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'A kén szerepe a névények életében

IL. Methionin és glutathion e¢léfordulisa
a kukorica kinnyezési medvében

N. G. POTAPOV és FEJER DOMOKOS

Eidtedis Lordnd Tudemdnyegyetem Névényélettani Intézet, Budapest

Elsé kiézleményiinkben [6 ] kimutattuk, hogy a niévény tapelemei koziil a kén
jelentdségét sokaig nem ismerték fel, s6t egyenesen alabecsiilték. A biokémiai
és enzimolGgiai kutatémunka azonban ma a kénvegyiiletek, illetéleg a fehérjék
kéntartalmi csoportjai szerepét az érdeklddés homlokterébe 4llitotta, ezért a ndvé-
nyek kéntéplilkozasa kérdését is tisztdzni sziikséges. Intézetiink 1952-ben kezdte
a gybkér mikodésének a novény életében betoltort szerepét tanulményozni a
Szabinyin altal kidolgozott [7] kénnyeztetési médszerrel. Ezeket az 1952-
ben elkezdett vizsgalatainkat eredetileg a nitrogén- és foszforanyagceserének kive-
tésére végeztilk, mig most az 1954-ik évi tenyészidényben a kinnyezési nedv elem-
zése tjan a kénanyageserére is kiterjesztettiik.

A kénvegyiiletekre vonatkozéan kozolt irodalmi adatok alapjan a fiziol6gusok
kérében kialakult az a vélemény, hogy a névényekben csak szulfitok, illetfleg a
kénsav észterei alkotjdk a vandorls kénformakat. Ezt a véleményt fejtikiBersin
[1] 1950-ben megjelent sszefoglals szemléjében is. Minthogy a kénnyezési nedv
elemzése sordn intézetiink munkatarsai a szabad aminosavak egész sorat kimutat-
ték, lehetségesnek tartottuk, hogy kéntartalmi aminosavak és peptidek is eléfor-
dulhatnak a kénnyezési nedvben. Munkahipotézisiink szerint a névény konnyezési
nedvében esetleg jelenlevs kéntartalmi aminosavak a gyikér aktiv atalakité, szin-
tetizdlé miikidését bizonyitjak, egytttal pedig a vandorlé kénformakra vonatkozé
ismereteink is b§viilnek. '

Nem volt kétséges a szulfatok és kénsavészterek jelenléte, ezért figyelmiinket
elsGsorban az 1n.',aktiv¢ kénformék, az organikus kénvegyiiletek jelenlétének
megéllapitdsira és azonositdsira forditottuk. Minthogy az egyes esetleg eléfordulé
anyagok mennyiségének mérését az egyelfre ismeretlen tényezék egész sora befo-
lyasolhatja, és ezek a tényezdk a fejlédés egyes fazisaiban nem azonosak, ebben a
tenyészidényben kvantitativ adatok elérésére nem térekedtiink.

Tanulmanyainkat szabadfsldén fejlédé kukoricansvények kénnyezési nedvé-
vel végestitkk, A kukoricit a tenyészidd alatt 6t alkalommal kénnyeztettiik :
elészor jalius 7-én, 29 napos kordban, vegetativ fejlédési szakaszban, masodszor
jilius 20-4n 42 napos, harmadszor jilius 26-an, 48 napos koraban, generativ fejls-
dési szakaszban, negyedszer augusztus 11-én 64 napos, végiil augusztus 23-an, 76
napos koraban, érésben.

A kénnyezési nedv begyiijtésének dltalunk is alkalmazott médszerét teljes
részletességgel Potapov és Cseh [4] irtak le.

