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ROVIDITESEK LISTAJA

AOS

APX
AsA

ATP
BPDS

BSA
Cis

CDNB
CHES

DHA
DHAR
DNFB
DNP
DTNB
DTT

EDTA
EU

FAD

Fd

FMOC
FMOC-CI1
FNR
HPLC

gDW

“active oxygen species’, aktiv oxigén tartalmi vegyiiletek, az ROS
szinonimaja
aszkorbat peroxidaz (EC 1.11.1.11)

L-aszkorbinsav, C-vitamin, pK:sl =42, p[(js2 =11.6

adenozin-trifoszfat
batofenantrolin-diszulfonsav dinatrium sdja (4,7-difenil-1,10-fenantro-
lin-diszulfonsav), M= 536.5 [52746-49-3]

borjubol izolalt szérum-albumin

oktadecil, oktadecilezett szilika, oktadecil-szilannal modositott, forditott
fazist oszloptoltet (ODS)

1-klor-2,4-dinitro-benzol, M= 202.6 [97-00-7]

M =207.3

2-(N-ciklohexil-amino)-etan-szulfonsav, [103-47-9]

25
pKa =93

dehidro-aszkorbinsav

dehidro-aszkorbat reduktaz (EC 1.8.5.1)

Sanger reagens, 2,4-dinitro-1-fluor-benzol, M= 186.1 [70-34-8]
2,4-dinitro-fenil csoport

Ellman reagens, 5,5-ditio-bis(2-nitro-benzoesav), M, = 396.3 [69-78-3]
Cleland reagens, D,L-ditiotreitol, treo-1,4-dimerkapto-2,3-butandiol,
M,= 154.2 [27565-41-9]

Selecton® 11, etiléndiamin-tetraecetsav, M, = 292.2 [60-00-4]
enzimaktivitas egysége

flavin-adenin-dinukleotid (dinatrium s6), M= 829.5 [146-14-5]
ferredoxin

9-fluorenil-metil-formil csoport

9-fluorenil-metil-hangyasav klorid, M= 258.7 [28920-43-6]
ferredoxin-NADP" oxidoreduktaz

“high performance liquid chromatography’, nagy hatékonysagu
folyadék kromatografia

szaraz tomeg, [gramm]



gFwW
GAS

GPX
GR
GSH

GSSG
GST
GST-C
GSTNB
hGSH

mBBr
MDHA

MDHAR
mM

uM

mOsm

M,

nM
NAD(P)*
NAD(P)H
NEM
ODS

PCA
PEG 6000

pM
PMSF

nedves (friss) tomeg, [gramm)]

“general adaptation syndrome”, adaptacios szindroma, a stressz hataséara
bekdvetkezd tiinetegyiittes

glutation peroxidaz (EC 1.11.1.9)

glutation reduktaz, GSSG reduktaz (EC 1.6.4.2)

glutation (y-glutamil-ciszteinil-glicin), redukalt forma, M,=307.3
[70-18-8]

glutation-diszulfid, oxidalt forma, M= 612.6 [27025-41-8]

glutation S-transzferaz (EC 2.5.1.18)

CDNB-vel, mint szubsztrattal mért GST aktivitas

a glutation és a DTNB reakcidjaban képz6d6 vegyes diszulfid.
homoglutation (y-glutamil-ciszteinil-B-alanin)

koncentrci6, [mol+dm™]

monobrom-biman, M, = 271.1 [71418-44-5]
monodehidro-aszkorbinsav, szemidehidro-aszkorbinsav, aszkorbat
szabadgyok

monodehidro-aszkorbat reduktaz (EC 1.6.5.4)

koncentracié, [mmol*dm™= 10 mol+dm?]

koncentracid, [umol+dm™= 10 mol+dm™]

milliozmol, | mOsm = 2.4 kPa

molaris molekula témeg [g+mol]

koncentracid, [nmol+dm™= 10"° mol*dm?]
B-nikotinamid-adenin-dinukleotid(-foszfat)
B-nikotinamid-adenin-dinukleotid(-foszfat), redukalt forma
N-etil-maleinimid, M= 125.1 [128-53-0]

oktadecilezett szilika, oktadecil-szilannal médositott, forditott fazisa
oszloptoltet (C,;)

perklorsav, HCIO,, M_ = 100.46 [7601-90-3]

polietilén-glikol, atlagos molaris tomege 6000 gxmol'

koncentracid, [pmol+*dm™= 102 mol*dm?]

fenil-metil-szulfonsav-fluorid, a-toluolszulfonsav-fluorid, M = 174.8
[329-98-6]
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PS1 I-es fotoszisztéma

PTFE politetrafluor-etilén, Teflon®

PVPP polivinil-polipirrolidon, keresztk6tétt, vizes kozegben oldhatatlan
polivinil-pirrolidon, [25249-54-1]

ROS “reactive oxygen species , aktiv oxigén tartalmu vegyiiletek, az AOS
szinonimaja

RP-HPLC forditott fazisu oszlopot hasznalé HPLC-s technika

pm fordulatszam, [min™]

sAPX sztroma frakcioban talalhaté szolubilis APX

SF “sztroma faktor”, valésziniileg MDHAR (Asada, 1999)

SPE szilard fazisu extrakcio

tin felezési 1d6, félélet idG, [masodperc]

tAPX tilakoid membran kotétt APX

térf. térfogat

TRIS TRIZMA® Base, trisz-(hidroxi-metil}-amino-metan, M= 121.1

[77-86-1] pK. = 8.1

TNB 5-tio-2-nitro-benzoesav, a DTNB bomlasterméke

uv ultraibolya tartomanyba es6 hullamhosszi fény

UV-A az ultraibolya tartomdny A savjaba (320-400nm) tartozo
hullamhosszisagu fény

UV-B az ultraibolya tartomany B savjaba (280-320nm) tartozd

hullamhosszisagu fény
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1. BEVEZETES

1.1. Stresszfolyamatok

ey

hasznaljuk, amely szerint “az él6 szervezetek valamennyi adaptacios reakcidjanak a
stressz a foglalata, azaz a stressz egy fajlagos tiinetcsoportban megnyilvanulé allapot,
mely magaban foglal minden nem-fajlagosan elGidézett elvaltozast egy biologiai
rendszeren beliil” (Selye, 1956). Ily médon a stressznek sajatos ismertet6 jelei vannak,
és a kiilonféle okoknak ugyan olyan hatasa van. A stresszor az, ami a stresszt okozza,
azaz minden agens tObbé-kevésbé stresszor is, abban a mértékben, ahogy stressz,
illet6leg nem-fajlagos elvaltozasok elGidézésére képes. A stressz hatasara bekovetkezd
tilnet egyiittes az adaptacids szindroma (GAS), amely egymast kovetd folyamatokbol
all:

. Cannon-féle vészreakcio,

o ellenallas vagy rezisztencia,

° kimeriilés.

Ezeknek a valtozasoknak a vizsgalatat novényi szervezetekben Levitt kezdte

meg az 1970-es évek elején (Levitt, 1972), ahol a stressz lehetséges tényezGit az alabbi

modon csoportositotta:

o Biotikus: mikroorganizmusok.
o Abiotikus (fizikai-kémiai): homérséklet (alacsony vagy magas),
o viz (hiany vagy tobblet),
. fizikai (pl.: sugarzasok),
. kémiai (sok, gazok, ionok, herbicidek stb.).

Lichtenthaler (1996) a definiciot pontositotta, illetve részben mas szempontok
szerint csoportositotta a stresszt kivaltdo hatasokat. Szerinte minden olyan korilmény
vagy anyag, ami kedvezdGtlen hatassal van a ndvények anyagcseréjére, novekedésére
vagy fejlddésére, stressznek tekinthet. Novényi és vegetacios stresszhatast kiilonb6z6

természetes, és antropogén stresszfaktorok valthanak ki.
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Természetes stresszfaktorok:

L erds fénysugarzas (fotoinhibicid, fotooxidacio),

o hémérséklet (alacsony vagy magas),

L vizhiany (szarazsag €s so stressz),

L asvanyi anyagok hianya (pl.: nitrogén hiany),

o rovarok,

L gombak, viralis és bakterialis patogének.

Antropogen stresszfaktorok:

. herbicidek, fungicidek, inszekticidek,

L légszennyez6 anyagok (pl.: O,, SO,, NO,),

L nagy reaktivitasu oxigén szarmazékok keletkezése,

o fotooxidansok,

° savas esdk, savas kod, savas por és savas reggeli harmat,

L savas pH a talajban és vizben,

L tulzott nitrogénforras,

L nehézfém szennyezés,

L til sok ammonia termelés,

o UV-A és UV-B sugarzas novekedése,

o CO, szint emelkedése €s globalis klimavaltozas.

Hatasuk alapjan elkiilonithetS gyenge és erls, vagy kronikus stresszhatast. A
gyenge stressz hatasat az akklimatizacid, az adaptacio és a javitdé mechanizmusok

részben kompenzaljak. Az erGs stressz jelentGs karokat okoz, ami végiil a sejt és a

ndvény halalahoz is vezethet.

Napjainkban a Selye-féle altalanos stresszelméletet tobben is igazoltak
(Leshem és Kuiper, 1996; Lichtenthaler, 1996; Leshem et al., 1998). Ezek alapjan
elmondhatd, hogy stressz hatiséra az €16 szervezet anyagcseréjében, igy a ndvényekben
is bizonyos reakcid utak felgyorsulnak vagy gatlodnak, ami olyan koztes- €és
végtermékek felhalmozddasat, esetleg megjelenését eredményezi, amelyek az ismert
biokémiai reakcidutakat valamelyik irdnyba eltolhatjak. Ezek koziil a biokémiai

folyamatok koziil az oxidacids-redukcids allapot valtozasok az egyik leggyorsabban
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lezajlé molekularis szintli valtozasok a szervezetben, amit osszefoglaléan az oxidativ
stressz hatasanak neveziink. Az oxidativ stressz f6 okozoi az aktiv oxigén tartalmi
vegyiiletek, de altalanosan elmondhaté, hogy minden stressznek van oxidativ
komponense is (de Kok és Oosterhuis, 1983; Kayupova és Klyshev, 1984; Asada,
1994; Foyer és Harbinson, 1994), amely indukilja az antioxidativ védérendszer
miikodését.

A novények védekezG rendszerének felépitése fobb szerkezetében megegyezik
az allatokéval. Az egyes elemek megléte, vagy hidnya azonban még nem bizonyitott

teljesen. Az ezzel kapcsolatos kutatasok két f6 iranyban folynak:

L az egyes komponensek felkutatasa,

L maganak a folyamatnak a vizsgalata pl.: a stresszhatas és a valasz

mértékének osszefliggése, a stresszvalasz idGbeli lefutasa, stb.

A novényélettani vizsgalatok koziil a stresszkutatasok elGtérbe keriilését
napjainkban tobb tényez6 is indokolja: a globalis klimavéltozas, felmelegedés; az
6zonlyuk kialakulasaval az UV-B sugarzias novekedése; a szikes, sds talajok
kialakulasa; az arid (sivatagos) zonak kiterjedése; kornyezetszennyezé€s; illetve az a
tény, hogy a ndvények ilyen komyezeti tényezOkre adott valaszanak és

alkalmazkodasanak mechanizmusa nem teljesen tisztazott.

A novényeket sokféle komyezeti stresszhatas éri, tobbek kozott extrém
hémérsékleti viszonyok, elontés indukalta hipoxia, tdl ers napsugarzas és ozmotikus
stressz. Ezek koziil a szarazsag €s a so stressz okozta ozmotikus hatas a legfontosabb
kdérnyezeti tényezd, amely limitalja a ndvények novekedését, illetve a termés
mennyiségét. Az ozmotikus stressz kivédésére adott nGvényi valaszreakciok négy nagy

kategoriaba oszthatoak (McCue és Hanson, 1990):
L egyedfejlodési jelleg (pl. a viragzas id6pontja),

L strukturalis jelleg (pl. levélen viaszos véddréteg, vagy szOrozottség

kialakulasa),

L fiziolégias véddmechanizmusok (pl. a sok kizarasa vizfelvételnél,

és/vagy a felesleges ionok kivalasztasa a vakuélumba),

° metabolitikus valaszreakciok.
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Az els6 harom folyamat genetikai szabalyzasanak egyes részfolyamatai még
felderitetlenek. A negyedik adaptaciés mechanizmus magaban foglalja mind a
fotoszintézishez kapcsolodé metabolitikus utak megvaltozasat, mind a az el
szervezetek szamara “kompatibilis” szerves vegyiiletek - olyan anyagok, amelyek még
Ez utobbi folyamatban résztvevé néhany gén terméke okoz csak ozmotikusan indukalt

valtozast a novényekbdl kivont mRNS és fehérje populécidban.

A csokkent vizpotenciadl jol ismert kovetkezménye mind a szarazsag
(vizhiany), mind a s6 stressznek. E leggyakoribb komyezeti stresszkoriilmények kozott
a novények lecsokkentik a bels6 vizpotencialjukat, hogy elkeriiljék a kiszaradast (Erdei
et al., 1989; Erdei és Taleisnik, 1993). Az ozmoézisnyomas novekedését szervetlen
ionok felhalmozasaval, és/vagy szerves ozmotikumok szintézisével, mobilizalasaval
érik el a noévények. SO stressz (azaz a fiziologias sokocentracidnal magasabb
ionkoncentracid, hiperozmozis) hatasara az ionos valasz, mig szarazsag stressznél az
utobbi folyamat, azaz szerves ozmotikumok szintézise és mobilizalasa lehet a
jelentdsebb (Erdei et al., 1990; 1995). Az azonos koriilmények kozott 1étrejott kiilsé
behatasokra adott stresszvalaszok milyensége, és a névények esetleges irreverzibilis

kéarosodasa a fajtol és fajtaktol fiiggden eltérs (Flowers és Yeo, 1986).

Ozmotikus stresszhatasnak kitett novények legjobban jellemzett biokémiai
valaszreakcidi a szerves ozmotikumok akkumulacidja. Héarom f6 csoportba

sorothatoak:
° aminosavak (pl. prolin),

° onium csoporttal rendelkezdk (pl. glicin-betain, B-dimetil-szulfonio-

propionat),
° cukrok és cukoralkoholok (pl. mannit, szorbit, trehal6z).

Lévén nem toxikusak, fel tudnak halmozddni ozmotikusan jelentGs
koncentraciéban is anélkill, hogy a metabolitikus folyamatokat zavarnak. Egyesek
képesek még bizonyos enzimek védelmét is biztositani, pl. a betainok hdhatas elleni
védelmet nyljtanak a kolinhoz hasonléan (Alia et al, 1998), a magas
sokoncentracioval szemben a membrankarosodas kivédésében fontosak (Yancey, 1994)
€s bizonyos gombas betegségek elleni rezisztenciat indukalnak (Manninger et al.,

1998). A cukoralkoholok emellett még az aktiv oxigén tartalmi vegyiiletek



BEVEZETES 5

semiegesitésében is szerepet jatszanak (Smimoff, 1998). A szerves ozmotikumok koziil
a prolin és a betainok (pl. glicin-betain) a legjelent6sebbek. A prolin akir mM
koncentracioban is feldisulhat a sejtekben. A prolin prekurzora az omitin és a
glutaminsav (Delauney és Verma, 1993), de ugyancsak az omitin ciklusbdl indul ki a
putreszcin (1,4-diamino-butdn), majd belSle a tobbi poliamin szintézise is. A
poliaminok normal fiziologias korilmények kozott a fejlédés és a ndvekedés
folyamataban fontosak, mig stresszkoriilmények kozott felhalmozodnak és fokozott
védelmet nyijtanak a sejtnek (Tabor és Tabor, 1984; Erdei et al., 1996; Nuccio et al.,
1999): résztvesznek a membfénok és a nuklemnsavak integritasanak megérzésében
stressz koriilmények kozott (Glaston, 1983; Slocum et al., 1984; Smith, 1984; Sankhla
et al., 1988). Akkumulacidjuk megfigyelheté mind a s, mind a szarazsag (Flores €s

Galston, 1982a, 1984), valamint a hé és az oxidativ (Flores, 1991) stressz esetén.

A halofita (so tiir6) és a gliikofita (s6 érzékeny) ndvények az asvanyi anyagok
felnalmozasaban jelent6sen kiilonboznek. A mez6gazdasagi termelésben nagy
jelentdségii gabonafélék, és egyéb haszonndvények a legoptimalisabb esetben is csak
kevéssé sO- €s szarazsagtiirbek. A termesztés szempontjab6él fontos fajtak
kivalasztasahoz nélkiilozhetetlen a tolerancia kialakuldsanak analitikai jellemzése, és e
mechanizmus teljes feltérképezése. Ezeket a kérdéseket széles korben tanulmanyoztak
(Turmer, 1974, 1986; Erdei és Trivedi, 1989; Delauney és Verma, 1993; Rhodes ¢és
Hanson, 1993, Erdei et al., 1996; Hayashi et al., 1997; Ali et al., 1998; McNeil et al.,
1999; Nuccio et al., 1999; Szegletes et al, 2000). A sotir6 fajok magasabb
sokoncentracio mellett képesek novekedni, mint a soérzékenyek. Folyamatos
novekedés mellett levéltomegiiket novelik, €és a felesleges sot itt halmozzak fel, az
ionokat a vakuolumokba valasztjak ki (Flowers et al., 1977; Erdei és Kuiper, 1979).
lonsziikségletiik alkalmazkodik a gyokér altal felvett ionmennyiséghez (Albert és
Kinzel, 1973; Shennan, 1987; Shennan et al, 1987a, 1987b). A kérdés - hogy
ozmoregulacigjuk e genetikailag meghatarozott mechanizmusa hogyan miikodik
alacsony sokoncentraciok mellett, specialis adottsagaik elvesztése nélkiil - még mindig

megvalaszolatlan. Varhatoan alacsony Na“ és Cl' koncentracié mellett a tapoldatban
talalhat6 egyéb ionok (pl. NO7) akkumulalédnak, melyek zavarokat okozhatnak a

ndveényi anyagcserében. Az alacsony sotartalmi koriilmények kozott nevelt halofita

novények termesztésével kapcsolatos legfontosabb célkitiizés: olyan novénynevelési
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koriilmények fenntartasa, melyek mellett megGrzik eredeti, természetes iontartalmukat,

mindenekelGtt az alacsony bels nitrat koncentraciot.

A szakirodalomi adatok és sajat kisérleteink alapjan megallapithat6, hogy a
szarazsag és so stressznek, mint minden stressznek van oxidativ komponense (de Kok
és Oosterhuis, 1983; Kayupova és Klyshev, 1984; Asada, 1994; Foyer és Harbinson,
1994), és ebbdl kovetkezik, hogy hatésa - legalabbis részben - kovethetd az antioxidativ

véddrendszer vizsgalataval is.

1.1.1. Oxidativ stressz

A szabad gyokok, illetve a gerjesztett molekuldk az €16, aerob szervezetekben
keletkezhetnek fizioldgias és patologias koriilmények kozott endogén uton, valamint
kiils6 agensek hatasara exogén modon. A szabad gyokokre jellemzd, hogy kiilsé
elektronhéjukon egy parositatlan elektron talalhato. Ebb6l kovetkezden igen reaktivak
és altalaban rovid élettartamuak. Az €16 szervezetekre gyakorolt hatasukat tekintve a
molekularis oxigénbdl, altalaban &atmeneti-fémionok katalizalta folyamatokban
keletkez§ gyokok, aktivalt vegyiiletek a dominansak (1. tablazat) (Alscher, 1989;
Cadenas, 1989; Foyer et al., 1994, 1997; Inzé és Van Montagu, 1995; Alscher et al.,
1997; Noctor és Foyer, 1998; Asada, 1999).

vy

tudja védeni az aktiv oxigén tartalmu vegyiiletek (AOS vagy ROS) hatasat. Az AOS
meghatarozasa altalanos, nemcsak a szabadgyokoket, mint pl. a szuperoxid gyok-
aniont €s a hidroxil gyokot foglalja magaba, hanem a hidrogén peroxidot és a szingulett

molekularis oxigént is (1. tablazat).

Altalanosan elfogadott, hogy a hidroxil gydk és a szingulett oxigén aunyira
reaktiv, hogy termelésiiket minimalis értéken kell tartami Foyer és Harbinson, 1994;
Foyer et al., 1994, 1997), ezzel szemben a szuperoxid gyok-aniont és a hidrogén
peroxidot optimalis koriilmények kozott is nagy sebességgel szintetizaljak a sejtek
(Asada, 1999). Az aerob biokémia Osszes O teriiletét magukba foglaljak ezek a
reakciok, igy a sejtlégzés és a fotoszintézis elektrontranszport lancat, aglikolat, a xantin
és a glukéz oxidacidjat, e mellett szamos enzimreakcidban képzdnek aktiv oxigén
tartalmu vegyiiletek, mint pl. a plazmalemmahoz kotétt NADP-fliggd szuperoxid
szintetaz, vagy a szuperoxid dizmutaz esetében. Novényekben ezen folyamatok koziil a

fénymegkotéshez kapcsolodé folyamatok a legjelentGsebbek. A fotoszintetikus
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elektrontranszport rendszer a legnagyobb forrasa az aktiv oxigén tartalmu
vegyiileteknek (Asada, 1994; Asada, 1999). A szuperoxid gyok-anion és a hidrogén
peroxid toxikussaga elsdsorban abban rejlik, hogy olyan lancreakciokat indithatnak el,
melyek eredményeként hidroxil gyok és egyéb aktiv vegyiilet, mint pl. lipidperoxidok
képzodnek.

1. tablazat:  Reaktiv, oxigén tartalmu gyokok, vegyiiletek és felezési idejiik Sies,

1985).
Vegyiilet, gyok tn Megjegyzés
[sec]

‘03 szuperoxid 10° | J6 redukilé és gyenge oxidaloé szer.

gyok-anion Autooxidacios reakciokban sokszor
képzodik.

*HO: pe{_t;(idroxi *0; protonalt formaja, lipidoldékonyabb.
gyo

H,0, hidrogén ‘0;-b6l  ("HO,) dizmuticidval, vagy
peroxid kozvetleniil  O,<b8l  képzédik.  Erds

oxidalészer, a tiol csoportokat gyorsan
oxidalja, diffiiziés tdvolsaga nagy.

HO® hidroxil gyok 10° | Fenton (Fridovich, 1983) és a Haber-Weiss
(Freeman és Crapo, 1982) reakcidban
képz6dik, igen reaktiv, kicsi a diffuzios

tavolsaga.
RO’ alkoxi gyok 10° | HO"-hoz hasonléan reaktiv, de annal
nagyobb a diffuzios tavolsiga
ROO’ szerves peroxi | 107 | Gyengén oxidil, de nagy a diffuziés
gyok tavolsaga.
ROOH szerves hidro-
peroxid
'A,0,(0) szingulett 10° | Erételjesen oxidalé tulajdonsagh gerjesztett
molekularis 0,.
oxigén
RO (RO Gerjesztett
karbonil

A patologias szabadgyok-reakciok minden biomolekulat képesek karositani:
enzimeket, fehérjéket, szabad aminosavakat, lipideket, szénhidratokat, nukleinsavakat.
Az oxidativ lipidkarosodast lipidperoxidacionak nevezziik, mely soran a telitetlen
zsirsavak reagalnak az aktiv oxigén tartalmi vegyiiletekkel, epoxidok, majd lipid
peroxidok képzddnek. Ez a folyamat karositja a membranokat, amelyek elvesztik
fluiditasukat, lecsokken a membranpotencialjuk, és megné a permeabilitasuk. Ezek

ellen a veszélyes lancreakciok ellen védi a sejteket az antioxidativ védo rendszer.
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A szuperoxid gyék-anion és hidrogén peroxid hatasa kettds. Egyrészt az €16
szervezetekre karos lancreakciokat indithatnak el, masrészt viszont a patogén hatasok
elleni véd6reakciok fontos elemei. Ezt a masodik szerepkdort, amely soran kiilsd,
patogén behatasra nagy koncentracidban aktiv oxigén tartalmu vegyiiletek képzddnek
“oxidative burst’-nek hivjuk (Inzé és Van Montagu, 1995; Lamb és Dixon, 1997
Wojtaszek, 1997, Noctor és Foyer, 1998). A legtobb allati rendszerrel szemben a
novényi sejtek képesek aktiv oxigén tartalmu vegyiileteket, foleg hidrogén peroxidot
termelni. Ez a folyamat fGleg az apoplasztban jatszodik le. Fontos szerepe van a sejtfal

kialakulasaban, azaz a lignifikacioban, valamint a sejt-patogén kdlcsdnhatasban.

1.2. Oxidativ stresszre adott valaszreakciok

Az aerob él6 szervezetek kialakuldsat és tartos fennmaradasat a reaktiv,
oxigén tartalmu vegyiiletek, gyokok, gerjesztett molekulak elleni detoxifikal6 rendszer
kialakulasa tette lehet6vé. Ennek a védekezd rendszermek vannak enzimatikus és nem

enzimatikus elemei (2. tablazat).

A betdltott funkcid alapjan beszélhetiink elsédleges és masodlagos védekezd
rendszerekrSl. Az els6dleges védekezé rendszerhez tartoznak a szabad gyokok és a
gerjesztett molekulak ellen kialakult védekezés elemei. Az oxigénbdl keletkez6
intermedierek  toxikus  hatasaival szemben az antioxidansok  védenek.
Megkiilonbdztetiink zsiroldékony (pl.: o-tokoferol) és vizoldékony (pl.: aszkorbinsav)
antioxidansokat, valamint antioxidativ enzimeket. A masodlagos védekez6 rendszernek
a feladata a mar sériilt részek eltavolitisa, illetve a hibas részeknek a kijavitasa (pl.:
chaperonok, hdsokk fehérjék). A sejtszintii stresszvalasz lényegében ezen elemek
aktivitasanak megvaltozasdban mutatkozik meg. A kialakuld stressztolerancia a
kiilonb6z6 szervez6dési (genetikai, biokémiai, élettani, szerkezeti) szinteken

megvalosul6 adaptacids értékek dsszegeként foghato fel.

Antioxidans lehet minden olyan komponens, amely képes kioltani az aktiv
oxigén tartalmi vegyiileteket anélkiil, hogy onmaga reaktiv gyokké alakulna (2.b
tablazat). Antioxidativ enzimek azok az enzimek, amelyek katalizaljak ezeket a kiolto
reakciokat, vagy maguk is képesek az aktiv oxigén tartalmu vegyiiletek semlegesitésére
(2.a tablazat). Igy az antioxidansok és az antioxidativ enzimek funkcidja az, hogy
megszakitsak a kontrolialatlan oxidacié lancreakcidit. Nagyon sok enzim €s metabolit

megfelel a fenti definicionak, és még varhatoéan sokat is fognak talalni. Ennek ellenére
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viszonylag kevés antioxidativ enzimet irtak le részletesen. Ezek az enzimek redox

reakciokat katalizalnak, sok koziiliik csak a kis molekulasulyu redukaloszer elektronjat

adja tovabb.

2.a tablazat: Antioxidativ véddrendszerek az él6 szervezetekben (Sies, 1985; Fehér
és Vereckei, 1985; Noctor és Foyer, 1998).

Antioxidativ enzimek

Megjegyzés

Szuperoxid dizmutiz, SOD
(EC 1.15.1.1)

CuZn-SOD (citoszol, dimer), Mn-SOD
(mitokondrium, tetramer), Cu-SOD (citoplazma), Fe-
SOD (ndvények), CuZn-SOD (extracelluaris tér,

tetramer)

Glutation peroxidazok, GPX

allati sejtek Se tartalmi peroxid bontd enzimel,

APX (EC L.11.1.11)

(EC1.11.1.9) citoszolban, mitokondriumban

Citokrém ¢ hem (Fe) tartalmu, az élesztsejtek f6 peroxid bontd
enzimei

Aszkorbat peroxidazok, ndvényekben a legfontosabb peroxid bonté enzimek

(Asada, 1994; 1999), hem (Fe) tartalmq, citokrom c-

vel azonos szupercsaladba tartozik

Gajakol tipusi peroxidazok
(EC 1.11.1.7)

hem (Fe) tartalmi, a sejtfal felépitésében

(lignifikéaciod) van szerepiik

Katalaz, CAT (EC 1.11.1.6)

hem (Fe) tartalmi enzim, tetramer, ndvényekben

foleg a peroxiszomakban talalhato

Ezek koziil a kis molekulasulyu redukaldszerek koziil messze az aszkabinsav

(AsA) és a glutation (GSH) a legfontosabb. Sokféle szerepet jatszanak a védekezd

reakcidkban, és sok mintaban millimélos koncentracioban vannak jelen. Ennek

ténynek, valamint annak a megfigyelésnek ellenére, hogy stressz hatisira az a

aszkorbinsav és a glutation szint megndvekszik, kevés olyan elfogadhaté eredmény van

a bioszintézisiik szabalyzasarol, amely magyarazza a sejten beliili koncertracidjukat.
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2.b tabldzat: Antioxidansok az él6 szervezetekben (Sies, 1985; Fehér és Vereckel,

1985).

