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Novényi sejtekben az ionfelvétel kinetikaja megegyezik az enzimreak-
ciok kinetikai sajatossagaival [5]. Széles koncentracié intervallumban az ion-
transzport osszetett Michaelis—Menten-kinetikaval irhaté le [4]. A tobb sza-
kaszbél felépiil§ in. kettds felvételi rendszer altalanosan eléfordul a névény-
vilagban [8]. Gyokerek, levelek mellett megtalalhaté raktarozé szévetekben
[22], és zoldalgakban is kimutattak [14]. Hasonlé kinetika jellemzi a gyokerek
aminosav transzportjat [19], és kiilonb6z8 hexézok felvételét raktarozé szove-
tekben [17].

Gatlé érzékenység, kompeticiés sajatossagok alapjan feltételezik, hogy
1 mM kiilsé koncentracié alatt nagy kotdaffinitasd, anyageseréhez szorosan
kapesolodo tn. I. rendszer szabalyozza a transzportot. Az 1 mM felett mikodé
alacsonyabb kétéaffinitasi dn. II. rendszerben a transzport inkabb fizikai
jellegli passziv folyamat [6, 27]. Altalanosan elfogadott, hogy az I. rendszer
a plazmalemman lokalizalt. A II. rendszer helyét vagy a plazmalemman [6,
31], vagy a vakuélumot hatérolé tonoplaszton feltételezik [27, 22, 20].

Részletes kinetikai analizissel megallapithaté, hogy az I. rendszer kevéshé,
a II. rendszer kifejezetten heterogén. A kisebb szakaszokbél allé, bonyolul-
tabb dn. multi-fazisos kinetikat a membranok ionkoncentraciétél fiiggs fazis-
valtozasai idézhetik el§. [20].

A kinetikai hasonlésagra alapozva a gyokerek iontranszport mechaniz-
musat szamos kutaté a szallitéelmélettel értelmezi a kinetikai analizisekbdl
kapott maximalis sebességnek (Vm), és az enzimreakciok Michaelis-konstansa-
val formalisan azonos transzport konstansnak (Kt) ugyanazt a tartalmat
tulajdonitva, amit ezek a paraméterek az enzimkinetikaban kifejeznek. A kine-
tikai hasonlésag alapvetGen sziikséges, de nem elégséges feltétele annak, hogy
igazolhassuk kozvetitett transzport mikodését gyokérsejtek ionfelvételében.
A transzportkinetika és enzimkinetika formai hasonlésdga tartalmi egyezést
akkor jelent, ha t6bb oldalrél tudjuk ezt igazolni. Ha a feltételezett szallitokat
n6vényi membranokban is kimutatjuk, ismerjiikk fontosabb biokémiai, kine-
tikai, termodinamikai paramétereiket, ezeket egyeztetni tudjuk a transzport
megfeleld adataival, igazoljuk, hogy a klasszikus enzimkinetika alapfeltétele-
zései és megkotései a gyokér iontranszportban is érvényesek.
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A gyokér iontranszport szigortiian szabalyozott folyamat. Feltehetd, hogy
allati sejtekhez, baktériumokhoz hasonléan a transzportban itt is szerepelnek
specifikus membréanalkoték, melyek miikodése a novényi sejt sajatossagai
(sejtfal, vakuéla) miatt eltérd is lehet az eddig megismert szallitok miikodésé-
t6l. Val6szint, hogy a gyokér iontranszportban egyéb tényezék is jelentds
regulalo szerepet jatszanak (pl. hdmérséklettsl, toltésviszonyoktél fiiggd
membranszerkezet valtozasok, a sejtfal allapota, a turgor, kapcsolédas az
anyagcseréhez, intakt novénynél a transpiracié stb.).

A szallitokkal t6rténé iontranszport mechanizmus elgforduldsanak lehe-
téségét tamogatja a gyokér plazmalemma ATPéazok kimutatasa. A membran-
hoz kotott enzimek kiilonb6z8 ionokkal aktivalhaték, strofantin érzékenysé-
giikrél ellentmondéak az irodalmi adatok. In vivo szerepiiket a gyokér kation-
transzportban [7] és a ritkan kimutathaté kalium—mnatrium szelekciéban [12,
18] altalanosan igazoltnak, elfogadottnak még nem tekinthetjik. Azt sem
latjuk vildgosan, hogy ezek az enzimek milyen szerepet jatszanak a gyokér
ionfelvétel regulaciéjaban. Tekinthet8k-e szallitéknak, talan mas tipusi szalli-
tok miikodéséhez szolgaltatnak energiat, esetleg szerepet jatszanak egy ion-
mozgast okozé potencialgradiens létrehozasaban.