Mind az ot alkalommal reggel 6 érakor vagtuk le a névény szarat és a szér-
csonk desztillalt vizzel valé lemosisa utdn a kdnnyezési nedvet vékony gumi-csé
és fivegest segitségével mérGhengerbe gyijtottiik. Kiilon gytjtottik sssze az elsd
12 6ra (reggel 6-t6l este 18 éraig) és a masodik 12 6ra (este 18 6ratsl masnap reggel
6 oraig) folyaman kiszivirgott nedvet. A vizsgilatokat mindig friss konnyezési
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nedvvel végeztikk; ecsak teljesen tiszta, meg mnem zavarosodott nedvet
vizsgiltunk. : ' ‘ . ;

A begytjtott friss kénnyezési nedv viszonylag igen hig oldat, atlagos széraz-
anyag-tartalma 0,49, volt. A hig oldat téményitésével nem érhettiink volna célt,
mert a vizsgilatokat zavaré anyagok is ugyanolyan arinyban koncentralédnak,
mint az dltalunk keresett kéntartahnd peptidek és aminosavak. Ezért valasztottuk
az ismert és alkalmazhaté médszerek kozil a nehézfémsék segitségével térténé
kicsapas mddszerét, Ezzel az oldott alkotérészeknek csak egy hanyada valik ki,
de a kéntartalmiak legtsbbje igen. Nehézfémssként telitett merkurinitrat-oldatot
hasznaltunk, mint azt Miller és Rockland [3] a citromfélék gyiimoles--
levében levé cisztein és glutation meghatarozasanal leirtak. :

Ismeretes, hogy a higanysék nem specifikusak a kéntartalmi vegyiiletekre,
més aminosavakkal és egyéb, a névényi anyagok kéziott elfordulé termékekkel
{pl. kumarin-szirmazékokkal, terpén-szirmazékokkal, stb.) is nehezen olhaté
csapadékot létesitenek, : :

Tupaev [8] joval specifikusabbnak taldlta szulfhidril-vegyiiletekkel szem-
ben a kadmiumsék viselkedését, ezért kadmiumnitrattal is megkiséreltiik a szulfhid-
ril-szérmazékok levalasztasat. A kadmiumnitrstos kezelés a vartnak megfelel§en,
joval kevesebb csapadékot szolgaltatott a higanyséval kezelthez viszonyitva, tehat
specifikusabb a viselkedése. Ezt a specifikussagra utalé tényt egy mésik megfigye-
lésiink is aldtimasztja. Eszerint a f6tt kukoricira emlékeztets szagi kukorica
kénnyezési nedv higanyos kezelés utin teljesen elveszitette jellegzetes szagit,
tehat higannyal a szagot adé anyag is levalott, mig a kadmiumsés kezelés utan a
konnyezési nedv eredeti szaga valtozatlanul megmaradt. ' '

A higanyos és kadmiumos kezelés hatdsara mindig tsbb volt az elsé 12 éraban
begytijtott kénnyezési nedvbél levals csapadék, mint a masodik 12 6raban begytij- -
tott nedvbél. Ez a megfigyelésiink egyaltaldban nem kvantitativ jellegii, de ennek
alapjan érdemesnek latjuk a gyskér miikédésének napszakos véltozésait figyelem-
mel kisérni a kéntartalmi aminosavakra vonatkozéan is. ;

A nehézfémsé-oldatok hatdsira levalé csapadék tisztitisa a higanysé
esetén nem volt nehéz, de a kadmiumos csapadék tisztitdsat és a csapadékhbél a
fém levalasztisit — amellyel egyidejiileg a levalasztott vegyiiletek teljes mennyi-
sége felszabadul — nem tudtuk megnyugtatéan megoldani. Ezéit specifikusabb
jellege ellenére nem a kadmiumos levilasztas médszerét hasznaltuk, :