Antioxidansok Megjegyzés
a-tokoferol (E-vitamin) lipid oldhatd, membran kotott gyokfogo
B-karotin, A-vitamin lipid oldhat, 'A,0, megkotd
Bilirubin lipid oldhat6
Aszkorbinsav (C-vitamin) | vizoldhatd, gyékfogd, a-tokoferol regeneralasa
Hugysav vizoldhato, 'A,0, megkts, aszkorbinsav regeneralisa
Glutation (GSH) v-glutamil-ciszteinil-glicin, peptidizok nem bontjak,

az €16 szervezetek egyik legfontosabb antioxidansa

Gliikoz, szorbit HO® gyokfogo (Smirmoff, 1998)
Flavonoidok ndvényi antioxidansok (Foyer et al.,1994)
Plazma proteinek pl.: céruloplazmin, transzferrin

Szintetikus antioxidansok | pl.. BHA  (butil-hidroxianizol), BHT (butil-

hidroxitoluol)

A szuperoxid gyok-anion és a hidrogén peroxid lebontasa szamos antioxidativ
enzim Osszehangolt mikodését koveteli meg. A szuperoxid gyok-anion a ndvényi sejt
kiilonboz6 alkotdiban gyorsan atalakul hidrogén peroxiddd a szuperoxid dizmutdz
(SOD, EC 1.15.1.1) hatasara. Az olyan sejtalkotokban, mint pl. kloroplasztiszban, ahol
az aszkorbinsav koncentracié magas, a szuperoxid gyok-anion kozvetlen redukcidja is
végbemehet (Noctor és Foyer, 1998), de ennek sebessége sokkal kisebb, mint a SOD
katalizalta reakcidonak (Asada, 1999). A magasabb rendli novényekben a SOD-nak
harom f8 csoportjat irtdk le. A csoportositas alapja, hogy a prosztetikus csoportja
milyen 4tmeneti fémet tartalmaz. Igy megkﬁlbnbéztet\:ink CuZn-, Mn- és Fe-SOD-ot.
Az ismert szekvencia adatok alapjan nincs szerkezeti rokonsag az Osszes eukaridtaban
megtalalhaté CuZn-SOD és a pro- és eukariotikban is megtalalhaté Fe- és Mn-SOD
kozott (Bowler et al., 1994). A CuZn-SOD-ot nagyon sok vizsgalt névényi fajbol
kimutattak. Dimer, alegységenként egy Cu és egy Zn atomot tartalmaz. Aktivitasat
gatolja a cianid ion, valamint a hidrogén peroxid inaktivalja. A névényekben a CuZn-
SOD talalhaté meg legnagyobb mennyiségben a kiilonb6z6 SOD formak koziil. Az
enzim megtalalhatd mind a kloroplasztiszban, mind a citoszolban, mind a

peroxiszomaban és a tilakoidhoz kotott formajat is megtalaltak (Asada, 1994).
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2.c tablazat: Az antioxidativ véddrendszerek kisegitd enzimrendszerei az ¢€l6

szervezetekben (Sies, 1985; Fehér és Vereckei, 1985; Noctor és Foyer,

1998).

Kisegit6é enzimrendszer Megjegyzés
NADPH-kinon 2 elektronos redukcio, dikumarol érzékeny
oxidoreduktaz
Epoxid hidroxilaz

UDP-gliikonil transzferaz

szulfotranszferaz

Glutation S-transzferazok | egyes tipusaiknak GSH fligg6 peroxidaz aktivitasa is
(EC25.1.18) van

Glutation reduktaz NADPH fiiggé enzim

(EC 1.64.2)
Monodehidroaszkorbat NAD(P)H fiiggs, FAD tartalmu enzim
reduktaz, MDHAR
(EC 1.6.5.4)
Dehidroaszkorbat reduktaz, | GSH fiiggé enzim
DHAR (EC 1.8.5.1)
NADPH forrasok glitk6z-6-foszfat dehidrogenaz

6-foszfoglukonat dehidrogenaz

izocitrat dehidrogenaz
transzhidrogenazok

Transzport rendszerek GSSG export

A Mn-SOD-ot minden eddig vizsgalt ndvény mitokondrialis matrixaban
megtalaltak (Bowler et al., 1994). Mind a Mn-SOD, mind a Fe-SOD egy atmenetifém
atomot tartalmaz alegységenként, szekvencidjuk hasonld, valamint egy azonos
konszenzus szekvenciat is tartalmaznak. A Fe-SOD cDNS szekvenciajat mar tobb
névénybdl is kimutattdk. Biokémiai adatok alapjan valOszinisithetd, hogy a
novényekben endoszimbiotikus eredeti (Smith és Doolittle, 1992) és a
kloroplasztiszban talalhat6 (Alscheret al., 1997).

A szuperoxid gyok-anion dizmutacidja soran az egyik aktiv oxigén tartalmu

vegyiiletb6l egy masik képzddik. Mivel a képz4dd hidrogén peroxid erés oxidaloszer
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és gyorsan oxidalja a tiol csoportokat, ezért nem engedhetd meg az akkumulacigja
olyan sejtalkotokban, mint pl. a kloroplasztisz, ahol a fotoszintézis tiol szabalyozta

enzimektdl fiigg.

A katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) vizzé és molekularis oxigénné alakitja at a
hidrogén peroxidot. Fotoinhibiciéra és degradaciora érzékeny. A katalitikus aktivitasa
extrém nagy, de a szubsztrat affinitasa kicsi, mivel a reakci6 egy id6ben két hidrogén
peroxid molekula megkotédését igényli az aktiv centrumban. Ezen felil a
kloroplasztisz nem tartalmaz katalazt, ami e miatt nem vehet részt a Calvin-ciklus tiol
szabalyozta enzimeinek a védelmében. Viszont a Ci-as nodvényekben a
fotorespiraciobol szarmazo hidrogén peroxid karos hatasainak a kiveédésében
nélkiilozhetetlen (Foyer et al., 1994). A hidrogén peroxid lebontasanak masik modja a
peroxidazokkal torténik. Peroxidazok mindenhol megtalalhatéak a sejtekben és sokkal
nagyobb a szubsztrat affinitasuk a hidrogén peroxidhoz, mint a katalaznak. A
peroxiddzoknak mikddésiikhoz sziikségik van redukalé szerre, hogy a hidrogén
peroxidot vizzé redukaljak. Allati sejtekben azok a peroxidizok a legjelentdsebbek,
amelyek a redukalt glutationt hasznaljak fel a hidrogén peroxid detoxifikalasahoz
(glutation peroxidaz, GPX, EC 1.11.1.9). Novényekben a glutation S-transzferazokon
(GST, EC 2.5.1.18) kiviil mas olyan enzimet, amely glutation fligg6en tudja redukalni
a hidrogén peroxidot, még nem irtak le. Szamos olyan novényi gént izolaltak, amely
homolégiat mutat az emlds foszfolipid-hidroperoxid glutation peroxidazzal (Ben-
Hayyim et al., 1993; Holland et al., 1993, 1995). Ezek koziil az egyik olyan proteint
kodol, amely glutation fliggé moédon képes redukalni a foszfolipid-hidroperoxidokat
(de a hidrogén peroxidot nem), bar sokkal kisebb sebességgel, mint a sertés
szivizmaban talalhaté homolog enzim (Beeor-Tzaharet al., 1995; Avsian-Kretchmer ez
al., 1999). A novényekbdl izolalt enzimekben cisztein helyettesiti az allatokban
talalhat6 homolog szelenociszteinjét (Brigelius-Flohéet al., 1994). A kloroplasztiszban
a foszfolipid-hidroperoxidok redukciojat a glutation peroxidaz mellett a 2-cisztein

peroxiredoxin is katalizalja (Baier és Dietz, 1999).

Novényir sejtekben a hidrogén peroxid detoxifikalasdban részt vevd
legfontosabb redukalé szer az aszkorbinsav (Asada, 1994; 1999; Mehlhomet al., 1996;
Noctor és Foyer, 1998). A folyamatot az aszkorbat peroxidaz (APX, EC1.11.1.11)
katalizalja (Asada, 1992; 1994; 1999). Az APX hem tartalmi peroxidaz, szekvenciaja

alapjan ugyan abba hem-peroxidaz szupercsaladba tartozik, mint a citokrom c.
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Héaromdimenziés szerkezete is hasonlé hozza. A gajakol peroxidazoktél mind
szekvencidjaban, mind fiziologiai funkcidjaban kiilonbozik. A kloroplasztiszban az
APX megtalalhat6, de a gajakol peroxiddz nem. A ndvényekben hirom izoformat
valasztottak el, egy citoszolban talidlhatot (Mittel és Zilinskas, 1992), kettd a
kloroplasztiszban (Ishikawa et al., 1996). Ezek koziil a szolubilis forma a sztromaban
talalhatd, mig a tilakoid membranhoz kotétt a PSI komplexum koézelében. Mindkét
izoforméanak hasonlé enzimatikus tulajdonsagai vannak és szerkezetileg jelentSsen

eltérmek a citoszolban talalhatd 1zoformatol (Asada, 1999).

Az aszkorbat peroxidaz két molekula aszkorbinsavat hasznal fel ahhoz, hogy a
hidrogén peroxidot vizzé redukalja. A reakcié soran két molekula monodehidro-
aszkorbinsav (MDHA) képzc'idik. A monodehidro-aszkorbinsav egy gyok rovid
élettartammal, és ha nem redukalodik gyorsan, aszkorbinsavva és dehidro-
aszkorbinsavva (DHA) diszproporcionalodik. A sejten belil a monodehidro-
aszkorbinsav kozvetleniil aszkorbinsavva redukalhat6. Ehhez a reakcidhoz az elektron
donor valészintileg egy citokrom b, vagy a redukalt ferredoxin (Fd), vagy a NAD(P)H.
A redukciot a szamos sejtalkotoban megtalalhaté monodehidro-aszkorbat reduktaz
(MDHAR, EC 1.6.5.4) katalizalja (Asada, 1999). Tehat mind enzimatikusan és nem
enzimatikusan is képzGdhet aszkorbinsav a monodehidro-aszkorbinsavbél. A
monodehidro-aszkorbinsav gyok gyors diszpropicionalodasa soran az aszkorbinsav
mellett mindig képz6dik dehidro-aszkorbinsav is. A dehidro-aszkorbinsav redukcidjat a
dehidro-aszkorbat reduktaz (DHAR, EC1.8.5.1) katalizalja, a redukalészer pedig
glutation. A reakcié soran aszkorbinsav és glutation diszulfid (GSSG) képzddik, ez
utobbit a NADPH fiiggé glutation reduktdiz (GR, EC1.6.4.2) redukalja vissza
glutationna. A hidrogén peroxid eltavolitasanak ezt az utjat nevezziik aszkorbinsav-
glutation, vagy Halliwell-Asada ciklusnak (1. abra). Az aszkorbinsav és a glutation
kérfolyamatban vesz részt, amit négy enzim katalizal (APX, MDHAR, DHAR, GR), és
végs6 soron a NAD(P)H-bol szarmazo elektronok redukaljak a hidrogén peroxidot

vizzé (Noctor és Foyer, 1998).

A el6bbiekbdl is lathatd, hogy a ndvényekben az egyik f6 antioxidans az
aszkorbinsav. Az L-treo-2-hexénon-1,4-laktont hivjak L-aszkorbinsavnak, vagy C—
vitaminnak. A 2—es €s 3—as szénatomon talalhat6 hidroxil cseport savasan disszocialhat
(pK,.,=4.2, pK,,= 11.6), igy vizes oldatban és a sejtekben is nagyrészt az egyszeresen

disszocialt forma, az aszkorbat van jelen. Ugyan ezek a hidroxil csoportok (és a veliik
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konjugacioban 1évd kettdskotés rendszer) felels azért is, hogy az aszkorbinsav
elektron donor, azaz redukalo szer lehet. Az dsszes novény és a féemldsok valamint a
tengeri malac kivételével az Gsszes allat képes az aszkorbinsav szintetizalasara. Ennek a
bioszintézisnek minden lépése még nem egyértelmlien tisztazott novényekben
(Smirmoff, 1996). Az altalanosan elfogadott hipotézis szerint a novények 1s
D-gluk6zbol szintetizaljak az L-aszkorbinsavat, bar a radioaktiv izotoppal jelolt
D-glukoz csak kis mennyiségben konvertalodik aszkorbinsavva (Saito er al., 1990).
Tobb, kiillonb6z6 bioszintetikus utat is feltéteznek. Ezek koziil aD-mann6zbol kiindulo,
L-galaktozon és L-galaktono-1,4-laktonon keresztiil torténé szintézist bizonyitottak
(Wheeler et al., 1998; Conklin, 1998; 1999; Pallanca és Smirnoff, 1999), de pl.
Arabidopsis-ban még legalabb két bioszintetikus 1t létezik (Daveyet al., 1999).

Sztroma

NADP*
\ /‘V ZGSH\ /- DHA

Nem enzimatikus
diszproporcionalédas

NADPH .

NAD(P)*

CO,

Tilakoid
membran

MDHA <— AsA Lumen

1. abra: A szuperoxid gyoOk-anion ¢és a hidrogén peroxid eltavolitasa a

kloroplasztiszban (Asada, 1999).

A novényekben az aszkorbinsav millimoélos koncentracioban akkumulalodik a
szovetekben. A levelek gyakran tobb aszkorbinsavat tartalmaznak, mint klorofillt, és ez
az aszkorbinsav mennyiség az oldhatd szénhidrat mennyiségének akar a 10%-a is
lehet. Az aszkorbinsav sok funkciojat leirtdk mar, bar koziilik viszonylag keveset
jellemeztek részletesen. Az aszkorbinsav a f6 elsddleges antioxidans, kozvetlentl 1s

reagal a hidroxil gyokkel, szuperoxid gyok-anionnal és a szingulett oxigénnel. Emellett
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fontos szerepe van a fény okozta karosodasok kivédésében és a fotoszintézis
szabalyozasaban, valamint segit megérizni az atmenetifém tartalmi enzimek
aktivitasat. Az aszkorbinsav hatékony masodlagos antioxidans is, mivel redukalja a

nemvizes fazisok fontos antioxidansanak, az a-tokoferolnak az oxidalt formajat.

Az aszkorbinsav redox rendszer az aszkorbinsavat, a monodehidro-
aszkorbinsavat ¢és az dehidro-aszkorbinsavat tartalmazza (2. abra). Bar az aszkorbat
oxidaznak kiilonboz6 biolégiai funkcidr vannak, az aszkorbinsav redox rendszerben
betoltott szerepe egyenlére nem tisztazott. Az aszkorbinsav mind a két oxidalt formaja
instabil vizes kozegben. Az oxidacio az els6 terméke egy szabadgyok, a monodehidro-
aszkorbinsav, vagy szemidehidro-aszkorbinsav, amit ujabban aszkorbat szabadgyoknek
is hivnak. Az AsA/MDHA rendszer standard redox potencialja pH= 7.0-nél +330 mV,
de a MDHA diszproporcionalodasa miatt a sejten beliil olyan alacsony a monodehidro-
aszkorbinsav koncentracioja, hogy a tényleges értek +60mV korilli (Navas e al.,
1994).

H, OH H, OH HOH, C OH (PH
Ol 0 C=0
HO
O )

L-aszkorbinsav (AsA) 2,3-diketo-1-glukonsav
+H* -H*
H, OH H, OH H, OH
9) @ c -HE (9, O
H 34 HO
i —= % o +e-, +H* o o
[-aszkorbat monodehidro- dehidro-aszkorbinsav
aszkorbinsav (MDHA) (MDHA)
2. abra: Az aszkorbinsav (C vitamin) és oxidacids terméker (Washko et al.,

1992).

Az MDHA nem reagal mas vegyiiletekkel, mint pl. a lipidekkel, igy

elmondhat6, hogy mas gyokokhoz képest kevésbé destruktiv hatasi. Masodrendii
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reakcioban gyorsan diszproporciondlodik, ami aszkorbinsavat és dehidro-
aszkorbinsavat eredményez. A tilakoid membrinban az MDHA-t a fotoredukalt
ferredoxin is gyorsan visszaredukalja (Miyake és Asada, 1994) aszkorbinsavva. A
dehidro-aszkorbinsav szintén visszaredukalhatd aszkorbinsavva, ezt a reakciot
katalizalé enzimet (DHAR) rizsb6l, spen6tbdl és burgonyabdl is kitisztitottak. Ezen
kiviil in vitro DHAR aktivitasa van a glutaredoxinoknak (tiol transzferazok), a fehérje
diszulfid izomerazoknak, s6t még Kunitz-tipusu tripszin inhibitornak is, bar a rizsbdl
tisztitott enzim aminosav szekvencidja eltéré ezekt6l az enzimekt6l. A DHAR, a GSH
és a GR fontos szerepe GR tiltermel6 transzformalt névényeken lathaté. Ezeknek a
noévényeknek magasabb az aszkorbinsav tartalma, és toleransabbak az oxidativ stresszel
szemben, mig a kisebb GR aktivitds kisebb toleranciat is jelent. A DHA 1s
meglehetésen instabil molekula, vizes kozegben irreverzibilisen 2,3-diketo-
1-glukonsavva hidrolizal (Washko et al., 1992). Ez a reakcié nagyon fiigg az oldat
Osszetételétdl, illetve a hGmérséklettSl. Amennyiben nem redukalodik vissza a DHA,
veégs6 soron olyan két és négy szénatomos molekulakka bomlik, mint az oxalsav és a

bork&sav.

Az aszkorbinsav oxidalt formajanak, a dehidro-aszkorbinsavnak a
ciszteinil-glicin), amely egyensulyban van az oxidalt formaval, a glutation diszulfiddal.
Szémos ndvény glutation homologokat tartalmaz, amelyekben a Gterminalis glicin
helyett mas aminosav talalhaté. Ilyenek a homoglutation ¢y-glutamil-ciszteinil-B—
alanin) (Klapheck, 1988), a hidroximetil-glutation (y-glutamil-ciszteinil-szerin)

(Klapheck et al., 1992), vagy a y-glutamil-ciszteinil-glutaminsav (Meuwly et al., 1993).
Mivel az éleszt5bél izolalt GR redukalja mind a homoglutation, mind a hidroximetil-
glutation oxidalt formajat is (Klapheck, 1988; Klapheck ef al., 1992), valdszinsithetd,
hogy hasonl6 fiziologiai és biokémiai szerepiik van, mint a sokkal szélesebb korben

elterjedt glutationnak.

A névényekben a glutation fiziologiai szerepe kettds. Egyrészt résztvesz a kén
metabolizmusban, és mint a legfontosabb nem-protein természetii tiol, szabalyozza a
gyokerek kénfelvételét. Masrészt a stresszhatasok elleni véddreakciok fontos
komponense. A glutation S-transzferdz szubsztratja a xenobiotikumok detoxifikacidja
soran. Emellett a nehézfémek toxikus hatasat kivédd fitokelatinok prekurzora, valamint

a glutation fontos antioxidans is, mind a ndvényi, mint az allati szervezetekben. Az
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aszkorbinsav és rajta keresztil az o-tokoferol regeneralasa is GSH segitségével
torténik. Befolyasolja antioxidativ enzimek génjeinek az expresszalodasat és szerepe
lehet a sejtosztodas redox potencial altal torténd szabalyzasaban is (Foyerer al., 1997;

Noctor ¢és Foyer, 1998).

Szemben az aszkorbinsav bioszintézisével, a glutation képzddése az Osszes
GSH-t tartalmazé €16 szervezetben kozos é€s jol ismert (3. abra). Nem transzlacios
folyamat soran szintetizalodik, és a peptidazok sem bontjak. Két, ATP fiiggd lépésben
képzodik aminosavakbol, mely folyamatokat a y-glutamil-cisztein szintetdz ¢s a
glutation szintetaz katalizalja (Foyer ef al., 1994, 1997). Mind a két enzimet izolaltak
novényekbdl. Azok a fajokban, melyek hGSH taldlhatd, homoglutation szintetaz
aktivitas mérheto, mely enzimnek az affinitasa a B-alaninhoz sokkal nagyobb, mint a

glicinhez.

3. abra: A glutation szin-

tézis lépésel.

GSH

Stresszkoriilmények
kozott a kezdeti szakaszban
(vészreakcio) a glutation szint

megemelkedik,  kivédend6 a

glutamin- cisztein i glikolat megnovekedett koncentracioju
sav .
: aktiv oxigén tartalmi vegyiiletek
szerin . ol . :
karos hatasat. Mivel a glutation a
= & novényekben legnagyobb
fotorespiracio
asszimilacio asszimilacio

mennyiségben el6forduld  nem
protein tiol, igy a szintézise szoros
kapcsolatban van a cisztein képzddésével és a szulfat anion felvételével 1s. A GSH
szintézis enzimeit tultermel6 novényeken végzett vizsgalatok mutatjak, hogy a
bioszintézis sebességmeghatdrozd lépése a y-glutamil-cisztein képzddése. Ezt a
folyamatot y-glutamil-cisztein szintetaz katalizalja. Az enzimet a GSH gatolja, igy
oxidativ stressz koriilményei kozott, amikor a GSH-bol GSSG képzodik, a gatlo
effektus lecsokken, és a glutation szintézis felgyorsul (Arisiet al., 1997; Noctor et al.,
1996; 1997a; 1997b; 1998b).
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A glutation S-transzferazok (GST, EC2.5.1.18) katalizaljak a redukalt
glutation és a hidrofil, elektrofil szubsztratok reakcidjat (Pickett és Lu, 1989; Marrs,
1996). Ezek az anyagok sokszor citotoxikusak, igy a GST-nek fontos szerepe van a
xenobiotikumok atalakitasaban. Az atalakult xenobiotikum-GSH konjugatumokat a
novényi sejtek a GSH pumpak segitségével a vakudlumokba transzportalhatjak. A
transzportalt konjugatumokrol a peptidazok lehasithatjak a glicint és a glutaminsavat,
illetve a maradék cisztein aminocsoportjahoz hozzakotGdhet egy malonil csoport is
(Marrs, 1996). Hasonl6 transzportot tételeznek fel a plazmamembranon keresztiil is,
ami soran az endogén és exogén xenobiotikumok N-malonil-cisztein szarmazékai
kijutnak az apoplasztba és oldhatatlanul a sejtfalhoz kotodnek, de a GSH pumpak

jelenléte a plazmamembranban még nem bizonyitott (Sandermann, 1994).

1.3. Célkitiizés

Vizsgalatainkkal a novények antioxidativ védGreakcioit kovettiik nyomon
kiilonboz6 stresszkoriilmények kozott. Arra kerestiik a valaszt, hogy az ozmotikus €s s6
stressz, illetve az UV-B stressz hatasara milyen antioxidativ valaszreakciokat adnak a
kivalasztott novények, és a stressz kivaltd oka hogyan befolyasolja ezeket a

védoreakcidkat.

Kisérleteink soran egy halofita nGvény, az Aster tripolium alacsony so stressz
(a fiziologias soOkoncentracional alacsonyabb NaCl koncentracid), tovabba négy
gliikofita névény, a kétszikd napraforgé (Helianthus annuus L.) és az egyszikii buza
(Triticum aestivum L.), kukorica (Zea mays L.) és az étkezési gabonacirok (Sorghum
bicolor [L.] Moench) sb, szarazsig és UV-B stressz hatasara bekdvetkezd
stresszvalaszait kovettilk nyomon. A szarazsag stresszt polietilén-glikol (PEG6000),
mint ozmotikum adagolasaval szimulaltuk. Arra a kérdésre igyekeztiink valaszt kapni,
hogy a leggyakoribb komyezeti stresszkoriilmények milyen hatast valtanak ki
kilonbdz6 novényekben a kezelés ideje alatt. ElsGsorban a fiatal novények

egyedfejlédésének hajtasnovekedési periodusat vizsgaltuk.

Célunk megvalésitasdhoz el6szor olyan analitikai modszert kellett
kifejleszteni, illetve az adott koriilményekhez adaptalni, amellyel nyomon kdvethetdk a
kilonféle kormyezeti stresszhatasok (ozmotikus, s6 és UV-B stressz) okozta valtozésok

a kisérleti haszonnévények védorendszerében.



BEVEZETES 19

Irodalmi adatok alapjan a kévetkezd vegyiiletcsoportokat és enzimeket

vizsgaltuk, és dolgozatomat is ezen csoportositas alapjan tagoltam:

e  Kationok (K*, Na*, Ca**, Mg*")

e  Szervetlen anionok (Ct, NOj;, Br, NO;, HPO.", SO}")
o Poliaminok (putreszcin, spermidin és spermin) €s prolin.
®  Glutation redukalt és oxidalt formaja (GSH és GSSG).

o Glutation reduktaz (GSSG reduktaz, GR, EC1.6.4.2) és glutation
S-transzferaz (GST, EC 2.5.1.18)
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2. MODSZEREK

2.1. Novénynevelés

2.1.1. Az Aster tripolium L. nevelése

A halofita Aster tripolium Nyugat-Eurépa tengerpartjain €l, Portugahatol
Skandinaviaig, sos talajokon. Egyik alfaja, a sziki Oszirozsa megtalalhaté a
szikeseinken is. Kedvelt salata, napjainkban prébaljak gazdasagi haszonnévényként a
termesztését megoldani. Az Aster tripolium-mal, és még néhany halofita névénnyel
hasznositani lehetne a félsos, esetleg a szikes teriileteket. Kisérleteink soran arra
kerestlink valaszt, hogy hogyan modosul a bels6 ion Osszetétele a novényeknek, ha az
eredeti sokocentracional alacsonyabb NaCl tartalmu talajokon termesztik, illetve,
melyik az a legalacsonyabb sokoncentracid, amely mellett a n6vény még megtartja a

kedvezé tulajdonsagait.

Az Aster tripolium magokat az Institute of Molecular Biology, Free
University of Brussels (VUB), Belgium bocsatotta rendelkezésiinkre. Szarmazasi helye

Hollandia, az Ellewoutsdijk Aster populaciohoz tartozik (Ellewoutsdijk Laag okotipus).

A magokat ioncserélt vizzel nedvesitett perlitben 25 °C-on 100%-os paratarta-
lom mellett iiveghdzban csiraztattuk. Az elsé magok 1 hét utan, mig az dsszes életképes
mag 10 nap mulva csirazott ki (63%). A 12-15 napos csirandvényeket .18dm’-es
edényekben, folyadék kultiraban folyamatos levegGztetés mellett, és hetenkénti
tapoldat cserével neveltiik tovabb fitotronban (Conviron Type PGV 36). Egy edénybe
15-18 db csirandvénykeét iiltettiink el. A tapoldat makro- és mikroelem-Osszetételét a 3.
tablazat mutatja (Erdei et al., 1984).

A novenyek nevelésénél az eredeti élGhelynek megfeleldé magas
mentes tapoldatban - pontosabban az oldat M koncentracioban tartalmazott kloridot, a
tapoldat mikroelem tartalma miatt, de ez elhanyagolhatonak tekinthetd (ezt neveztiik a
késGbbiekben “kontrollnak™)- és a kovetkezd, alacsony sotartalmu tapoldatokban is
neveltink novényeket: 2mM NaCl, 10mM NaCl. Napi 12 6ras megvilagitast

hasznaltunk, a fényer8sség 60 Wxm? volt a ndvények magassiginak a szintjén. A

fitotronban a homérséklet 23/18 °C (nappal/éjszaka) volt. A vilagitashoz Sylvania
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(F48/T12/CW/WHO) és GroLux WS (F48/T12/GRO/WHO/WS) tipusu fénycsoveket
hasznaltunk. A tapoldatban val6 nevelés 17. napjan kezdtiik meg a s6kezelést, mivel a
kisérleti novények erre az id6re érték el a mintavételhez sziikséges nagysagot. Ezt a
napot nevezzilk késGbb a kisérleteink soran a 0. napnak. A 300mM-os kezelést
fokozatosan napi 50 mM NaCl koncentracio emeléssel oldottuk meg. A mintavételek a
tapoldatban valé nevelés 17., 26., 34., és a 45. napjan (a kezelést kovetd 0., 9., 17., 28.

napon) torténtek.

