szerint a P felvétel a gyökérfelület nagyságától 

lineárisan függ# Foszforhiányos növényeknél a nővé-
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nyek morfológiájának megváltozása, gyökerűének a haj­

táshoz viszonyított nagyobb arányú fejlődése egy 

adaptiv mechanizmusnak fogható fel, melynek célja a 

fоszforfelvételt végző gyökéi!*elület relativ megnöve­

lése*

Megvizsgáltuk az össz-foszfortartalom változását 

is, mely a tápoldat foszforkoncentrációjának növeke­

désével növekedett, majd telítődést mutatott« A gyö­

kér P tartalma minden esetben kisebb volt, mint у 

hajtá.sé.. Az össz-f oszf ortartalom az intenziv növeke­

dés során a szöveti higulás révén egyre csökkent,

- mint ahogy várható is volt - 

nést a -P növényeknél észleltük. Ezen eredményeink 

jól egyeznek Clarkson és mtaai /1976/ árpánál kapott 

eredményeivel.

Kéthetes haji&w különböző részeinek /szár, 1. le­

vél, 2, levél bontásban/ foszfortartalma a hajtás 

átlagos P tartalma körül ingadozott, melytől legjob­

ban az 1, levél, tért el. E jelenség magyarázata, hogy 

P hiány esetében az öregebb 1, levél P-tartalmának 

egy része a fejlődő fiatalabb részekbe helyeződik át, 

mig nagyjPiJo esetén foszforraktárként szolgál*

Az egyes P. frakciók a foszforellátás függvényében 

az össz-fcszfortartalomhoz hasonlóan változtak. Az 

ossz P zömét, 65 %—é.t a forró vizzel illetve TCA—val

a legnagyobb csőkké-
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extxahálbató ortofoszfát frakció teszi ki, inig a NaOH- 

os extraktvm /fehérje frakció/ és a csapadék /mely a 

lipideket is tartalmazza/ foszfortartalma, közel azo­

nos mértékben osztozik a maxadékon. A polifoszfátok 

mennyisége az oi’tof oszf átokéhoz viszonyítva kis érték, 

az ossz P mennyiségének csupán 15-5 %-a. Megállapít­

ható tehát, hogy a szervetlen ortofoszfát a legnagyobb 

foszforkészlet és ennek változása követi legércéke- 

nyebben a foszforellátás változását*

Az 1, hetes növények lipidtartalma még közel azonos, 

a hajtásé lényegesen magasabb, mint a gyökéré* A +P 

növényeknél a hajtás lipid frakciójának g nedves tö­

megre vonatkoztatott mennyisége az idő múlásával egyre 

csökkent, mig -P növényeknél a kezdeti csökkenés után 

ismét emelkedett, A 4. hétre a lipidtartalomban is je­

lentős különbségek, alakultak ki a különböző P ellátás 

mellett nevelt növények között. A hajtás lipidtartalma 

a -P növényeknél a. maximális növekedést mutató növények 

lipidtartalmának kétszeresét is meghaladta* A gyökerek­

nél nem észleltünk ilyen nagymértékű különbséget,

A lipidfrakci.ó foszfortarta.loma az életkor növeke­

désével csökkent és a 4, hétre a P ellátástól függően 

jelentős különbségek alakultak ki* A -P növények fosz- 

folipid-tartalma igen lecsökkent. A nem elégséges fosz­

forellátás esetén fellépő stressz, mely a foszfolipid-
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tarteilom csökkenését okozta, egyéb lipidek fokozott 

szintézisét eredményezte. A ple.zmamembrán felépítésében 

igen fontos szerepet játszó foszt olipidek mennyiségének 

csökkenése megváltoztathatja a membrán szerkezetét 

és poxmeabilitását, igy a sejtek vizvisszatartó képes­

ségét is, A -P növények hajtásának víztartalma a 4. 

hétre IC %—kai lecsökkent, a gyökér víztartalmában 

csak enyhe csökkenést észleltünk. Ezzel szemben a +P 

növények víztartalma alig változott.