A higanysé alkalmaziséval tehat kettds eredményt értiink el : elfszér az
igen sokféle aminosavat és mis vegyiileteket tartalmazé kénnyezési nedvbél a kén-
tartalmi vegyiileteket viszonylag szelektiven elkiilonitettiik, masodszor pedig a
nagyon hig oldatbdl kivilasztott csapadékot kevés sésavas vizben szuszpendéltuk,
ezaltal a vizsgalandé vegyiiletek sokkal koncentraltabb oldatat kapjuk. Az ily-
médon tisztitott és koncentrélt oldatot kromatografaltuk. A csapadék levalasztasa-
nél és tisztitasinal alkalmazott ,,titrdldsos** médszeriiktél a rendelkezésiinkre allé
csekély anyagmennyiség miatt el kellett térniink, Bar médszeriinkkel a kéntartalmi
szarmazékok szelektivebben elvilaszthaték a tobbi aminesavtél és kisérfanyagok-
tél, az elkeriilhetetlen veszteségek csokkentése érdekében a konnyezési nedv eredeti
pH-jéra, azaz 5,2-re éllitottuk be az oldatot. A megismételt higanysés kezelés utin
a csapadékot mostuk, kénhidrogénnel elbontottuk, a keresett szarmazékokat tar-
talmazo oldaton a kénhidrogén elizése céljabél széndioxidot dramoltattunk keresz-
tiil, majd az oldatbél ismert térfogatnyi mennyiséget sziir6papirra eseppentettiink.

A vizsgalatokat kb. 22 cm atmérdji Macherey—Nagel 619 szami kromatogra-
fias papirossal, kérkromatografiis médszerrel végeztiik, Futtats oldészernek 709/ -os
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etilalkoholt hasznaltunk. A vizsgilandé kénnyezési nedven kiviil minden esethen
egy-egy ismert aminosav térzsoldatabél is feleseppentettiink a kromatografias
papirosra. A felcseppentések helye a futtatd szolvens felszivasat biztosito papir-
- nyelv ellenkez oldalan volt : egyik oldalra a minta cseppjét, masikra az dsszehason-
lité tirzsoldat cseppjét tettiik, Egyes esetekben methionint és glutationt egyiittesen -
tartalmazé térzsoldatokat is hasznéltunk. Futtatis utin a kromatogrammokat
levegén megszaritottuk, majd vizzel telitett butanolban oldott 0,59, ninhidrin
oldatéval el6hivtuk. Minden futtatds alkalméval t6bb parhuzamos kromatogram-
mot allitottunk el§ és ezek koziil egyet natriumazid-jédoldatos bepermetezéssel
hivtuk el5. A néatriumazidos jédoldattal el§hivott kromatogrammot analitikai.
kvarclampa alatt értékeltiik. A natriumazidos el6hivét a kivetkezéképpen allitot-
tunk ¢lé : 3 g natriumazidot, 3 g kiliumjodidot és egy apré kristdlyka szin-jodot
oldottunk 10 ml wvizben,

A ninhidrinnel elhivott kromatogrammokat K aweran [2] médszere sze-
‘rint tartésitottuk.

Identifikaldshoz mindig a megfelel§ tisztasigi gyari készitmény vizes oldata
savjait vettiik alapul ; metionin Merck P, A, a glutation Hoffmann — La Roche
készitmény, a ninhidrin pedig Chinoin gyartmanyd volt,

Kisérleti rész

Amint azt Miller é Rockland [3] is megallapitottik, a glutathion
és cistein Ry ériékei a feleseppentett nedv savtartalmatél fiiggéen erésen valtoz-
nak. Tiszta metioninnal, glutathionnal és ciszteinnel Schleicher et Schiill No 589
fekete szalagos szdirépapiroson — az oldat savtartalmatél fiiggden — mi is igen ers-
sen viltozd Ry értékeket észleltiink, 70 9%, -os etilalkohol futtats szolvens alkalmaza-