3(a) tablazat: A tapoldat makroelem Osszetétele

Oldat Ion koncentracio

NaCl [mM]

[mM] K' | Na* [ Mg™ | ca® | cr | so> | No; | HPO™
Kontroll 2 0 2 2 0 2 5 0.5
0

NaCl 2 2 2 2 2 2 5 0.5
2

NaCl 2 10 2 2 10 2 5 0.5
10

NaCl 2 300 2 2 300 2 5 0.5
300

3(b) tablazat: A tapoldat mikroelem Osszetétele

Mikroelem Vegyiilet Koncentracio
[uM]
Fe Fe-EDTA 10
B H3BO4 10
Mn MnSO, 1
Zn ZnSO, 0.5
Cu CuS0O,4 05
Mo (NH4)5M07024 0.1
Co CoCl, 0.1
Al : AlCl, 0.1
Si Nazs 101 0.5

Az Aster tripolium nevelése soran egyértelmiivé valt, hogy a magrol kelt
populacié nem homogén, kiilonb6zd novénytipusokat tartalmaz. Kétféle habitusu
(kiilalakra kiilonb6z6) Aster tripolium-ot lehetett vilagosan elkiiloniteni: egy keskeny
és egy széles levellit. A noGvénynevelés felgyorsitasa, és a kisérletek soran jol
felhasznalhato, homogén Aster tripolium mintaanyag érdekében vegetativ szaporitassal

is neveltink novényeket. A széles leveli forma alsébb leveleinek hoénaljhajtasait
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kimetszettiik, majd tapoldatban gyokereztettiilk. A hajtasok 90%-a gyokeresedett meg
és novekedett tovabb az els6 10 nap soran. Az igy szaporitott Aster tripolium ndvények
"masodik generacigja" (széles levelli forma) a kisérletekhez jOl felhasznalhatd

homogén populaciét adott.

A halofita Aster tripolium-bol meghataroztuk mind az anion, mind a poliamin,

mind a glutation koncentracio valtozast a kiilonb6z6 sokezelések hatasara.

2.1.2. A buza (Triticum aestivum L.) nevelése

Két fajta bazat (Triticum aestivum L. cvs. GK-Kata és GK-Tiszata))
hasznaltunk fel azokhoz a kisérleteinkhez, amikor az ozmotikus, s6 és UV-B stressz
hatasat vizsgaltuk buza csiranévényeken. Mind a két biza fajta magjat a szegedi
Gabonatermesztési Kutaté K6zhaszni Tarsasag bocsatotta a rendelkezésiinkre. A GK-
Tiszata) kozepesen szarazsagtiirG, mig a GK-Kata érzékenyebb a csokkent vizpotencial

hatasara.

A kicsirazott magokat vizkultirasan, modositott Hoagland tapoldatban (Erdei
et al., 1984), fitotronban neveltilk. (A vizkultiras nevelési koriilmények az Aster
tripolium nevelésénél leirtakkal azonosak.) A kezeléseket a 11. napon kezdtiik azonos
ozmolaritasu, PEG 6000-et, vagy NaCl-ot tartalmazo tapoldatokkal (0, 100, 200 és 300
mQOsm - 0, 0.24, 0.49 és 0.73 MPa -, ami a NaCl esetében rendre 0, 50, 100 és 150 mM

koncentracidénak felelt meg).

Az UV-B kezelésekhez egy fitotront atalakitottunk, €s az UV-B tartomanyban
sugarz6é Philips TL 100W/01 fénycsovekkel szereltiik fel. A novények szintjén mért
UV-B  fényintenzitds 2.5Wsm? a  310-315nm-es  (A,,=311/312 nm)

hullamhossztartomanyban (Santos et al, 1993). A kezeléseket a 4 napos
csirandvényeken kezdtiik, és a 8. napig naponta vettiink mintat, mind a névekedés
vizsgalatokhoz, mind a glutation koncentracid meghatirozasahoz €s a glutation

reduktaz aktivitas méréséhez.

Az iiveghazi kisérleteknél nyolc fajta buzat (Triticum aestivum L. cvs.
Kharchia, Kobomugi, GK-Tiszata), MV-18, Plainsman, OK, GK-Kata és GK-Othalom)
hasznaltunk (4. tablazat). A magokat a szegedi Gabonatermesztési Kutaté Kozhaszni

Téarsasdg bocsatotta a rendelkezésiinkre. A poliamin és prolin  szintek
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meghatirozasihoz hasznalt zaszlolevél mintakat harom héttel a viragzas utan
gyjtottiik.

4. tablazat: Az iiveghazi kisérletek soran hasznalt buza fajtak

Fajta Eredet Jellemzd tulajdonsag

Kharchia India, Rajasthan Sotlir6 (Erdei & Trivedi, 1989),
tavaszi buza

Kobomugi Kina, Kozponti Sivatag | SzarazsagtiirS (Erdei et al., 1990)

Plainsman USA SzarazsagtiirS (Galiba et al.,
1989), Gszi buza

OK 84343 USA Szarazsagtiirs, Gszi buza

GK-Kata Magyarorszag Szérazsagra érzékeny, 6szi biza

GK-Othalom Magyarorszag Szarazsagra érzékeny, Gszi biiza

GK-Tavasz Magyarorszag Konnyen adaptalodik, tavaszi
buza

GK-Tiszatay M Magyarorszag Szarazsagtiir6, 6szi buza

MV-18 Magyarorszag Szarazsagra érzékeny, 6szi biza

2.1.3. A kukorica (Zea mays L.) nevelése

Kisérleteinkben a szarazsagtliré cirok (Sorghum bicolor [L.] Moench)
poliamin szintjét a sokkal kevésbé szarazsagtiir kukoricahoz (Zea mays L. cv. Pioneer
3900) hasonlitottuk (Nagy et al., 1995).

A vizkultiras novénynevelés koriilményei megegyeznek az el6zGekben
leirtakkal (Erdei et al., 1984). A stresszhatas vizsgalatat a 8. napon kezdtiik és 6 napig
folytattuk, a szarazsag €s sO stressz szimulalasara 0, 50, 100, 200, 300 és 400 mOsm
PEG 6000 (0, 0.12, 0.24, 0.49, 0.73 és 0.97 MPa), vagy NaCl tartalmu (rendre 0, 25,
50, 100, 150, 200 mM NacCl) tépoldatof hasznaltunk.

2.1.4. A napraforgo (Helianthus annuus L.) nevelése

A napraforgd (Helianthus annuus L. cvs. Viki és Blumix) hibrideket - egy
stressz tolerans és egy kevésbé tolerans hibrid- a szegedi Gabonatermesztési Kutato
Ko6zhaszni Tarsasag bocsatotta rendelkezésiinkre. E két hibridet magas olaj tartalmuk

és betegségekkel szembeni ellenallo képességiik miatt széles korben termesztik. A Viki
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nemzetkozileg regisztralt hibrid, Franciaorszigban és Magyarorszagon a korai
éréscsoportban a hivatalos kisérletek standardja. Méréseink soran a napraforgo6t, mint
kétszikli novényt vizsgaltuk, és arra voltunk kivancsiak, hogy az adott paraméterek
kozott a stresszvalaszban jelentkezik-e kiilonbség a kétszikii és az egyszikii gliikofita
névények (napraforgd és biiza), valamint a halofita és a gliikofita kétszikii novények

(Aster tripolium és napraforgd) kozott.

A kaszatterméseket perlitbe vetettiik, majd a csirandvényeket 7 napos
korukban helyeztiik a tapoldatba, ahol 17 napos korukig neveltiik Sket. (A vizkulturas
nevelési korilmények az Aster tripolium nevelésénél leirtakkal azonosak.) A
stresszkezeléseket a 11. napon kezdtiik és 6 napig folytattuk, napi mintavételek mellett.
Az ozmotikus stresszt 200 mOsm polietilén-glikol (14.3 % PEG 6000) tartalma
tapoldatban valdsitottuk meg, az oldat ozmolaritasat ozmomeéterrel ellendriztik. A PEG
koncentraciot korabbi kisérletek alapjan hataroztuk meg (Trolinder és Shang, 1991;
Szabo-Nagy et al., 1992; Erdei és Taleisnik, 1993). A s6 stressz soran 100 mM NaCl
tartalmu tapoldatot hasznaltunk, amely azonos ozmolaritasi volt, mint a PEG 6000-es
tapoldatunk. ‘

A napraforgénal az anion haztartas valtozasat vizsgaltuk a szarazsag és a sO
stressz hatasara.
2.1.5. Gabonacirok (Sorghum bicolor [L.] Moench) nevelése

A kisérleteinkben hasznalt étkezési gabonacirok (Sorghum bicolor [L.]
Moench cv. ICSV 112) Indiabél szarmazo szarazsagtlirS fajta (Masojidek et al., 1991).
Vizsgalataink célja, hogy kideritsiik, az el6z6 ndvényeknél vizsgalt paraméterekkel

lehet-e jellemezni a Sorghum bicolor szarazsagtiirését.
A novénynevelés és a kisérleti koriilmények azonosak voltak a kukoricanal
leirtakkal.

2.2. Kation tartalom meghatarozasa

2.2.1. Novényi mintak elékészitése

A novénymintanak meghataroztuk a nedves sulyat (gFW), majd 85°C-on
24 Oran at szaritottuk, és légszaraz allapotban, szobah6mérsékleten megmértiik a szaraz

sulyat is (gDW). A szaritott és elporitott novényi mintakbol 0.1 gDW-re ramértiink
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5 cm® cc. salétromsavat (HNQ,), allni hagytuk egy éjszakan at, majd forraltuk (kb.
160 °C-on,) a nitrézus g&zok megsziinéséig. Ezutdn a mintakat lehiitéttilk, 6vatosan
hozzaadtunk 2 cm® cc. hidrogén-peroxidot (H,0,) és ujra forraltuk. A hidrogén-peroxid
elparolgasa utan a mintakat lehitottiik, Gjra 2 cm® cc. hidrogén-peroxidot (H,0,) adtunk
hozza, majd ujra forraltuk. A kihiitétt, elroncsolt mintakat 20cm’-re higitottuk, és a

felhasznalasig 4 °C-on, jOl zarhat6 szcintillacios csovekben taroltuk.

2.2.2. Féemek méreése

A roncsolt novényi mintak fémtartalmat (Na, Mg, K és Ca) Zeiss AAS-1-N és
Hitachi Z8200 atomabszorpcids spektrofotométerrel hataroztuk meg. A gerjesztéshez

acetilén/levegd langot hasznaltunk.
2.3. Szervetlen anionok kvalitativ és kvantitativ analizise

2.3.1. Noveényi mintak elokeszitése

2 gFW cseppfolyés N,-ben lefagyasztott mintit ¢és 0.5g mosott
kvarchomokkal dérzsmozsarban j6l eldérzséltiink 20 cm® haromszor desztillalt vizben,
és liveg kémcsében 60 °C-on az ultrahangos mosogatéban szonifikaltuk 1 éraig N,
atmoszféra alatt. Ez utan 10 percre forrasban 1év6 vizbe martottuk a kémcsoveket, hogy
a fehérjék egy része kicsapdédjon, és 27000 g-n (15000 rpm) 4 °C-on lecentrifugaltuk
(20 min). A feliilaszébdl 5 cm’-t C,g-as “SPE cartridge”-on 4tnyomtunk, és 0.2 pm-es
PTEE (politetrafluoro-etilén, Teflon®) membransziirén sziirtiik. A kapott oldatot
-20 °C-on taroltuk, és sziikség esetén higitottuk (10- és 100-szoros higitas). A mddszer

szerint a nitrit nem oxidalédott a mintaelSkészités soran.
2.3.2. Novényi mintak kromatografalasa

Interaction Ion 120 anioncserélé oszlopot hasznaltunk 2 mM szalicilsav"+
2 mM Na-szalicilat (TRIS pufferrel pH= 7.8-ra allitva) eluenssel, izokratikus HPLC
pumpaval (BioRad) és vezetSképesség mér$ detektorral (BioRad), szobahémérsékleten
(Maroti et al, 1994). Az aramlasi sebesség 1.2 cm’smin’ volt, és 20 pl mintat
injektaltunk. Az értékeléshez BioRad Model 700 Chromatography Workstation

ver. 3.64 software-t hasznaltunk.
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Mivel az eredetileg hasznalt Interaction Ion 120 kolonna a mérési sorozat
kozben eléregedett, és a piacon nem volt beszerezhet§ ilyen tipusi analitikai osziop,
ezért a modszert adaptaltuk Merck Polyspher IC AN-1 anion cserél6 oszlopra és el6tét
kolonnara. Eluensként az oszlophoz javasolt Merck 2.13-as puffert hasznaltuk, amely
még 5 % acetonitrilt is tartalmazott (4.5 mM bérsav + 13.5 mM mannit [mannitol] +

3.8 mM TRIS + 5% acetonitril). Az aramlasi sebesség 1.2 cm**min” volt 45 °C-on. Az

anionokat Bio-Rad vezetGképességmérs detektorral (Range: 200 pS, Sensitivity: 100)
mértiikk. 100 pl-es mintat injektaltunk. Gynkotek Model 300-as izokratikus HPLC
pumpat (Dionex-Softron) és Gynkosoft Chromatography Data System, ver. 4.22

kromatografias értékeld software-t (Dionex-Softron) hasznaltunk.
2.4. Poliaminok és prolin analizise

2.4.1. A novényi mintak elékészitése

A meghatirozasahoz 1gFW novényi mintat hasznaltunk. A mintat
cseppfolyds N,-ben lefagyasztottuk, és porcelan mozsarban 4 °C-on eldorzsoltik 0.5 g
perklorsavval mosott kvarchomok és Scm’® 0.5M HCIO, (perklérsav, PCA)
jelenlétében. A homogenizatumot 4°C-on, 27000 g-n (15000 rpm) 20 percig
centrifugaltuk, a feliiliszot 0.45 um-es PTFE membransziirén lesziirtiikk és a tovabbi

mintael8készitéshez az igy kapott oldatokat hasznaltuk (Erdeiet al., 1996).

2.4.2. Poliaminok benzoilezett szarmazékainak a meghatarozdsa

freg

valamint Erdei és munkatarsai (1990) modszere alapjan hatiroztuk meg. 2.5cm’
feliiliiszot megligositottunk 2 cm® 2 M NaOH-dal, és szobah8mérsékleten intenziven
kevertettiik 10 pl benzoil-kloriddal 30 percig (Redmond és Tseng, 1979). Az extrakcio
megkénnyitésére 1 cm’ telitett NaCl-ot adtunk az elegyhez (Flores és Galston, 1982b).

A poliaminok benzoil szarmazékait 2+2 cm® dietil-éterrel kiextrahaltuk, az étert N,
aramban elparologtattuk, a beparolt mintat 0.1cm’® acetonitrilben feloldottuk, és
-70 °C-on taroltuk a mérésekig. A szobahOmérsékletre felmelegitett mintakat

hasznaltuk a folyadékkromatografias mérésekhez.

Kromatogrdfids koriilmények: A poliaminok benzoilezett szirmazékait

izokratikus koriilmények k6z6tt analizaltuk 45 térf. % acetonitril tartalmi eluenssel,
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35 °C-on. Az eluens aramlasi sebessége 1.0 cm*smin™' volt. A mérésekhez elébb Hi-
Pore C-18 (250 mm=4.6 mm), majd a késGbbiekben PhaseSept Spherisorb S5 C8
(250 mm#4.6 mm) forditott fazis\ analitikai oszlopot hasznaltuk (Erdei et al., 1996), és

254 nm-en detektaltuk a mérendS vegyiileteket UV detektorral (BioRad UVIS 204,
Spectra-Physics) (Erdei et al., 1996). Gynkotek Model 300-as .izokratikus HPLC
pumpaval (Dionex-Softron) biztositottuk az eluens aramlasat, 20 ul mintat injektaltunk.
A kapott eredményeket Gynkosoft Chromatography Data System, ver. 4.22 software-
rel (Dionex-Softron) értékeltiik ki. Kiilsd standard modszerrel kalibraltunk, a poliamin
standardekkel a teljes mintaelGkészitési folyamatot végrehajtottuk. Az eredményeket

standard addicidval ellenériztiik.

2.4.3. Poliaminok és prolin FMOC szarmazékainak egyiittes meghatdrozasa

Szarmazék képzés: 0.1 cm® KOH (2 M) - KHCO, (2.4 M) oldatot és | cm®
400 mM borat puffert (pH = 10.4) adtunk 0.2 cm® feliiliszohoz (PCA-s extraktum),
majd szobahSmérsékleten 10 percig reagaltattuk 0.2cm’ acetonitrilben oldott FMOC-
Cl-dal (10 mM), s6tétben (Bartok et al., 1992). A reakcidelegyet 4 °C-on Eppendorf
centrifugaban lecentrifugaltuk (15 min), a feltiliszot 0.2 pm-es PTFE membréansziiron

szlirtiikk és azonnal kromatografaltuk.

Kromatografias koriilmények: A poliaminok és a prolin FMOC szarmazékait
izokratikus koriilmények kozott analizaltuk 45térf. % acetonitril tartalmi eluenssel,
35 °C-on. Kovasil MS-C14 (35 mm=4.6 mm) forditott fazisi, nem poérusos analitikai
oszlopon valasztottuk el a komponenseket (Szegleteset al., 1996; 2000), és 264 nm-en
detektaltuk az FMOC szarmazékokat UV detektorral (BioRad UVIS 204, Spectra-
Physics). Gynkotek Model 300-as izokratikus HPLC pumpat (Dionex-Softron)

hasznéltunk, az eluens dramlasi sebessége 1.0cm’+min volt. 20 ul mintat injektaltunk
be a HPLC-be. A kapott eredményeket Gynkosoft Chromatography Data System,
ver. 4.22 software-rel (Dionex-Softron) értékeltilk ki. Kiils6 standard modszerrel
kalibraltunk, az eredményeket standard addicioval ellendriztiik. A standardekkel a

teljes mintael6készitési folyamatot végrehajtottuk. 1,6-diamino-hexant hasznaltunk

bels6 standardként.
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2.5. A glutation redukalt és oxidalt formajanak analizise

2.5.1. A novényi mintdk elékészitése

1 gFW friss novényi mintat cseppfolyds N,-ben lefagyasztottunk, hozzaadtunk
0.5 g PCA-val mosott kvarchomokot, porceldn mozsarban elporitottuk, majd 4°C-on
4cm’ | mM BPDS-t tartalmazd 1| M perklérsavval (PCA) kioldottuk a mintabél az
oldhato tiolokat. A minta el6készités soran hasznalt BPDS nagyon j6 kelatképzd, f6leg
a Fe** és Cu** ionokkal alkot stabil komplexet, igy csokkenti a szabad tiol csoportokat
tartalmazo molekulak autooxidéacidjat. A masik nagy elénye, hogy a DNP-szarmazék
mérése soran nem jelentkezik interferencia a GSSG DNP-szarmazékaval (Reedet al.,
1980). Az extraktumot 4 °C-on, 27000 g-n (15000 rpm) 20 percig centrifugéltuk, és a

feliiluszot hasznaltuk a szarmazékképzési reakciokhoz.

2.5.2. Osszes glutation szint meghatdrozdsa

Szdarmazék képzés: 0.6 cm® 200 mM CHES-t (pH=9.3) és 0.2cm' KOH
(2 M) -KHCO, (2.4 M) oldatot adtunk 0.4 cm® PCA-s extraktumhoz, és az oxidalt
diszulfid kotéseket 1 oran at redukaltuk sotétben, szobahSmérsékleten 0.1cm® 3 mM
DTT oldattal. A teljes redukcid utan a reakciéelegybdl kivettiink 0.33cm’-t, és ezt
reagaltattuk  0.02cm® 15mM  mBBr  acetonitriles  oldataval,  sététben,
szobahSmérsékleten. A reakciét 15 perc mulva 0.25 cm® 0.25 térf. % metanszulfonsav
adagolasaval allitottuk meg, hogy elkeriiljiik a nem kivant mellékreakciokat (Rauseret
al., 1991). Az oldatot 4 °C-on Eppendorf centrifugaban lecentrifugaltuk (15 min), a
feliilusz6t 0.2 pm-es PTFE membransziirdn sziirtiik, és a mérésekig -20 °C-on taroltuk.

A mintak legalabb 2 hétig, mérhetd bomlas nélkiil tarolhatéak voltak.

Kromatogrdfias koriilmények: A fluoreszcens mBBr szarmazékot BioRad
Bio-Sil ODS-5S (250 mm=4.0 mm) oszlopon, gradiens HPLC készilékben (BioRad)

valasztottuk el, és detektalasra fluoreszcens detektort (BioRad, Jasco) hasznaltunk,
380/480 nm-en. A gradiens profil a kovetkez4 volt: linedris gradiens 5 percig, 5% B
oldattol 13 %-ig, majd tovabbi 9 percig izokratikus koriilmények kozott mértiink, utana
13 %-r6l 98 %-ra emeltiik a B oldat aranyat, hogy a melléktermékektSl megtisztitsuk
az oszlopot. Az A oldat 0.25 térf. % ecetsavat, 5 térf. % acetonitrilt és S0 mM KClO,-ot
tartalmazott, a B oldat pedig 0.25 térf. % ecetsavat, 80 térf. % acetomtrilt és 50 mM

KClO,-ot. Az aramlasi sebesség 1.0cm’*s+min’ volt. 20 ul mintat injektaltunk a
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mérések soran. Kiilsé standard modszerrel kalibraltunk, az eredményeket standard
addicioval ellendriztiik. Az értékeléshez BioRad Model 700 Chromatography

Workstation ver. 3.64 software-t hasznaltunk.

«res

Szdrmazék képzés: 0.5 cm® PCA-s extraktumot 0.05 cm® 100 mM jodecetsav
oldattal karboxi-metileztink. A 100mM jodecetsav oldat 0.2 mM m-kerzol bibort
tartalmazott, ami egyrészt a sav-bazis indikator szerepét toltotte be a késobbiekben,
masrészt stabilizalta az oldatban a jodecetsavat. A savas oldatot 0.48 cm® KOH (2 M) -
KHCO, (2.4 M) oldattal meglagositottuk (pH=9-10), és szobahOmérsékleten 30
percig inkubaltuk sététben. Miutan lejatszodott a karboxi-metilezési reakcid, 0.01cm’
megolvasztott DNFB-t adtunk a mintainkhoz, amit ezutdn 4°C-on 12 o6raig allni
hagytunk sététben (Farris és Reed, 1987). A kész DNP-szarmazékot tartalmazé oldatot
Eppendorf centrifugédban lecentrifugaltuk (4°C, 15 min), majd 0.2um-es PTFE
membransziirdn atszilirtik és 4°C-on taroltuk. A DNP-szarmazékokat tartalmazé

mintakat 24 6ran beliil analizaltuk (Siller-Cepedaet al., 1991).

Kromatogrdfias korilmények: A DNP szarmazékokat gradiens HPLC
késziilékben (BioRad), BioRad Amino-5S oszlopon (250 mm#4 mm) valasztottuk el,
és UV detektorral (BioRad, Spectra-Physics) detektaltuk, 365nm-en. 10 percig
1zokratikus koriilmények kozétt mértiink (75 % A oldat, 25 % B oldat), majd 30 perces

metanolt tartalmazott, mig a B oldat 0.55 M natrium acetatot, 12.6 térf. % ecetsavat és
64 térf. % metanolt (Szegletes et al., 1994). Az ramlasi sebesség 1.0 cm*+min™' volt. A
meérések soran 100 ul mintat injektaltunk. Kiilsé standard modszerrel kalibraltunk, az
eredményeket standard addicidval ellenériztiikk. Az értékeléshez BioRad Model 700

Chromatography Workstation ver. 3.64 software-t hasznaltunk.
2.6. Glutation S-transzferiaz

2.6.1. Névényi mintak elokészitése

Az el6készités soran a mintdkat jégen tartottuk. Az 1gFW, cseppfolyods
nitrogénben lefagyasztott ndévényi mintat el6hitott porcelan mozsarban 0.5g
kvarchomok, 0.04 g PVPP és 4 cm® 50 mM foszfat puffer (pH=7.0, | mM EDTA)
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hozzaadasaval eldorzsoltik. Az i'gy kapott homogenizatumot 4°C-on, 27000 g-n
(15000 rpm) 20 percig centrifugaltuk. A feliilusz6t Eppendorf csovekbe szétosztottuk,

és mérésig -70 °C-os hiitdben taroltuk.

2.6.2. A glutation S-transzferaz aktivitasanak a meghatarozasa

A glutation S-transzferaz (GST, EC 2.5.1.18) aktivitasat 1-klor-2,4-dinitro-
benzol (CDNB), mint szubsztrat segitségével mértiik meg, spektrofotometriasan,

Mannervik és Guthenberg (1981) altal kidolgozott modszer alapjan.

° 2.60 ml 0.2 M foszfat puffer, pH = 7.5, 1 mM EDTA,
L 0.15 ml 20 mM GSH,
° 0.10 ml enzim kivonat,

° 0.15 ml 20 mM CDNB, etanolban.

A reakciot a CDNB hozzaadasaval inditottuk el és az abszorbania novekedés
sebességét detektaltuk 340 nm-en. Az enzimaktivitas (GST-C aktivitas) szamolasahoz
irodalmi  adatokbol szarmazé molaris extinci()s. koefficienst  (€,,, (GSH-
CDNB) =9.6 mM'+cm™) hasznaltunk (Habig et al., 1974; Irzyk és Fuerst, 1993;
Riechers et al., 1997). A végeredményt EU/mg fehérje [EU/mg prot.] mértékegységben
adtuk meg.

2.6.4. A feherjetartalom meghatarozdsa

Az enzimaktivitds méréshez hasznilt extraktumbol Lowry és munkatarsai
(1951) modszerével mértiik meg a protein tartalmat. Az abszorbancia valtozast 735nm-

en detektaltuk, standardként borju-szérum albumint (BSA) hasznaltunk.
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3. KiSERLETI EREDMENYEK

3.1 Kationok

A célkitiizésekben feltett kérdések megvalaszolasa teszi sziikségessé az
irodalomban mar széleskoriien feltérképezett kation tartalom (Bengtssonet al., 1987,
Jensén et al., 1987) meghatarozasat a kiilonboz6 stresszkoriilmények kozott.

A novényi mintdk Kkation tartalmit atomabszorpcios spektrofotométerrel
fejlodott halofita és gliikofita novényekben mértiink. Az egyes novények levelének és
gyokérzetének Osszes (az egyes fémekbdl az adott ndvényi szervben talalhatd 0sszes

mennyiség) makroelem (Na', Mg?*, K*, Ca*") tartalmat hasonlitottuk 6ssze. Vizsgaltuk:

o Kation koncentraciot a széles és keskeny levelli Aster tripolium-ban,

° a s0 és az ozmotikus stressznek a kation Gsszetételre gyakorolt hatasat

napraforgoban,

] a sO és ozmotikus stressz hatasat a biza kation haztartasanak cirkadian

ritmusara,

o az UV-B sugarzas befolyasat a kation akkumuléciéra s6 és ozmotikus

stresszkoriilmények kozott.

A fiiggetlen kisérletek azt mutattak, hogy a méréseink jol reprodukalhatdk és az

egyes novény nevelésekbdl szarmazo mintak kozotti eltérés 10% alatt van.