A különböző szintű foszforellátás mellett nevelt

növények 1 és 5 órás ionfelvételét vizsgálva megálla­

pítható, hogy a tápoldat és az azzal egyező összetételű 

felvételi oldat f oszf orkoncentrá.ció jának emelkedésével 

a foszforfelvétel is megnövekedett, Clarkson és mtsai 

/1978/ foszfortartalnru /0.15 mmol F/dn.’/ és foszfor­

mentes tápoldaton nevelt árpa foszforfelvételét vizs­

gálta a foszfor tartalmú nevelő oldattal megegyező fel- 

vételi oldatból. Azt tapasztalták, bogy a -P növény 

foszforfelvétele felülmúlta a +P-én nevelt növényekét, 

Lefebvre és C-lass /1982/ is hasonló eredményt kaptak, 

Fzen - a mieinktől eltérő - meg-f igy elések a felvételi 

kísérletek elrendezésének különbségein alapulhattak. 

Felvételi kísérleteink során nem tettük ki a. növényt 

a hirtelen bekövetkező magasabb f oszf orkoncentrá.ció 

okozta stressznek, mivel a nevelő tápoldat és a fel-

3,
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vételi, oldat összetétele azonos volt. Ilyen egyensú­

lyi körülmények között végzett kálium felvételi kísér­

letekről számoltak be Erdei és mtsai /1984/, Macbáckova 

és mtsai /1983/ kukoricagyökér-szegmentek esetén szin­

tén megállapitották a P felvétel növekedését a P kon­

centráció növekedésével. Mivel a felvételi görbe ket­

tős telitődést mutatott, alátámaszotta Nissen /1973 b/ 

multifázisos elméletét,

A foszfor felvétele ÍG“^ mmol/da3 2,4 DNP-vel rész­

ben gátolható, A 2,4 DNP pi’otönhordozó a H+-re nézve 

szabadon, át járhatóvá teszi a membránt és igy a. transz- 

membrán protongradiens megszűnését okozza. Az iou­

tran szpox-t folyamatokat meghatározó fő kation, a ká­

lium transzportja is gátolható 2,4 DNP-vel, Mivel a P 

és а К felvétele a transzmem^brán protengradienshez 

kötődik, igy ezen keresztül az egyik ion felvételére 

ható tényező közvetve a másikra is hat /Lin 1979/#

Ezért megvizsgáltuk, hogyan hat a P ellátás а К fel­

vételére, Megá-llapitottuk, hogy a P ellátás csak nagy 

koncentrációnál hatott jelentősen а К felvételére,

1 mmol/dm3 felett а К felvétel növekedését eredményez­

te, Ezzel szemben 2 hetes növényeknél а К ellátás a 

P felvételét már kis К koncentrációnál is jelentősen 

módosította és а К felvételnél kapott, 3 szakaszra 

osztható, felvételi képhez hasonló lefxxtásu P felvé-
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teli képet kaptunk« A két ion felvételére a transz-
Г

membrán protongradiensének változása éppen ellentéte­

sen hat, mivel, а К felvétele K+/H+ csere, a P felvétel

H2P04/0H’ csere illetve H^POj^ -H+ kotreinszport /Machác- 

kova és mtsai 1983/# A növény a számára legmegfelelőbb 

K/P felvételi anány fenntartására törekszik, A búza 

csiranövény К tartalma egy nagyságrenddel nagyobb kon­

centrációs tartományban mozog, mint a foszforé, fel­

vételi sebessége is jelentősen nagyobb /háromszoros/, 

igy ebből eredhet nagyobb mértékű befolyásoló hatása,

А К felvételéhez kapcsolódó másodlagos transzport je­

lenségére Briskin és Poole /1983/ is utalt, A H+ 

pa működése révén létrejövő töltés- és pH-gradiens 

ugyanis а К felvételén túl más anyagok /szervetlen 

ionok, aminosavak, cukrok/ transzportjára is hajtó­

erőként szolgál.