1. tabldzat
Ry értékek 709%-o0s etilakohol futtaté szolvenssel

Macherey-Nagel 619 H : Schleicher-Schiill 589
i Metionin standard? ................ 0,65—0,72 0,59—0,86
Glutation standard? ............... 0,50—0,54 ©0,36—0,54
Cisztein standard ............ S 0,33—0,40 0,30—0,59
GSH Meth. | CSH | GSH | Meth. CSH
1954. : =
VII. 7. kukorica kinnyezés? 0,54 (?) e T8 e oty L
VIL. 20. i . 0,53e 0,71 — | 0,78 0,44 -
II. VII. 26. 5 0,52 0,70 —_ | — b 4
VIII. 11. 3 0,49 | 0,67 — | 0,73 0,45 —
VIIL. 23. s e — 0,65 — | 0,62 0,36 — | —
[ 2

1. Két csoportban 8-8 mérés atlagai: 0,65 - 2 ill. 0,72 - 1,5 :

2. Két folthan jelentkezik ; az alsé elnyilé, halviny foltot nem vettik szimitisha, Két
csoportban végzett 8-8 mérés dtlagai: 0,50 4= 1 ill. 0,54 + 1

3. A metionin helyén az el6hivds utin 36 draval ninhidrinnel halviny folt mutatkozik,

4. Sem ninhidrinnel, sem ndtriumaziddal nem lithaté folt ; ez utébbival U. V. fényben érzé-
kelhetd. :
Rividitésel : GSH = redukalt glutathion Meth, — metionin

CSH = cisztein e — -elnyﬁlé folt.

sakor. A savtartalomnak ezt a hatdsit a Macherey et Nagel 619 H kromatografias
papiroson viszont — a papiros puffertartalma — elég jél visszaszoritotta (lisd a

4
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tiblazatot). Mindazondltal az R, értéket azok ingadozésa miatt egyediil nem hasz-
nalhattuk fel a foltok identifikalasdnal ; ismert ssszehasonlité anyaggal valé 8ssze-
hasonlitas és a kétféle el6hivé oldat allkalmazasival kapott adatok egyezésébil
allapitottuk meg a foltot okozé anyag wmibenlétét. :

A vizsgilat eredményei és megtirgyaldsa

Hérom killonboz6 fejlédési szakaszban levé kukorica konnyezési nedvében
ot alkalommal kimutattuk a metionin és a glutation jelenlétét. (L. a tablazatot.)
A metionin az els§ szabad kéntartalmi aminosav, melyet névény kénnyezési nedvé-
bél tudomasunk szerint kimutatni sikeriilt. Cisztein vagy cisztin jelenlétét nem
illapitottuk meg, s6t ezek jelenlétére utals semmiféle észlelésiink sem volt. Jelen-
tds tény a glutation eldfordulasa a kukorica kénnyezési nedvében, ami kiilonosen
emeli a gyokérnek a névény életében betsltstt fiziologiai szerepe jelentGségét. .

A glutationnal sikeriilt a kénnyezési nedvben az elsd tripeptidet is kimutatni,
ami egyuttal a legnagyobb molsilyd vegyiilet a kénnyezési nedv. ismert alkotd-
részei kozott, minthogy fehérjék kimutatisa eddig semmiképpen sem jart eredmény-
nyel. A glutation mikédésének és a konnyezési nedvben betsltott szerepének
tisztézdsa késbbi feladatunk. Mindenesetre ilyen vonatkozashan is pozitivumnak
értékeljiik azt a tényt, hogy a glutation fiziolgiai-biokémiai miiksdését gatlé cisz-
tein jelenléte nem volt kimutathats.