Az Aster hajtasaban a kationok koncentracidja és egymashoz valé aranya
megvaltozott, ha a fiziologias koriilményekhez képest (=300 mM NaCl) csokkentettiik
tapoldat NaCl tartalmat. Fiiggetlen novénynevelések soran mért N& tartalom mar
2 mM Na' ion kezelés hatisdra megemelkedett a “kontroll”-nak tekintett OmM NaCl
kezeléshez képest a 46 napos kisérlet soran, mig 10mM sokezelés ennek kozel
dupldjara novelte a hajtisban Na' koncentraciét. A 300mM kezelés, ami kozel
fiziologias korilményeknek felel meg a halofita Aster tripolium esetében,
5200 pmol/gDW koncentraciora emelte a levél Na' szintjét. Amig a Na ion emelkedett
a kezeléshez hasznalt NaCl koncentraciéval aranyosan, addig a felvett K, Ca®" és Mg**
1onok szintje mar a 10. napra csokkent és a 45. napra igen alacsony szintre esett vissza
(Erdei et al., 1995).
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Ry

novelésével, mind a novény életkoranak elGrehaladasaval. Mar a legalacsonyabb
koncentracié mellett (2 mM) szignifikinsan nétt a belsd Na' ion felhalmozas, ami 46
nap elteltével ennek kozel duplajara emelkedett 10mM NaCl kezeléskor. A 300 mM
sokezelés kb. Otszor6s bels§ Na' felhalmozast eredményezett a hajtasokban. Tiz nap
elteltével a K' koncentracid lecsokkent a levelekben az alacsonyabb kiilsé NaCl
jelenlétében, ambar ez nem jelentett 30 %-nal nagyobb eltérést a kontrollhoz (0 mM
NaCl) képest (4. abra). Azonban dramai vaitozas allt be a 300mM sokezeléskor, ahol a
K" ion felvétel alland6 értékre allt be, 500 pmol/gDW koriilire. Hasonlé csokkend
valtozas trendje érvényesiilt a Ca™* és a Mg?* koncentraciéra levélben is (5. abra), ahol

szignifikans hatast csak a 300 mM kiilsé NaCl mellett mértiink.

A széles levelii és a keskeny levelli Aster tripolium-nal eltér6 kation
felhalmozast talaltunk: 300 mM kiilsé NaCl mellett a széles levelid forma Na' ion
koncentracidja nagyobb volt, ennek 50-70 %-at mértiik a keskeny levelii formanal (4.
abra). Az alacsonyabb kiilsé NaCl jelenléte nem okozott ilyen valtozast. Erdekes, hogy
a széles leveliiek Aster tripolium-ban a s6 stressz okozta K' tartalom sokkal intenzivebb
véltozast mutatott a kezelés kezdetén mint a keskenylevelii formaban (4. abra).
Ugyanez a tendencia figyelhetd meg a kétértékii C#* és Mg** mennyiségre (5. abra),
bar ez csak a magas sokoncentracio mellett mérhetd és szignifikans eltérést csak a N

esetében kaptunk.

Napraforgoban a Viki fajtat mint stresszre toleransabb, és a Blumixet mint a
szarazsag €s so stresszre érzékeny fajtat vizsgaltuk. A mintakat a korabbi eredményeink
alapjan a 3. napon vettiik. Az ozmotikus stresszt 200mOsm PEG alkalmazasaval, mig
s0 stresszt 100 mM NaCl bevitelével valtottunk ki.

Harom fliggetlen kisérlet sorozatot végeztiink, a kation felhalmozast a 6., 7.

abrakon mutatjuk be.

A Na' felhalmozodas sokezelés hatasira jelentGsen megnovekedett. Ennek
érteke 200-szorosara nétt a gyokérben, illetve 100-szorosara a levélben. A
stressztoleransabb Vikiben eltérés egyediil a levélben volt alacsonyabb, kozel 60-

szorosara nétt a Na' ion szint a kontrollhoz képest (6. abra).
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4. abra: Az Aster tripolium levél Na' és K' tartalmanak a valtozasa sokezelés

hatasara. Az (1.) a széles levell forma, mig a (II.) a keskeny levelti.
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5. abra: Az Aster tripolium levél Ca® és Mg’ tartalménak a valtozasa sokezelés

hatasara. Az (I.) a széles leveli forma, mig a (II.) a keskeny leveli.
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A Na' ion akkumulicié nétt NaCl bekezelést kovetSen, de a Na* ionok nem
vesznek részt az ozmotikus szabéalyozasban a PEG-gel kivaltott szarazsag stressz
esetében. A Na' kismértékben felhalmozodott a gyokerekben és csak részlegesen
transzlokalodott a hajtasban. A Viki nagyobb hatékonysaggal tudta kizarm a natrium

iont a hajtasbol mint a Blumix.

A K" koncentracié mind a levélben, mind a gyokérben lecsokkent a so stressz
hatasara, mig a PEG altal indukalt ozmotikus stressz soran kismértékii novekedést
okozott, bar a valtozasok nem kiilonboztek szignifikansan a kontrolitol (6. abra). A

fajtak kozott nem volt kiilonbség a K* koncentracioban.

A mért kétértéki ionok (Ca®*, Mg®") szintje NaCl kezelés hatasara csokkent (6.,
7. abra), mig PEG kezelés soran nétt, mind a levélben, mind a gyokérben. Itt sem

talaltunk szignifikans kiilonbségeket a fajtak kozott.

A kationok valtozasat a biza novekedési periddusanak 11. és 16. napja kozott
koévettiik nyomon, a GK-Kata fajtaban. Az 6t napig tart6 kiilonb6z6 sokezelést UV-B
fénybesugarzassal kombinaltuk, és mintdinkat gyokérbdl és levélbdl vettik. A

novények intenziv novekedését lattuk 150 mM NaCl kiils6 bevitel alatt.

A Na', K', Ca® és Mg® ionok akkumuliciéjat kovettik emelked§ NaCl
koncentracié mellett, sotét és fény periodus valtakozasaval. A Na' gyokérben a
mintavétel soran folyamatosan akkumuladlédott (8. abra), mig a levélbe ennek a
mennyiségnek csak egy része jutott el. Ugyanakkor hajtisban a Na ionok
felhalmoz6dasa egy jol meghatarozott periodicitist mutatott. Hasonlé periddicitast
korabbi eredményekhez hasonléan a soOkezelés hatasira ezeknek az ionoknak a

koncentracidja lecsokkent. A csokkenés a gyokérben volt a nagyobb mértékii.

Mindezek az eredmények arra iranyitottak figyelmiinket, hogy az oszcillacié
paraméterei a kationok tipusatol €s a kiilsGleg adott kation koncentraciotdl fliggd, ami

komoly matematikai értékelést kivan.

Amennyiben a sdkezelést UV-B kezeléssel kombinaltuk, a K', Ca* és Mg**
felvételben nem tapasztunk mérhetd eltérést az UB-B kezelt és nem kezelt novények
kozott. A Na” ion akkumulaci6 viszont a levélben, és kisebb mértékben, ugyan de a

gyokérben is csokkent (12-15. abra).

g
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6. abra: A napraforgé (Blumix és Viki) gyokeér és levél Na' és K' tartalmanak a

valtozasa so- és PEG-kezelés hatasara.
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A napraforgd (Blumix és Viki) gyokér és levél Ca’ és Mg”" tartalmanak

a valtozasa so- és PEG-kezelés hatasara.
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Buza levél és gyokér Na' tartalmanak fluktualasa sokezelés hatasara.
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Buza levél és gyokér K' tartalmanak fluktualasa sokezelés hatasara.
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Buza levél és gyokér Ca’' tartalmanak fluktualasa sokezelés hatasara.
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Buza levél és gyokér Mg’ tartalmanak fluktualasa sokezelés hatasara.



KIiSERLETI EREDMENYEK

42

Na' content in roots ( KATA )

1400
uv uv U uv uv uv
3
©
o
S 700
o
£
b= 8
0
0 1 2 3 4 5
days of treatment
Bl o nm 50 mM 100 mv BB 150 mm
B uv uv uv B8 uwv  Nac
+ -
Na content in leaves ( KATA )
800
600
3
©
o
S 400
o
E
2
200
0
0 1 2 3 4 5
days of treatment
100 mv B 150 mMm
uv B uv  pNacl
12. abra:

Buza gyokér és levél Na' tartalma so- és UV-B kezelés hatasara.
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13. abra: Buza gyokér és levél K' tartalma so- és UV-B kezelés hatéséra.
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14. abra:

Buza gyokér és levél Ca’™" tartalma so- és UV-B kezelés hatasara.
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15. abra: Buza gyokér és levél Mg’ tartalma so- és UV-B kezelés hatasara.
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3.2. Szervetlen anionok

A novények belsé anion Osszetételének kvalitativ  és  kvantitativ
meghatarozasara korabban aniononként tobbféle modszert hasznaltak, kiilon kimutatva
az egyes anionokat. Az altalunk kifejlesztett, HPLC-s technikédn (ionkromatografia)
alapul6 analitikai modszer alkalmas egyetlen novényi mintabol tobb szervetlen anion

egyideji mindségi €s mennyiségi meghatarozasara.

HPLC-s analitikai moédszeriinkben klorid, bromid, nitrit, nitrat, foszfat és
szulfat standard anyagokat tartalmazo elegy kromatografias szeparalasat oldottuk meg.
Az elvalasztast Interactionlon 120 anioncserélé oszlopon végeztiik, detektalasa
vezetOképességi detektort hasznaltunk. Modszeriink kimutatasi hatdra 10pM alatt van
az adott aniontol figgéen. A kidolgozott kromatografias szeparalas lehetévé tette, hogy

megfeleléen megvalasztott mintaelSkészités utan novényi mintdk anion osszetételét 1s

meghatarozzuk.
Aster levél
Cl- ion tartalom
25
20 /
E %l / B\s\a
= v
© 7
R ity
§& ot
0 +—r oe +
17 27 37 47
1dé (nap)
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16. abra: Az Aster tripolium CI 1on tartalmanak a valtozasa sokezelés hatasara.
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Az Aster tripolium esetében nyomon kovettik az anion koncentracid
valtozasat 28 napon 4t (18-46. nap). A kezelés els6 10 napjaban az anionok
koncentracidja jelentdsen megvaltozott, majd egy bizonyos szinten stabilizalodott. A
ndvényi mintak CI ion tartalma a kontroll novények esetén (0mM NaCl) a kimutatasi
hataron volt. Mar a 2 mM NaCl kezelés hatasara egy viszonylag magas CI ion szint
alakult ki, amely a 10 és 300 mM NaCl-os kezelés esetén a kezeléstdl fliggben tovabb
emelkedett, azonban a CI ion szintek nagysagrendekben nem kiilonbéztek egymastol
(16. abra). A NaCl mentes (“kontroll”) és a 2mM NaCl-os kezelés soran kialakult

NO; akkumulacié a névény stressz allapotara utalt, a nitrat felhalmozodast a 10 és a.

300 mM NaCl-os kezelés megsziintette. A foszfat- és a szulfation tartalomban nem
tapasztaltunk szignifikans kiilonbségeket (17. abra). A kiilonb6zd Aster tripolium
fenotipusok anion Osszetételilkkben, és a stresszhatasokra adott valaszukban nem

kiilonboztek szignifikansan egymastol.

Kisérleteinkben s0, illetve ozmotikus stresszkoriilmények kozott nevelt, két
napraforgd hibrid (Helianthus annuus L. cvs. Viki és Blumix) anion Osszetételének
valtozasat is nyomon kovettiik levélben, szirban és gyokérben a kezelést kdvetd 6
napon keresztiil. A két napraforgé hibrid névényen beliili anion eloszlasa, tovabba

anion akkumulacidja, illetve ezek idGbeli lefutasa kiilonb6z6 képet mutatott.

Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a s6 (NaCl) és az ozmotikus
(PEG 6000) kezelés kiilonbozd stresszkoriilményeket jelent a ndvény szamara, ennek
megfelel6en masok a stresszt kivédd mechanizmusok is. A nitrat anion akkumulécidja
csak a szdrazsag (ozmotikus) stressz kivédésében jatszott jelentds szerepet. Mérési

eredményeink szerint a Blumix gyorsabban reagalt a kornyezeti stressztényezdkre, mint
a Viki (18. abra). .

Buzaban a levél CI koncentracidja nagyobb volt, mint a gyokérben mért érték,
¢és egyiitt nétt a kiils6 NaCl koncentracioval (19. abra). Magas klorid koncentracio
(150 mM) jelenlétében a nitrat tartalom csokkenését tudtuk detektilni. Az egyiittes
UV-B és sOkezelést kapott novények CI ion tartalma kismértékben kisebb volt, mint a

csak sokezelést kapott novényeké, de az eltérés nem volt szignifikans.

A novényi anyaggal végzett kisérletek azt mutattak, hogy a bromid- és nitrit

tartalom a detektalasi hatart nem érte el egyik ndvényi szervben sem.
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17. abra:

Aster levél, anion tartalom

Széles leveld véltozat
20

pumol/gDW

cr Nos [ vpozy WM soz

Aster levél, anion tartalom
Keskeny levell véltozat

pmol/gDW

kontroll

2mM NacCl 10mM NaCl 300mM NacCl
B or 22 NOs (Il Hpoz MM soz

A széles és keskeny levell Aster tripolium anion tartalma a 46. napon
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Cl' lon tartalom a NaCl kezelt
napraforgé ndvényekben, Viki
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Cr lon tartalom a NaCl kezelt
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CI 10n tartalom sokezelt napraforgéban (Blumix és Viki).

18. abra

Bdza gySkér CI- ion tartaima
86 és UV-B stressz

Bdza levél CI° lon tartaima
86 és UV-B stressz

ES somu XX 100 mu 180 mM
B uw XX wv I v NeCt

B2 omm
EZ3 uv

S yv NeCt

B omu ES somu (XX 100mu I 150 mu
B uw XX uv

B2 uv

UV-B stressz

asa SO- €S

’

,

Buza levél és gyokér CI ion tartalmanak valtoz

19. abra:
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3.3. Poliaminok és prolin

S6 stressz hatasara a szervetlen ionok akkumulacidja az elsédleges folyamat,

mig az ozmotikus (szarazsag) stressz esetében a novények szerves anyagok

crep

Kisérleti eredményeinkbdl lathato, hogy a toleransabb Sorghum bicolor-ban
(Erdei és Taleisnik, 1993) so stressz esetében a poliamin szintézis altalaban nem
indukalodik, szemben a kukoricaval, ahol a putreszcin akkumulacidja figyelhetd meg
S0 mOsm NaCl kezelés hatasara. A poliamin szint csokkenését nagyobb
sokoncentracioknal a szintézishez sziikséges enzimek aktivitasanak a csokkenése

1dézheti €lo.

Szarazsag stressz hatasara a poliamin akkumulacid sokkal jelentdsebb,
kiilonosen a Sorghum bicolor esetében (Erdei et al., 1995; 1996). Erdekesség, hogy a
legnagyobb poliamin akkumulaciot a 200 mOsm PEG kezelés hatasara tapasztaltuk, ez

a folyamat 1s a bioszintézis egyes enzimeinek a dezaktivalodasaval magyarazhato (20.

abra).

6000 «
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EE2EE8 Agmatin Putreszoin EXXXH s il £ A

20. abra: A kukorica és a Sorghum bicolor poliamin tartalma.(
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A szarazsag és soO stressz kisérleteknél a mintavétel a kezelés utan 72 oraval
tortént, de az ozmotikus valaszreakciok kialakulasa mar a kezelést kovetd 1-2 oran
beliil megkezdddik (Flores és Galston, 1984), ugyanis a poliamin akkumulaciohoz de

novo protein szintézis sziikséges (Flores, 1991).

So stressz hatasara az Aster tripolium mintak poliamin koncentracioiban nem

tapasztaltunk szignifikans valtozast.

A s6 és ozmotikus stresszre kiilonb6z6 érzékenységli buza fajtak prolin és
poliamin tartalma kiilonb6z6 a zéaszlolevelekben. A prolin €s a putreszcin szint egylitt
valtozott, és a toleransabb fajtdkban volt magasabb konventracioja (Szegletes et al.,
1996; 2000). Ezzel szemben a spermidin szint az érzékenyebb fajtakban volt magasabb.
A kisérleti koriilmények kozott a a spermin koncentracidja a kimutatasi hatar kozelében
volt, és nem valtozott szignifikansan. Mintainkban 1,3-diamino-propant ¢és kadaverint

nem sikeriilt kimutatni (21. dbra)
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21. abra: A prolin, a putreszcin és a spermidin koncentracidja kiilonboz6 buza

fajtak zaszlolevelében.

3.4. Glutation

Mind a két altalunk hasznalt modszer alkalmas volt a novények glutation
tartalmanak a meghatarozasara. A mBBr-nal képzett szarmazék esetében hasznalt

modszer kimutatasi hatara két nagysagrenddel volt kisebb, mint a DNP-szarmazék
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mérésénél hasznalt modszer esetében. A DNP-szarmazék mérésénél a vizsgalt
novényekben a redukalt glutation (GSH) koncentracio a kimutatasi hatar (170 +
50 nmol/gFW GSH, 100 + 30 nmol/gFW GSSG) kozelében volt.

A buza és az Aster tripolium glutation ¢s glutation-diszulfid szintjét
hataroztuk meg a kisérleteink soran. A buza neveléséhez a fiziologias
sokoncentracional magasabb NaCl koncentraciot hasznaltunk, mig azAster tripolium a

fiziologias sokoncentracional alacsonyabb NaCl tartalmu volt a tapoldat.

Aster tripolium esetében mind az alacsony (0 mM és 2 mM NaCl), mind a

eredményezte, mig a 10 mM NaCl kezelés esetében a GSSG koncentracié alacsony
maradt (22. abra). A folyadék kromatografias mérések alapjan meghataroztuk, hogy a

halofita Aster tripolium neveléséhez a tapoldat 10 mM NaCl tartalma megfelelG.

Glutathione content in aster tripolium treated with NaCl

300} v GSSG
]
j—2 mM
i
200t
100}
PR
°% ) 26 36 a0
Retention time (min)
22. abra: Az Aster tripolium GSSG tartalmanak a valtozasa, NaCl kezelés
hatéasara.

A buzaval végzett kisérleteknél mind a kontroll, mind sokezelt novényeknél a
levélben magasabb glutation szintet mértiink, mint a gyokérben. A sokezelés hatasara
az oxidalt glutation-diszulfid koncentracidja megndtt, majd a kisérlet soran 1dében

lassan csokkent (Szegletes ef al., 1994) (23., 24. abra).
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Az alkalmazott sokoncentracio és a GSSG szint kozott nem talaltunk

osszefliggést, ami, egyéb kisérleteinkkel Osszhangban azzal magyarazhato, hogy a

stressz hatasara a novények napi ritmusa megvaltozik (Erdeiet al., 1995; 1998). Mivel

a glutation koncentraci6 a kiilonb6z6 napszakokban eltér, ennek a ritmusnak az
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eltolodasa esetén a kiilonboz6képpen kezelt novények nem azonos fazisban vannak,

ezért a kapott eredményeink nem 0sszehasonlithatoak.

Buza esetében vizsgaltuk az UV-B sugarzas hatdsat is a novényekre. A
stresszhatas elején megndvekedett a kisérleti novényekben a GSSG mennyisége (25.
abra). A Kkisérlet idGtartama (8 nap) alatt a novények adaptilodtak az UV-B
sugarzashoz (Erdei et al., 1995; Barabas et al., 1996; 1998).

Blza, UV-B kezelés
GSSG tartalom

700
) 4
600 /
—e— UV-B

E 500 1
g —4&— Kontroll
(=

400 /\ i

300 - e SE A

4 8 12
Kezelés Ideje [nap]
25. abra: Az UV-B kezelés hatasa a btza levél glutation diszulfid tartalmara.

3.5 Glutation reduktaz és glutation S-transzferaz

A glutation S-transzferaz aktivitasat buzaban mértiik, parhuzamosan a glutation

meghatarozassal.

A glutation S-transzferaz napi ritmusa levélben nem mérhetd, de szintje
oszcillal a sejtben, ultradian ritmusa van (26., 27. dbra). Gyokérben a napi ritmus két
maximum csucsot ad kontrol névényekben (0 mM, 50 mM) magasabb koncentraciok
esetében, és az alapértéke 3-szorosa a levélhez viszonyitva. Sokezelésre a GST

aktivitasa n6tt gyokérben, ugyanakkor levélben allando.
Az életkor el6rehaladasaval a GST nétt gyokérben (26., 27. abra).

Jelen kisérleteinkben a GST diurnalis ritmusnal rovidebb, ultradian
fluktuacioja, ugy tlinik, felgyorsul a stresszkoriilmények kozott. Mindezen feliil, az

amplitudok felerdsodtek.
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26. abra: A GST-C aktivitds napi ritmusanak valtozasa 0mM (A), 50 mM (B),

100 mM (C) és 150 mM (D) NaCl kezelés hatasara, buza levélben. A
pontok az oOranként vett mintdkbol mért enzimaktivitasok értékét
jelentik, mig a folytonos vonal a Fourier transzformacidval illesztett

gorbét. A sotét szakaszok 12-24 és 36-48 oraig tartottak.
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27. abra: A GST-C aktivitas napi ritmusanak valtozasa 0 mM (A), S0 mM (B),
100 mM (C) és 150 mM (D) NaCl kezelés hatasara, buza gyokérben. A
pontok az oOranként vett mintakbol mért enzimaktivitasok értékét
jelentik, mig a folytonos vonal a Fourier transzformacioval illesztett

gorbét. A sotét szakaszok 12-24 és 36-48 oraig tartottak.
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4. EREDMENYEK ERTEKELESE

4.1. Kationok

Mivel a mez6gazdasagban fontos novények, pl. a gabonafélék szarazsag €s s6
tiirése eltérS, ezekre a tulajdonsigokra nézve szelekciot (a genetikai atalakitasok
mellett) kell végezni, amihez kiterjedt vizsgalatainkkal szeretnénk segitséget nyujtani.
Szarazsag és sO stressz hatdsara a novények belsd vizpotencialjukat gy redukaljak,
hogy szerves és szervetlen anyagokat halmoznak fel, vagy szintetizalnak. Az asvanyi
sOk hasznositasat befolyasoljak a kedvez6tlen ozmotikus feltételek vagy a tapanyagok
magas ion koncentricidja, majd az ezt kovetd szabadgyokos reakcidk lefolyasa,
megvaltozasa. Doktori értekezésemet elsGsorban mind a napi periddusban
(fluktuicioban), mind a cirkadidn ritmusban bekovetkezd zavarok felderitésére
Osszpontositottam, amelyek a névényt ért kérmyezeéti valtozasokra, konkrétan s6 és
szarazsag stresszre alltak be. A széleskorli analizishez szamos méréshez Uj

modszereket, illetve a mar ismertek tovabb fejlesztését kellett elvégeznem.

Kation §sszetételt a halofita Aster tripolium, és a gliikofita napraforg6 €s biiza
fajtakban mértiink. A novények levelének és gyokérzetének kation tartalmat
Osszehasonlitva a filiggetlen kisérletek azt mutattdk, hogy a méréseink jol
reprodukalhatok és az egyes ndvény nevelésekbsl szarmazoé mintak kozotti eltérés
10 % alatt van. Vizsgaltuk:

. Kation koncentraciot a széles leveli Aster tripolium-ban,

L a sO és az ozmotikus stressznek a hatidsat a kation Osszetételre
napraforgéban,

o a s60 €és ozmotikus stressz hatasat a buza kation haztartdsanak a

cirkadian ritmusara,

o az UV-B sugarzas befolyasat a kation hasznositasra.

Aster tripolium levélben sé stresszre mig a Na' ion emelkedett a kezeléshez
hasznalt NaCl koncentracidval aranyosan, addig a felvett K, Ca** és Mg** ionok szintje
mar a 10. napra csokkent és a 45. napra igen alacsony szintre esett vissza (Erdeiet al.,

1995).Az anionok koéziil a CI' koncentraci6ja hasonléan alakul mint a Na“ ioné. A
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széles és keskeny levelili forma k6zott eltérést talaltunk a kation akkumulaciéban, de

ennek a fiziologiai hétterét egyenlre nem sikeriil kideriteni.

Napraforgéban a Na' ion akkumulaci6 nétt NaCl bekezelést kovetSen, de a Na'
ionok nem vesznek részt az ozmotikus szabalyozasban a PEG-gel kivaltott szarazsag
stresszben. A Na' felhalmozddas a stresszkezeléshez hasznalt sékoncentracidval
aranyosan nétt a gyokérben és csak részlegesen transzlokalodott a hajtasban. A Viki
nagyobb hatékonysaggal tudta kizarni a natrium iont a hajtasbol mint a Blumix. A meért
egyéb ionok (K*, Ca**, Mg?) szintje NaCl kezelés hatasara csékkent, mig PEG kezelés
soran nétt, mind a levélben, mind a gyokérben, viszont nem taldltunk szignifikéans
kiilonbségeket a fajtak kozott. Ezek az eredmények j6 Osszhangban vannak azokkal az
irodalmi adatokkal, melyek szerint s stressz hatasara az ionos valasz, mig ozmoitkus
stressznél a szerves ozmotikumok szintézise és mobilizalasa lehet a jelentGsebb (Erdei
et al., 1995; 1996). Természetesen amellett, hogy a névény megprobalja akkumulalni a
tapoldatban megtalalhaté ionokat is, bar sokkal kisebb mértékben, mint a s6 stressz

esetében.

A Na' buza gyokérben a mintavétel soran folyamatosan akkumulalodott, mig a
levélbe ennek a mennyiségnek csak egy része jutott el. Ugyanakkor hajtasban a N
ionok felhalmozodasa egy )OI meghatirozott periddicitist mutatott. Hasonld
mind a levélben, mind a gyokérben. Macduff és Dhanoa (1996) hasonlé napi
(“diurnalis™) és rovidebb periddusi (“ultradidn™) ritmikussagot irt le a K felvétel
vizsgalata sordn. Az asvanyi anyagok felvételét segitG proton kivalasztas is napi
ritmikussagot mutat bizaban Gorr és munkatarsai (1995) szerint, és ezért a ritmikusan
valtoz6 fényintenzitas a felelGs, valamint fotoreceptorok indukaljak az aquaporinok

rrrrr

hasonl6an a sokezelés hatasara ezeknek az ionoknak a koncentracidja lecsokkent.

Az eredményeink azt mutatjdk, hogy mind a makroelem, mikroelem és az
anionok felvételét biizaban gyors mérési modszerekkel tudjuk kévetni, és lathatd, hogy
mindezen elemek fluktuacidja a cirkadian oszcillator modellel jol leirhatok, de sok

mérést és bonyolult matematikai analizist kivannak a helyes értékelések.

Ezek az eredmények arra iranyitottdk figyelmiinket, hogy az oszcillacio
paraméterei a kationok tipusatol és a kiilsGleg jelen 1év6 kation koncentraciotol fliggo.

Azonban a szignal transzdukcids folyamatokat a stressz faktorok befolyasoljak, ami az
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oszcillitor modosulasat eredményezi. Kitlizott célunk megvaldsitdsahoz a
tovabbiakban egyrészt a szignal transzdukcios folyamatok vizsgélatat (Erdei et al,
1995; 1998), masrészt a stressz hatasra bekovetkez6 szabadgyokds reakciok valtozasat
tanulmanyoztuk. Részletesebben ez utobbiakhoz tartozo glutation rendszer kifejtését

talaltam érdekesnek és ennek valtozasat szeretném bemutatni.

4.2, Szervetlen anionok

A no6vények kation tartalmanak egyidejii mérése az irodalombdl jol ismert,
atomspektroszkopiai modszerekkel rutinszerlien megvalosithaté (Bércziet al., 1982;
Zsoldos et al., 1987). A n6vényi sejtekben a kationokat semlegesitd, foként szervetlen
anionok mérése azonban nehézkes, nincs olyan jol reprodukalhatd, univerzalis
miiszeres mérési modszer, amelynek a segitségével tobb szervetlen aniont lehetne
szimultan, ugyanabbdl a mintabol rutinszerlien mérni. Az irodalomban és az analitikai
szabvanyokban (MSZ 260/7-71, 260/11-71, 260/6-77, 260/10-85) az egyes anionokat
kiilon-kiilon, kémiai reakcioval,  kolorimetridsan, titrimetridsan, vagy

kemilumineszcenciasan (Dunham et al., 1995) lehet mennyiségileg meghatarozni.

Szervetlen anionok szeparalasara a kromatografids korilmények és a
kiilonbozd anioncseréld oszlopok 6sszehasonlitasa mar az irodalombdl ismert (Haddad
et al., 1985; Martin és Giacofei, 1993). A HPLC-vel végzett vizsgalatokra az
irodalomban a csapviz (Martin és Giacofei, 1993), a szennyviz (Brunt, 1985; Bignami
et al., 1993) és az élelmiszerek (Schuster, 1986) aniontartalmanak meghatarozasara mar
vannak adatok. Ezek alapjan kifejleszthet6 egy olyan ionkromatografidas médszer, ami
lehetdveé teszi a szervetlen anionok egyidejili, reprodukalhaté meghatarozasat kis
mennyiségli (1-2 gFW) névényi mintakbol. A mérés nehézségét a novényi mintak
komplex volta, valamint az ionkromatografidban hasznalt analitikai ioncseréls
oszlopok érzékenysége jelenti. Ezért a mintaelGkészités soran a névényi extraktumot a

lehet6 legjobban meg kell tisztitani a szennyez6 anyagoktol.

