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1. BEVEZETÉS 

1.1. Stresszfolyamatok 

A stressz, mint fogalom meghatározására ma is Selye János definícióját 

használjuk, amely szerint "az élő szervezetek valamennyi adaptációs reakciójának a 

stressz a foglalata, azaz a stressz egy fajlagos tünetcsoportban megnyilvánuló állapot, 

mely magában foglal minden nem-faj lagosan előidézett elváltozást egy biológiai 

rendszeren belül" (Selye, 1956). Ily módon a stressznek sajátos ismertető jelei vannak, 

és a különféle okoknak ugyan olyan hatása van. A stresszor az, ami a stresszt okozza, 

azaz minden ágens többé-kevésbé stresszor is, abban a mértékben, ahogy stressz, 

illetőleg nem-fajlagos elváltozások előidézésére képes. A stressz hatására bekövetkező 

tünet együttes az adaptációs szindróma (GAS), amely egymást követő folyamatokból 

áll: 

• Cannon-féle vészreakció, 

• ellenállás vagy rezisztencia, 

• kimerülés. 

Ezeknek a változásoknak a vizsgálatát növényi szervezetekben Levitt kezdte 

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

módon csoportosította: 

• Biotikus: mikroorganizmusok. 

• Abiotikus (fizikai-kémiai): hőmérséklet (alacsony vagy magas), 

• víz (hiány vagy többlet), 

• fizikai (pl.: sugárzások), 

• kémiai (sók, gázok, ionok, herbicidek stb.). 

Lichtenthaler (1996) a definíciót pontosította, illetve részben más szempontok 

szerint csoportosította a stresszt kiváltó hatásokat. Szerinte minden olyan körülmény 

vagy anyag, ami kedvezőtlen hatással van a növények anyagcseréjére, növekedésére 

vagy fejlődésére, stressznek tekinthető. Növényi és vegetációs stresszhatást különböző 

természetes, és antropogén stresszfaktorok válthatnak ki. 



BEVEZETÉS 2 

Természetes stresszfaktorok: 

• erős fénysugárzás (fotoinhibíció, fotooxidáció), 

• hőmérséklet (alacsony vagy magas), 

• vízhiány (szárazság és só stressz), 

• ásványi anyagok hiánya (pl.: nitrogén hiány), 

• rovarok, 

• gombák, virális és bakteriális patogének. 

Antropogén stresszfaktorok: 

• herbicidek, fungicidek, inszekticidek, 

• légszennyező anyagok (pl.: 03, S02, NOx), 

• nagy reaktivitású oxigén származékok keletkezése, 

• fotooxidánsok, 

• savas esők, savas köd, savas por és savas reggeli harmat, 

• savas pH a talajban és vízben, 

• túlzott nitrogénforrás, 

• nehézfém szennyezés, 

• túl sok ammónia termelés, 

• UV-A és UV-B sugárzás növekedése, 

• C02 szint emelkedése és globális klímaváltozás. 

Hatásuk alapján elkülöníthető gyenge és erős, vagy krónikus stresszhatást. A 

gyenge stressz hatását az akklimatizáció, az adaptáció és a javító mechanizmusok 

részben kompenzálják. Az erős stressz jelentős károkat okoz, ami végül a sejt és a 

növény halálához is vezethet. 

Napjainkban a Selye-féle általános stresszelméletet többen is igazolták 
(Leshem és Kuiper, 1996; Lichtenthaler, 1996; Leshem et al., 1998). Ezek alapján 
elmondható, hogy stressz hatására az élő szervezet anyagcseréjében, így a növényekben 
is bizonyos reakció utak felgyorsulnak vagy gátlódnak, ami olyan köztes- és 
végtennékek felhalmozódását, esetleg megjelenését eredményezi, amelyek az ismert 
biokémiai reakcióutakat valamelyik irányba eltolhatják. Ezek közül a biokémiai 
folyamatok közül az oxidációs-redukciós állapot változások az egyik leggyorsabban 



BEVEZETÉS 3 

lezajló molekuláris szintű változások a szervezetben, amit összefoglalóan az oxidatív 
stressz hatásának nevezünk. Az oxidatív stressz fő okozói az aktív oxigén tartalmú 
vegyületek, de általánosan elmondható, hogy minden stressznek van oxidatív 
komponense is (de Kok és Oosterhuis, 1983; Kayupova és Klyshev, 1984; Asada, 
1994; Foyer és Harbinson, 1994), amely indukálja az antioxidatív védőrendszer 
működését. 

A növények védekező rendszerének felépítése főbb szerkezetében megegyezik 

az állatokéval. Az egyes elemek megléte, vagy hiánya azonban még nem bizonyított 

teljesen. Az ezzel kapcsolatos kutatások két fő irányban folynak: 

• az egyes komponensek felkutatása, 

• magának a folyamatnak a vizsgálata pl.: a stresszhatás és a válasz 
mértékének összefüggése, a stresszválasz időbeli lefutása, stb. 

A növényélettani vizsgálatok közül a stresszkutatások előtérbe kerülését 
napjainkban több tényező is indokolja: a globális klímaváltozás, felmelegedés; az 
ózonlyuk kialakulásával az UV-B sugárzás növekedése; a szikes, sós talajok 
kialakulása; az arid (sivatagos) zónák kiterjedése; környezetszennyezés; illetve az a 
tény, hogy a növények ilyen környezeti tényezőkre adott válaszának és 
alkalmazkodásának mechanizmusa nem teljesen tisztázott. 

A növényeket sokféle környezeti stresszhatás éri, többek között extrém 
hőmérsékleti viszonyok, elöntés indukálta hipoxia, túl erős napsugárzás és ozmotikus 
stressz. Ezek közül a szárazság és a só stressz okozta ozmotikus hatás a legfontosabb 
környezeti tényező, amely limitálja a növények növekedését, illetve a termés 
mennyiségét. Az ozmotikus stressz kivédésére adott növényi válaszreakciók négy nagy 
kategóriába oszthatóak (McCue és Hanson, 1990): 

• egyedfejlődési jelleg (pl. a virágzás időpontja), 

• strukturális jelleg (pl. levélen viaszos védőréteg, vagy szőrözöttség 
kialakulása), 

• fiziológiás védőmechanizmusok (pl. a sók kizárása vízfelvételnél, 

és/vagy a felesleges ionok kiválasztása a vakuólumba), 

• metabolitikus válaszreakciók. 
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Az első három folyamat genetikai szabályzásának egyes részfolyamatai még 
felderítetlenek. A negyedik adaptációs mechanizmus magában foglalja mind a 
fotoszintézishez kapcsolódó metabolitikus utak megváltozását, mind a az elő 
szervezetek számára "kompatibilis" szerves vegyületek - olyan anyagok, amelyek még 
magas koncentrációban sem zavarják a bioszintetikus folyamatokat - akkumulációját. 
Ez utóbbi folyamatban résztvevő néhány gén terméke okoz csak ozmotikusán indukált 
változást a növényekből kivont mRNS és fehérje populációban. 

A csökkent vízpotenciál jól ismert következménye mind a szárazság 
(vízhiány), mind a só stressznek. E leggyakoribb környezeti stresszkörülmények között 
a növények lecsökkentik a belső vízpotenciáljukat, hogy elkerüljék a kiszáradást (Erdei 
et al., 1989; Erdei és Taleisnik, 1993). Az ozmózisnyomás növekedését szervetlen 
ionok felhalmozásával, és/vagy szerves ozmotikumok szintézisével, mobilizálásával 
érik el a növények. Só stressz (azaz a fiziológiás sókocentrációnál magasabb 
ionkoncentráció, hiperozmózis) hatására az ionos válasz, míg szárazság stressznél az 
utóbbi folyamat, azaz szerves ozmotikumok szintézise és mobilizálása lehet a 
jelentősebb (Erdei et al., 1990; 1995). Az azonos körülmények között létrejött külső 
behatásokra adott stresszválaszok milyensége, és a növények esetleges irreverzibilis 
károsodása a fajtól és fajtáktól függően eltérő (Flowers és Yeo, 1986). 

Ozmotikus stresszhatásnak kitett növények legjobban jellemzett biokémiai 
válaszreakciói a szerves ozmotikumok akkumulációja. Három fő csoportba 
sorolhatóak: 

• aminosavak (pl. prolin), 

• onium csoporttal rendelkezők (pl. glicin-betain, (3-dimetil-szulfonio-

propionát), 

• cukrok és cukoralkoholok (pl. mannit, szorbit, trehalóz). 

Lévén nem toxikusak, fel tudnak halmozódni ozmotikusán jelentős 
koncentrációban is anélkül, hogy a metabolitikus folyamatokat zavarnák. Egyesek 
képesek még bizonyos enzimek védelmét is biztosítani, pl. a betainok hőhatás elleni 
védelmet nyújtanak a kolinhoz hasonlóan (Alia et al., 1998), a magas 
sókoncentrációval szemben a membránkárosodás kivédésében fontosak (Yancey, 1994) 
és bizonyos gombás betegségek elleni rezisztenciát indukálnak (Manninger et al., 
1998). A cukoralkoholok emellett még az aktív oxigén tartalmú vegyületek 
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semlegesítésében is szerepet játszanak (SmirnofF, 1998). A szerves ozmotikumok közül 
a prolin és a betainok (pl. glicin-betain) a legjelentősebbek. A prolin akár mM 
koncentrációban is feldúsulhat a sejtekben. A prolin prekurzora az omitin és a 
glutaminsav (Delauney és Verma, 1993), de ugyancsak az omitin ciklusból indul ki a 
putreszcin (1,4-diamino-bután), majd belőle a többi poliamin szintézise is. A 
poliaminok normál fiziológiás körülmények között a fejlődés és a növekedés 
folyamatában fontosak, míg stresszkörülmények között felhalmozódnak és fokozott 
védelmet nyújtanak a sejtnek (Tábor és Tábor, 1984; Erdei et al., 1996; Nuccio et al., 
1999): résztvesznek a membránok és a nukleinsavak integritásának megőrzésében 
stressz körülmények között (Glaston, 1983; Slocum et al., 1984; Smith, 1984; Sankhla 
et al., 1988). Akkumulációjuk megfigyelhető mind a só, mind a szárazság (Flores és 
Galston, 1982a, 1984), valamint a hő és az oxidatív (Flores, 1991) stressz esetén. 

A halofita (só tűrő) és a glükofita (só érzékeny) növények az ásványi anyagok 

felhalmozásában jelentősen különböznek. A mezőgazdasági termelésben nagy 

jelentőségű gabonafélék, és egyéb haszonnövények a legoptimálisabb esetben is csak 

kevéssé só- és szárazságtűrőek. A termesztés szempontjából fontos fajták 

kiválasztásához nélkülözhetetlen a tolerancia kialakulásának analitikai jellemzése, és e 

mechanizmus teljes feltérképezése. Ezeket a kérdéseket széles körben tanulmányozták 

(Tumer, 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 sótűrő fajok magasabb 

sókoncentráció mellett képesek növekedni, mint a sóérzékenyek. Folyamatos 

növekedés mellett levéltömegüket növelik, és a felesleges sót itt halmozzák fel, az 

ionokat a vakuólumokba választják ki (Flowers et al., 1977; Erdei és Kuiper, 1979). 