Az aktiv vagy passziviontranszportra azionkoncentraciétél fiiggd elektro-
kémiai potencialkiilonbség megallapitasaval a Nerust—Goldman-egyenlet alap-
jan végzett szamitasokkal is kovetkeztethetiink. A technika segitségével meg
lehet allapitani a tonoplaszt és a plazmalemma elektrokémiai potencialjat
adott ionra, ki lehet szamitani a mikroelektrédokkal mért potencialkiilonbség-
nek megfelel ionmegoszlast a sejt és kornyezete, illetve a plazma és a vakué-
lum k6zott [10]. A mikroelektrédokkal végzett mérések kovetkeztetéseit meg-
neheziti az elektréd altal okozott jelentds karositds a gyokérsejt membranon.
A mikroelektrédos technika mai fejlettségével aviszonylag nagyméreti Chara-
fajoknal ad megbizhaté eredményeket [9].

Az elektrokinetikai transzport modell [26] szintetizalé torekvés, amely a
novény iontranszportjat alacsony kiils koncentracién, az egyensilyhoz kozeli
I. rendszerben a linearis aramlas-hajtéers osszefiiggés alapjan targyalja.

Magas kiilsé koncentracion (I1. rendszer) a transzport kinetikat az elektro-
kinetika nem linearis aramlas-hajtéerd torvényére épitve értelmezi. Az elektro-
kinetikai modell nem tagadja a szallitéelméletet, de az iontranszportban hang-
silyozottan figyelembe veszi az ionok téltésviszonyait. Az elmélet egyarant
nyitott a szallitéelmélet, az irreverzibilis termodinamika és az elektrokémiai
potencialgradiensnek megfelel§ iontranszport mechanizmussal torténd értel-
mezés iranyaba.

A rendelkezésre all6 6 vonalaiban ismertetett gyokér iontranszport kuta-
tasok alapjan a transzport mechanizmusarél nehéz egyértelmi képet alkotni.
Tovabbi, mas iranyd adatok is sziikségesek a kinetikai, enzimolégiai, elektro-
kinetikai adatok kiegészitéséhez. Ehhez jarulhat hozza az ionfelvétel hémér-
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sékletfiiggésének vizsgalata. Annak eldontésére, hogy egy folyamat anyag-
cserétdl szorosan fiiggd, enzimmikodéssel regulalt, vagy metabolizmustél fiig-
getlen fizikai torvényekkel magyarazhaté jelenség, a sebességmeghatarozé
lépés hémérsékletfiiggésébil is kovetkeztethetiink. Ismert, hogy egy fizikai
folyamat hémérsékletérzékenysége, Q,, értéke és aktivalasi energiaja kisebb,
mint egy enzimreakciéé. A hémérsékletfiiggés alapjan termodinamikai sza-
mitasokat, bioenergetikai kovetkeztetéseket is megallapithatunk. Ezek a sza-
mitasok szintén lényegesek, mivel az irodalomban a transzport energiaigényé-
rél, energiaforgalmarél gyakran torténik emlités, mig a gyokér iontranszport
energiaforgalmarél kevés kisérleti adat all rendelkezésre.

Anyag és médszer

A vizsgalatokhoz Hoagland-tapoldaton konstans klimafeltételek kozott
tartott 7 napos arpagyokereket hasznaltunk. A tapoldatot naponta cseréltiik
és folyamatosan levegéztettiik. A kisérletekben jelzett, K, Rb és foszfat fel-
vételét mértikk 5 - 10—3 és 10-® mol. koncentraciéban 0—10—20—és 30 °C
hémérsékleten. Az oldatokat azionkoncentraciétol fiiggden 10 és 80 uC 22K /liter,
5 és 40 uC *Rb/liter és 20 és 80 uC 32P/[liter izotéppal jeloltik, a felvételi
oldat pH-ja: 5,6—5,8. A felvételi kisérletek minden egyes h&mérsékleten
16 percig tartottak. A rovid ideji felvételi kisérletekben az alkalmazott jelo-
1ésnél az anyagceserére gyakorolt direkt izotép hatas és a felvett izotépok leada-
sanak valészintlisége csekély. A tapoldaton tartott gyokereknélizotép hozzaadas-
kor a latszolagos szabad helyek feltoltGdése mar megtortént. Igy a Donnan-
helyeken lejatsz6dé izotép ioncsere abszorpeié az alkalmazott izotépkoncentra-
ci6 és pH mellett rovid ideji kisérletekben nem jelentds. A kisérleti idé lejar-
taval a gyokereket 5-szor azonos térfogatu desztillalt vizzel 30—30 sec. ideig
mostuk. Szaritds utan a mintak aktivitasat gazaramléasos proporcionalis GM-
csével mértik. A felvett ionmennyiséget szarazsilyra vonatkoztattuk. A 3—5
ismétlés atlagaibél szerkesztett idGgorbéket linedris regresszié analizissel sza-
mitottuk ki.