A HPLC-s anion cserél6 oszlopok igen kis porusmérete, illetve az oszlop erds
affinitdsa a negativ toltésii molekulakhoz (mintdkban 1év§ fehérjék, szerves savak
anionjai) a mintael6készitéssel szemben igen magas kovetelményeket tamaszt (Smith
és Chang, 1983). Novényr mintakbol szennyezbdésekt6l (fehérjék, szénhidratok,

ketonok, poliaminok, lipidek, kéntartalmt vegyiiletek, nehézfém ionok, stb.) mentes
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vizes oldatot kellett késziteniink (Maas et al., 1986). Ez a feladat kétféleképpen oldhat6

meg:

° a vizes novényi extraktumbdl az Gsszes zavaro szennyezGdést, amely a

mérést, illetve az analitikai oszlop miikodését zavarja, eltavolitjuk;

o a vizes novényi extraktumbol csak az anionokat vonjuk ki, és ezek

oldatat hasznaljuk fel a tovabbi mérések soran.

Utobbi feladat megoldasira a viz analizishez a kiilonb6zd, szilard fazisu
ioncserén alapul6 "SPE cartridge"-okat széles korben hasznaljak (Brunt, 1985). Az erds
anioncseréld "SPE cartridge"-okban talalhat6 kvaterner ammoénium tolteten a negativan
toltott részecskék megkotddnek, ahonnan az anionokat az ionerdsség novelésével, és a
pH csokkentésével elualjak le. Ez a modszer a kovetkez6 okok miatt nem alkalmazhat6

a novényi mintak vizsgalatara:

o Az "SPE cartridge"-r6! a mintinkat a kromatografias oszlopon
hasznalt eluens alkalmazasaval nem lehetett leoldani, mivel az er6s
kot6dés miatt annyi eluens sziikséges, amelynél az anionok
koncentracidja mar a detektalasi szint ala csokken. Viz-analizisnél ez a
modszer azért hasznalhatd, mert lehetGség van a "cartridge"-on az
anionok koncentralasara, nagy mennyiségi, viszonylag tiszta minta
felhasznalasaval. Ezek a feltételek novényi mintak esetén (1-2g
novényi minta, amely koncentraltan tartalmaz ionos €és nem ionos

anyagokat) nem adottak.

° Toményebb eluens hasznalataval, a nagy mennyiségben bevitt kiséro
anion elfedi kromatogrammunkat. Az ionerdsség mas moédon torténd
novelése csak egy 0j anion bevitelével valosulhat meg, amely a

ndvényi minta adott anionjanak meghatarozasat teszi lehetetlenné.

° A pH csokkentését, a mintakban vart NO; ion alacsony pH-n val6

bomlasa miatt nem alkalmazhattuk.

A masik lehetGség az egyéb anyagok eltavolitasan alapul, amelyre mar tébb,
jOl bevalt modszert ismeriink: fehérjék denaturalasa nehézfémekkel (cink, aluminium,
olom), vagy savas fGzéssel (perklorsav, szulfoszalicilsav, trifluorecetsav); cukrok

megkotése Ca**-formajii kation cserél§ gyantikon; apolaros komponensek megkotése
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aktiv szénen, illetve kinyerésiik szerves olddszeres extrakciéval. Ezen eljarasokat

azonban mégsem tudtuk alkalmazni:

® oszlopunk érzékenysége miatt (tobbértéki nehézfémekre, kiilonb6z6

szerves oldoszerekre);
° a mintaban kialakulé alacsony pH miatt (perklorsavas f6z¢s);

° a modszerek soran alkalmazott anyagok nem kontrollalhaté nagy
felillete miatt (kation cserélé gyanta, aktiv szén), melyeken a nem
specifikus kotések kovetkeztében nagy mennyiségli anion ko6tSdik
meg, amely az alacsony Kkoncentracioban jelenlevdé anionok

reprodukélhat6 mérését lehetetlenné teszi.

Ezért valasztottuk az oktadecil-szililezett (C¢-as) toltetli "SPE cartnidge"-ot,

amely a szennyez6 anyagok nagy részét megkototte.

Novényfizioldgiai vizsgalatok soran a kation meghatarozassal parhuzamosan

vizsgaltuk az Aster tripolium, a napraforg6 és a biza anion tartalmat.

sz

rsey

novénynek egy bizonyos mennyiségli Na és/vagy CI ion sziikséges a normalis
kifejlodéshez. A kezelés els6 10 napjaban az anionok koncentricidja jelentGsen
megvaltozott, majd egy bizonyos szinten stabilizalédott. A ndvényi mintak Cl ion
tartalma a kontroll novények esetén (0mM NaCl) a kimutatasi hataron volt. Mar a
2 mM NaCl kezelés hatasara egy viszonylag magas CI ion szint alakult ki, amely a
10és 300 mM NaCl-os kezelés esetén a kezelést6l fiiggben tovabb emelkedett,
azonban a CI' ion szintek nagysagrendekben nem kiilonboztek egymastol. Ez a
folyamat, ellentétben a gliikofita névényekkel (Zsoldos et al., 1990), alacsonyabb NaCl
koncentraciok mellett aktiv CI ion felvételt, illetve magasabb s6 koncentracidk esetén

effektiv CI' ion kizarast feltételez. A NaCl nélkiili (“kontroll”) és a 2mM NaCl-os
kezelés soran kialakult NO; akkumulacié a ndvény stressz allapotara utalt, a nitrat

felhalmozodast a 10 és a 300 mM NaCl-os kezelés megsziintette. A foszfat- és a
szulfation tartalomban nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbségeket, ez az eredmény

egybevag az anionok egymassal vald helyettesithetGségével (Stienstra, 1986). A
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kiilonb6z6 Aster tripolium fenotipusok anion Osszetételitkben, és a stresszhatdsokra

adott valaszukban nem kiilonboztek szignifikansan egymastol.

Kisérleteinkben so, illetve ozmotikus stresszkoriilmények kozott nevelt, két
napraforgé hibrid (Helianthus annuus L. cvs. Viki és Blumix) anion Osszetételének
valtozasat is nyomon kovettiik levélben, szarban és gyokérben a kezelést kovetd 6
napon keresztiil. A két napraforgdé hibrid névényen beliili anion eloszlasa, tovabba
anion akkumulécidja, illetve ezek id6beli lefutasa kiilonb6z6 képet mutatott (Maroti et
al., 1996).

Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a s6 (NaCl) és az ozmotikus
(PEG 6000) kezelés kiilonbozd stresszkoriilményeket jelent a névény szamara, ennek
megfelel6en masok a stresszt kivédé mechanizmusok is. A nitrat anion akkumulacidja
csak a szarazsag (ozmotikus) stressz kivédésében jatszott jelentGs szerepet. Mérési
eredményeink szerint a Blumix gyorsabban reagalt a kornyezeti stressztényez6kre, mint
a Viki.

Buzaban a levél CI' koncentracidja nagyobb volt, mint a gyokérben mért érték,
és egyiitt nott a kiils6 NaCl koncentracidoval. Magas klorid koncentraciéo (150mM)

jelenlétében a nitrat tartalom csokkenését tudtuk detektalni.

4.3. Poliaminok és prolin

A poliaminok minden €l6 szervezetnek alkotorészei. A novényekben a
poliaminok fontos szerepet jatszanak a sejtek novekedési és fejlodési folyamataiban.
Résztvesznek a membranok és a nukleinsavak integritisanak megGrzésében stressz
koriilmények kozott (Glaston, 1983; Slocum et al., 1984; Smith, 1984; Sankhla et al.,
1988). Akkumulaciojuk megfigyelhetd mind a s, mind a szarazsag (Flores és Galston,
1982a, 1984), valamint a hé és az oxidativ (Flores, 1991) stressz esetén. A sO és a
szarazsag stressz kiilonb6z6 modon befolyasolja a poliaminok metabolizmusat (Erdei
€s Matsumoto, 1991; Flores, 1991; Reggiani et al., 1993; Zhou et al., 1995).

S6 stressz hatasara a szervetlen ionok aklkumulacioja az elsGdleges folyamat,
mig az ozmotikus (szarazsag) stressz esetében a novények szerves anyagok szintézisé
ozmotikus stressz hatasara a novényekben, de kiilonésképpen gabonafélékben, mar jol
ismert az irodalombol (Flores és Galston, 1982a; 1984). Kisérleti adataink is ezeket az

eredményeket tamasztjak ala, mivel mind a kukorica, mind aSorghum bicolor esetében
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az ozmotikus stressz hatasara indult be a poliamin szintézis és az akkumulaci6 (Erdeiet
al., 1996). Ha permeabilis ionok vannak jelen (pl.: a Na' és a CI’), ezek az ionok
felhalmozodnak, és meghatarozzak az ozmotikus potencialt, a poliamin bioszintézis
ilyenkor nem indukalodik.

Kisérleti eredményeinkbdl lathatd, hogy a toleransabb Sorghum bicolor-ban
(Erdei és Taleisnik, 1993) s6 stressz esetében a poliamin szintézis altalaban nem
indukalddik, szemben a kukoricaval, ahol a putreszcin akkumulacidja figyelheté meg
50 mOsm NaCl kezelés hatasira. Nagyobb sokoncentraciok eseében a poliamin
bioszintézis egyes enzimei szenvedhetnek oxidativ degradaciot (Erdeiet al., 1990), ez

eredményezheti a poliamin szint csokkenését.

Szérazsag stressz hatasira a poliamin akkumulacié sokkal jelentSsebb,
kiilonosen a Sorghum bicolor esetében (Erdei et al., 1995; 1996). Erdekesség, hogy a
legnagyobb poliamin akkumuléciét a 200 mOsm PEG kezelés hatasara tapasztaltuk, ez

a folyamat is a bioszintézis egyes enzimeinek a dezaktivalodasaval magyarazhat6.

A szarazsag és so stressz kisérleteknél a mintavétel a kezelés utan 72 o6raval
tortént, de az ozmotikus valaszreakciok kialakulasa mar a kezelést kovetd 1-2 o6ran
beliil megkezdddik (Flores és Galston, 1984), ugyanis a poliamin akkumulacidéhozde
novo protein szintézis sziikséges (Flores, 1991). A kalcium fiigg6 protein kinazzal
végzett kisérleteink szerint a Sorghum bicolor-ban ozmotikus stressz hatisara mar a
kezelést kovetd masodik oraban megné a foszforilacids aktivitas (Pestenacz és Erde,
1996), ami a fokozott protein szintézist jelzi. A kukorica esetében ilyen indukcidt nem
tapasztaltunk.

So stressz hatasara az Aster tripolium mintak poliamin koncentraciéiban nem

tapasztaltunk szignifikans valtozast.

Buza esetében az egyes variansokban, normal fiziologias koériilmények kozott ,
a lathatéan magas prolin tartalom mellett a putreszcin koncentracié hasonlé tendenciat
mutat a magas sO €s szarazsagtlir tajfajtakban (Karchia és Kobomughi) a
stresszérzékeny fajtakhoz viszonyitva. A putreszcin és a prolin szint egyiitt valtozott a
kiilonbozd fajtakban, de a termesztett buzafajtak szarazsagtlirése €s a virdgzas utan a
zaszlllevelekbdl mérhet$ poliamin, valamint a prolin szintek kdzott nincs egyértelmd
kapcsolat (Szegletes et al., 1996; 2000).
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4.4. Glutation

Az él6lények, igy a novények szamara is az egyik legfontosabb kis
molekulatdmegii antioxidans a glutation (y-glutamil-ciszteinil-glicin) (Smith et al.,
1990). F6 szerepe az aktiv gyokok megkotése (Alscher et al., 1987; Alscher, 1989;
Alscer et al., 1997; Foyer et al., 1994; 1997; Inzé és Van Montagu, 1995; Noctor és
Foyer, 1998; Asada, 1999). Mind a kloroplasztiszban, mind a citoszolban megtalalhato
(Foyer és Halliwell, 1976; Klapheck et al., 1987). Antioxidativ hatasa mellett fontos
komponense a sejten beliili kéntranszportnak, és résztvesz a xenobiotikumok lebontasi
folyamataiban, valamint szerepet jatszik az aminosavak transzportjaban is. Az oxidativ
stressz szempontjabol nemcsak a novények Osszes glutation tartalmanak van
jelentdsége, hanem fontos ismerni a redukalt és az oxidalt glutation (glutation diszulfid)
aranyat (GSH/GSSG) is, mivel ennek az aranynak az eltolodasa jellemzo az oxidativ
stresszre (Szegletes, et al., 1994; Asensi et al., 1994; 1999; Vina et al, 1995). A
megvaltoz6 GSH/GSSG arany hatassal van a glutationt regeneralé enzimrendszerekre
is, ezért a kisérleteink soran nemcsak a névényi extraktumok redukait és oxidalt
glutation tartalmanak a valtozasat vizsgaltuk a kiilonb6z6 stressz koriilmények kozott,
hanem a glutation regeneralasért felelés glutation reduktiz enzim (GR, EC1.6.4.2)
aktivitasat is nyomon kovettiik. A glutation reduktaz maximalis aktivitisa kozvetleniil a
csirazas utan mérhetd, és az enzim aktivitas gyorsan csokken a névény oregedésével. A
glutation reduktdz fGleg a citoszolban taldlhaté NADPH fliggé enzim, funkcidja a
glutation-diszulfid redukcidja glutationna (Schmidt és Kunert, 1986).

Az irodalomban a glutation koncentracié meghatarozasara tobb modszert is
leirtak mar. A legels6, és ma is a leggyakrabban hasznalt modszer a szabad tiol csoport
meghatarozasa DTNB-vel (Ellman, 1959; Deakin et al, 1963; Tietze, 1969),
spektrofotometriasan. A modszer egyszert, gyorsan kivitelezhet6, nagy hatranya, hogy
a szarmazék képzés soran a mintdban megtalalhatd Osszes szabad tiol elreagil a
szarmazék képz6 DTNB-vel, igy a kapott eredmény nem a redukalt (illetve, ha a
mintaeldkészités soran redukaljuk a diszufid kotéseket, akkor az Osszes) glutation
szinttel aranyos. Ez novényi kivonatoknal nagy hibat okozhat, mivel bizonyos
névények a glutation mellett jelentGs mennyiségben tartalmaznak homoglutationt
(hGSH, 7y-glutamil-ciszteinil-B-alanin) (Klapheck, 1988), vagy y-glutamil-ciszteinil-
szerint (Klapheck et al., 1992), esetleg y-glutamil-ciszteinil-glutaminsavat (Meuwly et
al., 1993). A hibak kikiiszobolésére, illetve a redukalt/oxidalt glutation aranyanak
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meghatirozasara a modszert tobben maddositottak (De Kok et al., 1981; Guy és Carter,
1982; Anderson et al., 1992). A modositasok hatasira a mintael6készités bonyolultabb
lett, azonban nem sikeriilt egyértelmiien kizarni a glutation analogok zavar6 hatasat. A
zavaré tényezGk minimalisra cs6kkentése miatt a folyadék kromatografian alapuld
glutation meghatarozast haszniltuk a kisérleteinkben. A glutationt kozvetleniil
amperometriasan/voltametriasan lehet detektalni (Vandeberg és Johnson, 1994, Lakritz
et al., 1997) biolodgiai mintakbol. UV detektorral nehezen mérhetd, mivel a molaris
extincios koefficiense kicsi és nem specifikus, ezen felil nem fluoreszkal, ezért
célszerli megfelel§ szarmazékot késziteni belSle, hogy spektroszkopias elven miikodd
detektorokat is lehessen hasznalni. A DTNB-vel képzett szdrmazék (egy vegyes
diszuifid) alkalmas erre a célra, de a szarmazék képzés soran keletkez6
bomlastermékek retencios ideje nagyon hosszii az RP-HPLC-s mérés soran. Egy masik
lehetséges megoldas az aminosav analizisnél hasznalt orto-ftalaldehiddel és
-merkapto-propanollal készitett szarmazék (Dohmenet al., 1990) kromatografalasa és
detektalasa fluoreszcencidsan. Ennek a modszernek a hatranya, hogy a képz6do
szarmazék rendkiviil bomlékony, és megfeleld reprodukalhatosaggal csak specialis

kiépitettségii folyadék kromatograffal hasznalhato.

Mi a kisérleteink soran két kiilonbozd folyadék kromatografids modszert
hasznaltunk. Az egyik moddszer alapja a monobrom-biman (mBBr, szin-9,10-
dioxabiman szarmazék) (Kosower e al., 1978) reakcidja lagos kdzegben a szabad tiol
csoportokkal (Kosower et al., 1979). A képz6dS termék fluoreszkal, mig az egyéb
melléktermékek nem, igy kromatografidsan a szabad tiol csoportot tartalmazo
molekulak konnyen detektalhatok (Fahey et al., 1981; Newton et al., 1981; Rauser et
al., 1991). A modszer nagyon érzékeny, minimalis mennyiség ciszteint és GSH-t lehet
vele kimutatni (Luo et al., 1995). Hatranya, hogy csak a szabad (redukalt) tiol tud
reagalni a mBBr-nal, igy kézvetleniil csak a redukalt, vagy a minta redukalasa utan az
Osszes glutation szint meghatarozasara hasznalhatd. A GSSG szelektiv redukcidjaval ez
a modszer is alkalmassd tehet6 a GSH/GSSG arany mérésére is, de igy megnd a
mintaelSkészitési igény, és megduplazédik a mintaszam is. Mas szarmazékképzd
reagens hasznalataval a modszer kimutatasi hatdra még tovabb csokkentheté (Winters
et al., 1995; Ridnour et al., 1999).

A masik modszer hasznalatanal egy mérésen beliill meg tudjuk hatarozni a

redukalt és az oxidalt glutation mennyiségét. Szarmazék képzésre a 2,4-dinitro-fluor-
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benzolt (DNFB, Sanger reagens) hasznaltuk, amely ligos korillmények kdzétt a primer
amin (-NH,), a fenolos hidroxil (Ph-OH), a tiol (-SH) és az imin (=NH) csoportokkal
képes reagalni. A képz6d6 DNP-szarmazékok sarga szindek, és 365nm-en UV
detektorral konnyen mérhetek. A Sanger reagenst mar régéta hasznaltak feheérjék
N-terminalis aminosavanak a meghatarozasara. Mivel az altalunk mérend6 redukalt
glutation szabad tiol csoportot is tartalmaz, ezt a csoportot eldszor jodecetsavval, vagy
jodacetamiddal el kell reagaltatni (Reed et al., 1980), védeni kell, hogy j6l mérhet6, és
eléggé stabil szarmazékot kapjunk. A szabad tiol csoportok elreagéltatasara egyéb
vegyiiletek is hasznalhatok a jodecetsav mellett, példaul az N-etil-maleinimid (NEM)
(Riordan és Vallee, 1972; Akerboom és Sies, 1981; Asensi et al., 1994), vagy a 2-vinil-
piridin (Griffith, 1980; Asensi et al., 1994).

Mivel a redukalt glutation (GSH) oxidaciéra érzékeny, ezért a
mintaelGkeészitésnél olyan koriilményeket kellett biztositani, hogy az autooxidacio
lehetdségét minimalisra csokkentsiik. A tiol csoport oxidacigja ligos kozegben,
altalaban atmenetifém-katalizissel megy végbe, ezért az altalunk hasznalt eljaras soran
az oldhaté vegyiileteket savas korillmények ko6zott, komplexképzé jelenlétében

extrahaltuk ki, alacsony hémérsékleten.

Az Aster tripolium esetében mind az alacsony (0 mM és 2 mM NaCl), mind a

eredményezte, mig a 10 mM NaCl kezelés esetében a GSSG koncentracio alacsony
maradt. Stressz hatasara a GSSG koncentracié megemelkedik (Albrecht és Wiedenroth,
1994; Asensi et al., 1994; 1999; Szegletes et al., 1994), és az altalunk végzett
kisérletekben a GSSG szint novekedés korrelacioban volt az alacsony, vagy magas
NaCl koncentraciéval. Azaz a halofita Aster tripolium szémé.ra mind az altalunk
alkalmazott alacsony, mind a magas soOkoncentracio oxidativ stresszkoriilményeket
Jelent. A folyadék kromatografids mérések alapjan meghataroztuk, hogy az Aster
tripolium neveléséhez a tapoldat 10 mM NaCl tartalma megfelels, ezt tamasztotta ala

s rey

A buzaval végzett kisérleteknél mind a kontroll, mind sokezelt n6vényeknél a
magasabb glutation szintet mértiink levélben, mint a gyokérben. A sokezelés hatasara
az oxidalt glutation-diszulfid koncentraci¢ja megndtt, majd a kisérlet soran idében
lassan csokkent (Szegletes et al., 1994). Az alkalmazott sokoncentracié és a GSSG

szint k6z6tt nem talaltunk Osszefliggést, ami, egyéb kisérleteinkkel Gsszhangban azzal
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magyarazhatd, hogy a stressz hatdsara a névények napi ritmusa megvaltozik (Erdeiet
al., 1995; 1998). Mivel a glutation koncentracié a kiilonb6z6 napszakokban eltér, és
sajat napi ritmusa (Schupp és Rennenberg, 1988) van a ndvényekben, ennek a
ritmusnak az eltolédasa esetén a kiilonbozoképpen kezelt ndvények nem azonos

fazisban vannak, ezért a kapott eredményeink nem Gsszehasonlithatéak.

A glutation rendszer napi ritmusa feltételezhetGen a fotorespiracion keresztiil a
fotoperiodushoz kotott, mivel a glutation szintézisének a sebességmeghataroz6 lépése a
szabad glicin szintézise, és hozzakapcsolasa a y-glutamil-ciszteinhez (Smith, 1985;
Noctor et al., 1996; 1997a; 1997b; Ansi, 1997).

Buza esetében vizsgaltuk az UV-B sugarzas hatasit is a novényekre. A
stresszhatas elején megnovekedett a kisérleti novényekben a GSSG mennyisége. Ezt
kovette a megnovekedett glutation reduktaz aktivitas (Barabaset al., 1996; 1998), amit
id6legesen a redukalt GSH koncentraciéo novekedés kisért, de a kisérlet idGtartama (8
nap) alatt a névények adaptalodtak az UV-B sugarzashoz (Erdei et al., 1995; Barabas et
al., 1996; 1998). A megnovekedett glutation reduktiz aktivitds hatasara GSH-va
redukalodik az UV-B sugarzas hataséra a képz6dott GSSG, és a felszabadulo GSH ujra
részt vehet a gyok megkotG folyamatokban, valamint megvédi a sejteket a GSSG
toxikus felhalmozodasatél (Navari-Izzo és Izzo, 1993). Ez a megndvekedett GSSG

szint jelzi, hogy az UV-B sugarzas oxidativ stresszt okoz a novényekben.

4.5. Glutation reduktaz és glutation S-transzferaz

A glutation reduktaz és glutation S-transzferaz aktivitasat blizaban meértik. A
kisérletek soran a sO stressz hatasira bekovetkez$ napi ritmus valtozast kovettik
nyomon. A glutation reduktaznak napi ritmusa mind a levélben mind a gyokérben jol
kimérhet§, és mindkett6nél naponta 2 maximumot kaptunk. A két maximum érték
kozotti id6 8 ora és a masodik csics a s6tét periddusban mérhets. A glutation
S-transzferdz napi ritmusa levélben nem mérhetS, de szintje oszcillal a sejtben,
ultradidn ritmusa van. Gyokérben a napi ritmus két maximum csicsot ad kontrol
ndvényekben (0 mM, 50 mM) magasabb koncentraciok esetében, és az alapértéke 3-
szorosa a levélhez viszonyitva (Erdei et al., 1998). Sokezelésre a GST aktivitasa nétt
gyokérben, ugyanakkor levélben élland6. Az életkor elGrehaladasaval a GR nétt

gyokérben és levélben egyarant, ugyanakkor a GST csak gyokérben.
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Az oszcillalé komponensnek a legérdekesebb karaktere/komponense szemmel
lathatéan a glutation reduktaz aktivitdsanak a valtozasa. Lathatd, hogy a GR aktivitas
minimuma a s6tét periddus végén van, és a fényperiddus kezdete el6tt elkezd
emelkedni. Mindezek arra iranyitja a figyelmiinket, hogy a fazist (a fazisok beallitasat)
ilyen médon, mas faktorok is kell hogy szabalyozzak, nemcsak a sotét/fény periddusok.
A periodogrammok, amelyek Fourier transzformaciés analizissel késziiltek, egy
novekedési tendenciat mutatnak amplitidéjukban, a sokoncentracié névelésével
parhuzamosan, raadasul egy 10 éras ultradian periddicitast kaptunk az 6sszes minta

analizise soran , kivételt a 150 mM NaCl kezelés sorozat képez.

Jelen kisérleteinkben a cirkadian ritmus periédusa nem valtozott, azonban a
rovidebb ultradian fluktuacié agy tinik eltlint. Mindezen felil, az amplitidok

felergsodtek.

4.6. Eredményeinkbdl levonhaté stresszkoncepcié

Az altalunk vizsgalt novényi rendszerekrdl is elmondhat6, hogy érvényes rajuk
a Selye-féle altalanos stresszhipotézis, azaz kiilonb6z6 komnyezeti hatdsokra a
névények hasonlé médon reagalnak. Az ionos jellegii stresszre ionos jellegii valasz a
dominalé, azaz a novények a tapoldatbol felveheté kationokat és anionokat
akkumulaljak. Ezzel ellentétben ozmotikus stressz esetén a szerves, “kompatibilis”

ozmotikumok (pl. prolin) szintézise és akkumulacidja a dominans.

E mellett azt az irodalomban mar ismert tényt is igazoltuk, hogy az so,
szarazsag és UV-B stressznek van oxidativ komponense, ami ellen a névények a
megfeleld antioxidativ véddrendszer aktivaljak. Kisérleteink soran megmutattuk, hogy
kovethet6 az oxidativ stressz mértéke. Oxidativ stressz hatasara megné a sejtek GSSG
tartalma, majd ezt az indukalodé glutation reduktaz redukalja, igy a szintje gyorsan
visszaall az eredeti értékre, azaz a novények adaptalodnak, és a gyors véddreakciot
felvaltjdAk mas, hosszantartd hatasi adaptiv folyamatok (pl. a proteinszintézis

modosulasa, stresszfehérjék indukcidja).

A GSH szint fluktuacidja megfelel a fényperiddus valtozasanak, mivel a kivalto
oka feltehetéen a fotorespiracié soran szabad glicin képzGdése. Az altalunk

meghatarozott fluktuacid stresszkornilmények kézott médosul.
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28. abra: A stressz hatasa a novények napi ritmusara

Feltételezésiink szerint a novények stresszvalaszait elidézheti az oszcillalo
biokémiai reakciok modulacidja, illetve a deszinkronizacidja (28. abra). Ennek a
folyamatnak csokkent rezisztencia lehet az eredménye. A stresszor kolcsonhathat a
bioldgia ora bedllitasaban résztvevd szignal transzdukcios kaszkadreakcioval az input
oldalon, vagy az output oldalon, a transzlacio, vagy végtermék fehérje kozvetlen

befolyasolasaval.

A vizsgélt novényi rendszerek tulsagosan sok véltozosak ahhoz, hogy egy-egy
kiragadott paraméter egyértelmii valaszt adjon arra kérdésre, hogy hogyan reagalnak a
novények a kornyezet valtozasara, ezért a vizsgalt paraméterek Osszességét kellett
elemezni. Az egzakt valaszhoz kisérleteinket folytatni szeretnénk, Kkiterjesztve a

stresszvalaszok RNS ¢és fehérje szintli vizsgalataval.
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5. OSSZEFOGLALAS

Kisérleteink soran glitkofita és halofita noévényeket tanulméanyoztunk.
Vizsgaltuk kation és anion Osszetételiiket, poliamin és prolin szintjiiket és a
GSH/GSSG aranyukat, valamint ehhez kapcsolédéan a glutation reduktaz és a
glutation S-transzferaz aktivitis napi ritmusanak valtozasat ozmotikus ¢és s6
stresszkoriilmények kozott. Az anionok, a poliaminok, a prolin és a glutation
mérés¢hez nagy hatékonysagu folyadék kromatografian (HPLC) alapulé modszereket
dolgoztunk ki.