Ionszükségletük alkalmazkodik a gyökér által felvett ionmennyiséghez (Albert és 

Kinzel, 1973; Shennan, 1987; Shennan et al., 1987a, 1987b). A kérdés - hogy 

ozmoregulációjuk e genetikailag meghatározott mechanizmusa hogyan működik 

alacsony sókoncentrációk mellett, speciális adottságaik elvesztése nélkül - még mindig 

megválaszolatlan. Várhatóan alacsony Na+ és Cl" koncentráció mellett a tápoldatban 

található egyéb ionok (pl. NOJ) akkumulálódnak, melyek zavarokat okozhatnak a 

növényi anyagcserében. Az alacsony sótartalmú körülmények között nevelt halofita 

növények termesztésével kapcsolatos legfontosabb célkitűzés: olyan növénynevelési 
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körülmények fenntartása, melyek mellett megőrzik eredeti, tennészetes iontartalmukat, 

mindenekelőtt az alacsony belső nitrát koncentiációt. 

A szakirodalomi adatok és saját kísérleteink alapján megállapítható, hogy a 
szárazság és só stressznek, mint minden stressznek van oxidatív komponense (de Kok 
és Oosterhuis, 1983; Kayupova és Klyshev, 1984; Asada, 1994; Foyer és Harbinson, 
1994), és ebből következik, hogy hatása - legalábbis részben - követhető az antioxidatív 
védőrendszer vizsgálatával is. 

1.1.1. Oxidatív stressz 

A szabad gyökök, illetve a gerjesztett molekulák az élő, aerob szervezetekben 
keletkezhetnek fiziológiás és patológiás körülmények között endogén úton, valamint 
külső ágensek hatására exogén módon. A szabad gyökökre jellemző, hogy külső 
elektronhéjukon egy párosítatlan elektron található. Ebből következően igen reaktívak 
és általában rövid élettartamúak. Az élő szervezetekre gyakorolt hatásukat tekintve a 
molekuláris oxigénből, általában átmeneti-fémionok katalizálta folyamatokban 
keletkező gyökök, aktivált vegyületek a dominánsak (1. táblázat) (Alscher, 1989; 
Cadenas, 1989; Foyer et al., 1994, 1997; Inzé és Van Montagu, 1995; Alscher el al., 
1997; Noctor és Foyer, 1998; Asada, 1999). 

Az aerob élet vezetett a biokémiai adaptáció olyan evolúciójához, amely ki 
tudja védeni az aktív oxigén tartalmú vegyületek (AOS vagy ROS) hatását. Az AOS 
meghatározása általános, nemcsak a szabadgyököket, mint pl. a szuperoxid gyök-
aniont és a hidroxil gyököt foglalja magába, hanem a hidrogén peroxidot és a szingulett 
molekuláris oxigént is (1. táblázat). 

Általánosan elfogadott, hogy a hidroxil gyök és a szingulett oxigén annyira 
reaktív, hogy termelésüket minimális értéken kell tartani (Foyer és Harbinson, 1994; 
Foyer et al., 1994, 1997), ezzel szemben a szuperoxid gyök-aniont és a hidrogén 
peroxidot optimális körülmények között is nagy sebességgel szintetizálják a sejtek 
(Asada, 1999). Az aerob biokémia összes fő területét magukba foglalják ezek a 
reakciók, így a sejtlégzés és a fotoszintézis elektrontranszport láncát, aglikolát, a xantin 
és a glukóz oxidációját, e mellett számos enzimreakcióban képzőnek aktív oxigén 
tartalmú vegyületek, mint pl. a plazmalemmához kötött NADP-fuggő szuperoxid 
szintetáz, vagy a szuperoxid dizmutáz esetében. Növényekben ezen folyamatok közül a 
fénymegkötéshez kapcsolódó folyamatok a legjelentősebbek. A fotoszintetikus 
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elektrontranszport rendszer a legnagyobb forrása az aktív oxigén tartalmú 
vegyületeknek (Asada, 1994; Asada, 1999). A szuperoxid gyök-anion és a hidrogén 
peroxid toxikussága elsősorban abban rejlik, hogy olyan láncreakciókat indíthatnak el, 
melyek eredményeként hidroxil gyök és egyéb aktív vegyület, mint pl. lipidperoxidok 
képződnek. 

1. táblázat: Reaktív, oxigén tartalmú gyökök, vegyületek és felezési idejük (Sies, 

1985). 

Vegyület, gyök Í./2 
Jsec] 

Megjegyzés 

szuperoxid 
gyök-anion 

10"6 Jó redukáló és gyenge oxidáló szer. 
Autooxidációs reakciókban sokszor 
képződik. 

*HO2 perhidroxi 
gyök 

*02 protonált fonnája, lipidoldékonyabb. 

H A hidrogén 
peroxid 

*02-ból (*H02) dizmutációval, vagy 
közvetlenül 02-ből képződik. Erős 
oxidálószer, a tiol csoportokat gyorsan 
oxidálja, diffúziós távolsága nagy. 

HO* hidroxil gyök io-9 Fenton (Fridovich, 1983) és a Haber-Weiss 
(Freeman és Crapo, 1982) reakcióban 
képződik, igen reaktív, kicsi a diffúziós 
távolsága. 

RO* alkoxi gyök 10"6 HO'-hoz hasonlóan reaktív, de annál 
nagyobb a diffúziós távolsága 

ROO* szerves peroxi 
gyök 

io-2 Gyengén oxidál, de nagy a diffúziós 
távolsága. 

ROOH szerves hidro-
peroxid 

' A A (0) szingűlett 
molekuláris 
oxigén 

10"0 Erőteljesen oxidáló tulajdonságú gerjesztett 
02. 

3R0 (RO*) Gerjesztett 
karbonil 

A patológiás szabadgyök-reakciók minden biomolekulát képesek károsítani: 
enzimeket, fehérjéket, szabad aminosavakat, lipideket, szénhidrátokat, nukleinsavakat. 
Az oxidatív lipidkárosodást lipidperoxidációnak nevezzük, mely során a telítetlen 
zsírsavak reagálnak az aktív oxigén tartalmú vegyületekkel, epoxidok, majd lipid 
peroxidok képződnek. Ez a folyamat károsítja a membránokat, amelyek elvesztik 
fluiditásukat, lecsökken a membránpotenciáljuk, és megnő a permeabilitásuk. Ezek 
ellen a veszélyes láncreakciók ellen védi a sejteket az antioxidativ védő rendszer. 
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A szuperoxid gyök-anion és hidrogén peroxid hatása kettős. Egyrészt az élő 
szervezetekre káros láncreakciókat indíthatnak el, másrészt viszont apatogén hatások 
elleni védőreakciók fontos elemei. Ezt a második szerepkört, amely során külső, 
patogén behatásra nagy koncentrációban aktív oxigén tartalmú vegyületek képződnek 
"oxidative burst"-nek hívjuk (Inzé és Van Montagu, 1995; Lamb és Dixon, 1997; 
Wojtaszek, 1997, Noctor és Foyer, 1998). A legtöbb állati rendszerrel szemben a 
növényi sejtek képesek aktív oxigén tartalmú vegyületeket, főleg hidrogén peroxidot 
termelni. Ez a folyamat főleg az apoplasztban játszódik le. Fontos szerepe van a sejtfal 
kialakulásában, azaz a lignifikációban, valamint a sejt-patogén kölcsönhatásban. 

1.2. Oxidatív stresszre adott válaszreakciók 

Az aerob élő szervezetek kialakulását és tartós fennmaradását a reaktív, 
oxigén tartalmú vegyületek, gyökök, gerjesztett molekulák elleni detoxifikáló rendszer 
kialakulása tette lehetővé. Ennek a védekező rendszemek vannak enzimatikus és nem 
enzimatikus elemei (2. táblázat). 

A betöltött funkció alapján beszélhetünk elsődleges és másodlagos védekező 

rendszerekről. Az elsődleges védekező rendszerhez tartoznak a szabad gyökök és a 

gerjesztett molekulák ellen kialakult védekezés elemei. Az oxigénből keletkező 

intermedierek toxikus hatásaival szemben az antioxidánsok védenek. 

Megkülönböztetünk zsíroldékony (pl.: a-tokoferol) és vízoldékony (pl.: aszkorbinsav) 

antioxidánsokat, valamint antioxidativ enzimeket. A másodlagos védekező rendszemek 

a feladata a már sérült részek eltávolítása, illetve a hibás részeknek a kijavítása (pl.: 

chaperonok, hősokk fehérjék). A sejtszintű stresszválasz lényegében ezen elemek 

aktivitásának megváltozásában mutatkozik meg. A kialakuló stressztolerancia a 

különböző szerveződési (genetikai, biokémiai, élettani, szerkezeti) szinteken 

megvalósuló adaptációs értékek összegeként fogható fel. 

Antioxidáns lehet minden olyan komponens, amely képes kioltani az aktív 
oxigén tartalmú vegyületeket anélkül, hogy önmaga reaktív gyökké alakulna (2.b 
táblázat). Antioxidativ enzimek azok az enzimek, amelyek katalizálják ezeket a kioltó 
reakciókat, vagy maguk is képesek az aktív oxigén tartalmú vegyületek semlegesítésére 
(2.a táblázat). így az antioxidánsok és az antioxidativ enzimek funkciója az, hogy 
megszakítsák a kontrollálatlan oxidáció láncreakcióit. Nagyon sok enzim és metabolit 
megfelel a fenti definíciónak, és még várhatóan sokat is fognak találni. Ennek ellenére 
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viszonylag kevés antioxidativ enzimet írtak le részletesen. Ezek az enzimek redox 
reakciókat katalizálnak, sok közülük csak a kis molekulasúlyú redukálószer elektronját 
adja tovább. 

2.a táblázat: Antioxidativ védőrendszerek az élő szervezetekben (Sies, 1985; Fehér 

és Vereckei, 1985; Noctor és Foyer, 1998). 

Antioxidativ enzimek Megjegyzés 

Szuperoxid dizmutáz, SOD 

(EC 1.15.1.1) 
CuZn-SOD (citoszol, dimer), Mn-SOD 
(mitokondrium, tetramer), Cu-SOD (citoplazma), Fe-
SOD (növények), CuZn-SOD (extracelluáris tér, 
tetramer) 

Glutation peroxidázok, GPX 

(EC 1.11.1.9) 
állati sejtek Se tartalmú peroxid bontó enzimei, 

citoszolban, mitokondriumban 

Citokróm c hem (Fe) tartalmú, az élesztősejtek fő peroxid bontó 
enzimei 

Aszkorbát peroxidázok, 
APX(EC l . l l . l . l l ) 

növényekben a legfontosabb peroxid bontó enzimek 
(Asada, 1994; 1999), hem (Fe) tartalmú, citokróm c-
vel azonos szupercsaládba tartozik 

Gajakol típusú peroxidázok 
(EC 1.11.1.7) 

hem (Fe) tartalmú, a sejtfal felépítésében 
(lignifikáció) van szerepük 

Kataláz, CAT(EC 1.11.1.6) hem (Fe) tartalmú enzim, tetramer, növényekben 
főleg a peroxiszómákban található 

Ezek közül a kis molekulasúlyú redukálószerek közül messze az aszkcrbinsav 
(AsA) és a glutation (GSH) a legfontosabb. Sokféle szerepet játszanak a védekező 
reakciókban, és sok mintában millimólos koncentrációban vannak jelen. Ennek 
ténynek, valamint annak a megfigyelésnek ellenére, hogy stressz hatására az a 
aszkorbinsav és a glutation szint megnövekszik, kevés olyan elfogadható eredmény van 
a bioszintézisük szabályzásáról, amely magyarázza a sejten belüli koncertrációjukat. 
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2.b táblázat: Antioxidánsok az élő szervezetekben (Sies, 1985; Fehér és Vereckei, 

1985). 