puni-

A növényi iontranszport-folyamatokban igen nagy

szerepet játszik a plazmamembrán ATP-áz, A plazma­

membrán dús mikroszomális frakcióban található 'ATP-

áz iontranszportban betöltött pontos szerepének meg­

határozását nehezíti a specifikus inhibitor hiánya 

és az, hogy e preparátum erősen szennyezett egyéb 

ATP hidrolizáló enzimekkel /pl, vakuoláris eredetű 

savas foszfatáz, mitokondriális ATP-áz, egyéb oldha­

tó vagy membrán kötött foszfatázok /Briskin és Poole

\
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1983/.

Megvizsgáltuk, hogyan hat a. különböző szintű P 

ellátás a kéthetes tisztitatlan plazmameinbrán frak­

ció ATP-áz aktivitására. Szabó Nagy és Erdei /1981/ 

korábbi eredményeivel egyezően az enzinaktivitás pH 

optimuma ionmentes közegben és Ca jelenlétében 6.5- 

nek adódott, Mg jelenlétében savasabb tartományba 

tolódott. Az ionmentes közegben mért ala.pa.ktivitás ér­

tékét mindkét ion jelentős mértékben megemelte, pH 5 

felett a Ca, mig- a savasabb tartományban a Mg jelen­

léte eredményezett nagyobb enzimaktivitást. Bár a P 

ellátás az ATP-áz aktivitás pH optimumát nem befo­

lyásolta, az aktivitás értékében a P ellátástól füg­

gően igen nagy különbségek adódtak. A foszformentes 

illetve hiányos /0,05 mmol P/dm2/ növényeknél, a mikro- 

szomális frakció ATP-áz aktivitásának maximuma közel 

kétszerese az optimális P ellátásnál /0,2 mmol P/dni2/ 

kapott értéknek, A foszforhiány az ATF-áz aktivitás 

megemelkedését eredményezte, hasonló jelenségről 

számolt be Sedenko és Zaitseva /1984/,

A nem megfelelő foszforellátás következtében a szö­

veti foszfortartalom csökken, s amint egy bizonyos 

szint alá esik, a növényi eactraktum foszfatáz aktivi­

tása megemelkedik /Besford 1979/. A foszfatáz aktivitás 

növekedéséért az enzim szintézis repressziójának felöl—
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dása és az ezt követő de nőve fehérje szintézis ered­

ményeképpen létrejövő nj enzim a feM.es /Bontin és 

mtsai 1981/. E folyamatban valamelyik citoplazmatikus 

P frakciónak, feltehetően az ortofoszfát szintnek le­

het szabályozó szerepe«

Kísérleteink folyamán a foszforhiány hatására szin­

tetizálódóenzimet /F/ sikeiült tisztitani. bnzagyökér 

citoplazmatikns frakció jából foszfocellnlóz /PC 11/ 

oszlof-on, A l4 napos bnzagyökér citoplazmatikus fra.k- 

cióból PC 11 kromatog-ráfia. segítségével - Oláh és mtsai 

/1984/ eredményeihez hasonlóan - két nagy ATP-áz akti­

vitása csúcsot /А-l és А-Ti/ kaptxmk. E két csúcs min­

den vizsgált időpontban és foszforellátás mellett meg­

jelent, Az egyes csúcsokhoz tartozó eiuciós oldatok 

NaCl koncentrá.cicja mindvégig állandó érték volt:A-J- 

nél 484 Í 25, A—II—né1 585 - 25 mmol/dnrv A 18. napon 

azonban a foszformentes és a foszforhiányos /0,05 mmol 

P/dm7/ tápoldaton nőtt növényeknél - a +P növényekkel 

ellentétben - egy uj csiics /F/ is megjelent, és 22 

napos korra az F enzim ATP-áz aktivitása az A-I és A-JI 

csúcsokéhoz viszonyítva tovább emelkedett. Az F csrtcs

foszfoeellulózhoz mutatott affinitása kisebb, mint az

kisebb sdkoncént rációval: 290 -A-I és A—II csúcsoké,

25 mmol/dm3 NaCl—dal eluálható. A 14 napos foszforhi-

- a magban raktározott tartalék fosz-ányos növények 

fórnak köszönhetően - növekedésben még' alig maradtak
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el az optimális ellátás mellett nevelt növényekétől,