Eredmények és értékelésiik

A felvett ionok mennyiségét az id§ fiiggvényében abrazolva a rovid ideji
felvételi kisérletekben egyenest kapunk, ami az izotépfelvétel steady-state
allapotara utal (1—3. abra). A hémérséklet emelésével novekszik az idGgorbék
meredeksége. A kiilonb6z6 hémérsékleten kapott egyenesek extrapolalva az
ordinatat kozel azonos pontban metszik. Az ordinatametszet értéke jelentd-
sen nem fiigg a hGmérséklettdl, az ionkoncentracié novelésével azonban emel-
kedik. A szallité elméletben egyensilyi feltételek kozott az ordindtametszet
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értéke enzimkinetikai megfontolasok alapjan megfelel a szallité-ion komplex
aktualis koncentraciéjanak [5, 21]. A felvett ionmennyiség (M) aranyos a sebes-
ségi allandéval (k) és az ordinatametszettel (MR):

M = k[MR]t + [MR].
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2. @bra. A kéliumfelvétel drpagyiokerekben kiilonb6z6 hgmérsékleten
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3. d@bra. A rubidiumfelvétel arpagyokerekben kiilonb6z8 hémérsékleten

A felvétel sebességi allandéja az egyenletbdl:

tgd

~ [MR]’

35

A sebességi allandok értékeit az 1. tablazat tartalmazza. Ertékiik novekszik a

hémérséklettel, valamint az oldat ionkoncentraciéjaval. A hémérsékleti kvé-

ciens (Q,,) értéke szobah6mérsékleten, alacsony kiilsé koncentracién (I. rend-

szer) az enzimreakciék megfelel§ Qo értékéhez hasonlit. 5 - 10-2 M koncentra-
cién inkabb a fizikai reakcidk jellemzé alacsonyabb érték.

Az ionfelvétel sebességi allandéi

1. tablazat

kiilonb6z6 hémérsékleten az 1. és II.

Koncentraci6é ‘ }igﬁs:- } Kalium Rubidium Foszfat

0°C 1.410-2 L7103 1,1%10-2
10-¢ Mol 10 °C 31 3,2 2,0
I. rendszer 20 °C 6.4 5,6 3.5
30 °C 9,3 8,0 5,5

0°C 3. 1x 102 2505¢10~# 1,23¢10~2
5% 1073 Mol 10 °C 4,3 4,1 1.3
II. rendszer 20°C 6.3 5,8 1,6
30 °C 8,8 8,6 1.9

3*
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Az ionfelvétel latszélagos aktivalasi energidjanak kiszamitasa az ion-
felvétel sebességi allandéjanak hémérsékletfiiggésébdl tortént.

A szamitast az Arrhenius-egyenletbdl Eyrine altal kidolgozott és a bio-
kémiaban altalanosan alkalmazott aktivalt komplex elmélet alapjan numeriku-
san végeztiik az egyenlet integralt formajanak felhasznéalasaval [3]:

TI. 2 TI[. kI. S TII.
In ;
TI. ey TII. kl. 5 TKI.

AE* =R

A szamitasokat grafikus moddszerrel ellendriztiikk. A kiszamitott aktivalasi
energia értékeket a 2. sz. tablazat tartalmazza.

2. tablazat

Az ionfelvétel latszélagos aktivaldsi energidja a gyokerek kiilonb6z6 felvételi rendszereiben

Latszélagos aktivalasi energia cal/Mol
Koncentracié Hémérséklet |— e
Kalium | Rubidium |  Foszfat
| | |
[ 0—20°C 10 700 \ 9200 | 9500
- | |
1=+ Ml | 20-30°C | 6500 6500 | 7400
I‘ | |
|
5103 Mol { 0—30°C 1 5 700 6000 ‘ 2700

Az aktivalasi energia alacsony kiilsé koncentracional hasonlit az enzim-
reakcioknal [3], és egyes nem elektrolitok katalizalt diffuziéval torténd felvé-
telénél mért értékekhez [11]. A novényi objektumokbél rendelkezésre allo
kevés adattal is egyeztethet8 [1, 21]. A II. rendszer aktivalasi energiaértékei
mindharom ionnal hasonlitanak a fizikai folyamatokra jellemzd értékekhez.
Allat- és novénysejtek vizfelvételénél allapitottak meg hasonlé adatokat [15,
29]. A foszfat és az alkali kationok aktivalasi energiaértékei nem azonosak,
ami arra utal, hogy a felvételi rendszerek energiaigény szempontjabol is kiilon-
b6z8k. Biokémiabél ismert, hogy egy enzimreakeié aktivalasi energiaja nem a
szubsztrattol, hanem az enzimtdl fiigg. Adott enzim kiilonb6z§ szubsztratok
atalakitasat azonos aktivalasi energiaval katalizalja, mig kiilonb6z6 enzimek
adott szubsztrat atalakitasat eltéré aktivalasi energidval valésitjak meg.