Antioxidánsok Megjegyzés 

a-tokoferol (E-vitamin) lipid oldható, membrán kötött gyökfogó 

ß-karotin, A-vitamin lipid oldható, 'Ag02 megkötő 

Bilirubin lipid oldható 

Aszkorbinsav (C-vitamin) vízoldható, gyökfogó, a-tokoferol regenerálása 

Húgysav vízoldható, 'Ag02 megkötő, aszkorbinsav regenerálása 

Glutation (GSH) 7-glutamil-ciszteinil-glicin, peptidázok nem bontják, 

az élő szervezetek egyik legfontosabb antioxidánsa 

Glükóz, szorbit HO* gyökfogó (Smirnoff, 1998) 

Flavonoidok növényi antioxidánsok (Foyeret al., 1994) 

Plazma proteinek pl.: cöruloplazmin, transzferrin 

Szintetikus antioxidánsok pl.: BHA (buti 1-hidroxianizol), BHT (butil-

hidroxitoluol) 

A szuperoxid gyök-anion és a hidrogén peroxid lebontása számos antioxidatív 

enzim összehangolt működését követeli meg. A szuperoxid gyök-anion a növényi sejt 

különböző alkotóiban gyorsan átalakul hidrogén peroxiddá a szuperoxid dizmutáz 

(SOD, EC 1.15.1.1) hatására. Az olyan sejtalkotókban, mint pl. kloroplasztiszban, ahol 

az aszkorbinsav koncentráció magas, a szuperoxid gyök-anion közvetlen redukciója is 

végbemehet (Noctor és Foyer, 1998), de ennek sebessége sokkal kisebb, mint a SOD 

katalizálta reakciónak (Asada, 1999). A magasabb rendű növényekben a SOD-nak 

három fő csoportját írták le. A csoportosítás alapja, hogy a prosztetikus csoportja 

milyen átmeneti fémet tartalmaz. így megkülönböztetünk CuZn-, Mn- és Fe-SOD-ot. 

Az ismert szekvencia adatok alapján nincs szerkezeti rokonság az összes eukariótában 

megtalálható CuZn-SOD és a pro- és eukariótákban is megtalálható Fe- és Mn-SOD 

között (Bowler et al., 1994). A CuZn-SOD-ot nagyon sok vizsgált növényi fajból 

kimutatták. Dimer, alegységenként egy Cu és egy Zn atomot tartalmaz. Aktivitását 

gátolja a cianid ion, valamint a hidrogén peroxid inaktiválja. A növényekben a CuZn-

SOD található meg legnagyobb mennyiségben a különböző SOD formák közül. Az 

enzim megtalálható mind a kloroplasztiszban, mind a citoszolban, mind a 

peroxiszómában és a tilakoidhoz kötött formáját is megtalálták (Asada, 1994). 

\ f * 
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2.c táblázat: Az antioxidativ védőrendszerek kisegítő enzimrendszerei az élő 

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

1998). 

Kisegítő' enzimrendszer Megjegyzés 

NADPH-kinon 
oxidoreduktáz 

2 elektronos redukció, dikumarol érzékeny 

Epoxid hidroxiláz 

UDP-glükonil transzferáz 

szulfotranszferáz 

Glutation S-transzferázok 
(EC 2.5.1.18) 

egyes típusaiknak GSH függő peroxidáz aktivitása is 
van 

Glutation reduktáz 

(EC 1.6.4.2) 

NADPH függő enzim 

Monodehidroaszkorbát 
reduktáz, MDHAR 
(EC 1.6.5.4) 

NAD(P)H függő, FAD tartalmú enzim 

Dehidroaszkorbát reduktáz, 
DHAR (EC 1.8.5.1) 

GSH függő enzim 

NADPH források glükóz-6-foszfát dehidrogenáz 
6-foszfoglukonát dehidrogenáz 
izocitrát dehidrogenáz 
transzhidrogenázok 

Transzport rendszerek GSSG export 

A Mn-SOD-ot minden eddig vizsgált növény mitokondriális mátrixában 
megtalálták (Bowler et al., 1994). Mind a Mn-SOD, mind a Fe-SOD egy átmenetifém 
atomot tartalmaz alegységenként, szekvenciájuk hasonló, valamint egy azonos 
konszenzus szekvenciát is tartalmaznak. A Fe-SOD cDNS szekvenciáját már több 
növényből is kimutatták. Biokémiai adatok alapján valószínűsíthető, hogy a 
növényekben endoszimbiotikus eredetű (Smith és Doolittle, 1992) és a 
kloroplasztiszban található (Alschere/ al., 1997). 

A szuperoxid gyök-anion dizmutációja során az egyik aktív oxigén tartalmú 

vegyületből egy másik képződik. Mivel a képződő hidrogén peroxid erős oxidálószer 
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és gyorsan oxidálja a tiol csoportokat, ezért nem engedhető meg az akkumulációja 

olyan sejtalkotókban, mint pl. a kloroplasztisz, ahol a fotoszintézis tiol szabályozta 

enzimektől függ. 

A kataláz (CAT, EC 1.11.1.6) vízzé és molekuláris oxigénné alakítja át a 
hidrogén peroxidot. Fotoinhibícióra és degradációra érzékeny. A katalitikus aktivitása 
extrém nagy, de a szubsztrát affinitása kicsi, mivel a reakció egy időben két hidrogén 
peroxid molekula megkötődését igényli az aktív centrumban. Ezen felül a 
kloroplasztisz nem tartalmaz katalázt, ami e miatt nem vehet részt a Calvin-ciklus tiol 
szabályozta enzimeinek a védelmében. Viszont a Q-as növényekben a 
fotorespirációból származó hidrogén peroxid káros hatásainak a kivédésében 
nélkülözhetetlen (Foyer et al., 1994). A hidrogén peroxid lebontásának másik módja a 
peroxidázokkal történik. Peroxidázok mindenhol megtalálhatóak a sejtekben és sokkal 
nagyobb a szubsztrát affinitásuk a hidrogén peroxidhoz, mint a kataláznak. A 
peroxidázoknak működésükhöz szükségük van redukáló szerre, hogy a hidrogén 
peroxidot vízzé redukálják. Állati sejtekben azok a peroxidázok a legjelentősebbek, 
amelyek a redukált glutationt használják fel a hidrogén peroxid detoxifikálásához 
(glutation peroxidáz, GPX, EC 1.11.1.9). Növényekben a glutation S-transzferázokon 
(GST, EC 2.5.1.18) kívül más olyan enzimet, amely glutation függően tudja redukálni 
a hidrogén peroxidot, még nem írtak le. Számos olyan növényi gént izoláltak, amely 
homológiát mutat az emlős foszfolipid-hidroperoxid glutation peroxidázzal (Ben-
Hayyim et al., 1993; Holland et al., 1993, 1995). Ezek közül az egyik olyan proteint 
kódol, amely glutation függő módon képes redukálni a foszfolipid-hidroperoxidokat 
(de a hidrogén peroxidot nem), bár sokkal kisebb sebességgel, mint a sertés 
szívizmában található homológ enzim (Beeor-Tzahareí al., 1995; Avsian-Kretchmer et 
al., 1999). A növényekből izolált enzimekben cisztein helyettesíti az állatokban 
található homológ szelenociszteinjét (Brigelius-Flohéeí al., 1994). A kloroplasztiszban 
a foszfolipid-hidroperoxidok redukcióját a glutation peroxidáz mellett a 2-cisztein 
peroxiredoxin is katalizálja (Baier és Dietz, 1999). 

Növényi sejtekben a hidrogén peroxid detoxifikálásában részt vevő 

legfontosabb redukáló szer az aszkorbinsav (Asada, 1994; 1999; Mehlhomet al., 1996; 

Noctor és Foyer, 1998). A folyamatot az aszkorbát peroxidáz (APX, EC 1.11.1.11) 

katalizálja (Asada, 1992; 1994; 1999). Az APX hem tartalmú peroxidáz, szekvenciája 

alapján ugyan abba hem-peroxidáz szupercsaládba tartozik, mint a citokróm c. 
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Háromdimenziós szerkezete is hasonló hozzá. A gajakol peroxidázoktól mind 

szekvenciájában, mind fiziológiai funkciójában különbözik. A kloroplasztiszban az 

APX megtálalható, de a gajakol peroxidáz nem. A növényekben három izofonnát 

választottak el, egy citoszolban találhatót (Mittel és Zilinskas, 1992), kettő a 

kloroplasztiszban (Ishikawa et al., 1996). Ezek közül a szolubilis fonna a sztrómában 

található, míg a tilakoid membránhoz kötött a PSI komplexum közelében. Mindkét 

izofonnának hasonló enzimatikus tulajdonságai vannak és szerkezetileg jelentősen 

eltérnek a citoszolban található izoformától (Asada, 1999). 

Az aszkorbát peroxidáz két molekula aszkorbinsavat használ fel ahhoz, hogy a 

hidrogén peroxidot vízzé redukálja. A reakció során két molekula monodehidro-

aszkorbinsav (MDHA) képződik. A monodehidro-aszkorbinsav egy gyök rövid 

élettartammal, és ha nem redukálódik gyorsan, aszkorbinsavvá és dehidro-

aszkorbinsawá (DHA) diszproporcionálódik. A sejten belül a monodehidro-

aszkorbinsav közvetlenül aszkorbinsavvá redukálható. Ehhez a reakcióhoz az elektron 

donor valószínűleg egy citokróm b, vagy a redukált ferredoxin (Fd), vagy a NAD(P)H. 

A redukciót a számos sejtalkotóban megtalálható monodehidro-aszkorbát reduktáz 

(MDHAR, EC 1.6.5.4) katalizálja (Asada, 1999). Tehát mind enzimatikusan és nem 

enzimatikusan is képződhet aszkorbinsav a monodehidro-aszkorbinsavból. A 

monodehidro-aszkorbinsav gyök gyors diszpropicionálódása során az aszkorbinsav 

mellett mindig képződik dehidro-aszkorbinsav is. A dehidro-aszkorbinsav redukcióját a 

dehidro-aszkorbát reduktáz (DHAR, EC 1.8.5.1) katalizálja, a redukálószer pedig 

glutation. A reakció során aszkorbinsav és glutation diszulfid (GSSG) képződik, ez 

utóbbit a NADPH függő glutation reduktáz (GR, EC 1.6.4.2) redukálja vissza 

glutationná. A hidrogén peroxid eltávolításának ezt az útját nevezzük aszkorbinsav-

glutation, vagy Halliwell-Asada ciklusnak (1. ábra). Az aszkorbinsav és a glutation 

körfolyamatban vesz részt, amit négy enzim katalizál (APX, MDHAR, DHAR, GR), és 

végső soron a NAD(P)H-ból származó elektronok redukáljak a hidrogén peroxidot 

vízzé (Noctor és Foyer, 1998). 