5.1. Médszerfejlesztés a stresszfolyamatok vilaszreakcidinak a kovetésére

A szervetlen anionokat ion kromatografias modszerrel, anion cseréld oszlopon
valasztottuk el. Az anionokat vezetGképesség mér6 detektorral mértiik. Az elvalasztasra
hasznalt analitikai oszlop érzékenysége miatt olyan mintael6készitési eljarast kellett
kidolgoznunk, amely a komplex névényi extraktumok estében is lehetdvé teszi a
mérendd szervetlen anionok meghatarozasat. Erre a célra az un. 'tlean up" technikat
hasznaltuk, és szilard fazisu extrakcioval, C; oszlopon tisztitottuk meg a mintainkat.
Az igy kapott oldatok alkalmasak voltak arra, hogy a n6vényi mintak anion tartalmat
megmérjik.

A membranok és a nukleinsavak integritasanak megdrzésében fontos szerepet
Jatsz6 poliaminokat savas kioldassal nyertiik ki a novényi mintakbol, benzoilezett
szarmazékot készitettiink bel6likk, majd az elkésziilt szarmazékokat forditott fazisi
kromatografias oszlopon elvalasztottuk, és UV detektort hasznaltunk a komponensek
mérésére. Ennek a szarmazék képzési technikinak az elénye, hogy viszonylag
egyszertien megvaldsithato, és stabil, hosszabb ideig tarolhato vegyiiletet eredményez.
A benzoilezett poliaminok UV detektorral, 254nm-en kells érzékenységgel
vizsgalhatéak, a modszer alkalmas novényi mintak vizsgalatara. Amennyiben a minta
prolin, ami az egyik legnagyobb koncentricidban eléfordulé szerves ozmotikum,
mennyiségére is szikségilink volt, egy masik szarmazék képzési reakciot kellett
alkalmaznunk. Erre a célra FMOC-Cl-ot hasznaltuk, és az elvalasztist egy nem
porozus, forditott fazisi kromatografidas oszlopon valdsitottuk meg. A nem porozus
oszlop el6nye, hogy nagyon gyors elvalasztast tesz lehetdvé, igy egy mérésen beliil el

tudtuk valasztani a poliaminokat és a prolint is (Szegleteset al., 1996, 2000).
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A glutation redukalt és oxidalt formajanak a meghatarozasara két modszert is
kiprobaltunk. A mintdkat savval extrahaltuk, majd az extraktumokbol kétféle
szarmazékot készitettiink. Az Osszes glutation szint mérésénél az oxidalt tiolokat
redukaltuk, és mBBr-nal készitettiink belSliik szarmazékot. A kész szarmazékot
forditott fazisii oszlopon kromatografaltuk, és fluoreszcencidsan detektaltuk. Ez a
modszer rendkiviil érzékeny, pmol anyagmennyiség detektalasat tette lehetvé. Mivel
az oxidativ stressz mértéke az oxidalt glutation-diszulfid mennyiségével aranyos
inkabb, és nem az Osszes glutationéval, viszont a GSH/GSSG arany meghatarozasa
megdupldzza a mintaszamot, mindez nagyon megneheziti a glutation napi ritmusanak a
vizsgalatat. Ezért egy masik, szintén folyadék kromatografids elvalasztason alapulo
modszert is kiprobaltunk. Ennek a modszernek a segitségével kozvetleniil meg tudtuk
hatarozni a redukalt/oxidalt glutation aranyt. A redukalt/oxidalt glutation arany
meghatarozasanal a szabad tiol csoportokat karboximetileztiik. Szarmazék képzésre
DNFB-t hasznaltunk, amely a primer amino csoportokkal reagalva UV detektorral jol

meérhet6 vegyiiletet ad. A DNP szarmazékot Amino-5S oszlopon valasztottuk el.

Az alkalmazott moédszereinkr6l elmondhatd, hogy alkalmasak a névények
stresszvalaszainak kovetésére és felhasznalhatéak a novényélettani, ndvényi biokémiai
kutatasban, valamint a komyezetvédelmi és kornyezeti stresszhatas vizsgalatokban is

eredményesen alkalmazhatoak.

5.2. Stresszfolyamatok vizsgalata novényekben

Az Aster tripolium levélben s6 stresszre a Na' ion akkumulaci6é emelkedett,
-ellenben a felvett K*, Ca** és Mg** ionok szintje mdr a 10. napra csokkent és a 45. napra
igen alacsony szintre esett vissza, kiilénésen a K, Ca?* és Mg?* esetében (Erdei ef al.,

1995). Az anionok kozil a Cl' koncentracidja hasonléan alakul mint a Na' ioné.
Alacsony CI' koncentracidknal NO; akkumulalodott a novényekben, de ezt a

folyamatot mar 10 mM NaCl is visszaszoritotta.

Napraforgébban a Na' ion akkumulacié ndtt NaCl bekezelést kovetden,
aranyosan a sokoncentracioval, de a Na' ionok nem vettek részt az ozmotikus
szabalyozasban a PEG-gel kivaltott szirazsag stresszben. A Na' felhalmozodas
elsdsorban a gyokérben jelentkezett és csak részlegesen transziokalodott a hajtasban a
natrium ion. A Viki nagyobb hatékonysaggal tudta kizdmi a natrium iont a hajtasbol

mint a Blumix.
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Meghataroztuk a kiilonboz6 stressz hatasokra megvaltozo klorid, nitrét, foszfat
és szulfat koncentraciot a vizsgalt névényekben. A kisérleteink azt mutattak, hogy a
bromid- és nitrit tartalom a kimutatéasi hatart nem érte el egyik ndovényi szervben sem.
S6 stressz hatasiara a szervetlen anionok koncentraci6 valtozasanak nyomon
kovetésével kiilonbséget tudtunk tenni egy gliikofita és egy halofita névény kozott. A
kiilonbdzd novényi szervek ion tartalma alapjan kovetkeztetni tudtunk a ndévények

ionfelvételi mechanizmusara is. A NaCl kezelések soran a Na“ és CI” ion koncentracié

egyiitt valtozott. A magas CI' koncentracid visszaszoritotta a NO; felhalmozodasat.

A szarazsag és sO stressz hatasat a novények vizpotencialjuk csokkentésével
probaljak ellensulyozni. A sO stressz esetén ionos anyagokat akkumulalnak, mig
szarazsag stressz hatasara inkabb szerves vegyiileteket, tobbek kozott prolint, €s a
membranok integritisanak a megOrzésére poliaminokat szintetizdlnak és
akkumulélnak. Ennek a folyamatnak fontos szerepe van a tolerancia kialakulasaban. A
ndvényi mintak poliamin szintjeinek vizsgilata soran jellemz6 kiilonbséget talaltunk a
szarazsagtiir6 Sorghum bicolor és a vizhianyt nehezebben elviselé kukorica kozott.
Buza esetében a putreszcin és a prolin szint egyiitt valtozott a kiilonb6z6 fajtakban, de a
termesztett buzafajtak szarazsagtiirése és a viragzas utdn a zaszlolevelekbdl mérhetd

poliamin, valamint a prolin szintek kozott nincs egyértelmii kapcsolat.

Az ozmotikus, s6 és UV-B stressz hatasira bekovetkezé glutation szint
valtozast meghataroztuk. A kiilonb6zé novényekben a glutation és a glutation-diszufid
aranya, illetve a glutation-diszulfid koncentricidja aranyos volt az oxidativ stressz
mértékével, igy annak nyomon kovetésére jol hasznalhaté. Megallapitottuk, hogy a
glutation koncentracidja napi ritmus szerint valtozik a novényekben, és ezt a ritmust a
koérnyezeti stresszhatasok (pl. s6 stressz) deszinkronizaljak. A glutation rendszer napi
ritmusanak a vizsgalatat kiegészitettiik a glutation reduktaz és a glutation S-transzferaz
napi ritmusanak a vizsgalataval. Ezeket a vizsgélatokat buzan végeztiik el. A buza

névekedése soran a glutation reduktaz aktivitisa a napi ritmusat megtartva névekedett.

Buzaban a glutation reduktaznak napi ritmusa mind a levélben mind a
gyokérben jOl kimérhetd, a glutation S-transzferaz szintje oszcillal a sejtben, de ennek a
ritmusnak a periddusideje rovidebb a napi ritmusnal. Az életkor el6rehaladasaval a GR

nétt buza gydkérben és levélben egyarant, ugyanakkor a GST csak gyokérben.
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Kisérleteink soran kidolgoztunk olyan nagy hatékonysigu folyadék
kromatografian (HPLC) alapulé médszereket, amelyek alkalmasak arra, hogy novényi
mintakbol meghatirozzuk a szervetlen anionokat, a poliaminokat, a prolint és a
glutation redukalt és oxidalt formajat. A modszereinket alkalmazni tudtuk a biokémiai
és fiziologiai kutatdsokban. Az irodalmi adatok alapjan kivalasztott vegyiiletek
koncentracié valtozasanak a nyomon kovetésével jellemezni tudtuk a kisérleti
novények allapotat és stresszreakcidikat a kiilonb6z6 kérmnyezeti stresszhatasok mellett.
A vizsgalt biologiai él6 rendszerek tilsagosan sok valtozdsak ahhoz, hogy egy-egy
kiragadott paraméter egyértelmi valaszt adjon arra kérdésre, hogy hogyan reagalnak a
novények a komyezet valtozasara, ezért a vizsgélt paraméterek Osszességét kellett
id6leges megnodvekedése egyértelmiien jelzi az oxidativ stresszhatast (Erdei et al,
1995), de az altalunk hasznalt UV-B stresszhatashoz a kisérleti névények gyorsan
adaptalodtak (Erdei et al., 1995; Barabas et al., 1998), igy az oxidativ stressz megfeleld

jelzéséhez gyakori mintavételekre volt sziikség.

Osszefoglalva, feltételezziik, hogy a novények stressz folyamataira adaptalt
Selye-féle koncepcionak megfeleléen novényekben a stresszhatasra adott valaszok
soran a biokémiai és a fiziologiai folyamatok oszcillacidjanak paraméterei médosulnak,

deszinkronizal6dnak.
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6. SUMMARY

Our aim was to study the antioxidant mechanism under different stress
conditions as drought and salinity. A hypothesis was developed that the immediate
stress for the organism is an oxidative stress and therefore, antioxidants indeed play an
important role in tolerance. We investigated the antioxidant defence mechanism and
related mechanisms. The question, how does their genetically engraved mechanism of
osmotic adjustment work under different salt condition, without losing their special
attributes are still unanswered. It can be expected that at low supply of Na* and CI
ions, other available nutrient ions will be accumulated and possibly metabolic
disturbance will appear. For this purpose we investigated the analysis for cations,
anions, and other osmotically interesting metabolites (like carbohydrates, polyamines,
proline) and glutathione, glutathione reductase, glutathione S-transferase in thé

halophytic and glycophytic species.

First we measured the daily fluctuation in mineral uptake and the diurnal
rhythm by osmotic and salt stress. Na* accumulation increased both with increasing
external NaCl concentration and with the age of Aster tripolium and sunflower
(Helianthus annuus L. cvs Viki and Blumix). But Na* did not participate in osmotic
adjustment under water stress induced by PEG in sunflower. Dramatic reduction
occurred in plants grown at high salt concentration where a constant low value of K*
was maintained. Similar trend in decrease appeared for leaf Ca®* and Mg
concentrations in Aster tripolium and sunflower where no cultivar differences were
found. The accumulation of chloride is gradually increasing during the time course and
CI' is intensively translocated to the leaves in both varieties of sunflower. Our data
showed that nitrate levels increased only under osmotic (PEG) treatment in roots, stems
and leaves. In wheat the Na ion concentration increased both in leaves and roots with
age and with increasing NaCl salinity but a decrease of K* content can be measured.

There was not any effect of UV-B treatment in the other cation composition.

The effects of NaCl as the simulation of salt stress was studied on the
glutathione system in plants. The diurnal fluctuation of glutathione and glutathione

disulfide as a marker of oxidative stress were determined under salt stress. NaCl
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treatment caused changes in the enzyme activities and in the level of glutathione.
Salinity resulted in an enhanced level of glutathione disulfide that means that salt stress
has an oxidative component, too. In the present experiments, the period of the circadian
rhythm was not influenced, however, the shorter uitradian fluctuations seemed to
disappear. Amplitudes, on the other side, were increasing. Glutathione reductase and
glutathione S-transferase activities increased with age and were higher in the treated
plants. Diurnal rhythm of changes was also modulated: minimum activities of GR
occurred towards the end of the dark period and started to increase before the onset of
the light period. This suggests that the phase, in this- way, is governed by other factor
than the dark/light transition. Periodograms as calculated by fast Fourier analysis
showed an increasing trend in the amplitudes as the function of salt concentrations, and,
an additional 10-hour ultradian period occurred in all except for the 150 mM NaCl

samples.

It can be stated that fluctuations follow the model of circadian oscillator.
Initiation and control of the phase of the rhythm are assumed to results from light
action. However, the transduction of the signal is altered by stress factors, resulting the

modulation of the oscillator.

Drought and excessive salinity are stress factors with common consequence
for reduced water potential in the external medium. Under any of these conditions,
plants are forced to decrease their internal water potential to avoid desiccation. To
sustaining the homeostasis under osmotic stress the plant cells accumulate ions mainly
inside the vacuoles, and the levels of other osmoprotectants are increased in the
cytoplasm to maintain the water potential equilibrium within the cell. These compatible
osmolytes are organic compounds as proline, glycine betaine, sugars. These compounds
contribute to the osmotic adjustment processes and help to maintain the water balance
of the plant cells. At the same time polyamines are responsible for ensuring the
integrity of membranes, nucleic acids and other subcellular organelles under stress
conditions. Polyamines, such as putrescine, spermidine and spermine, are essential for
cell growth and for cell differentiation. They are thought to be involved in salt, osmotic,

heat and drought as well as in oxidative stress responses in plants. They play important
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role in maintaining membrane and nucleic acid integrity under most of these stress

conditions.

Qualitative and quantitative changes polyamines and proline contents were
studied in varieties of common wheat (Triticum aestivum L.) differing in origin,
drought and salt tolerance during two types of drought stress. Flag leaves were used for
the determination of the concentration of the osmoprotectants and comparable results
were obtained from wheat lines. The salt tolerant wheat, Kharchia, accumulates higher
amount of proline and putrescine than the drought tolerant or sensitive lines. Proline
accumulated to a significantly higher level in the salt tolerant varieties, Kharchia,
compared to that of the drought tolerant or drought sensitive genotypes, like Kobomugi

or GK-Kata.

Our data support the idea that the initiation of polyamines, especially
putrescine and proline, needs an osmotic signal. However, if permeable ions are
present, salt accumulation can contribute to the osmotic adjustment and thus the onset
of polyamine and proline biosynthesis is delayed or does not take place. Correlation
between drought tolerance of wheat cultivars and the accumulation of polyamines and

proline was found.

In summary, we have hypothesised that stress responses in plants, as described
by the stress concept of Selye and adopted in plant physiology, can be evoked by the
modification and desynchronization of oscillations of biochemical and physiological

processes resulting in a decreased state of resistance.



IRODALOMIEGYZEK 71

7. IRODALOMJEGYZEK

AKERBOOM, T. P. M. & SIES, H.: Assay of glutathione, glutathione disulfide, and

glutathione mixed disulfides in biological samples. Methods Enzymol., 77:
373-382 (1981).

ALBERT, R. & KINZEL, H.: Unterscheidung von Physiotypen bei Halophyten des
Neusiedlerseegebietes (Osterreich). Z. Pflanzenphysiol. Bd., 70.S: 138-157
(1973).

ALBRECHT, G. & WIEDENROTH, E-M.: Protection against activated oxygen following
reaeration of hypoxycally pretreated wheat roots. The response of glutathione

system. J. Exp. Bot., 45: 449-455 (1994).

ALSCHER, R., BOWER, J. & ZPFEL, W.: The basis for different sensitivities of
photosynthesis to SO in two cultivars of pea. J. Exp. Bot., 38: 99-108
(1987).

ALSCHER, R. G.: Biosynthesis and antioxidant function of glutathione in plants.
Physiol. Plant., 7T7: 457-464 (1989).

ALSCHER, R. G., DONAHUE, J. L. & CRAMER, C. L.: Reactive oxygen species and

antioxidants: relationship in green cells. Physiol. Plant., 100: 224-233 (1997).

ANDERSON, J. V., CHEVONE, B. 1. & HESS, J. L.: Seasonal variation in the antioxidant

systemn of eastern white pine needles. Plant Physiol., 98: 501-508 (1992).

ARrisi, A-C. M., NOCTOR, G., FOYER, C. H. & JOUANN, L.: Modification of thiol
contents in poplar (Populus tremula x P. alba) overexpressing enzymes

involving glutathione synthesis. Planta, 203: 362-372 (1997).

ASADA, K.: Ascorbate peroxidase - a hydrogen peroxide-scavenging enzyme in plants.

Physiol. Plant., 85: 235-241 (1992).

ASADA, K.: Production and action of active oxygen species in photosynthetic tissue. In:

Causes of photooxidative stress and amelioration of defence systems in plants,



IRODALOMIEGYZEK 78

eds.: C. H. FOYER & P. M. MULLINEAUX, CRC Press, Boca Raton, FL, pp. 77-
104. (1994).

ASADA, K.: The water-water cycle in chloroplasts: scavenging of active oxygen and
dissipation of excess photons. Ann. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol., 50:
601-639 (1999).

ASENSI, M., SASTRE, J., PALLARDO, F. V., ESTRELA, J. M. & VINA, J.: Determination of
oxidized glutathione in blood: high-performance liquid chromatography.

Methods Enzymol., 234: 367-371 (1994).

ASENSI, M., SASTRE, J., PALLARDO, F. V., GARCIA-DE-LA ASUNCION, J., ESTRELA, J.
M. & VINA, J.: A high-performance liquid chromatography method for
measurement of oxidized glutathione in biological samples. Anal. Biochem.,

217: 323-328 (1994).

ASENSI, M., SASTRE, J., PALLARDO, F. V., LLORET, A., LEHNER, M., GARCIA-DE-LA
ASUNCION, J. & VINA, J.: Ratio of reduced to oxidized glutathione as indicator
of oxidative stress status and DNA damage. Methods Enzymol., 299: 267-276
(1999).

AVSIAN-KRETCHMER, O., ESHDAT, Y., GUETA-DAHAN, Y. & BEN-HAYYIM, G.:
Regulation of stress-induced phospholipid hydroperoxide glutathione

peroxidase expression in citrus. Planta, 209: 469-477 (1999).

BAIER, M. & DIETZ, K-J.: Alkyl hydroperoxide reductases: the way out of the oxidative
breakdown of lipids in chloroplasts. Trends in Plant Science, 4(5): 166-168
(1999).

BARABAS, K. N., SZEGLETES, Zs., FULOP, K. & ERDEI, L.: UV-B effect on antioxidant
system in wheat (Triticum aestivum L.). Plant Physiol. Biochem., Special

Issue: 231 (1996).

BARABAS, K. N., SZEGLETES, ZS., PESTENACZ, A., FOLOP, K. & ERDE], L.: Effects of
excess UV-B irradiation on the antioxidant defence mechanisms in wheat

(Triticum aestivum L.) seedlings. J. Plant Physiol., 153: 146-153 (1998).



IRODALOMIEGYZEK 79

BARTOK, T., BORCSOK, G. & SAGI, F.: RP-HPLC separation of polyamines after
automatic FMOC-CI derivatisation and precolumn sample clean-up using

column switching. J. Liquid Chromatogr., 15(5): 777-790 (1992).

BEEOR-TZAHAR, T., BEN-HAYYIM, G., HOLLAND, D., FALTIN, Z. & ESHDAT, Y.: A
stress-associated citrus protein is a distinct plant phospholipid hydroperoxide

glutathione peroxidase. FEBS Lett., 366: 151-155 (1995).

BENGTSSON, B., ERDEI, L., JENSEN, P., BERCZI, A. & KYLIN, A.: Effect of switches in
nutrient levels during the life cycle of spring wheat. Plant and Soil, 103: 199-
204 (1987).

BEN-HAYYIM, G., FALTIN, Z., GEPSTEIN, S., CAMOIN, L. SmossERd, A. D. & ESHDAT,

Y.: Isolation and characterization of salt-associated protein in Citrus. Plant

Sci., 88: 129-140 (1993).

BERCZzI, A., OLAH, Z. & ERDEI, L.: Potassium transport in wheat seedlings grown with

different potassium supplies. I. Ion contents and potassium influx. Physiol.

Plant., 55: 371-376 (1982).

BIGNAMI, S. M. L., MILAN, C. M., MORETTI, M. & NAVARRA, F.: Evaluation of
ionexchange chromatography for nitrate determination in wastewaters. J.

Chromatogr., 644: 341-344 (1993).

BOWLER, C., VAN CAMP, W., VAN MONTAGU, M. & INZE, D.: Superoxide dismutases
in plants. Crit. Rev. Plant Sci., 13: 199-213 (1994).

BRIGELIUS-FLOHE, R., AUMANN, K. D., BLOCKER, H., GRoOSS, G., KIESS, M., KLOPPEL,
K. D., MAIORINO, M., ROVERI, A., SCHUCKELT, R. & UsANI, F.: Phospholipid
hydroperoxide glutathione peroxidase. J. Biol. Chem., 269: 7342-7348 (1994).

BRUNT, K.: Sulfate determination in industrial wastewater by liquid chromatography
with postcolumn solid-phase reaction detection. Anal. Chem., 57: 1338-1341
(1985).

CADENAS, E.: Biochemistry of oxygen toxicity. Ann. Rev. Biochem., 58: 79-110 (1989).



IRODALOMIEGYZEK 80

CLARKSON, D. T., CARVAIAL, M., HENZLER, T., WATERHOUSE, R. N., SMYTH, A. ],
COOKE, D. T. & STEUDLE, E.: Root hydraulic conductance: diurnal aquaporin

expression and effects of nutrient stress. J. Exp. Bot., 51: 61-70 (2000).

CONKLIN, P. L., NORRIS, S. R., WHELLER, G. L., WILLIAMS, E. H., SMIRNOFF, N. &
LAsT, R. L.: Genetic evidence for the role of GDP-mannose in plant ascorbic
acid (vitamin C) biosynthesis. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97: 4198-4203
(1999).

CONKLIN, P. L.: Vitamin C: a new pathway for an old antioxidant. Trends in Plant
Science, 3(9): 329-330 (1998).

DAVEY, M. W., GLILOT, C., PERSIAU, G., OSTERGAARD, J., HAN, Y., BAauw, G. C. &
VAN MONTAGU, M. C.: Ascorbate biosynthesis in Arabidopsis cell suspension
culture. Plant Physiol., 121: 535-543 (1999).

DE KoKk, L. J. & OOSTERHUIS, F. A.: Effect of frost-hardening and salinity on
glutathione and sulfhydryl levels and on glutathione reductase activity in

spinach leaves. Physiol. Plant., 58: 47-51 (1983).

DE KoK, L. J. DEKAN, P. J. L., TANCOS, O. G. & KUIPER, P. J. C.: Sulphate-induced
accumulation of glutathione and frost-tolerance of spinach leaf tissue. Physol.

Plant., 53: 435-438 (1981).

DELAUNEY, A. J. & VERMA, D. P. S.: Proline biosynthesis and osmoregulation in
plants. Plant J., 4: 215-223 (1993).

DOHMEN, G. P., KOPPERS, A. & LANGEBARTELS, C.: Biochemical response of norway
spruce (Picea abies (L.) Karst.) towards 14-month exposure to ozone and acid
mist: effects on amino acid, glutathione and polyamine titers. Environ. Pollut.,

64: 375-383 (1990).

DUNHAM, A. J., BARKLEY, R. M. & SIESVERS, R. E.: Aqueous nitrite ion determination
by selective reduction and gas phase nitric oxide chemiluminescence. Anal.

Chem., 67(1): 220-224 (1995).

ELLMAN, G. L.: Tissue sulfhydryl groups. Arch. Biochem. Biophys., 82: 70-77 (1959).



IRODALOMIEGYZEK 81

ERDEL L. & KUIPER, P. J. C.: The effect of salinity on growth, cation content, Na'-
uptake and translocation in salt-sensitive and salt-tolerant Plantago species.

Physiol. Plant., 47: 95-99 (1979).

ERDEL L., OLAH, Z. & BERCZI, A.: Phases in potassium transport and their regulation

under near-equilibrium conditions in wheat seedlings. Physiol. Plant., 60: 81-
85 (1984).

ERDEL, L., M@LLER, 1. M. & JENSEN P.: The effects of energy supply and growth
regulation on K* uptake into plant roots. Biochem. Physiol. Pflanzen., 184:
345-361 (1989).

ERDEL L. & TRIVEDI, S.: Responses to salinity of wheat varieties differing in drought
tolerance. In: Plant water relations and growth under stress. eds.: M. TAZAWA,
M. KATSuMI, Y. MASUDA & H. OKAMOTO, Myu K. K., Tokyo, pp. 201-208
(1989) ISBN 4-943995-03-9.

ERDEL L., TRIVEDI, S., TAKEDA, K. & MATSUMOTO, H.: Effects of osmotic and salt
stresses on the accumulation of polyamines in leaf segments from wheat
varieties differing in salt and drought tolerance. J. Plant Physiol., 137: 165-
168 (1990).

ERDEL, L. & MATsuMoTO, H.: Mitigation of Ca®* deficiency by benzyladenin in
cucumber: ion levels, polyamines and Ca**-Mg**-ATPase. Biochem. Physiol.

Pflanzen, 187: 177-188 (1991).

ERDEI L. & TALEISNIK, E.: Changes in water relation parameters under osmotic and

salt stresses in maize and sorghum. Physiol. Plant., 89: 381-387 (1993).

ERDEI, L., PESTENACZ, A., BARABAS, K. & SZEGLETES, Zs.: Adaptive responses of

plants under stress conditions. Acta Phytopath. Entomol. Hung., 30: 27-37
(1995).

ERDEJ, L., SZEGLETES, ZS., BARABAS, K. & PESTENACZ, A.: Responses in polyamines
titer under osmotic and salt stress in sorghum and maize seedlings. J. Plant

Physiol., 147: 599-603 (1996).



IRODALOMIEGYZEK 82

ERDEI, L., SZEGLETES, ZS., BARABAS, K., PESTENACZ, A., KOVACS, A. & TOTH, B.:
Effects in environmental stress factors on the circadian rhythm in wheat. Plant

Physiol. Biochem., Special Issue: 267 (1996).

ERDEL L, SZEGLETES, Zs., BARABAS, K. N., PESTENACZ, A., FULOP, K., KALMAR, L.,
KovAcs, A., TOTH, B. & DER, A.: Environmental stress and the biological
clock in plants: Changes of rhythmic behavior of carbohydrates, antioxidant
enzymes and stomatal resistance by salinity. J. Plant Physiol., 152: 265-271
(1998).

FAHEY, R. C., NEWTON, G. L., DORIAN, R. & KOSOWER, E. M.: Analysis of biological
. thiols: quantitative determination of thiols at the picomole level based upon
derivatization with monobromobimanes and separation by cation-exchange

chromatography. Anal. Biochem., 111: 357-365 (1981).

FARRIS, M. W. & REED, D. J.: High-performance liquid chromatography of thiols and
disulfides: dinitrophenol derivatives. Methods Enzymol., 143: 101-109 (1987).

FEHER, J. & VERECKEI A.: Szabadgyok-reakciOk jelentdsége az orvostudomanyban.
Medicina Konyvkiado, Budapest, (1985).

FLORES, H. E. & GALSTON, A. W.: Polyamines and plant stress: activation of putrescine

biosynthesis by osmotic shock. Science, 217: 1259-1260 (1982).

FLORES, H. E. & GALSTON, A. W.: Analysis of polyamines in higher plants by high
performance liquid chromatography. Plant Physiol., 69: 701-706 (1982).

FLORES, H. E. & GALSTON, A. W.: Osmotic stress-induced polyamine accumulation in

cereal leaves. I. Physiological parameters of response. Plant Physiol., 75: 102-
109 (1984).

FLORES, H. E.: Changes in polyamine metabolism in response to abiotic stress. In:
Biochemistry and physiology of polyamines in plants. eds.: R. D. SLOCUM &
H. E. FLORES, CRC Press, Inc., Boca Raton, pp. 213-228 (1991).