Az aktivalasi energiak hasonlésidga jobban megfigyelhet a K és Rb fel-
vételben, de teljes egyezés nem mutathaté ki. Az I. rendszerben alacsony
hémérsékleten a gyokér tobb Rb-t vesz fel, mint K-t, mig magasabb hdmér-
sékleten tobb K-t, mint Rb-t.

A II. rendszerben az Arrhenius-fiiggvény linearis (4. abra), az aktivalasi
energia nem valtozik. Az I. rendszerben az Arrhenius-figgvény ,,gorbil”,
,,torik” magasabb hémérsékleten. Az anyagcserétsl szorosabban fiiggd rend-
szerben a latszélagos aktivalasi energia nem alland6, magasabb hgmérsékleten
csokken. Az Arrhenius-grafikon gorbiilését az irodalomban kiilonb6z8képpen
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magyarazzak. Mivel az I. rendszerben megallapitott latszélagos aktivalasi
energia értéke hasonlit az enzimreakcik aktivalasi energiajahoz, és szamos
enzimnél az Arrhenius-grafikon hasonlé gorbiilést mutat az enzimolégiai magya-
razat lehet8ségét nem lehet kizarni az I. rendszerben talalt gorbiilés értelme-
zésére. Az enzimkinetikai alapokon kidolgozott két paralel- és a két szuk-
cessziv reakciéelmélet k6zos vonasa, hogy egy enzim két aktiv centrummal,
log k
102 -

al I

=3 =3
6 K 5x10 M Rb 5x10° M

Pof- 5x10” M

@
T

= 6.
K108 M Rb 10 M

376
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4. dbra. A gyokér ionfelvétel Arrhenius-diagramjai kiilonb6z6 felvételi rendszerekben

vagy két kiilonb6z6 enzim nem azonos kémiai aktivitassal rendelkezik, h6mér-
sékletérzékenységiik, aktivalasi energiajuk is kiilonb6z6. A nagyobb hdmérsék-
leti koefficiensii rendszer magasabb hdmérsékleten gyorsabban miikédik, igy
magasabb hémérsékleten az egész folyamatot az alacsonyabb aktivalasi ener-
giat igényl részreakcioé szabalyozza. Magasabb hdmérsékleten tehat alacso-
nyabb aktivalasi energiat mériink, az Arrhenius-grafikon gérbiil [3, 13].

Az elméletet novényi sejt transzportfolyamataira vonatkoztatva a
plazmalemma, tonoplaszt fluxus-ardnyainak hémérsékletfiiggése lehet eltérd.
Ennek igazolasara ismerniink kellene a plazmalemma és a tonoplaszt influx
és efflux hémérsékletfiiggését.

Az utébbi években a hémérsékleti anomaliakat, az Arrhenius-grafikon
gorbiilését a membran szerkezetviltozasaival hozzik dsszefiiggésbe [16].
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A novényi membranok hdmérséklettsl fiiggd szerkezetvaltozasaiban sze-
repe lehet a struktarahoz kotott viznek és a membran foszfolipideknek. A viz
és a foszfolipid fazis szerkezetvaltozasai okozhatnak funkciévaltozast és torést
az Arrhenius-grafikonban a membranhoz erésen kotott enzimeknél kiilonb6z8
organellumokban, vagy a transzport ATPazoknal in vitro [2, 28]. A foszfoli-
pidek szerepére utal, hogy a foszfolipazzal kezelt K—Na—ATPaz aktivalasi
energidja a hmérséklet fiiggvényében nem valtozik [25]. Hasonlé szerkezet-
valtozas alapjan magyarazhatjuk magasabb szervezGdési szinteken is az egyes
funkciék hGmérsékleti anomaliait: levelekben a fitokrémok sotét reakciéjanak
[24], vagy a sztémamozgasnak [23]a hémérséklet fiiggését, vagy az un. ion-
felvételi anomaliat gyokerekben [32].

Az eredmények alapjan az I. II. rendszer lokalizaciéjarél nem lehet egy-
értelmien allast foglalni. Ha a Torim—LATIES-hipotézis alapjan allunk az Arrhe-
nius-grafikon két kiilonh6z6 egyenese két membran funkciéjat tikrozi. Azt
mutatja, hogy a két membran szerkezete, lipid 6sszetétele, fluiditasa feltehetGen
jelentdsen eltér. Azonban azt is figyelembe kell venni, hogy magas ionkon-
centraciénal az ionergsség, az ion foszfolipidek és a viz sajatos kolesonhatasai
okozhatnak megvaltozott h6mérsékletérzékenységet ugyanabban a membran-

ban [6, 20, 30, 31].
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