A előbbiekből is látható, hogy a növényekben az egyik fő antioxidáns az 

aszkorbinsav. Az L-íra?-2-hexénon-l,4—laktont hívják L-aszkorbinsavnak, vagy C-

vitaminnak. A 2-es és 3-as szénatomon található hidroxil csoport savasan disszociálhat 

(pK, ,= 4.2, pK_d 2= 11.6), így vizes oldatban és a sejtekben is nagyrészt az egyszeresen 

disszociált forma, az aszkorbát van jelen. Ugyan ezek a hidroxil csoportok (és a velük 
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konjugációban lévő kettőskötés rendszer) felelős azért is, hogy az aszkorbinsav 

elektron donor, azaz redukáló szer lehet. Az összes növény és a főemlősök valamint a 

tengeri malac kivételével az összes állat képes az aszkorbinsav szintetizálására. Ennek a 

bioszintézisnek minden lépése még nem egyértelműen tisztázott növényekben 

(Smirnoff, 1996). Az általánosan elfogadott hipotézis szerint a növények is 

D-glukózból szintetizálják az L-aszkorbinsavat, bár a radioaktív izotóppal jelölt 

D-glukóz csak kis mennyiségben konvertálódik aszkorbinsavvá (Saito et al., 1990). 

Több, különböző bioszintetikus utat is feltéteznek. Ezek közül aD-mannózból kiinduló, 

L-galaktózon és L-galaktono-l,4-laktonon keresztül történő szintézist bizonyították 

(Wheeler et al., 1998; Conklin, 1998; 1999; Pallanca és Smirnoff, 1999), de pl. 

Arabidopsis-ban még legalább két bioszintetikus út létezik (Daveye/ al., 1999). 

kloroplasztiszban (Asada, 1999). 

A növényekben az aszkorbinsav millimólos koncentrációban akkumulálódik a 

szövetekben. A levelek gyakran több aszkorbinsavat tartalmaznak, mint klorofillt, és ez 

az aszkorbinsav mennyiség az oldható szénhidrát mennyiségének akár a 10%-a is 

lehet. Az aszkorbinsav sok funkcióját leírták már, bár közülük viszonylag keveset 

jellemeztek részletesen. Az aszkorbinsav a fő elsődleges antioxidáns, közvetlenül is 

reagál a hidroxil gyökkel, szuperoxid gyök-anionnal és a szingulett oxigénnel. Emellett 
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fontos szerepe van a fény okozta károsodások kivédésében és a fotoszintézis 

szabályozásában, valamint segít megőrizni az átmenetifém tartalmú enzimek 

aktivitását. Az aszkorbinsav hatékony másodlagos antioxidáns is, mivel redukálja a 

nemvizes fázisok fontos antioxidánsának, aza-tokoferolnak az oxidált formáját. 

Az aszkorbinsav redox rendszer az aszkorbinsavat, a monodehidro-

aszkorbinsavat és az dehidro-aszkorbinsavat tartalmazza (2. ábra). Bár az aszkorbát 

oxidáznak különböző biológiai funkciói vannak, az aszkorbinsav redox rendszerben 

betöltött szerepe egyenlőre nem tisztázott. Az aszkorbinsav mind a két oxidált formája 

instabil vizes közegben. Az oxidáció az első terméke egy szabadgyök, a monodehidro-

aszkorbinsav, vagy szemidehidro-aszkorbinsav, amit újabban aszkorbát szabadgyöknek 

is hívnak. Az AsA/MDHA rendszer standard redox potenciálja pH= 7.0-nél +330 mV, 

de a MDHA diszproporcionálódása miatt a sejten belül olyan alacsony a monodehidro-

aszkorbinsav koncentrációja, hogy a tényleges érték +60mV körüli (Navas et al., 

1994). 

:H2OH 
o 

OH 

L-aszkorbinsav (AsA) 

+H+ -H+ 

O O 

2,3-diketo- 1-glukonsav 

H2OH 
<x jo

 e - H+ 

. +e\ +H4 

monodehidro- dehidro-aszkorbinsav 
aszkorbinsav (MDHA) (MDHA) 

2. ábra: Az aszkorbinsav (C vitamin) és oxidációs termékei (Washko et al., 

1992). 

Az MDHA nem reagál más vegyületekkel, mint pl. a lipidekkel, így 

elmondható, hogy más gyökökhöz képest kevésbé destruktív hatású. Másodrendű 
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reakcióban gyorsan diszproporcionálódik, ami aszkorbinsavat és dehidro-
aszkorbinsavat eredményez. A tilakoid membránban az MDHA-t a fotoredukált 
ferredoxin is gyorsan visszaredukálja (Miyake és Asada, 1994) aszkorbinsavvá. A 
dehidro-aszkorbinsav szintén visszaredukálható aszkorbinsavvá, ezt a reakciót 
katalizáló enzimet (DHAR) rizsből, spenótból és burgonyából is kitisztították. Ezen 
kívül in vitro DHAR aktivitása van a glutaredoxinoknak (tiol transzferázok), a fehérje 
diszulfid izomerázoknak, sőt még Kunitz-típusú tripszin inhibitornak is, bár a rizsből 
tisztított enzim aminosav szekvenciája eltérő ezektől az enzimektől. A DHAR, a GSH 
és a GR fontos szerepe GR túltermelő transzformált növényeken látható. Ezeknek a 
növényeknek magasabb az aszkorbinsav tartalma, és toleránsabbak az oxidatív stresszel 
szemben, míg a kisebb GR aktivitás kisebb toleranciát is jelent. A DHA is 
meglehetősen instabil molekula, vizes közegben irreverzibilisen 2,3-diketo-
1-glukonsawá hidrolizál (Washko et al., 1992). Ez a reakció nagyon függ az oldat 
összetételétől, illetve a hőmérséklettől. Amennyiben nem redukálódik vissza a DHA, 
végső soron olyan két és négy szénatomos molekulákká bomlik, mint az oxálsav és a 
borkősav. 

Az aszkorbinsav oxidált formájának, a dehidro-aszkorbinsavnak a 

redukciójáért a glutation felelős. A glutation redukált fonnája egy tripeptid (y-glutamil-

ciszteinil-glicin), amely egyensúlyban van az oxidált formával, a glutation diszulfiddal. 

Számos növény glutation homológokat tartalmaz, amelyekben a Gterminális glicin 

helyett más aminosav található. Ilyenek a homoglutation (y-glutamil-ciszteinil-p-

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 élesztőből izolált GR redukálja mind a homoglutation, mind a hidroximetil-

glutation oxidált formáját is (Klapheck, 1988; Klapheck et al., 1992), valószínűsíthető, 

hogy hasonló fiziológiai és biokémiai szerepük van, mint a sokkal szélesebb körben 

elteijedt glutationnak. 

A növényekben a glutation fiziológiai szerepe kettős. Egyrészt résztvesz a kén 

metabolizmusban, és mint a legfontosabb nem-protein természetű tiol, szabályozza a 

gyökerek kénfelvételét. Másrészt a stresszhatások elleni védőreakciók fontos 

komponense. A glutation S-transzferáz szubsztrátja a xenobiotikumok detoxifikációja 

során. Emellett a nehézfémek toxikus hatását kivédő fitokelatinok prekurzora, valamint 

a glutation fontos antioxidáns is, mind a növényi, mint az állati szervezetekben. Az 
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aszkorbinsav és rajta keresztül az a-tokoferol regenerálása is GSH segítségével 

történik. Befolyásolja antioxidatív enzimek génjeinek az expresszálódását és szerepe 

lehet a sejtosztódás redox potenciál által történő szabályzásában is (Foyer e/ al., 1997; 

Noctorés Foyer, 1998). 

Szemben az aszkorbinsav bioszintézisével, a glutation képződése az összes 

GSH-t tartalmazó élő szervezetben közös és jól ismert (3. ábra). Nem transzlációs 

folyamat során szintetizálódik, és a peptidázok sem bontják. Két, ATP függő lépésben 

képződik aminosavakból, mely folyamatokat a y-glutamil-cisztein szintetáz és a 

glutation szintetáz katalizálja (Foyer et al., 1994, 1997). Mind a két enzimet izolálták 

növényekből. Azok a fajokban, melyek hGSH található, homoglutation szintetáz 

aktivitás mérhető, mely enzimnek az affinitása a p-alaninhoz sokkal nagyobb, mint a 

glicinhez. 

3. ábra: A glutation szin-

tézis lépései. 

Stresszkörülmények 

között a kezdeti szakaszban 

(vészreakció) a glutation szint 

megemelkedik, kivédendő a 

megnövekedett koncentrációjú 

aktív oxigén tartalmú vegyületek 

káros hatását. Mivel a glutation a 

növényekben legnagyobb 

mennyiségben előforduló nem 

protein tiol, így a szintézise szoros 

kapcsolatban van a cisztein képződésével és a szulfát anion felvételével is. A GSH 

szintézis enzimeit túltermelő növényeken végzett vizsgálatok mutatják, hogy a 

bioszintézis sebességmeghatározó lépése a y-glutamil-cisztein képződése. Ezt a 

folyamatot y-glutamil-cisztein szintetáz katalizálja. Az enzimet a GSH gátolja, így 

oxidatív stressz körülményei között, amikor a GSH-ból GSSG képződik, a gátló 

effektus lecsökken, és a glutation szintézis felgyorsul (Arisieí al., 1997; Noctor et al., 

1996; 1997a; 1997b; 1998b). 
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A glutation S-transzferázok (GST, EC 2.5.1.18) katalizálják a redukált 
glutation és a hidrofil, elektrofil szubsztrátok reakcióját (Pickett és Lu, 1989; Marrs, 
1996). Ezek az anyagok sokszor citotoxikusak, így a GST-nek fontos szerepe van a 
xenobiotikumok átalakításában. Az átalakult xenobiotikum-GSH konjugátumokat a 
növényi sejtek a GSH pumpák segítségével a vakuólumokba transzportálhatják. A 
transzportált konjugátumokról a peptidázok lehasíthatják a glicint és a glutaminsavat, 
illetve a maradék cisztein aminocsoportjához hozzákötó'dhet egy malonil csoport is 
(Marrs, 1996). Hasonló transzportot tételeznek fel a plazmamembránon keresztül is, 
ami során az endogén és exogén xenobiotikumok Af-malonil-cisztein származékai 
kijutnak az apoplasztba és oldhatatlanul a sejtfalhoz kötődnek, de a GSH pumpák 
jelenléte a plazmamembránban még nem bizonyított (Sandermann, 1994). 

1.3. Célkitűzés 

Vizsgálatainkkal a növények antioxidatív védőreakcióit követtük nyomon 
különböző stresszkörülmények között. Arra kerestük a választ, hogy az ozmotikus és só 
stressz, illetve az UV-B stressz hatására milyen antioxidatív válaszreakciókat adnak a 
kiválasztott növények, és a stressz kiváltó oka hogyan befolyásolja ezeket a 
védőreakciókat. 

Kísérleteink során egy halofita növény, az Aster tripolium alacsony só stressz 
(a fiziológiás sókoncentrációnál alacsonyabb NaCl koncentráció), továbbá négy 
glükofita növény, a kétszikű napraforgó (Helianthus annuus L.) és az egyszikű búza 
(Triticum aestivum L.), kukorica (Zea mays L.) és az étkezési gabonacirok (Sorghum 
bicolor [L.] Moench) só, szárazság és UV-B stressz hatására bekövetkező 
stresszválaszait követtük nyomon. A szárazság stresszt polietilén-glikol (PEG6000), 
mint ozmotikum adagolásával szimuláltuk. Arra a kérdésre igyekeztünk választ kapni, 
hogy a leggyakoribb környezeti stresszkörülmények milyen hatást váltanak ki 
különböző növényekben a kezelés ideje alatt. Elsősorban a fiatal növények 
egyedfejlődésének hajtásnövekedési periódusát vizsgáltuk. 