FLoweRrs, T. J., TROKE, P.F. & YEO, A. R.: The mechanism of salt tolerance in

halophytes. Ann. Rev. Plant Physiol., 13: 75-91 (1977).



IRODALOMIEGYZEK 83

FLOWERS, T. J. & YEO, A. R.: Ion relations of plants under drought and salinity. Aust.
J. Plant Physiol., 13: 75-91 (1986).

FOYER, C. H. & HALLIWELL, B.: The presence of glutathione and glutathione reductase

in chloroplasts: a proposed role in ascorbic acid metabolism. Planta, 133: 21-
25 (1976).

FOYER, C. H. & HARBINSON, J.: Oxygen metabolism and the regulation of
photosynthetic electron transport In: Causes of photooxidative stress and
amelioration of defence systems in plants, eds.: C. H. FOYER & P. M.
MULLINEAUX, CRC Press, Boca Raton, FL, pp. 1-42. (1994).

FOYER, C. H., LELANDAIS, M. & KUNERT, K. J.: Photoxidative stress in plants. Physiol.
Plant., 92: 696-717 (1994).

FOYER, C. H., LOPEZ-DELGADO, H., DAT, J. F. & ScoTtT, I. M.: Hydrogen peroxide-
and glutathione-associated mechanisms of acclimatory stress tolerance and

signaling. Physiol. Plant., 100: 241-254 (1997).

FREEMAN, B. A. & CRAPO, J. D.: Biology of disease. Free radicals and tissue injury.
Lab. Invest., 47(5): 412-426 (1982).

FRDOVICH, I.: Superoxide radical: An endogenous toxicant. Ann. Rev. Pharmacol.
Toxicol., 23: 239-257 (1983).

GALSTON, A. W.: Polyamines as modulators of plant development. BioSci., 33: 382-
388 (1983).

GOLDEN, S. S., ISHIURA, M., JOHNSON, C. H. & KonDO, T.: Cyanobacterial circadian
rhythms. Ann. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol., 48: 327-354 (1997).

GORR, G., OBST, G., DORING, O. & BOTTGER, M.: Light-dependent proton excretion of

wheat (Triticum aestivum L.) and maize (Zea mays L.) roots. Bot. Acta, 108:

351-357 (1995).

GRIFFITH, O. W.: Determination of glutathione and glutathione disulfide using
glutathione reductase and 2-vinylpyridine. Anal. Biochem., 106: 207-212
(1980).



IRODALOMIJEGYZEK 84

Guy, C. L. & CARTER, J. V.: Effect of low temperature on the glutathione status of
plant cells. In: Plant Cold Hardness and Freezing Stress. eds.: P. H. L1 & A.
SAKAL, Academic Press, London, Vol. II. pp. 169-179 (1982).

HABIG, W. H., PABST, M. J. & JAKOBY, W. B.: Glutathione S-transferases. The first

enzymatic step in mercapturic acid formation. J. Biol. Chem., 246: 7130-7139
(1974).

HADDAD, P. R., JACKSON P. E. & HECKENBERG A. L.: Performance characteristic of
some commercially available low-capacity anion-exchange columns suitable
for non-suppressed ion chromatography. J. Chromatogr., 346: 139-148
(1985).

HALL, J. C.: Tripping along the trail to the molecular mechanisms of biological clocks.

Trends Neurosci., 18: 230-240 (1995).

HoLLAND, D., BEN-HAYYIM, G., FALTIN, Z.,, CAMOIN, L. STROSBERG, A. D. &
ESHDAT, Y.: Molecular characterization of salt-stress associated protein in
citrus: protein and cDNA sequence homology to mammalian glutathione

peroxidase. Plant Mol. Biol., 21: 923-927 (1993).

HOLLAND, D., FALTIN, Z., PERL, A., BEN-HAYYIM, G. & ESHDAT, Y.: A novel plant
glutathione peroxidase-like protein provides tolerance to oxygen radicals

generated by paraquat in Escherichia coli. FEBS Lett., 337: 52-55 (1994).

INZE, D. & VAN MONTAGU, M.: Oxidative stress in plants. Current Opinion in
Biotechnology, 6: 153-158 (1995).

IRzYK, G. P. & FUERST, E. P.. Purification and characterization of glutathione

S-transferase from Benoxacor-treated maize (Zea mays). Plant Physiol., 102:

803-810 (1993).

ISHIKAWA, T., SAKAI, K., YOSHIMURA, K., TAKEDA, T. & SHIGEOKA, S.: cDNAs
encoding spinach stromal and thylakoid-bound ascorbate peroxidase, differing
in the presence or absence of their 3’-coding region. FEBS Lett., 384: 289-293
(1996).



IRODALOMIEGYZEK 85

JENSEN, P., ERDEL, L. & MgLLER, L. M.: K* uptake in plant roots: Experimental
approach and influx models. Physiol. Plant., 70: 743-748 (1987).

KAYUPOVA, G. A. & KLYSHEV, L. K.: Superoxide dismutase in pea roots as influenced
by high NaCl concentrations. Fiziol. Rast., 31.: 555-559 (1984).

KLAPHECK, S., LATUS, C. & BERGMANN, L.: Localization of glutathione synthetase and
distribution of glutathione in leaf cells of Pisum sativum L. J. Plant Physiol.,

131: 123-131 (1987).

KLAPHECK, S.: Homoglutathione: isolation, quantification and occurrence in legumes.

Physiol. Plant.,7T4: 727-732 (1988).

KLAPHECK, S., CHROST, B., STARKE, J. & ZIMMERMANN, H.: y-Glutamylcysteinylserine

- a new homologue of glutathione in plants of the family Poaceae. Bot. Acta,

105: 174-179 (1992).

KOSOWER, E. M., PAZHENCHEVSKY, B. & HERSHKOWITZ, E.: 1,5-Diazabicyclo-{3.3.0]-
octadienediones (9,10-dioxabimanes). Strongly fluorescent syn isomers. J.

Am. Chem. Soc., 100: 6516-6518 (1978).

KOSOWER, N. S., KOSOWER, E. M., NEwWTON, G. L. & RANNEY, H. M.: Bimane
fluorescent labels: labelling of normal human red cells under physiological

conditions. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76(7): 3382-3386 (1979).

KOSOWER, N. S.& KOSOWER, E. M.: Thiol labelling with bromobimanes. Methods
Enzymol., 143: 76-84 (1987).

KOSOWER, E. M. & KOSOWER, N. S.: Bromobimane probes for thiols. Methods
Enzymol., 251: 133-148 (1995).

LAKRITZ, J., PLOPPER, C. G. & BUCKPITT, A. R.: Validated high-performance liquid
chromatography-electrochemical method for determination of glutathione and
glutathione disulfide in small tissue samples. Anal. Biochem., 247(1): 63-68
(1997).

LAMB, C. & DIXON, R. A.: The oxidative burst in plant disease resistance. Ann. Rev.
Plant Physiol. Plant Mol. Biol., 48: 251-275 (1997).



IRODALOMIEGYZEK 86

LESHEM, Y. Y. KUIPER P. J. C.: Is there a GAS (general adaptation syndrome) response

to various types of environmental stress? Biol. Plant., 38: 1-18 (1996).

LESHEM, Y. Y, KUIPER, P. J. C,, ERDEL L., LUREE, S. & PERL-TREVES, R.: Do Selye’s
mammalian “GAS” concept and “co-stress” response exist in plants? Annals

of the New York Academy of Sciences, 851: 199-208 (1998).

LEvITT, J.: Physiological ecology: Responses of plants to environmental stresses.

Academic Press, New York, (1972).

LICHTENTHALER, H. K.: Vegetation stress: an introduction to the stress concept in
plants. J. Plant Physiol., 148: 4-14 (1996).

Lowry, O. H., ROSEBROUGH, N. J., FARR, ALL. & RANDALL, R.J.: Protein
measurement with the Folin phenol reagent. J. Biol. Chem., 193: 265-275
(1951).

Luo, J-L., HAMMARQVIST, F., COTGREAVE, I. A., LIND, C., ANDERSSON, K. &
WERNERMAN, J.: Determination of intracellular glutathione in human skeletal
muscle by reversed-phase high-performance liquid chromatography. J.
Chromatogr. B, 670: 29-36 (1995).

MAAS, F. M., HOFFMANN, 1., VAN HERMELEN, M. J. & DE KoK L. J.: Refractometric
determination of sulphate and other anions in plants separated by HPLC. Plant

and Soil., 91: 129-132 (1986).

MACDUFF, J. H:& DHANOA, M. S.: Diurnal and ultradian rhythms in K* uptake by
Trifolium repens under natural light patterns: evidence for segmentation at

different root temperatures. Physiol. Plant., 98: 298-308 (1996).

MANNERVIK, B. & GUTHENBERG, C.: Glutathione transferase (human placenta).
Methods Enzymol., T7: 231-235 (1981).

MAROTI, Z., LASZLAVIK, M., ERDEI, L. & SZEGLETES, Zs.: Effects of salinity and

osmotic stress on the anion composition in sunflower (Helianthus annuus L.).

Biol. Plant., 36: S363 (1994).

MARRS, K. A.: The functions and regulation of glutathione S-transferases in plants.

Ann. Rev. Plant. Physiol. Plant Mol. Biol., 47: 127-158 (1996).



IRODALOMIEGYZEK 87

MARTIN, W. M. & GIACOFEI A. R.: Ultratrace anion analysis of high-purity water. A
column comparison. J. Chromatogr., 644: 333-340 (1993).

MASOJIDEK, J., TRIVEDI, S., HALSHAW, L., ALeExiou, A. & HALL, D. O.: The
synergistic effect of drought and light stresses in sorghum and pearl millet.

Plant Physiol., 96: 198-207 (1991).

MCCUE, F. K. & HANSON, A. D.: Drought and salt tolerance: towards understanding
and application. Trends Biotech., 8: 358-362 (1990).

MEHLHORN, H., LELANDAIS, M., KORTH, H. G. & FOYER, C. H.: Ascorbate is the
natural substrate for plant peroxidases. FEBS Lett., 378: 203-206 (1996).

MEUWLY, P., THIMBAULT, P & RAUSER, W. E.: y-Glutamylcysteinylglutamic acid - a

new homologue of glutathione in maize seedlings exposed to cadmium. FEBS

Lett., 336: 472-476 (1993).

MIYAKE, C. & AsADA, K.: Ferredoxin dependent photoreduction of
monodehydroascorbate radical in spinach tylakoids. Plant Cell Physiol., 34:
539-549 (1994).

NAGY, Z., TUBA, Z., ZsoLDoS, F. & ERDE], L.: COy-exchange and water relation
responses of sorghum and maize during water and salt stress. J. Plant

Physiol., 145: 539-544 (1995).

NAVARI-IZZO, F. & 1zz0, R.: Induction of enzyme activities and antioxidant production

in barley plants as a results of SO, fumigation. Plant Sci., 96: 456-459 (1993).

NAvas, P., VILLALBA, J. M. & CORDOBA, F.: Ascorbate function at the plasma
membrane. Biochim. Biophys. Acta, 1197: 1-13 (1994).

NEWTON, G. L., DoRrRIAN, R. & FAHEY, R. C.: Analysis of biological thiols:
derivatization with monobromobimane and separation by reverse-phase high-

performance liquid chromatography. Anal. Biochem., 114: 383-387 (1981).

NEWTON, G. L. & FAHEY, R. C.: Determination of biothiols by bromobimane labelling

and high-performance liquid chromatography. Methods Enzymol., 251: 148-
166 (1995).



IRODALOMIEGYZEK 88

NOCTOR, G., STROHM, M., JOUANIN, L., KUNERT, K-J., FOYER, C. H. & RENNENBERG,
H.: Synthesis of glutathione in leaves of transgenic poplar overexpressing

Y-glutamylcysteine synthetase. Plant Physiol., 112: 1071-1078 (1996).

NOCTOR, G., ARISI, A-C. M., JOUANIN, L., VALADIER, M-H., RouX, Y. & FOYER, C.
H.: The role of glycine in determining the rate of glutathione synthesis in
poplar. Possible implication for glutathione production during stress. Physiol.

Plant., 100: 255-263 (1997).

NOCTOR, G., ARISI, A-C. M., JOUANIN, L., VALADIER, M-H., ROUX, Y. & FOYER, C.
H.: Light-dependent modulation of foliar glutathione synthesis and associated

amino acid metabolism in poplar overexpressing 7Y-glutamylcysteine

synthetase. Planta, 202: 357-369 (1997).

NOCTOR, G. & FOYER, C. H.: Ascorbate and glutathione: keeping active oxygen under
control. Ann. Rev. Plant Physiol Plant Mol. Biol., 49: 249-279 (1998).

NOCTOR, G. & FOYER, C. H.: Manipulation of glutathione and amino acid biosynthesis
in the chloroplast. Plant Physiol., 118(2): 471-482 (1998).

PALLANCA, J. E. & SMIRNOFF N.: Ascorbic acid metabolism in pea seedlings. A
comparison of D-glucosone, L-sorbosone, and L-galactono-1,4-lactone as

ascorbate precursors. Plant Physiol., 120: 453-462 (1999).

PESTENACZ, A. & ERDE]J, L.: Calcium-dependent protein kinase in maize and sorghum
induced by polyethylene glycol. Physiol. Plant., 97: 360-364 (1996).

PICKETT, C. B. & Lu, A. Y. H.: Glutathione S-transferases: gene structure, regulation

and biological function. Ann. Rev. Biochem., 58: 743-764 (1989).

RAUSER, W. E., SCHUPP, R. & RENNENBERG, H.: Cysteine, y-glutamylcysteine, and

glutathione levels in maize seedlings. Plant Physiol., 97: 128-138 (1991).

REDMOND, J. W. & TSENG, A.: High pressure liquid chromatographic determination of

putrescine, cadaverine, spermidine and spermine. J. Chromatogr., 170: 479-

481 (1979).



IRODALOMIEGYZEK 89

REED, D. J., BABSON, J. R., BEATTY, P. W., BRODIE, A. E., ELLIS, W. W. & POTTER, D.
W.: High-performance liquid chromatography analysis of nanomole levels of
glutathione, glutathione disuifide, and related thiols and disulfides. Anal.
Biochem., 106: 55-62 (1980).

REGGIANI, R., AURISANO, N., MATTANA, M. & BERTANI, A.: Influence of K* ions on
polyamine level in wheat seedlings. J. Plant Physiol. 141: 136-140 (1993).

RHODES, D. & HANSON, A. D.: Quaternary ammonium and tertiary sulfonium
compounds in higher plants. Ann. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol., 44:
357-384 (1993).

RIDNOUR, L. A., WINTERS, R. A., ERcAL, N. & Spitz, D. R.: Measurement of
glutathione, glutathione disulfide, and other thiols in mammalian cell and
tissue homogenates using high-performance liquid chromatography separation
of N-1(1-pyrenyl)maleimide derivatives. Methods Enzymol., 299: 258-267
(1999).

RIECHERS, D. E., IRZYK, G. P., JONES, S. S. & FUERST, E. P.: Partial characterization of
glutathione S-transferase from wheat (Triticum spp.) and purification of
safener-induced glutathione S-transferase from Triticum tauschii. Plant

Physiol., 114: 1461-1470 (1997).

Sarmo, K, NIck, J. A. & LoEwus, F. A.: D-glucose and L-sorbosone, putative
intermediates of L-ascorbate biosynthesis in detached bean and spinach leaves.

Plant Physiol., 94: 1496-1500 (1990).

SANDERMANN, H.: Higher plant metabolism of xenobiotics: the “green liver” concept.

Pharmacogenetics, 4: 225-241 (1994).

SANKHLA, N., UPADHYAYA, A. & DAvis, T. D.: Polyamines in plant growth and
development. In: Hormone regulation of plant growth and development. ed.:
P. P. PUROHIT, Agro-Botanical Publisher, Bikaner, India, Vol. IV. pp. 171-
204 (1988).



IRODALOMIEGYZEK 90

SANTOS, L., ALMEIDA, J. M. & SALEMA, R.: Plants of Zea mays L. development under
enhanced UV-B radiation. I. Some ultrastructural and biochemical aspects. J.

Plant Physiol., 141: 450-456 (1993).

ScuMDT, G. & KUNERT, K. J.: Lipid peroxidation in higher plants: the role of
glutathione reductase. Plant Physiol., 82: 700-703 (1986).

ScHUPP, R. & RENNENBERG, H.: Diurnal changes in the glutathione content of spruces
needles (Picea abies L.). Plant Sci., 57: 113-117 (1988).

SCHUSTER, R.: HPLC Application: HPLC determination of anions in food. Hewlett
Packard Publication number:12-5954-6258 (1986).

SELYE, H.: The stress of life. McGraw-Hill Book Company, Inc., New York, (1956).

SHENNAN, C., HUNT, R. & MACROBBEE, E. A. C.: Salt tolerance in Aster tripolium L. L.

The effect of salinity on growth. Plant, Cell and Environment, 10: 59-65
(1987).

SHENNAN, C., HUNT, R. & MACROBBIE, E. A. C.: Salt tolerance in Aster tripolium L. 1L
Ionic regulation. Plant, Cell and Environment, 10: 67-74 (1987).

SHENNAN, C.: Salt tolerance in Aster tripolium L. IIl. Na and K fluxes in intact

seedlings. Plant, Cell and Environment, 10: 75-81 (1987).

SIES, H.: Oxidative Stress: Introductory Remarks. In: Oxidative Stress. ed.: H. SIES,
Academic Press Inc. (London) Ltd., London, pp. 1-8 (1985) ISBN 0-12-
642760-7.

SILLER-CEPEDA, J. H., CHEN, T. H. H. & FucHIGaM, L. H.: High performance liquid
chromatography analysis of reduced and oxidized glutathione in woody plant

tissues. Plant Cell Physiol., 32(8): 1179-1185 (1991).

SrocuM, R., KAUR-SAWHNEY, R. & GALSTON, A. W.. The physiology and

biochemistry of polyamines in plants. Arch. Biochem. Biophys., 235: 283-303
(1984).

SMIRNOFF, N.: The function and metabolism of ascorbic acid in plants. Ann. Bot., 78:
661-699 (1996).



IRODALOMIEGYZEK 91

SMIRNOFF, N.: Plant resistance to environmental stress. Curr. Opin. Biothechnol., 9:
214-219 (1998).

SMITH, F. C. & CHANG, R. C.: The practice of ion chromatography. John Wiley & Sons,
Inc., New York, pp. 109-179 (1983) ISBN 0-471-05517-4.

SMITH, I. K.: Stimulation of glutathione synthesis in photorespiring plants by catalase
inhibitors. Plant Physiol., 79: 1044-1047 (1985).

SMITH, L. K., VIERHELLER, T. L. & THORNE, C. A.: Assay of glutathione reductase in
crude tissue homogenates using 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid). Anal.

Biochem., 175: 408-413 (1988).

SMITH, I. K., POLLE, A. & RENNENBERG, H.: Glutathione. In: Stress Responses in
Plants: Adaptation and Acclimation Mechanism. eds.: R. G. ALSCHER & J. R.
CUMMINGS, Wiley-Liss Inc., New York, pp. 201-215 (1990).

SMITH, M. W. & DOOLITTLE, R. F.: A comparison of evolutionary rates of two major
kinds of superoxide dismutase. J. Mol. Evol., 34: 175-184 (1992).

SMITH, T. A.: Putrescine and inorganic ions. Recent Adv. Phytochem., 18: 7-54 (1984).

STIENSTRA, A. W.: Does nitrate play a role in osmoregulation? In: Fundamental,
Ecological and Agricultural Aspects of Nitrogen Metabolism in Higher Plants.
eds: H. LAMBERS, J. J. NEETESON & 1. STULEN, Martinus Nijhoff Publishers,
Dordrecht, pp. 481-485 (1986) ISBN 90-247-3258-1.

SzABO-NAGY, A., GALBA, G. & ERDE] L.: Induction of soluble phosphatases under

ionic and non-ionic osmotic stresses in wheat. J. Plant Physiol., 140: 629-633

(1992).

SZEGLETES, ZS., BARABAS, K., ERDEI, L. & LASZLAVIK, M.: Determination of
glutathione reductase activity and levels of reduced and oxidized forms of

glutathione by HPLC in wheat. Biol. Plant., 36: S370 (1994).

SZEGLETES, ZS., ERDE], L. & CSEUZ, L.: Connection between drought tolerance and the
accumulation of polyamines and proline in wheat. Plant Physiol. Biochem.,

Special Issue: 280. (1996).



IRODALOMIEGYZEK 92

SZEGLETES, ZS., ERDEL, L. & CSEUZ, L.: Accumulation of osmoprotectants in wheat
cultivars of different drought tolerance. Cereal Research Communications,

00: 000-000 (2000).
TABOR, C. W. & TABOR, H.: Polyamines. Ann. Rev. Biochem, 53: 749-790 (1984).

TIETZE, F.: Enzymatic method for quantitative determination of nanogram amounts of
total and oxidized glutathione: application to mammalian blood and other

tissues. Anal. Biochem., 27: 502-522 (1969).

TROLINDER, N. L. & SHANG, X.: In vitro selection and regeneration of cotton resistant
to high temperature stress. Plant Cell Reports, 10: 448-452 (1991).

TURNER, N. C.: Stomatal behaviour and water status of maize, sorghum, and tobacco
under field conditions. Il. At low soil water potential. Plant. Physiol., 53: 360-
365 (1974).

TURNER. N. C.: Adaptation to water deficits: A changing perspective. Aust. J. Plant
Physiol., 13: 175-190 (1986).

VANDEBERG, P. J. & JOHNSON, D. C.: Comparison of pulsed amperometric detection
and integrated voltametric detection for organic sulfur compounds in liquid

chromatography. Anal. Chim. Acta, 290: 317-327 (1994).

VINA, J., SASTRE, J., ASENSI, M. & PARKER, L.: Assay of blood glutathione oxidation
during physical exercise. Methods Enzymol., 251: 237-243 (1995).

WASHKO, P.W., WELCH, R. W, DHARIWAL, K. R., WANG, Y. & LEVINE, M.: Ascorbic
acid and dehydroascorbic acid analysis in biological samples. Anal. Biochem.,

204: 1-14 (1992).

WHEELER, G. L., JONES, M. A. & SMIRNOFF, N.: The biosynthetic pathway of vitamin
C in higher plants. Nature, 393: 365-369 (1998).

WINTERS, R. A., ZUKOWSKI, J., ERCAL, N., MATTHEWS, R. H. & SPITZ, R. D.: Analysis
of glutathione, glutathione disulfide, cysteine, homocysteine, and other
biological thiols by high-performance liquid chromatography following
derivatization by N-(1-pyrenyl)maleimide. Anal. Biochem., 227: 14-21 (1995).



IRODALOMIEGYZEK 93

WOITASZEK, P.: Oxidative burst: en early plant response to pathogen infection.
Biochem. J., 322: 681-692 (1997).

ZHou, X., MINOCHA, R. & MINOCHA S. C.: Physiological responses of suspension
cultures of Catharanthus roseus to aluminium: changes in polyamines and

inorganic ions. J. Plant Physiol., 145: 277-284 (1995).

ZsoLDoS, F., VASHEGYL, A. & ERDEL L.: Lack of active K* uptake in aeroponically
grown wheat seedlings. Physiol. Plant., 71: 359-364 (1987).

ZsoLpos, F., HAUNOLD E., VASHEGYI A. & HERGER P.: Effects of sodium chloride
stress and calcium supply on growth, potassium uptake, and internal chloride

and sodium levels of winter wheat seedlings. Acta Biol. Hung., 41(4): 399-
408 (1990).



PUBLIKACIOK . 94

8. PUBLIKACIOK

8.1. A dolgozat témajahoz kapcsolédé publikaciok

Erdei, L., Pestenicz, A., Barabés, K. & Szegletes, Zs.: Adaptive responses of plants
under stress conditions. Acta Phytopath. Entomol. Hung., 30: 27-37 (1995). (imp.fyus:
0.050)

Erdei, L., Szegletes, Zs., Barabds, K. & Pestenicz, A.: Responses in polyamines
titer under osmotic and salt stress in sorghum and maize seedlings. J. Plant Physiol.,

147(5): 599-603 (1996). (imp.fius: 1.142)

Barabds, K. N., Szegletes, Zs., Pestenicz, A., Fiilop, K. & Erdei, L.: Effects of
excess UV-B irradiation on the antioxidant defence mechanisms in wheat (Triticum

aestivum L.) seedlings. J. Plant Physiol., 153: 146-153 (1998). (imp.fiyy: 1.195)

Erdei, L., Szegletes, Zs., Barabis, K. N., Pestendcz, A., Fillop, K., Kalmar, L.,
Kovics, A., Téth B. & Dér, A.: Environmental stress and the biological clock in

plants: an integrated approach. J. Plant Physiol., 152: 265-271 (1998). (imp.fiy: 1.195)

Szegletes, Zs., Erdei, L. & Cseuz, L.: Accumulation of osmoprotectants in wheat

cultivars of different drought tolerance. Cereal Research Communications, 00:

000-000 (2000). (imp.fg: 0.173) (elfogadva)

Szegletes, Zs., Fiilop, K., Oroszi, L., Dér, A. & Erdei, L.: Effect of salt stress on the

diurnal changes of the glutathione system in wheat. (2000). (el6késziiletben)

8.2. A dolgozat témajahoz kapcsolédé elGadasok, poszterek

Erdei, L., Laszlavik, M., Pestenicz, A., Szab6 Nagy, A., Szegletes, Zs., Fodor, E. &
Barabas, K. (1994) Stressz és adapticié novényekben [Stress and adaptation in

plants, language: Hungarian]. SZBK Napok, Szeged, Hungary. (eléadds)

Laszlavik, M., Erdei, L., Szegletes, Zs. & Maréti, Z. (1994) Effects of salinity,
osmotic and UV-B stresses on the anion composition in wheat and sunflower.
Biostress '94, Workshop on Plant Responses to Environmental Stress, Szeged,

- Hungary. (poszter)



PUBLIKACIOK 95

10.

Laszlavik, M., Maréti, Z. Szegletes, Zs. & Erdei, L. (1994) Cation and anion
composition of Aster tripolium L. grown under low and high salt condition.
Biostress '94, Workshop on Plant Responses to Environmental Stress, Szeged,

Hungary. (poszter)

Laszlavik, M., Szegletes, Zs. & Erdei, L. (1994) Determination of polyamines levels
under salt, osmotic and UV-B stresses in plants by HPLC. Biostress ‘94, Workshop

on Plant Responses to Environmental Stress, Szeged, Hungary. (poszter)

Maréti, Z., Laszlavik, M., Erdei, L. & Szegletes, Zs. (1994) Effects of salinity and
osmotic stress on the anion composition in sunflower (Helianthus annuus L.). g"

FESPP Congress, Brno, Czech Republic. Biol. Plant., 36: S363. (poszter)

Szegletes, Zs., Barabis, K., Erdei, L. & Laszlavik, M. (1994) Determination of
glutathione reductase activity and levels of reduced and oxidized forms of
glutathione by HPLC in wheat. 9" FESPP Congress, Bmo, Czech Republic. Biol.
Plant., 36: S370. (poszter)

Szegletes, Zs. & Erdei, L. (1994) Determination of the changes of the reduced and
oxidised glutathione levels by HPLC in Aster tripolium L. under UV-B stress.
Biostress '94, Workshop on Plant Responses to Environmental Stress, Szeged,

Hungary. (poszter)

Barabas, K., Szegletes, Zs., Pil, E. & Erdei, L. (1995) Defence strategies against
oxidative stress in plants. XXV. Membran-transzport Konferencia, Simeg, Hungary.