Intézetiink munkatérsai koziil Cs e h [5] vizsgalatanak eredménye, mely sze-
rint ugyanebbél a kénnyezési nedvbél késziilt hidrolizatumban t6bb a glutaminsav
mennyisége mint a hidrolizdlatlan nedvben, tovabba a hidrolizitumbél egy olyan
aminosavat, a glicint is sikertilt kimutatni, mely a hidrolizilatlan nedvhen nem for-
dult el8, ugyanesak alatamasztja a glutationnak a kukorica kénnyezési nedvében
valé cléforduldsat bizonyito észlelésiinket,

Vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy a konnyezési nedv mar rovid idé
alatt is megvaltozik, tehdt azonnal, friss allapotban fel kell dolgoznunk. Még jég-
szekrényben (42 C° korili hémérsékleten) sem marad valtozatlan ; a metionin
és a glutation kromatografiis sivjai az oldat allasa folyaman rohamosan gyengiil-
nek. Ennck a jelenségnek az okédt nem vizsgaliuk ugyan, de valészintileg mikroor-
ganizmusok tevékenységére vezethet§ vissza. Nem tartjuk valészintinek, hogy a
konnyezési nedvnek alkotérészeként, benne cléfordulé enzimek tevékenységeként
bomlananak el ezek a kéntartalmii alkotérészek.

Anélkiil, hogy vizsgalatainkat befejezettnek tekinthetnék, megéllapithatjuk,
hogy az az altalanosan elfogadott nézet, hogy csak szulfatok, illetéleg kénsavész-
terek alkotjak a szallitéedények nedvében a mozgékony kénformakat, tovabb nem
tarthaté fenn. Még ennél a megillapitasnal is jelentésebb azonban a gyikerek
szintetikus tevékenységére és a gybkérnek a névény életében betsltott szerepére
venatkozé kivetkeztetésunk. :

Vizsgalatainkat a Magyar Tudomanyos Akadémia Agrartudomanyok Osz-
talya anyagi tamogatasa tette lechetdvé, amiért ezen a helyen is kiszonetiinket
fejezzik ki.

Osszefoglalas

A vegetativ, generativ és érés fejlédési szakaszokban &t alkalommal kukori-
cérél begyijtstt konnyezési nedvvel végeztiink vizsgalatokat. A kénnyezési nedvek-
bél merkurinitrattal levilasztottuk a kéntartalmi vegyiileteket Miller és
Rockland [3] médszere szerint. A csapadékbél kénhidrogénnel felszabaditott
vegyiiletek oldatat 709,-o0s etanol szolvenssel kromatografaltuk és tiszta vegyiiletek
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oldataval észlelt, a tdblazatban feltiintetett Rf értékek, valamint ninhidrinnel.
illetéleg natriumazidos jodoldattal bepermetezve elghivott foltokat metimﬁnnak;
illetdleg glutationnal identifikaltuk. Ciszteint nem talaltunk a kénnyezési nedvben.

A kisérleti adatokbdl a gyskér szintetizdlé miiksdésére kovetkeztethetiink

és megallapitjuk, hogy a metionin és a glutation is a vandorlé kénvegyiletek kozé
tartoznak.

Erkezett : 1955, mdrcius 1.
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POJIb CEPBlI B KM3HHW PACTEHHH II. METHMOHWH U I'JIIOTATHUOH
B [TACOKE KYKYPVY3HhI

H. T. Noranes u . Peitep
Kafenpa dusnonorsu pactenn’ ¥Yausepcutera um. JI. Osewa, Bymanewr (Beurpns)

Peszwme

ABTOPb! B BETETATHBHOH M TEHEPaTHBHOIH (Jasax, a TAKyKe B a3y CO3PEBAHMS, BCEr0 NATH
pas 1posoiua ciop Nacokn Kyxypy3sL Mertogom Musnepa n Poxmasaa (1950) npu oMo
HHTPaTd PTYTH M3 MacOKM BBLIAEIHIN CEPYCOACPIKAIME COEAHHEHHA. PacTBop cepycomepsranmx
COEAMHEHNH, 0CBODOMIEHHDIX H3 0CAJKA CEPHICTLIM BOAOPOAOM, AHANH3MPOBAIH METOAOM Oy Ma K-
HOH Xpomarorpaduu, NPUMEHAS B KauyCCTBE PACTBOPUTENS 70%-bii aTunoBwii cimpr. IlsTha,
IIPOABICHHBIC HUHIHAPUHOM, 8 TAKYKE HOAMCTBIM PACTBOPOM a3ufia HATPUST —— COTJIACHO 3HAYEHH SIM
Ry, npnBefeHHbIM B TaGIMLE 1 NOJYUEHHBIM XpoMaTorpadiipOBaHHEM PACTBOPOB COOTRCTCTRYHO-
WX KPHCTATIMYECKHX COCAMHEHMH — ObIM MAEHTHOHUHPOBAHB KAK METHOHHH W I'TIOTATHOH.
LiucrenH ofHapy»uTh B [ACOKE HE YAaJI0Ch. :