Célunk megvalósításához először olyan analitikai módszert kellett 

kifejleszteni, illetve az adott körülményekhez adaptálni, amellyel nyomon követhetők a 

különféle környezeti stresszhatások (ozmotikus, só és UV-B stressz) okozta változások 

a kísérleti haszonnövények védőrendszerében. 
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Irodalmi adatok alapján a következő vegyületcsoportokat és enzimeket 

vizsgáltuk, és dolgozatomat is ezen csoportosítás alapján tagoltam: 

• Kationok (K+, Na+, Ca2+, Mg2+) 

• Szervetlen anionok (Cl\ NO;, Br, NO;, HPO2", SO2") 

• Poliaminok (putreszcin, spermidin és spermin) és prolin. 

• Glutation redukált és oxidált formája (GSH és GSSG). 

• Glutation reduktáz (GSSG reduktáz, GR, EC 1.6.4.2) és glutation 

S-transzferáz (GST, EC 2.5.1.18) 
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2. MÓDSZEREK 

2.1. Növény nevelés 

2.1.1. Az Aster tripolium L. nevelése 

A halofita Aster tripolium Nyugat-Európa tengerpartjain él, Portugáliától 

Skandináviáig, sós talajokon. Egyik alfaja, a sziki őszirózsa megtalálható a 

szikeseinken is. Kedvelt saláta, napjainkban próbálják gazdasági haszonnövényként a 

termesztését megoldani. Az Aster tripolium-mai, és még néhány halofita növénnyel 

hasznosítani lehetne a félsós, esetleg a szikes területeket. Kísérleteink során arra 

kerestünk választ, hogy hogyan módosul a belső ion összetétele a növényeknek, ha az 

eredeti sókocentrációnál alacsonyabb NaCl tartalmú talajokon tennesztik, illetve, 

melyik az a legalacsonyabb sókoncentráció, amely mellett a növény még megtartja a 

kedvező tulajdonságait. 

Az Aster tripolium magokat az Institute of Molecular Biology, Free 

University of Brussels (VUB), Belgium bocsátotta rendelkezésünkre. Származási helye 

Hollandia, az Ellewoutsdijk/Is/er populációhoz tartozik (Ellewoutsdijk Laag ökotípus). 

A magokat ioncserélt vízzel nedvesített perlitben 25°C-on 100%-os páratarta-

lom mellett üvegházban csíráztattuk. Az első magok 1 hét után, míg az összes életképes 

mag 10 nap múlva csírázott ki (63%). A 12-15 napos csíranövényeket 18 dm3-es 

edényekben, folyadék kultúrában folyamatos levegőztetés mellett, és hetenkénti 

tápoldat cserével neveltük tovább fitotronban (Conviron Type PGV 36). Egy edénybe 

15-18 db csíranövénykét ültettünk el. A tápoldat makro- és mikroelem-összetételét a 3. 

táblázat mutatja (Erdei et al., 1984). 

A növények nevelésénél az eredeti élőhelynek megfelelő magas 

sókoncentrációjú (300 mM) (Shennan et al., 1987a; 1987b) tápoldat mellett egy NaCl 

mentes tápoldatban - pontosabban az oldat pM koncentrációban tartalmazott kloridot, a 

tápoldat mikroelem tartalma miatt, de ez elhanyagolhatónak tekinthető (ezt neveztük a 

későbbiekben "kontrollnak")- és a következő, alacsony sótartalmú tápoldatokban is 

neveltünk növényeket: 2mM NaCl, 10 mM NaCl. Napi 12 órás megvilágítást 

használtunk, a fényerősség 60 W*m"2 volt a növények magasságának a szintjén. A 

fitotronban a hőmérséklet 23/18 °C (nappal/éjszaka) volt. A világításhoz Sylvania 
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(F48/T12/CW/WHO) és GroLux WS (F48/T12/GRO/WHO/WS) típusú fénycsöveket 
használtunk. A tápoldatban való nevelés 17. napján kezdtük meg a sókezelést, mivel a 
kísérleti növények erre az időre érték el a mintavételhez szükséges nagyságot. Ezt a 
napot nevezzük később a kísérleteink során a 0. napnak. A 300mM-os kezelést 
fokozatosan napi 50 mM NaCl koncentráció emeléssel oldottuk meg. A mintavételek a 
tápoldatban való nevelés 17., 26., 34., és a 45. napján (a kezelést követő 0., 9., 17., 28. 
napon) történtek. 

3(a) táblázat: A tápoldat makroelem összetétele 

Oldat 
NaCl 
[mM] 

Ion koncentráció 
[mM] 

Oldat 
NaCl 
[mM] K+ Na+ Mg2+ Ca*+ cr SO2" N O ; HPO2" 

Kontroll 
0 

2 0 2 2 0 2 5 0.5 

NaCl 
2 

2 2 2 2 2 2 5 0.5 

NaCl 
10 

2 10 2 2 10 2 5 0.5 

NaCl 
300 

2 300 2 2 300 2 5 0.5 

3(b) táblázat: A tápoldat mikroelem összetétele 

Mikroelem Vegyület Koncentráció 
fúM] 

Fe Fe-EDTA 10 
B H3BO3 10 

Mn MnS04 1 
Zn ZnS04 0.5 
Cu CuS04 0.5 
Mo (NH4)6M07024 0.1 
Co C0C12 0.1 
A1 AICh 0.1 
Si Na2Si03 0.5 

Az Aster tripolium nevelése során egyértelművé vált, hogy a magról kelt 
populáció nem homogén, különböző növénytípusokat tartalmaz. Kétféle habitusú 
(külalakra különböző) Aster tripolium-ot lehetett világosan elkülöníteni: egy keskeny 
és egy széles levelűt. A növénynevelés felgyorsítása, és a kísérletek során jól 
felhasználható, homogén Aster tripolium mintaanyag érdekében vegetatív szaporítással 
is neveltünk növényeket. A széles levelű forma alsóbb leveleinek hónaljhajtásait 
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kimetszettük, majd tápoldatban gyökereztettük. A hajtások 90%-a gyökeresedett meg 

és növekedett tovább az első 10 nap során. Az így szaporított Aster trípolium növények 

"második generációja" (széles levelű forma) a kísérletekhez jól felhasználható 

homogén populációt adott. 

A halofita Aster trípolium-ból meghatároztuk mind az anion, mind a poliamin, 
mind a glutation koncentráció változást a különböző sókezelések hatására. 

2.1.2. A búza (Tríticum aestivum L.) nevelése 

Két fajta búzát (Tríticum aestivum L. cvs. GK-Kata és GK-Tiszatáj) 
használtunk fel azokhoz a kísérleteinkhez, amikor az ozmotikus, só és UV-B stressz 
hatását vizsgáltuk búza csíranövényeken. Mind a két búza fajta magját a szegedi 
Gabonatermesztési Kutató Közhasznú Társaság bocsátotta a rendelkezésünkre. A GK-
Tiszatáj közepesen szárazságtűrő, míg a GK-Kata érzékenyebb a csökkent vízpotenciál 
hatására. 

A kicsírázott magokat vízkultúrásan, módosított Hoagland tápoldatban (Erdei 
et al., 1984), fitotronban neveltük. (A vízkultúrás nevelési körülmények az Aster 
trípolium nevelésénél leírtakkal azonosak.) A kezeléseket a 11. napon kezdtük azonos 
ozmolaritású, PEG 6000-et, vagy NaCl-ot tartalmazó tápoldatokkal (0, 100, 200 és 300 
mOsm - 0, 0.24, 0.49 és 0.73 MPa -, ami a NaCl esetében rendre 0, 50, 100 és 150mM 
koncentrációnak felelt meg). 

Az UV-B kezelésekhez egy fitotront átalakítottunk, és az UV-B tartományban 

sugárzó Philips TL 100W/01 fénycsövekkel szereltük fel. A növények szintjén mért 

UV-B fényintenzitás 2.5W*m2 a 310-315 nm-es (Xmax=3l 1/312 nm) 

hullámhossztartományban (Santos et al., 1993). A kezeléseket a 4 napos 
csíranövényeken kezdtük, és a 8. napig naponta vettünk mintát, mind a növekedés 
vizsgálatokhoz, mind a glutation koncentráció meghatározásához és a glutation 
reduktáz aktivitás méréséhez. 

Az üvegházi kísérleteknél nyolc fajta búzát (Tríticum aestivum L. cvs. 
Kharchia, Kobomugi, GK-Tiszatáj, MV-18, Plainsman, OK, GK-Kata és GK-Öthalom) 
használtunk (4. táblázat). A magokat a szegedi Gabonatennesztési Kutató Közhasznú 
Társaság bocsátotta a rendelkezésünkre. A poliamin és prolin szintek 
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meghatározásához használt zászlólevél mintákat három héttel a virágzás után 

gyűjtöttük. 

4. táblázat: Az üvegházi kísérletek során használt búza fajták 

Fajta Eredet Jellemző tulajdonság 

Kharchia India, Rajasthan Sótűrő (Erdei & Trivedi, 1989), 

tavaszi búza 

Kobomugi Kína, Központi Sivatag Szárazságtűrő (Erdei et al., 1990) 

Plainsman USA Szárazságtűrő (Galiba et al., 
1989), őszi búza 

OK 84343 USA Szárazságtűrő, őszi búza 

GK-Kata Magyarország Szárazságra érzékeny, őszi búza 

GK-Othalom Magyarország Szárazságra érzékeny, őszi búza 

GK-Tavasz Magyarország Könnyen adaptálódik, tavaszi 

búza 

GK-Tiszatáj M Magyarország Szárazságtűrő, őszi búza 

MV-18 Magyarország Szárazságra érzékeny, őszi búza 

2.1.3. A kukorica (Zea mays L.) nevelése 

Kísérleteinkben a szárazságtűrő cirok (.Sorghum bicolor [L.] Moench) 
poliamin szintjét a sokkal kevésbé szárazságtűrő kukoricához (Zea mays L. cv. Pioneer 
3900) hasonlítottuk (Nagy et al., 1995). 

A vízkultúrás növénynevelés körülményei megegyeznek az előzőekben 
leírtakkal (Erdei et al., 1984). A stresszhatás vizsgálatát a 8. napon kezdtük és 6 napig 
folytattuk, a szárazság és só stressz szimulálására 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 tartalmú (rendre 0, 25, 
50, 100, 150, 200 mM NaCl) tápoldatot használtunk. 

2.1.4. A napraforgó (Hélianthus annuus L.) nevelése 

A napraforgó (Hélianthus annuus L. cvs. Viki és Blumix) hibrideket - egy 

stressz toleráns és egy kevésbé toleráns hibrid- a szegedi Gabonatermesztési Kutató 

Közhasznú Társaság bocsátotta rendelkezésünkre. E két hibridet magas olaj tartalmuk 

és betegségekkel szembeni ellenálló képességük miatt széles körben termesztik. A Viki 
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nemzetközileg regisztrált hibrid, Franciaországban és Magyarországon a korai 
éréscsoportban a hivatalos kísérletek standardja. Méréseink során a napraforgót, mint 
kétszikű növényt vizsgáltuk, és arra voltunk kíváncsiak, hogy az adott paraméterek 
között a stresszválaszban jelentkezik-e különbség a kétszikű és az egyszikű glükofita 
növények (napraforgó és búza), valamint a halofita és a glükofita kétszikű növények 
(Aster tripolium és napraforgó) között. 