(poszter)

Szegletes, Zs., Laszlavik, M., Maréti, Z., Ordog, M. & Erdei, L. (1995) A kis
composition in the halophytic Aster tripolium grown in low salt concentration
medium, language: Hungarian]). XXV. Membran-transzport Konferencia, Simeg,

Hungary. (poszter)

Barabas, K. N., Szegletes, Zs., Fiilop, K. & Erdei, L. (1996) UV-B effect on

antioxidant system in wheat (Triticum aestivum L.). 10" FESPP Congress, From



PUBLIKACIOK 96

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Molecular Mechanisms to the Plant: an Integrated Approach, Florence, Italy. Plant

Physiol. Biochem., Special Issue: 231. (eloadas)

Erdei, L., Szegletes, Zs., Barabis, K., Pestenicz, A., Kovics, A. & Té6th, B. (1996)
Effects in environmental stress factors on the circadian rhythm in wheat. /0" FESPP
Congress, From Molecular Mechanisms to the Plant: an Integrated Approach,

Florence, Italy. Plant Physiol. Biochem., Special Issue: 267. (poszter)

Szegletes, Zs., Barabis, K., Pestenicz, A., Fiilop K., Kovics, A., Téth, B., Kalmdr,
L. & Erdei, L. (1996) Szarazsag-, s6- és UV-B stressz oxidativ komponensei
ndvényekben. [Oxidative components of drought, salt and UV-B stresses in plants;

language: Hungarian] Straub-napok (SZBK Napok), Szeged, Hungary. (eléadds)

Szegletes, Zs., Erdei, L. & Cseuz, L. (1996) Connection between drought tolerance
and the accumulation of polyamines and proline in wheat. /0™ FESPP Congress,
From Molecular Mechanisms to the Plant: an Integrated Approach, Florence, Italy.

Plant Physiol. Biochem., Special Issue: 280. (poszter)

Erdei, L., Szegletes, Zs., Barabis, K. N., Pestenicz, A., Fiilop, K., Kalmar, L.,
Kovacs, A. & Téth, B. (1997) Environmental stresses and the circadian rhythm in
plants. "Stress of Life" Stress and Adaptation from Molecules to Man, Budapest,

Hungary. (el6adas)

Erdei, L., Szegletes, Zs., Barabis, K. N., Pestenicz, A., Fiilop, K., Kalmir, L.,
Kovics, A., Téth, B. & Dér, A. (1997) A kémyezeti stressz €s a cirkadian ritmus
lehetséges kapcsolata novényekben [The effect of the environmental stresses on the
circadian rhythm of plants, language: Hungarian). VI. Magyar Nivényélettani

Kongresszus, Budapest, Hungary. (eléadas)

Fiilop, K., Barabds, K. N., Szegletes, Zs., Horvith, F. & Erdei, L. (1997) Effect of
salinity on the antioxidant system in wheat. "Stress of Life” Stress and Adaptation

from Molecules to Man, Budapest, Hungary. (eldadas)

Szegletes, Zs., Fiilop, K., Barabis, K. N., Horvéth, F. & Erdei, L. (1997) Diurnal
changes of the glutathione levels under salt stress conditions in wheat. “Stress of

Life" Stress and Adaptation from Molecules to Man, Budapest, Hungary. (poszter)



PUBLIKACIOK 97

18.

19.

20.

Cseuz, L., Kertész, Z., Matuz, J., Mézsik, L., Szegletes, Zs., Erdei, L. (1998) Wheat
breeding system with special attention to abiotic stresses. 9" International Wheat
Genetics Symposium, Saskatoon, Canada. In: Proceedings of the 9" International

Wheat Genetics Symposium (ed.: Slinkard, A. E.), vol. 4, pp. 13-15 (poszter)

Szegletes, Zs., Fiilop, K., Barabds, K. N., & Erdei, L. (1998) Effect of salt stress on
the diurnal changes of the glutathione system in wheat. 4" International Conference
on Plasma Membrane Redox Systems and Their Role in Biological Stress and

Disease, Antwerp, Belgium. (poszter)

Erdei, L., Csiszdr, J., Fediuc, E., Szegletes, Zs. & Tari, I. (1999) A glutation
rendszer kdzponti szerepe a novények abiotikus és biotikus stressz valaszaban.[The
glutathione system on the cross-road in the signalling network in plants, language:

Hungarian] Straub-napok (SZBK Napok), Szeged, Hungary. (eléadas)



PUBLIKACIOK 98

8.3. Publikacids lista

8.3.1. Referalt folyoiratokban megjelent publikdciok

Téth-Soma, L., Gulyids, S. & Szegletes, Zs.: Functional connection between
intracellular and extracellular secretion in species of Euphorbia genus. Acta Biol.

Hung., 44(4): 433-443 (1993). (imp.fyu;: 0.203)

Notheisz, F., Zsigmond, A., Barték, M., Szegletes, Zs. & Smith, G. V.: Mass
transfer test and maximum rate determination during liquid phase hydrogenation.

Applied Catal. A, 120: 105-114 (1994). (imp.fig.: 1.421)

Torok, B., Szegletes, Zs. & Molnir, A.: Separation and identification of
stereoisomeric cyclobutanediols by gas chromatography - mass spectrometry. J.

Chromatogr. A, 668: 463-467 (1994). (imp.fig.: 2.523)

Bilint, T., Szegletes, T., Szegletes, Zs., Halasy, K. & Nemcsék, J.: Biochemical and
subcellular changes in carp exposed to the organophosphorous methidathion and

pyrethroid deltamethrin. Aquatic Toxicology, 33: 279-295 (1995). (imp.figs: 1.748)

Erdei, L., Pestendcz, A., Barabds, K. & Szegletes, Zs.: Adaptive responses of plants
under stress conditions. Acta Phytopath. Entomol. Hung., 30: 27-37 (1995). (imp.fiws:
0.050)

Szegletes, T., Balint, T., Szegletes, Zs. & Nemcs6k, J.: Changes caused by
methidathion in activity and distribution of molecular forms of carp (Cyprinus
carpio L.) AChE. Pesticide Biochemistry and Physiology, 52: 71-79 (1995). (imp.fiws:
1.601)

Szegletes, T., Bdlint, T., Szegletes, Zs. & NemcsOk, J.: In vivo effects of
deltamethrin exposure on activity and distribution of molecular forms of carp AChE.

Ecotoxicology and Environmental Safety, 31(3): 258-263 (1995). (imp.f,ys: 0.939)

Erdei, L., Szegletes, Zs., Barabas, K. & Pestendcz, A.: Responses in polyamines
titer under osmotic and salt stress in sorghum and maize seedlings. J. Plant Physiol.,

147(5): 599-603 (1996). (imp.fg: 1.142)



PUBLIKACIOK 99

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Barabds, K. N., Szegletes, Zs., Pestenicz, A., Fiilop, K. & Erdei, L.: Effects of
excess UV-B irradiation on the antioxidant defence mechanisms in wheat (7Triticum

aestivum L.) seedlings. J. Plant Physiol., 153: 146-153 (1998). (imp.fiys: 1.195)

Erdei, L., Szegletes, Zs., Barabis, K. N., Pestenicz, A., Fiilop, K., Kalmér, L.,
Kovics, A., Téth B. & Dér, A.: Environmental stress and the biological clock in

plants: an integrated approach. J. Plant Physiol., 152: 265-271 (1998). (imp.f,yu: 1.195)

Dusha, L., Olah, B., Szegletes, Zs., Erdei, L. & Kondorosi, A.: syrM is involved in
the determination of the amount and ratio of the two forms of the acidic
exopolysaccharide EPSI in Rhizobium meliloti. Molecular Plant Microbe

Interaction, 12(9): 755-765 (1999). (imp.f,y: 3.450)

Zsoldos, F., Vashegyi, A., Béna, L., Pécsvaradi, A. & Szegletes, Zs.: Aluminium
and nitrite induced alteration in potassium transport of wheat. Cereal Research

Communications, 27(1-2): 147-153 (1999). (imp.fyy: 0.173)

Varanka, Zs., Szegletes, T., Szegletes, Zs., Nemcsék, J. & Abrahim, M.:
Relationship between the structure of some humic compounds and their inhibitory
effects on carp catalase. Bull. Environ. Contam. Toxicol., 63(6): 751-758 (1999).
(imp.figx: 0.653)

Erdei, L., Szegletes, Zs., Horvith, F., Tari, L., Pécsvaradi, A. & Dulai, S.: Changes
in the balance of C/N metabolism and stomatal regulation in clonal fragments of the
common reed, Phragmites australis, in the Lake Balaton. Aquatic Botany, 00:

000-000 (2000). (imp.f,su: 0.825) (elfogadva)

Szegletes, Zs., Erdei, L. & Cseuz, L.: Accumulation of osmoprotectants in wheat
cultivars of different drought tolerance. Cereal Research Communications, 00:

000-000 (2000). (imp.fi: 0.173) (elfogadva)

Szegletes, Zs., Fiilop, K., Oroszi, L. & Erdei, L.: Effect of salt stress on the diurnal

changes of the glutathione system in wheat. (2000). (elokésziiletben)



PUBLIKACIOK 100

8.3.2. Egyéb folysiratokban és kiadvanyokban megjelent publikdciok

Bilint, T., Szegletes, T., Szegletes, Zs., Halasy, K. & Nemcsék, J.: Effects of Decis
2,5 EC treatment on biochemical parameters of carp. Acta Biol. Debr. Oecol. Hung.,

5: 155-169 (1994).

Maréti, Z., Laszlavik, M., Erdei, L. & Szegletes, Zs.: Effects of salinity and osmotic
stress on the anion composition in sunflower (Helianthus annuus L.). Biol. Plant.,

36: S363 (1994).

Szegletes, T., Bilint, T., Szegletes, Zs., Halasy, K. & Nemcsok, J.: Effects of the
insecticide Ultracid WP 40 on AChE of different tissues of carp. Acta Biol. Debr.
Oecol. Hung., 5: 141-154 (1994).

Szegletes, T., Bdlint, T., Szegletes, Zs., Halasy, K. & Nemcsok, J.: Két inszekticid
pontyra (Cyprinus carpio L.) gyakorolt hatasanak ¢Osszehasonlitdé vizsgalata
[Comparative examination of the effects of two insecticides on carp (Cyprinus
carpio L.), language: Hungarian]. Halaszatfejlesztes, 17: 42-55 (1994). HU ISSN
0324-3826

Szegletes, Zs., Barabis, K., Erdei, L. & Laszlavik, M.: Determination of glutathione
reductase activity and levels of reduced and oxidized forms of glutathione by HPLC

in wheat. Biol. Plant., 36: S370 (1994).

Téth-Soma, L. T., Datta, N. M. & Szegletes, Zs.: General connection between latex

and nectar secretional system of Asclepias syriaca L. Acta Bio. Szeged., 41: 37-44
(1995/1996).

Barabas, K. N., Szegletes, Zs., Fiilop, K. & Erdei, L.: UV-B effect on antioxidant
system in wheat (Zriticum aestivum L.). Plant Physiol. Biochem., Special Issue: 231
(1996).

Erdei, L., Szegletes, Zs., Barabis, K., Pestenacz, A., Kovics, A. & Téth, B.: Effects
in environmental stress factors on the circadian rhythm in wheat. Plant Physiol.

Biochem., Special Issue: 267 (1996).



PUBLIKACIOK 101

10.

1.

12.

13.

14.

15.

Szegletes, Zs., Erdei, L. & Cseuz, L.: Connection between drought tolerance and the
accumulation of polyamines and proline in wheat. Plant Physiol. Biochem., Special

Issue: 280 (1996).

Téth-Soma, L. T., Szegletes, Zs. & Datta, N. M.: Anatomical and functional
connection between intracellular and extracellular secretion of common milkweed.

Journal of Botanical Society of India. (1996). (nyomtatas alatt)

Dusha, L., Ol4h, B., Szegletes, Zs., Erdei, L. & Kondorosi, A.: syrM is involved in
the determination of the amount and the ratio of the two forms of exopolysaccharide
EPSI in Rhizobium meliloti. In: Current Plant Science and Biotechnology in
Agriculture. Biological Nitrogen Fixation for the 21® Century. (eds.: Elmerich, C.,
Kondorosi, A. & Newton, W. E.) Kluwer Acad. Publ. p. 271 (1997).

Cseuz, L., Kertész, Z., Matuz, J., Mézsik, L., Szegletes, Zs., Erdei, L.: Wheat
breeding system with special attention to abiotic stresses. /n: Proceedings of the gt
International Wheat Genetics Symposium (ed.: Slinkard, A. E.), vol. 4, pp. 13-15
(1998).

Erdei, L., Szegletes, Zs., Horvith, F. & Pécsvaradi, A.: Changes in ion
accumulation, stomatal movements and nitrogen metabolism in clonal fragments of
the common reed, Phragmites australis Cav. Trin ex Steudel in the Lake Balaton.

Bulgarian J. Plant Physiol. Special Issue: 233 (1998).

Vaérkonyi, Zs., Zsiros, O., Farkas, T., Garab, G., Ughy, B., Szegletes, Zs. &
Gombos, Z.: Adaptation mechanism of the photosynthetic apparatus of
Cylindrospermopsis raciborskii ACT 9502 to different environmental effects. In:
Photosynthesis: Mechanisms and Effects (ed.: Garab, G.), vol. 3, pp. 1819-1822,
Kluwer Academic Publisher, The Netherlands, ISBN 0-7923-5544-X (1998).

Zsoldos, F., Vashegyi, A, Béna, L., Pécsviradi, A. Szegletes, Zs.: Aluminium- és
nitritstressz  hatdsa kozOnséges Oszi buza és durum buza csirandvénykor
ndvekedésére és kaliumtranszportjara [Effect of aluminium and nitrite stress on
growth and potassium transport of common winter wheat and durum wheat

seedlings, language: Hungarian]. Novénytermelés 47(5): 491-502 (1998).



PUBLIKACIOK 102

8.3.3. Eloadasok, poszterek

Téth-Soma, L. & Szegletes, Zs. (1992) A nektar és tejnedvszekréci6 kapcsolata az
Asclepias syriaca L.-ben [Connection between intracellular and extracellular
secretion in Asclepias syriaca L., language: Hungarian). Magyar Biologiai Tarsasag

1270. szakiilése, Budapest, Hungary. (eléadas)

Torok, B., Szegletes, Zs. & Molnér, A. (1993) Separation and identification of
steroisomeric cyclobutanediols and derivatives by GC-MS. 9" Danube Symposium

on Chromatography, Budapest, Hungary. (poszter)

Bilint, T., Szegletes, T., Szegletes, Zs., Halasy, K. & Nemcsdk, J. (1994) Effects of
Decis 2,5 EC treatment on biochemical parameters of carp 3" Meeting of Central
and Eastern European Regional Section, International Society of Ecotoxicology and

Environmental Safety (SECOTOX), Balatonaliga, Hungary. (poszter)

Erdei, L., Laszlavik, M., Pestenécz, A., Szab6 Nagy, A., Szegletes, Zs., Fodor, E. &
Barabis, K. (1994) Stressz és adaptacid ndvényekben [Stress and adaptation in

plants, language: Hungarian]. SZBK Napok, Szeged, Hungary. (el6adas)

Laszlavik, M., Erdei, L., Szegletes, Zs. & Maréti, Z. (1994) Effects of salinity,
osmotic and UV-B stresses on the anion composition in wheat and sunflower.
Biostress '94, Workshop on Plant Responses to Environmental Stress, Szeged,

Hungary. (poszter)

Laszlavik, M., Maréti, Z. Szegletes, Zs. & Erdei, L. (1994) Cation and anion
composition of Aster tripolium L. grown under low and high salt condition.
Biostress '94, Workshop on Plant Responses to Environmental Stress, Szeged,

Hungary. (poszter)

Laszlavik, M., Szegletes, Zs. & Erdei, L. (1994) Determination of polyamines levels
under salt, osmotic and UV-B stresses in plants by HPLC. Biostress '94, Workshop

on Plant Responses to Environmental Stress, Szeged, Hungary. (poszter)

Maréti, Z., Laszlavik, M., Erdei, L. & Szegletes, Zs. (1994) Effects of salinity and
osmotic stress on the anion composition in sunflower (Helianthus annuus L.). 9"

FESPP Congress, Brno, Czech Republic. Biol. Plant., 36: S363. (poszter)



PUBLIKACIOK 103

10.

1.

12.

13.

14.

15.

Szegletes, T., Balint, T., Szegletes, Zs., Halasy, K. & Nemcsék, J. (1994)
Comparative biochemical evaluation of two insecticides on fish. International
Symposium on Human Health and Environment: Mechanisms of Toxicity and
Biomarkers to Assess Adverse Effects of Chemicals, Salsomaggiore Terme, Italy.

(poszter)

Szegletes, T., Bilint, T., Szegletes, Zs., Halasy, K. & Nemcs6k, J. (1994) Effects of
the insecticide Ultracid WP 40 on AChE of different tissues of carp. 3 Meeting of
Central and Eastern European Regional Section, International Society of

Ecotoxicology and Environmental Safety (SECOTOX), Balatonaliga, Hungary.
(eloadas)

Szegletes, T., Balint, T., Szegletes, Zs., Halasy, K. & Nemcsék, J. (1994) Két
inszekticid pontyra (Cyprinus carpio L.) gyakorolt hatasinak &sszehasonlitd
vizsgalata [Comparative analysis of the effect of two insecticides on carp (Cyprinus
carpio L.), language: Hungarian). XVIII. Halaszati Tudomdnyos Tandcskozas,

Szarvas. (eloadas)

Szegletes, Zs., Barabds, K., Erdei, L. & Laszlavik, M. (1994) Determination of
glutathione reductase activity and levels of reduced and oxidized forms of
glutathione by HPLC in wheat. 9" FESPP Congress, Brmo, Czech Republic. Biol.
Plant., 36: S370. (poszter)

Szegletes, Zs. & Erdei, L. (1994) Determination of the changes of the reduced and
oxidised glutathione levels by HPLC in Aster tripolium L. under UV-B stress.
Biostress '94, Workshop on Plant Responses to Environmental Stress, Szeged,

Hungary. (poszter)

Barabas, K., Szegletes, Zs., Pil, E. & Erdei, L. (1995) Defence strategies against
oxidative stress in plants. XXV. Membran-transzport Konferencia, Siimeg, Hungary.

(poszter)

Szegletes, Zs., Laszlavik, M., Mar6ti, Z., Ordﬁg, M. & Erdei, L. (1995) A kis

sre

composition in the halophytic Aster tripolium grown in low salt concentration



PUBLIKACIOK 104

16.

17.

18.

19.

20.

21.

medium, language: Hungarian]. XXV. Membrdn-transzport Konferencia, Simeg,

Hungary. (poszter)

Szegletés, Zs., Lauwereys, B. & Erdei, L. (1995) Kadmium mérése kis mennyiségii
névényi mintikban [Measurement of cadmium from small amount of plant tissues;
language: Hungarian]. XXV. Membran-transzport Konferencia, Simeg, Hungary.
(poszter)

Barabis, K. N., Szegletes, Zs., Fiilop, K. & Erdei, L. (1996) UV-B effect on
antioxidant system in wheat (Triticum aestivum L.). 10" FESPP Congress, From
Molecular Mechanisms to the Plant: an Integrated Approach, Florence, Italy. Plant

Physiol. Biochem., Special Issue: 231. (eléadas)

Erdei, L., Szegletes, Zs., Barabds, K., Pestenicz, A., Kovics, A. & Té6th, B. (1996)
Effects in environmental stress factors on the circadian rhythm in wheat. / 0™ FESPP
Congress, From Molecular Mechanisms to the Plant: an Integrated Approach,

Florence, Italy. Plant Physiol. Biochem., Special Issue: 267. (poszter)

Szegletes, Zs., Barabis, K., Pestenicz, A., Fiilop K., Kovics, A., Téth, B., Kalmr,
L. & Erdei, L. (1996) Szarazsag-, s0- és UV-B stressz oxidativ komponensei
novényekben. [Oxidative components of drought, salt and UV-B stresses in plants;

language: Hungarian) Straub-napok (SZBK Napok), Szeged, Hungary. (eloadas)

Szegletes, Zs., Erdei, L. & Cseuz, L. (1996) Connection between drought tolerance
and the accumulation of polyamines and proline in wheat. 10" FESPP Congress,
From Molecular Mechanisms to the Plant: an Integrated Approach, Florence, Italy.

Plant Physiol. Biochem., Special Issue: 280. (poszter)

Dusha, 1., Olah, B., Szegletes, Zs. (1997) Egy bakterialis regulator gén szerepe a
novénybaktérium jelcserében [For the invasion of the root nodule cells of alfalfa by
the symbiotic nitrogen fixing bacterium Rhizobium meliloti, the acidic
exopolysaccharide EPSI synthesized by the bacterium is required. Nitrogen
starvation of Rhizobium meliloti 1021 results in a considerable increase of EPSI
production, language: Hungarian] Straub-napok (SZBK Napok), Szeged, Hungary.
(eloadas)



PUBLIKACIOK 105

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Dusha, I, Olah, B., Szegletes, Zs., Erdei, L. & Kondorosi, A. (1997) syrM is
involved in the determination of the amount and the ratio of the two forms of
exopolysaccharide EPSI in Rhizobium meliloti. 11" International Congress on
Nitrogen Fixation, Paris, France. In: Current Plant Science and Biotechnology in
Agriculture. Biological Nitrogen Fixation for the 21* Century. (eds.: Elmerich, C.,
Kondorosi, A. & Newton, W. E.) Kluwer Acad. Publ. p. 271 (poszter)

Erdei, L., Szegletes, Zs., Barabas, K. N., Pestendcz, A., Fiilop, K., Kalmar, L.,
Kovics, A. & Téth, B. (1997) Environmental stresses and the circadian rhythm in
plants. "Stress of Life" Stress and Adaptation from Molecules to Man, Budapest,

Hungary. (eléadas)

Erdei, L., Szegletes, Zs., Barabds, K. N., Pestenicz, A., Fiilop, K., Kalmar, L.,
Kovics, A., Téth, B. & Dér, A. (1997) A kornyezeti stressz €s a cirkadian ritmus
lehetséges kapcsolata novényekben [The effect of the environmental stresses on the
circadian rhythm of plants, language: Hungarian]. VI Magyar Novényélettani

Kongresszus, Budapest, Hungary. (eloadds)

Fiilop, K., Barabas, K. N., Szegletes, Zs., Horvith, F. & Erdei, L. (1997) Effect of
salinity on the antioxidant system in wheat. "Stress of Life" Stress and Adaptation

from Molecules to Man, Budapest, Hungary. (eléadas)

Gubai, Z., Szollosiné Varga, I. & Szegletes, Zs. (1997) Vizsgélatok a kdmyezet
szempontjabol tilterhelt és terhelés mentes névényi mintakon [Analysis of polluted
and unpolluted plants in environmental aspect, language: Hungarian] The 2

Symposium on Analytical and Environmental Problems, Szeged, Hungary. (poszter)

Szegletes, Zs., Fiilop, K., Barabis, K. N., Horvéth, F. & Erdei, L. (1997) Diurnal
changes of the glutathione levels under salt stress conditions in wheat. "Stress of

Life" Stress and Adaptation from Molecules to Man, Budapest, Hungary. (poszter)

Varanka, Zs., Szegletes, T., Szegletes, Zs., Kotormén, M., Nemcsék, J. & Abrahim,
M. (1997) A comparative study of the inhibitory properties of humic derivatives on

fish catalase. 5" Free Radical Research Conference, G6doll6, Hungary. (eléadas)



PUBLIKACIOK 106

29. Varanka, Zs., Szegletes, T., Szegletes, Zs., Kotorman, M., Nemcsék, J. & Abrahim,
M. (1997) The in vivo effects of humic compounds on fish catalase. “Stress of Life"

Stress and Adaptation from Molecules to Man, Budapest, Hungary. (poszter)

30. Cseuz, L., Kertész, Z., Matuz, J., Mézsik, L., Szegletes, Zs., Erdei, L. (1998) Wheat
breeding system with special attention to abiotic stresses. 9" International Wheat
Genetics Symposium, Saskatoon, Canada. In: Proceedings of the 9" International

Wheat Genetics Symposium (ed.: Slinkard, A. E.), vol. 4, pp. 13-15 (poszter)

31. Erdei, L., Szegletes, Zs., Horvith, F. & Pécsvaradi, A. (1998) Changes in ion
accumulation, stomatal movements and nitrogen metabolism in clonal fragments of
the common reed, Phragmites australis Cav. Trin ex Steudel in the Lake Balaton.
11™ FESPP Congress, Varna, Bulgaria. Bulgarian J. Plant Physiol., Special Issue:
233.

32. Sazegletes, Zs., Fiilop, K., Barabas, K. N., & Erdei, L. (1998_) Effect of salt stress on
the diurnal changes of the glutathione system in wheat. 4" International Conference
on Plasma Membrane Redox Systems and Their Role in Biological Stress and

Disease, Antwerp, Belgium. (poszter)

33.  Varkonyi, Zs., Zsiros, O., Ughy B., Szegletes Zs. & Gombos, Z. (1998) Adaptation
mechanism of the photosynthetic apparatus of Cylindrospermopsis raciborskii ACT
9502 to different environmental effects. XI" International Congress on

Photosynthesis, Budapest, Hungary. (poszter)

34. Csiszar, ., Szegletes, Zs., Barabas, K. N., Horvith, V. G., Oberschall, A., Dudits,
D. & Erdei, L. (1999) A glutation antioxidans rendszer véltozasai ozmotikus stressz
hatdsara aldozreduktazt tiltermel6 transzgenikus dohany névényekben [Changes of
the glutathione antioxidative scavenger system in tobacco plants overexpressing
aldose reductase under osmotic stress, language: Hungarian] XXIX. Membran-

transzport Konferencia, Siimeg, Hungary. (eléadas)

35. Erdei, L., Szegletes, Zs., Horvith, F., Pécsviradi, A., Tari, I. & Dulai, S. (1999)
Changes in the balance of C/N metabolism and stomatal regulation in clonal

fragments of the common reed, Phragmites australis, in the Lake Balaton.



PUBLIKACIOK 107

36.

37.

38.

39.

40.

41.

International Conference on Phragmites-dominated wetlands, their function and

sustainable use, Trebon, Czech Republic. (eléadas)

Erdei, L., Szegletes, Zs., Horvith, F., Pécsvdradi, A. & Dulai, S. (1999) A C/N
metabolizmus és a sztoémaregulicié valtozasai a Balaton korili nad klonaris
fragmentumaiban [Changes in stomatal regulation and the balance of C/N
metabolism in clonal fragments of the common reed in the Lake Balaton, language:
Hungarian] Szegedi Akadémiai Bizottsdg, Szegedi Balatoni Kutatasok, Szeged,
Hungary. (eldadas)

Erdei, L., Szegletes, Zs., Horvith, F., Pécsvaradi, A., Tari, I. & Dulai, S. (1999) A
sztomazarosejtek miik6dési zavarai és a C/N metabolizmus és aranyvaltozasai a
Balaton koriili nad klonaris fragmentumaiban [Changes in the balance of C/N
metabolism and stomatal regulation in clonal fragments of the common reed in the
Lake Balaton, language: Hungarian] XXIX. Membran-transzport Konferencia,

Siimeg, Hungary. (eléadas)

Erdei, L., Szegletes. Zs., Csiszdr, J., Barabds, N. K., Lips, H., Sagi, M., Horvith, V.
G., Oberschall, A. & Dudits, D. (1999) Physiological background of osmotic stress
tolerance in transgenic tobacco plants overproducing aldose/aldehyde reductase.
Hungarian-Israeli Conference on Plants and Environmental Stress, Szeged,

Hungary. (eloadas)

Erdei, L., Csiszdr, J., Fediuc, E., Szegletes, Zs. & Tari, I. (1999) A glutation
rendszer k6ézponti szerepe a névények abiotikus és biotikus stressz valaszaban.[The
glutathione system on the cross-road in the signalling network in plants, language:

Hungarian] Straub-napok (SZBK Napok), Szeged, Hungary. (eléadas)

Fediuc, E., Vamosi, V., Szegletes, Zs., Nagy, E., Mihalik, E. & Erdei, L. ( 1999)
Kadmium felvétele és akkumulacidja novényekben [Uptake and accumulation of
cadmium in plants, language: Hungarian] XXIX. Membran-transzport Konferencia,

Siimeg, Hungary. (poszter)

Szegletes, Zs., Csiszdr, J., Barabis, K. N., Sagi, M., Horvith, V. G., Oberschall, A,
Dudits, D. & Erdei, L. (1999) Aldozreduktazt taltermel6 dohany ozmotikus

stresszvalaszanak fizioldgiai vizsgalata. [Physiological study of tobacco plants



PUBLIKACIOK 108

42.

overexpressing aldose reductase under osmotic stress, language: Hungarian] Straub-

napok (SZBK Napok), Szeged, Hungary. (eléadas)

Varanka, Zs., Rojik, L., Szegletes, Zs., Kotormdn, M., Nemcsék, J. & Abrahim, M.
(1999) Biochemical and morphological alterations in carp (Cyprinus carpio L.)
exposed to ellagic acid and copper sulfate alone or in combination. Society for Free

Radical Research Summer Meeting, Dresden, Germany. (poszter)