A csiranövények foszfól-tartalmában azonban már lénye­

ges különbségek észlelhetők. Az optimális P ellátású 

növényeknél a gyökerek P tartalma háromszorosa is le­

het a -P növényekének, A -P növények gyökerének fosz­

fortartalma kéthetes korban még 5*24, mely háromhetes 

körre. 3»6 /uniói P/g nedves tömeg értékre csökkent, A 

foszfőr-tartalom csökkenése a foszforbiáry hatására in- 

dxikálcdó F enzim megjelenésével párosult,А О,C5 mmol/dra- 

foszfortartalmú, tápoldaton nevelt növényeinél az F frak­

ció megjelenése szintén összefüggött a szöveti foszfor- 

tartalom csökkenésével, bár kissé magasabb foszfor— 

koncentrációval társult.
>'

A. 22 napos -P növény három nagy Ca-ATP-áz aktivitással 

rendelkező csúcsának meghatároztuk enzinia.ti.kus jellem­

zőit, A Ca-ATP-áz aktivitás pH optimuma 6,5-nek adódott 

mindhárom enzimnél, A specifikus ATP-áz aktivitás A-J 

és A-II esetében - Oláh és mtsai /1984/ eredményeivel

2331 és 1241egyezően — igen magas értékek, a V 

дипо! Pi/mg prctein/"’^',h.~^‘. Ehhez hasonló nagy specifikus

aktivitással és tisztasággal rendelkező Ca-ATP-ázt pre­

parált Komoszynski és Maslovski /1981/ kukorica csira­

növények mikrcszomális frakciójából több egymást követő 

pi-eparálási lépés segítségével. Tulajdonságai alapján 

az А-T enzim ATP-áznak az A-II nukleotid trifoszfátáznak

tekinthető,
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Az F enzim Ca-ATP-áz aktivitásának V értékemax
lényegesen alacsonyabb, mint a másik két enzimé: 

З.54/umol P/mg protein/“1.h““ , de nagy mennyisége 

révén nagy összaktivitást képvisel. A másik két

frakcióval szemben lényegesen kisebb szubsztrá.t- 

koncentrációk meilett is aktivan dolgozik. Az F 

enzim legjobb szubsztrátjának az ATP adódott, de i- 

gen jól bontja a Na-pirpfoszfátot, az o—foszforil- 

szerint, a többi nukleotid-tri- cs difoszfátokat, 

pNPP-t és a glukcz-6-foszfátot, A savas foszfátézok 

pH optimumánál /pH 5-nél/ a Na»pix'ef oszf át bizonyult 

a legjobb szubsztrátnak. Eredményei.nk alapján az F 

frakci.ó nem specifikus savas f oszf átáznak tekinthető, 

шеЛ.у э. P hiánystresszhez: való adaptációs mechanizmus 

részeként jön létre, E foszfatáz szerepet játszha.t a 

foszfor re-mobilizációjában és a növekvő szervek 

közötti újra elosztásában.