A kaszatterméseket perlitbe vetettük, majd a csíranövényeket 7 napos 
korukban helyeztük a tápoldatba, ahol 17 napos korukig neveltük őket. (A vízkultúrás 
nevelési körülmények az Aster tripolium nevelésénél leírtakkal azonosak.) A 
stresszkezeléseket a 11. napon kezdtük és 6 napig folytattuk, napi mintavételek mellett. 
Az ozmotikus stresszt 200m0sm polietilén-glikol (14.3% PEG 6000) tartalmú 
tápoldatban valósítottuk meg, az oldat ozmolaritását ozmométerrel ellenőriztük. A PEG 
koncentrációt korábbi kísérletek alapján határoztuk meg (Trolinder és Shang, 1991; 
Szabó-Nagy et al., 1992; Erdei és Taleisnik, 1993). A só stressz során lOOmM NaCl 
tartalmú tápoldatot használtunk, amely azonos ozmolaritású volt, mint a PEG 6000-es 
tápoldatunk. 

A napraforgónál az anion háztartás változását vizsgáltuk a szárazság és a só 
stressz hatására. 

2.1.5. Gabonacirok (Sorehum bicolor [L.] Moench) nevelése 

A kísérleteinkben használt étkezési gabonacirok (Sorghum bicolor [L.] 
Moench cv. ICSV 112) Indiából szánnazó szárazságtűrő fajta (Masojidekeí al., 1991). 
Vizsgálataink célja, hogy kiderítsük, az előző növényeknél vizsgált paraméterekkel 
lehet-e jellemezni a. Sorghum bicolor szárazságtűrését. 

A növénynevelés és a kísérleti körülmények azonosak voltak a kukoricánál 
leírtakkal. 

2.2. Kation tartalom meghatározása 

2.2.1. Növényi minták előkészítése 

A növénymintának meghatároztuk a nedves súlyát (gFW), majd 85°C-on 

24 órán át szárítottuk, és légszáraz állapotban, szobahőmérsékleten megmértük a száraz 

súlyát is (gDW). A szárított és elporított növényi mintákból O.lgDW-re rámértünk 
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5 cm3 cc. salétromsavat (HN03), állni hagytuk egy éjszakán át, majd forraltuk (kb. 
160°C-on,) a nitrózus gőzök megszűnéséig. Ezután a mintákat lehűtöttük, óvatosan 
hozzáadtunk 2 cm3 cc. hidrogén-peroxidot (H202) és újra forraltuk. A hidrogén-peroxid 
elpárolgása után a mintákat lehűtöttük, újra 2 cm3 cc. hidrogén-peroxidot (H202) adtunk 
hozzá, majd újra forraltuk. A kihűtött, elroncsolt mintákat 20cm3-re hígítottuk, és a 
felhasználásig 4 °C-on, jól zárható szcintillációs csövekben tároltuk. 

2.2.2. Fémek mérése 

A roncsolt növényi minták fémtartalmát (Na, Mg, K és Ca) Zeiss AAS-l-N és 
Hitachi Z8200 atomabszorpciós spektrofotométerrel határoztuk meg. A gerjesztéshez 
acetilén/levegő lángot használtunk. 

2.3. Szervetlen anionok kvalitatív és kvantitatív analízise 

2.3.1. Növényi minták előkészítése 

2 gFW cseppfolyós N2-ben lefagyasztott mintát és 0.5 g mosott 

kvarchomokkal dörzsmozsárban jól eldörzsöltünk 20 cm3 háromszor desztillált vízben, 

és üveg kémcsőben 60°C-on az ultrahangos mosogatóban szonifikáltuk 1 óráig N, 

atmoszféra alatt. Ez után 10 percre forrásban lévő vízbe mártottuk a kémcsöveket, hogy 

a fehérjék egy része kicsapódjon, és 27000 g-n (15000 rpm) 4°C-on lecentrifugáltuk 

(20 min). A felülúszóból 5 cm3-t C,g-as "SPE cartridge"-on átnyomtunk, és 0.2 pm-es 

PTFE (politetrafluoro-etilén, Teflon®) membránszűrőn szűrtük. A kapott oldatot 

-20 °C-on tároltuk, és szükség esetén hígítottuk (10- és 100-szoros hígítás). A módszer 

szerint a nitrit nem oxidálódott a mintaelőkészítés során. 

2.3.2. Növényi minták kromatografálása 

Interaction Ion 120 anioncserélő oszlopot használtunk 2mM szalicilsav + 
2mM Na-szalicilát (TR.IS pufferrel pH = 7.8-ra állítva) eluenssel, izokratikus HPLC 
pumpával (BioRad) és vezetőképesség mérő detektorral (BioRad), szobahőmérsékleten 
(Maróti et ál., 1994). Az áramlási sebesség 1.2cm3*min"' volt, és 20 pl mintát 

injektáltunk. Az értékeléshez BioRad Model 700 Chromatography Workstation 

ver. 3.64 software-t használtunk. 
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Mivel az eredetileg használt Interaction Ion 120 kolonna a mérési sorozat 
közben elöregedett, és a piacon nem volt beszerezhető ilyen típusú analitikai oszlop, 
ezért a módszert adaptáltuk Merck Polyspher IC AN-1 anion cserélő oszlopra és előtét 
kolonnára. Eluensként az oszlophoz javasolt Merck 2.13-as puffert használtuk, amely 
még 5 % acetonitrilt is tartalmazott (4.5 mM bórsav + 13.5 mM mannit [mannitol] + 
3.8 mM TRIS + 5% acetonitril). Az áramlási sebesség 1.2cm3*miri' volt 45 °C-on. Az 

anionokat Bio-Rad vezetőképességmérő detektorral (Rangé: 200 pS, Sensitivity: 100) 

mértük. 100 pl-es mintát injektáltunk. Gynkotek Model 300-as izokratikus HPLC 

pumpát (Dionex-Softron) és Gynkosoft Chromatography Data System, ver. 4.22 

kromatográfiás értékelő software-t (Dionex-Softron) használtunk. 

2.4. Poliaminok és prolin analízise 

2.4.1. A növényi minták előkészítése 

A meghatározásához 1 gFW növényi mintát használtunk. A mintát 
cseppfolyós N2-ben lefagyasztottuk, és porcelán mozsárban 4°C-on eldörzsöltük 0.5 g 
perklórsavval mosott kvarchomok és 5 cm3 0.5 M HC104 (perklórsav, PCA) 
jelenlétében. A homogenizátumot 4°C-on, 27000 g-n (15000 rpm) 20 percig 
centrifugáltuk, a felülúszót 0.45 pm-es PTFE membránszűrőn leszűrtük és a további 
mintaelőkészítéshez az így kapott oldatokat használtuk (Erdei e/ al., 1996). 

2.4.2. Poliaminok benzoilezett származékainak a meghatározása 

Származék képzés: A poliaminok koncentrációját Flores és Galston (1982b), 

valamint Erdei és munkatársai (1990) módszere alapján határoztuk meg. 2.5cm3 

felülúszót meglúgosítottunk 2 cm3 2 M NaOH-dal, és szobahőmérsékleten intenzíven 

kevertettük 10 pl benzoil-kloriddal 30 percig (Redmond és Tseng, 1979). Az extrakció 

megkönnyítésére 1 cm3 telített NaCI-ot adtunk az elegyhez (Flores és Galston, 1982b). 

A poliaminok benzoil származékait 2*2 cm3 dietil-éterrel kiextraháltuk, az étert N2 

áramban elpárologtattuk, a bepárolt mintát 0.1 cm3 acetonitrilben feloldottuk, és 

-70 °C-on tároltuk a mérésekig. A szobahőmérsékletre felmelegített mintákat 

használtuk a folyadékkromatográfiás mérésekhez. 

Kromatográfiás körülmények: A poliaminok benzoilezett származékait 

izokratikus körülmények között analizáltuk 45 térf. % acetonitril tartalmú eluenssel, 
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35 °C-on. Az eluens áramlási sebessége 1.0cm3*min"1 volt. A mérésekhez előbb Hi-

Pore C-18 (250 mm*4.6 mm), majd a későbbiekben PhaseSept Spherisorb S5 C8 

(250 mm*4.6 mm) fordított fázisú analitikai oszlopot használtuk (Erdei et al., 1996), és 

254 nm-en detektáltuk a mérendő vegyületeket UV detektorral (BioRad UVIS 204, 

Spectra-Physics) (Erdei et al., 1996). Gynkotek Model 300-as izokratikus HPLC 

pumpával (Dionex-Softron) biztosítottuk az eluens áramlását, 20 pl mintát injektáltunk. 

A kapott eredményeket Gynkosoft Chromatography Data System, ver. 4.22 software-

rel (Dionex-Softron) értékeltük ki. Külső standard módszerrel kalibráltunk, a poliamin 

standardekkel a teljes mintaelőkészítési folyamatot végrehajtottuk. Az eredményeket 

standard addícióval ellenőriztük. 

2.4.3. Poliaminok és prolin FMOC származékainak együttes meghatározása 

Származék képzés: 0.1 cm3 KOH (2 M) - KHCO, (2.4 M) oldatot és 1 cm3 

400 mM borát puffert (pH= 10.4) adtunk 0.2 cm3 felülúszóhoz (PCA-s extraktum), 
majd szobahőmérsékleten 10 percig reagáltattuk 0.2 cm3 acetonitrilben oldott FMOC-
Cl-dal (10 mM), sötétben (Bartók et al., 1992). A reakcióelegyet 4°C-on Eppendorf 
centrifugában lecentrifugáltuk (15 min), a felülúszót 0.2 pm-es PTFE membránszűrőn 
szűrtük és azonnal kromatografáltuk. 

Kromatográfiás körülmények: A poliaminok és a prolin FMOC származékait 

izokratikus körülmények között analizáltuk 45 térf. % acetonitril tartalmú eluenssel, 

35 °C-on. Kovasil MS-C14 (35 mm*4.6 mm) fordított fázisú, nem pórusos analitikai 

oszlopon választottuk el a komponenseket (Szegletesei al., 1996; 2000), és 264 nm-en 

detektáltuk az FMOC származékokat UV detektorral (BioRad UVIS 204, Spectra-

Physics). Gynkotek Model 300-as izokratikus HPLC pumpát (Dionex-Softron) 

használtunk, az eluens áramlási sebessége 1.0cm3*min"' volt. 20 pl mintát injektáltunk 

be a HPLC-be. A kapott eredményeket Gynkosoft Chromatography Data System, 

ver. 4.22 software-rel (Dionex-Softron) értékeltük ki. Külső standard módszerrel 

kalibráltunk, az eredményeket standard addícióval ellenőriztük. A standardekkel a 

teljes mintaelőkészítési folyamatot végrehajtottuk. 1,6-diamino-hexánt használtunk 

belső standardként. 
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2.5. A glutation redukált és oxidált formájának analízise 

2.5.1. A növényi minták előkészítése 

1 gFW friss növényi mintát cseppfolyós N2-ben lefagyasztottunk, hozzáadtunk 
0.5 g PCA-val mosott kvarchomokot, porcelán mozsárban elporítottuk, majd 4°C-on 
4 cm3 1 mM BPDS-t tartalmazó 1 M perklórsawal (PCA) kioldottuk a mintából az 
oldható tiolokat. A minta előkészítés során használt BPDS nagyon jó kelátképző, főleg 
a Fe2+ és Cu2+ ionokkal alkot stabil komplexet, így csökkenti a szabad tiol csoportokat 
tartalmazó molekulák autooxidációját. A másik nagy előnye, hogy a DNP-származék 
mérése során nem jelentkezik interferencia a GSSG DNP-származékával (Reed et al., 
1980). Az extraktumot 4 °C-on, 27000 g-n (15000 rpm) 20 percig centrifugáltuk, és a 
felülúszót használtuk a származékképzési reakciókhoz. 