M3 nony4eHHBIX JAHHBIX MOAHO CACAATH 3aAIUTIONEHHE O CHHTETUSMUPYIOLIEH [EATENRHOCTH
KOPHSL 1 YCTAHOBMTB, YTO METHOHMH M TNIOTATHOH TPHHANIEMAT K YHCTY NepPeABHTAIIUXCA B
PACTEHHH COENMHEHHH Ccephbl. ;

Tubauga 1.: 3uavenus Ry ¢ 70%-bIM 9THAOBRIM cuproM. 1. CTAMAAPTHLIE PACTBOPEL
2. TTacoka KyKypySHL

Sulphur in the Life of Plants
II. The Occurence of Methionine and Glutathione in the Bleeding Sap of Maize
N. G. POTAPOV and D. FEJER

Institute for Plant Physiology, L. E6tvds University, Budapest (Hungary)

Summary

Bleeding sap collected on five occasions in the vegetative, generative, and ripening stages
of development was subjected to study. Thesulphur containing compounds were separated from it
with mercury nitrate applying Miller and Rockland’s method [2]. The solution of the
compounds liberated from the precipitate by means of hydrogen sulphide were paperchromato-
graphed with a 70 per cent ethanol solvent, and the spots, which were developed by spraying with
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ninhydrin or sodium-azide-iodine solution, were identified as methionine and glutathione, respect-

ively, Cysteine was not encountered in the bleecding sap. : ;
Additional evidence for the synthetizing s ctivity of the reots was obtained in the pre-

sent work. 3 i i
Table 1. : Rp-values with 70 per cent ethamgl. 1. Standards 1L, Bleeding saps of maize.

Die Rolle des Schwefels im Leben der Pflanzen !
II. Vorkommen des Methionin und Glutathion im Blutungssaft des Maises

N. 6. POTAPOV und D. FEJER

Pflanzenphysiologisches Institut der L. Egtvés Univerzitat, Budapest (Ungarn)
Zusammerafassung

Blutungssaft, bei finl Gelegenheiten withrend der vegetativen, der generativen und der
Reifeperiode eingesammelt, wurde ciner Untersuchung unterworfen. Die Schwefel enthaltenden
Verbindungen wurden aus den Blutungssiiften nach dér Methode von Miller und Rockland
[2] vermittels Mercurinitrats abgeschieden. Die Lésung der aus dem Prizipitat vermittels Schwefel-
wasserstoffs freigemachten Verbindungen wurde mit cinem 70 prozentizem Ethanclsolvens papier-
chromatographiert. Die sodann durch Einspriiher: mit Ninhydrin, bzw. mit einer Natriumazid-
Jodlisung entwickelten Flecken wurden als Methionin, bzw. als Glutathion identifiziert. Die An-
wesenheit von Cystein im Blutungssaft konnte nicht festgestellt werden. :

Die Verfasser ziehen aus den experimentellen Angaben Schliisse beziiglich der synthetisie-
renden Funktion der Wurzel und siellen fest, dass sowohl Methionin als Glutathion zu den wandern-
den Sehwefelverbindungen gehiren, : :

Tabelle 1. Rp.-Werte mit 70 9pigem Ethylalkohol. I. Standarde. 1. Blutungssiifte des Maises