A foszfőréheztétés hatására indukálódó F frakció

szubsztrát specifitá.sa eltérőnek bizonyult az eddig 

3.eirt savas f oszf atázokétól., Bab hypocotyljából DEAE- 

cellulóz és gélelektroforézis segitségével preparált 

savas foszfatázok pNPP bontásának pH optimuma 5 kö­

rüli érték, legjobb szubsztrátjaik az ADP és pNPP, 

mo3.ekulatömegük 30—45000 /Mizuta és Suda 1980/, 

Hasegawa és mtsai/L9?í/CM-cellulóz segitségével buza- 

gyökérből három citoplazmatikus savas foszfatázt kü-





75

ÖSSZEFOGLALÁS

A foszfor a növények számára nélkülözhetetlen 

makrotápelen, A növény növekedése és fejlődése 

szempontjából igen fontos, hogy a megfelelő foszfor- 

mennyiség a megfelelő időben álljon a növény rendel­

kezésére, Fnnek ismerete a mezőgazdasági gyakorlat 

számára, is rendkiviil fontos, A megfelelő P ellátá.s 

biztosításához azonban ismernünk kell. a növények P 

felvételi mechanizmusát és az ezt követő anyagcseréjét,

A dolgozat első részében irodalmi adatok alapján 

összefoglaltuk. a foszfor növényi szervezetben betöl­

tött szerepével, előfordulási formáival, felvételével, 

valamint a foszforháztartásban fontos szerepet betöltő 

foszfatázok működésével kapcsolatos eredményeket, 

Eisérleteinket teljes tápoldaton, de különböző P 

ellátás mellett nevelt őszi búzával végeztük. Megvizs­

gáltuk a növények növekedését, foszfortartalmát és -fel­

vételét, a különböző foszforfeészletek változását, vala­

mint nyomon követtük a plazma!emma ATP-áz és a cito- 

plazmatikus foszfatáz aktivitás alakulását az életcik­

lus első 4 hetében.

Fontosabb megálll api t ása.ink:

1,/ A búza növekedése szempontjából kisérleti feltéte­

leink mellett a O,2 mmol/ds* foszforkoncentrációju 

tápoldat volt a legmegfelelőbb, A f oszf őr-mentes
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körülmények között nevelt növények a fejlődésben 

igen lemaradtak a foszfort akár csak kis koncent­

rációban is kapott növényekkel Összehasonlítva, 

2./ A bnza foszfortartalma a P ellátás növekedésével

telítődésig nőtt, a fejlődés folyamán pedig a 

szöveti higulás következtében csökkent. Ehhez 

igen hasonlóan alakult az összfoszfor 65 $-át 

kitevő ortofoszfát-készlet, melynek alacsony 

szintje felelős lehet a foszforhiánynál észlel­

hető foszfatáz indukcióért, Foszforhiánynál a 

hajtás foszfolipid tartalma igen lecsökkent, de 

ez egyéb lipid komponensek megemelt szintézisével 

ellensulyozódott. Ezzel párhuzamosan a víztarta­

lom is csökkent.

3#/ A tápoldattal egyező összetételű felvételi oldat­

ból végzett felvételi kisérletek során a P fel­

vétele növekvő P ellátással növekedett, A P fel­

vételét a membrántranszport folyamatok szempont­

jából legfontosabb ion, a kálium felvétele nagy­

mértékben befolyásolta, 2 hetes növényeknél a P 

felvétel a F ellátás függvényében a E felvételhez 

hasonlóan változott,A P ellátás azonban csak nagy 

P koncentrá.cióknál hatott jelentősebb mértékben 

a E felvételre, és ott а К felvételét jelentősen

megemelte.

4./ A buzagyökér mikroszouális fz'akció ATP-áz aktivi-
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tásának pH optimuma Ca jelenlétében és ionmentes 

körülmények között - a P ellátá.stól függetlenül - 

6,5-nek adódott, A foszf orhiá.ny az ATP—áz speci­

fikus aktivitását azonban megemelte,

5,/ A napjainkban leggyakrabban használt CM- és DEAE- 

cellulóz. ioncserélők helyett - a széles körben 

még nem elterjedt - foszfocellulóz oszlopot al­

kalmaztuk a buzagyökér citoplazmatikus frakció 

további tisztitására, A PC 11 oszlop segítségével 

nagytisztaságú és igy igen nagy specifikus aktivi­

tással i'endelkezc ATP-áz és nukleotid trifoszfatáz

enzimeket különitettünk el.