2.5.2. Összes glutation szint meghatározása 

Származék képzés: 0.6 cm3 200 mM CHES-t (pH = 9.3) és 0.2 cm5 KOH 
(2 M) - KHCO, (2.4 M) oldatot adtunk 0.4 cm3 PCA-s extraktumhoz, és az oxidált 
diszulfid kötéseket 1 órán át redukáltuk sötétben, szobahőmérsékleten 0.1 cm3 3 mM 
DTT oldattal. A teljes redukció után a reakcióelegyből kivettünk 0.33cm3-t, és ezt 
reagáltattuk 0.02 cm3 15 mM mBBr acetonitriles oldatával, sötétben, 
szobahőmérsékleten. A reakciót 15 perc múlva 0.25 cm3 0.25 térf. % metánszulfonsav 
adagolásával állítottuk meg, hogy elkerüljük a nem kívánt mellékreakciókat (Rausereí 
al., 1991). Az oldatot 4°C-on Eppendorf centrifugában lecentrifugáltuk (15 min), a 
felülúszót 0.2 pm-es PTFE membránszűrőn szűrtük, és a mérésekig-20 °C-on tároltuk. 
A minták legalább 2 hétig, mérhető bomlás nélkül tárolhatóak voltak. 

Kromatográfiás körülmények: A fluoreszcens mBBr származékot BioRad 

Bio-Sil ODS-5S (250 mm*4.0 mm) oszlopon, gradiens HPLC készülékben (BioRad) 

választottuk el, és detektálásra fluoreszcens detektort (BioRad, Jasco) használtunk, 

380/480 nm-en. A gradiens profil a következő volt: lineáris gradiens 5 percig, 5% B 

oldattól 13 %-ig, majd további 9 percig izokratikus körülmények között mértünk, utána 

13 %-ról 98 %-ra emeltük a B oldat arányát, hogy a melléktermékektől megtisztítsuk 

az oszlopot. Az A oldat 0.25 térf. % ecetsavat, 5 térf. % acetonitrilt és 50 mM K.C104-ot 

tartalmazott, a B oldat pedig 0.25 térf. % ecetsavat, 80 térf. % acetonitrilt és 50 mM 

K.C104-ot. Az áramlási sebesség 1.0cm3*min"' volt. 20 pl mintát injektáltunk a 
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mérések során. Külső standard módszerrel kalibráltunk, az eredményeket standard 

addícióval ellenőriztük. Az értékeléshez BioRad Model 700 Chromatography 

Workstation ver. 3.64 software-t használtunk. 

2.5.3. A glutation és a glutation-diszulfid koncentrációjának meghatározása 

Származék képzés: 0.5 cm3 PCA-s extraktumot 0.05 cm3 100 mM jódecetsav 
oldattal karboxi-metileztünk. A 100 mM jódecetsav oldat 0.2 mM m-kerzol bíbort 
tartalmazott, ami egyrészt a sav-bázis indikátor szerepét töltötte be a későbbiekben, 
másrészt stabilizálta az oldatban a jódecetsavat. A savas oldatot 0.48 cm3 KOH (2 M) -
KHCOj (2.4 M) oldattal meglúgosítottuk (pH = 9-10), és szobahőmérsékleten 30 

percig inkubáltuk sötétben. Miután lejátszódott a karboxi-metilezési reakció, 0.01 cm3 

megolvasztott DNFB-t adtunk a mintáinkhoz, amit ezután 4°C-on 12 óráig állni 
hagytunk sötétben (Farris és Reed, 1987). A kész DNP-származékot tartalmazó oldatot 
Eppendorf centrifugában lecentrifugáltuk (4°C, 15 min), majd 0.2 pm-es PTFE 
membránszűrőn átszűrtük és 4°C-on tároltuk. A DNP-származékokat tartalmazó 
mintákat 24 órán belül analizáltuk (Siller-Cepedae/ al., 1991). 

Kromatográfiás körülmények: A DNP származékokat gradiens HPLC 
készülékben (BioRad), BioRad Amino-5S oszlopon (250 mm*4. mm) választottuk el, 

és UV detektorral (BioRad, Spectra-Physics) detektáltuk, 365nm-en. 10 percig 
izokratikus körülmények között mértünk (75 % A oldat, 25 % B oldat), majd 30 perces 
lineáris gradienssel a B oldat koncentrációját 95%-ig emeltük. Az A oldat 80térf. % 
metanolt tartalmazott, míg a B oldat 0.55 M nátrium acetátot, 12.6 térf. % ecetsavat és 
64 térf. % metanolt (Szegletes et al., 1994). Az áramlási sebesség 1.0 cm3*miri' volt. A 

mérések során 100 pl mintát injektáltunk. Külső standard módszerrel kalibráltunk, az 

eredményeket standard addícióval ellenőriztük. Az értékeléshez BioRad Model 700 

Chromatography Workstation ver. 3.64 software-t használtunk. 

2.6. Glutation 5-transzferáz 

2.6.1. Növényi minták előkészítése 

Az előkészítés során a mintákat jégen tartottuk. Az lgFW, cseppfolyós 

nitrogénben lefagyasztott növényi mintát előhűtött porcelán mozsárban 0.5g 

kvarchomok, 0.04 g PVPP és 4 cm3 50 mM foszfát puffer (pH = 7.0, 1 mM EDTA) 
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hozzáadásával eldörzsöltük. Az így kapott homogenizátumot 4°C-on, 27000 g-n 

(15000 rpm) 20 percig centrifugáltuk. A felülúszót Eppendorf csövekbe szétosztottuk, 

és mérésig -70 °C-os hűtőben tároltuk. 

2.6.2. A glutation S-transzferáz aktivitásának a meghatározása 

A glutation S-transzferáz (GST, EC 2.5.1.18) aktivitását l-klór-2,4-dinitro-
benzol (CDNB), mint szubsztrát segítségével mértük meg, spektrofotometriásán, 
Mannervik és Guthenberg (1981) által kidolgozott módszer alapján. 

• 2.60 ml 0.2 M foszfát puffer, pH = 7.5, 1 mM EDTA, 

• 0.15 ml 20 mM GSH, 

• 0.10 ml enzim kivonat, 

• 0.15 ml 20 mM CDNB, etanolban. 

A reakciót a CDNB hozzáadásával indítottuk el és az abszorbania növekedés 

sebességét detektáltuk 340 nm-en. Az enzimaktivitás (GST-C aktivitás) számolásához 

irodalmi adatokból szánnazó moláris extinciós koefficienst (e340 (GSH-

CDNB) = 9.6 mM'l*cm'1) használtunk (Habig et ai, 1974; Irzyk és Fuerst, 1993; 

Riechers et al., 1997). A végeredményt EU/mg fehérje [EU/mg prot.] mértékegységben 
adtuk meg. 

2.6.4. A fehérjetartalom meghatározása 

Az enzimaktivitás méréshez használt extraktumból Lowiy és munkatársai 
(1951) módszerével mértük meg a protein tartalmat. Az abszorbancia változást 735nm-
en detektáltuk, standardként borjú-szérum albumint (BSA) használtunk. 
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3. KÍSÉRLETI EREDMÉNYEK 

3.1 Kationok 

A célkitűzésekben feltett kérdések megválaszolása teszi szükségessé az 

irodalomban már széleskörűen feltérképezett kation tartalom (Bengtsson et al., 1987; 

Jensén et al., 1987) meghatározását a különböző stresszkörülmények között. 

A növényi minták kation tartalmát atomabszorpciós spektrofotométerrel 

határoztuk meg. A kation akkumulációját ozmotikus és só stressz körülményi között 

fejlődött halofita és glükofita növényekben mértünk. Az egyes növények levelének és 

gyökérzetének összes (az egyes fémekből az adott növényi szervben található összes 

mennyiség) makroelem (Na+, Mg2+, K+, Ca2+) tartalmát hasonlítottuk össze. Vizsgáltuk: 

• Kation koncentrációt a széles és keskeny levelű Aster tripolium-ban, 

• a só és az ozmotikus stressznek a kation összetételre gyakorolt hatását 

napraforgóban, 

• a só és ozmotikus stressz hatását a búza kation háztartásának cirkadián 

ritmusára, 

• az UV-B sugárzás befolyását a kation akkumulációra só és ozmotikus 

stresszkörülmények között. 

A független kísérletek azt mutatták, hogy a méréseink jól reprodukálhatók és az 

egyes növény nevelésekből származó minták közötti eltérés 10% alatt van. 

Az Aster hajtásában a kationok koncentrációja és egymáshoz való aránya 

megváltozott, ha a fiziológiás körülményekhez képest (=300 mM NaCl) csökkentettük 

tápoldat NaCl tartalmát. Független növénynevelések során mért Na+ tartalom már 

2 mM Na+ ion kezelés hatására megemelkedett a "kontroll"-nak tekintett OmM NaCl 

kezeléshez képest a 46 napos kísérlet során, míg lOmM sókezelés ennek közel 

duplájára növelte a hajtásban Na+ koncentrációt. A 300 mM kezelés, ami közel 

fiziológiás körülményeknek felel meg a halofita Aster tripolium esetében, 

5200 pmol/gDW koncentrációra emelte a levél Na+ szintjét. Amíg a Na+ ion emelkedett 

a kezeléshez használt NaCl koncentrációval arányosan, addig a felvett K, Ca2' és Mg2+ 

ionok szintje már a 10. napra csökkent és a 45. napra igen alacsony szintre esett vissza 

(Erdei et al., 1995). 
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A Na+ akkumulációja emelkedett mind a külső só koncentrációjának 
növelésével, mind a növény életkorának előrehaladásával. Már a legalacsonyabb 
koncentráció mellett (2 mM) szignifikánsan nőtt a belső Na+ ion felhalmozás, ami 46 
nap elteltével ennek közel duplájára emelkedett lOmM NaCl kezeléskor. A 300 mM 
sókezelés kb. ötszörös belső Na+ felhalmozást eredményezett a hajtásokban. Tíz nap 
elteltével a K+ koncentráció lecsökkent a levelekben az alacsonyabb külső NaCl 
jelenlétében, ámbár ez nem jelentett 30 %-nál nagyobb eltérést a kontrollhoz (0 mM 
NaCl) képest (4. ábra). Azonban drámai változás állt be a 300tnM sókezeléskor, ahol a 
K+ ion felvétel állandó értékre állt be, 500 pmol/gDW körülire. Hasonló csökkenő 
változás trendje érvényesült a Ca2+ és a Mg2+ koncentrációra levélben is (5. ábra), ahol 
szignifikáns hatást csak a 300 mM külső NaCl mellett mértünk. 

A széles levelű és a keskeny levelű Aster tripolium-nál eltérő kation 
felhalmozást találtunk: 300 mM külső NaCl mellett a széles levelű fonna Na+ ion 
koncentrációja nagyobb volt, ennek 50-70 %-át mértük a keskeny levelű fonnánál (4. 
ábra). Az alacsonyabb külső NaCl jelenléte nem okozott ilyen változást. Érdekes, hogy 
a széles levelűek Aster tripolium-ban a só stressz okozta K+ tartalom sokkal intenzívebb 
változást mutatott a kezelés kezdetén mint a keskenylevelű formában (4. ábra). 
Ugyanez a tendencia figyelhető meg a kétértékű Ca?+ és Mg24 mennyiségre (5. ábra), 
bár ez csak a magas sókoncentráció mellett mérhető és szignifikáns eltérést csak a Ná 
esetében kaptunk. 