6,/ A citoplazmatikus frakcióból sikerült elkülöníte­

nünk egy P hiány hatására indxikálódó nem specifikus

savas foszfatázt. Az enzimet tartalmazó frakció

nagy fehérjetartalnra, jelentős foszfatáz aktivitás­

sal rendelkezik és legjobb szubsztrátja a Ca—ATP,

A molekulatömeg 42000-nek adódott,

7,/ A foszforhiány hatására indukálódó enzimfrakció

foszf atáz aktivitása, lecsökkent, nrixitán a növényt 

foszfortartalmu tápoldatra helyeztük át, A P-hiá.ny 

megszűnése a további enzimszintézis megszűnéséhez 

vezetett. Eredményeink alapján a foszforhiány ha­

tására. indukálódó enzimnek fontos szerepe lehet

— p

a már beépült foszfor remobilizácxójában.
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rövidítések és jelölések

oszlopon elkülöníthető csúcsok aA-3, A-R, F - A PC 11

oitoplazmatikus frakcióból 

- adenozin 5J monofoszfátAMP

- adenozin 5* difoszfátADP

- adenozin 53 trifoszfátATP

ATP-áz - adenozin 53 trifoszfatáz

- ciklikus adenozin 3l53-monofoszfát

- citidin 5*-trifoszfát

c AMP

CTP

CM karloximetil

f- dietilaminoetilDEAE

2,4 DNP -2,4 dinitrofenol

- karbonil-cianid, p-trifluoro-metoxi-fenilhidrazon

- Pe-hiány hatására indukálódó enzim /lásd AT/

- guanozin 5*-trifoszfát

- inozin 53-difoszfát

- volumetrikus megoszlási hányados a gélkro- 

matоgráfiában

- Michaelis-Menten állandó

FCCP

F

GTP

IDP

Кav

Кm
Wo - káliumkoncentráció a buzanevelő tápoldatban

- 2 - /N-morfolin/ etánszulfonsavMES

Mt — molekulatömeg

- nukleotid 5* — trifoszfátNTP

- nukleotid 5*— trifoszfatáz

- poliakrilamid gél elektroforézis

- foszfor, nem mint vegyjel, hanem mint az 

elem nevének nyelvtani rövidítése

NTP-áz

PAGE

P
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-P növény 

+P növény

- foszformentes tápoldaton nevelt növény

- foszfort tartalmazó tápoldaton nevelt 

növény

- szervetlen foszfát; többnyire H^PO^

- foszforkoncentráció a buzanevelő táp-

Pi

oldatban

И НО ortofoszfát koncentráció a forróvizzel2
extrahálható frakcióban

I?1! NaOH ortofoszfát koncentráció a NaOH-os

frakcióban

[pí] - foszforkoncentráció a TCA-val extrahál-TCA
ható frakcióban

[Pössz] - össz-foszfűrtartalom /Kjeldahl roncsolás 

•után/

[pb] össz-foszfűrtartalom a forróvizes extrak-H.O2
tumban /roncsolás -után/

[Pö] össz-foszfűrtartalom a NaOH-os extrak-NaOH
tumban /roncsolás -után/

- a NaOH-os kivonás során kapott csapadék 

/maradék/ össz-foszfortartalma /roncsolás 

után/

- para^-nitrof enol-f oszf át

- triklór-ecetsav

- trisv /hidroximetil/-amino-metán

- úrid in 5* -trif oszf át

pNPP

TCA

TRIS

UTP
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eluciós térfogat;az elválasztandó anyag 

megjelenésóigл a gélágyon átfolyt oldószer 

mennyisége

a gélágy külső térfogata 

az enzimreakció maximális sebessége

Ve

Vk
Vmax

a gélágy teljes térfogataVt