Napraforgóban a Viki fajtát mint stresszre toleránsabb, és a Blumixet mint a 
szárazság és só stresszre érzékeny fajtát vizsgáltuk. A mintákat a korábbi eredményeink 
alapján a 3. napon vettük. Az ozmotikus stresszt 200m0sm PEG alkalmazásával, míg 
só stresszt 100 mM NaCl bevitelével váltottunk ki. 

Három független kísérlet sorozatot végeztünk, a kation felhalmozást a 6., 7. 
ábrákon mutatjuk be. 

A Na+ felhalmozódás sókezelés hatására jelentősen megnövekedett. Ennek 
értéke 200-szorosára nőtt a gyökérben, illetve 100-szorosára a levélben. A 
stressztoleránsabb Vikiben eltérés egyedül a levélben volt alacsonyabb, közel 60-
szorosára nőtt a Na+ ion szint a kontrollhoz képest (6. ábra). 
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4. ábra: Az Aster tripolium levél Na+ és K+ tartalmának a változása sókezelés 

hatására. Az (I.) a széles levelű fon-na, míg a (II.) a keskeny levelű. 
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5. ábra: Az Aster tripolium levél Ca2+ és Mg2+ tartalmának a változása sókezelés 

hatására. Az (I.) a széles levelű forma, míg a (II.) a keskeny levelű. 
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A Na+ ion akkumuláció nőtt NaCl bekezelést követően, de a Na+ ionok nem 
vesznek részt az ozmotikus szabályozásban a PEG-gel kiváltott szárazság stressz 
esetében. A Na+ kismértékben felhalmozódott a gyökerekben és csak részlegesen 
transzlokálódott a hajtásban. A Viki nagyobb hatékonysággal tudta kizárni a nátrium 
iont a hajtásból mint a Blumix. 

A K+ koncentráció mind a levélben, mind a gyökérben lecsökkent a só stressz 
hatására, míg a PEG által indukált ozmotikus stressz során kismértékű növekedést 
okozott, bár a változások nem különböztek szignifikánsan a kontrolitól (6. ábra). A 
fajták között nem volt különbség a K* koncentrációban. 

A mért kétértékű ionok (Ca2+, Mg2+) szintje NaCl kezelés hatására csökkent (6., 
7. ábra), míg PEG kezelés során nőtt, mind a levélben, mind a gyökérben, itt sem 
találtunk szignifikáns különbségeket a fajták között. 

A kationok változását a búza növekedési periódusának 11. és 16. napja között 
követtük nyomon, a GK-Kata fajtában. Az öt napig tartó különböző sókezelést UV-B 
fénybesugárzással kombináltuk, és mintáinkat gyökérből és levélből vettük. A 
növények intenzív növekedését láttuk 150 mM NaCl külső bevitel alatt. 

A Na+, K+, Ca2+ és Mg2+ ionok akkumulációját követtük emelkedő NaCl 
koncentráció mellett, sötét és fény periódus váltakozásával. A Na+ gyökérben a 
mintavétel során folyamatosan akkumulálódott (8. ábra), míg a levélbe ennek a 
mennyiségnek csak egy része jutott el. Ugyanakkor hajtásban a Na+ ionok 
felhalmozódása egy jól meghatározott periodicitást mutatott. Hasonló periodicitást 
követett a K+, Ca2+ és Mg2+ ionok koncentrációjának időbeli változása is (9-11. ábra). A 
korábbi eredményekhez hasonlóan a sókezelés hatására ezeknek az ionoknak a 
koncentrációja lecsökkent. A csökkenés a gyökérben volt a nagyobb mértékű. 

Mindezek az eredmények arra irányították figyelmünket, hogy az oszcilláció 
paraméterei a kationok típusától és a külsőleg adott kation koncentrációtól függő, ami 
komoly matematikai értékelést kíván. 

Amennyiben a sókezelést UV-B kezeléssel kombináltuk, a K\ Ca2+ és Mg2+ 

felvételben nem tapasztunk mérhető eltérést az UB-B kezelt és nem kezelt növények 

között. A Na+ ion akkumuláció viszont a levélben, és kisebb mértékben, ugyan de a 

gyökérben is csökkent (12-15. ábra). 
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6. ábra: A napraforgó (Blumix és Viki) gyökér és levél Na és K' tartalmának a 

változása só- és PEG-kezelés hatására. 
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7. ábra: A napraforgó (Blumix és Viki) gyökér és levél Ca2f és Mg2t tartalmának 

a változása só- és PEG-kezelés hatására. 
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10. ábra: Búza levél és gyökér Ca24 tartalmának fluktuálása sókezelés hatására. 
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10. ábra: Búza levél és gyökér Ca24 tartalmának fluktuálása sókezelés hatására. 
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10. ábra: Búza levél és gyökér Ca24 tartalmának fluktuálása sókezelés hatására. 
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10. ábra: Búza levél és gyökér Ca24 tartalmának fluktuálása sókezelés hatására. 
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12. ábra: Búza gyökér és levél Ca2+ tartalma só- és UV-B kezelés hatására. 
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43. ábra: Búza gyökér és levél Ca2+ tartalma só- és UV-B kezelés hatására. 
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14. ábra: Búza gyökér és levél Ca2+ tartalma só- és UV-B kezelés hatására. 
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45. ábra: Búza gyökér és levél Ca2+ tartalma só- és UV-B kezelés hatására. 
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3.2. Szervetlen anionok 

A növények belső anion összetételének kvalitatív és kvantitatív 

meghatározására korábban aniononként többféle módszert használtak, külön kimutatva 

az egyes anionokat. Az általunk kifejlesztett, HPLC-s technikán (ionkromatográfia) 

alapuló analitikai módszer alkalmas egyetlen növényi mintából több szervetlen anion 

egyidejű minőségi és mennyiségi meghatározására. 

HPLC-s analitikai módszerünkben klorid, bromid, nitrit, nitrát, foszfát és 

szulfát standard anyagokat tartalmazó elegy kromatográfiás szeparálását oldottuk meg. 

Az elválasztást Interaction Ion 120 anioncserélő oszlopon végeztük, detektálása 

vezetőképességi detektort használtunk. Módszerünk kimutatási határa lOpM alatt van 

az adott aniontól függően. A kidolgozott kromatográfiás szeparálás lehetővé tette, hogy 

megfelelően megválasztott mintaelőkészítés után növényi minták anion összetételét is 

meghatározzuk. 

As te r levé l 
CL Ion t a r t a l om 

Idő (nap) 

OmM —Ír— 2mM —e— 10mM —B— 300mM 
NaCI NaCI NaCI NaCI 

16. ábra: Az Aster tripolium Cl" ion tartalmának a változása sókezelés hatására. 
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Az Aster tripolium esetében nyomon követtük az anion koncentráció 

változását 28 napon át (18-46. nap). A kezelés első 10 napjában az anionok 

koncentrációja jelentősen megváltozott, majd egy bizonyos szinten stabilizálódott. A 

növényi minták Cl" ion tartalma a kontroll növények esetén (0 mM NaCl) a kimutatási 

határon volt. Már a 2 mM NaCl kezelés hatására egy viszonylag magas Ct ion szint 

alakult ki, amely a 10 és 300 mM NaCl-os kezelés esetén a kezeléstől függően tovább 

emelkedett, azonban a Cl" ion szintek nagyságrendekben nem különböztek egymástól 

(16. ábra). A NaCl mentes ("kontroll") és a 2mM NaCl-os kezelés során kialakult 

NO 3 akkumuláció a növény stressz állapotára utalt, a nitrát felhalmozódást a 10 és a 

300 mM NaCl-os kezelés megszüntette. A foszfát- és a szulfátion tartalomban nem 

tapasztaltunk szignifikáns különbségeket (17. ábra). A különböző Aster tripolium 

fenotípusok anion összetételükben, és a stresszhatásokra adott válaszukban nem 

különböztek szignifikánsan egymástól. 

Kísérleteinkben só, illetve ozmotikus stresszkörülmények között nevelt, két 
napraforgó hibrid (Helianthus annuus L. cvs. Viki és Blumix) anion összetételének 
változását is nyomon követtük levélben, szárban és gyökérben a kezelést követő 6 
napon keresztül. A két napraforgó hibrid növényen belüli anion eloszlása, továbbá 
anion akkumulációja, illetve ezek időbeli lefutása különböző képet mutatott. 

Eredményeink alapján megállapítható, hogy a só (NaCl) és az ozmotikus 
(PEG 6000) kezelés különböző stresszkörülményeket jelent a növény számára, ennek 
megfelelően mások a stresszt kivédő mechanizmusok is. A nitrát anion akkumulációja 
csak a szárazság (ozmotikus) stressz kivédésében játszott jelentős szerepet. Mérési 
eredményeink szerint a Blumix gyorsabban reagált a környezeti stressztényezőkre, mint 
a Viki (18. ábra). 

Búzában a levél Cl" koncentrációja nagyobb volt, mint a gyökérben mért érték, 
és együtt nőtt a külső NaCl koncentrációval (19. ábra). Magas klorid koncentráció 
(150 mM) jelenlétében a nitrát tartalom csökkenését tudtuk detektálni. Az együttes 
UV-B és sókezelést kapott növények Cl ion tartalma kismértékben kisebb volt, mint a 
csak sókezelést kapott növényeké, de az eltérés nem volt szignifikáns. 

A növényi anyaggal végzett kísérletek azt mutatták, hogy a bromid- és nitrit 

tartalom a detektálási határt nem érte el egyik növényi szervben sem. 
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Aster levél, anion tartalom 
Széles levelű vál tozat 
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17. ábra: A széles és keskeny levelű Aster tripolium anion tartalma a 46. napon. 



KÍSÉRLETI EREDMÉNYEK. 4 9 

10. ábra: Cl ion tartalom sókezelt napraforgóban (Blumix és Viki). 

Búza l#v4l Cl' Ion tar ta lma 
8 4 4a UV-B atraaaz 
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8 4 4a UV-B a t raaaz 
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regi 100 nll re^l ISO MU 
regi uv .ES3 uv Naci 

19. ábra: Búza levél és gyökér Cl" ion tartalmának változása só- és UV-B stressz 

hatására. 
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3.3. Poliaminok és prolin 

Só stressz hatására a szervetlen ionok akkumulációja az elsődleges folyamat, 

míg az ozmotikus (szárazság) stressz esetében a növények szerves anyagok 

szintézisével és akkumulációjával csökkentik a vízpotenciáljukat. 

Kísérleti eredményeinkből látható, hogy a toleránsabb Sorghum bicolor-ban 

(Erdei és Taleisnik, 1993) só stressz esetében a poliamin szintézis általában nem 

indukálódik, szemben a kukoricával, ahol a putreszcin akkumulációja figyelhető meg 

50 mOsm NaCl kezelés hatására. A poliamin szint csökkenését nagyobb 

sókoncentrációknál a szintézishez szükséges enzimek aktivitásának a csökkenése 

idézheti elő. 

Szárazság stressz hatására a poliamin akkumuláció sokkal jelentősebb, 

különösen a Sorghum bicolor esetében (Erdei et al., 1995; 1996). Érdekesség, hogy a 

legnagyobb poliamin akkumulációt a 200 mOsm PEG kezelés hatására tapasztaltuk, ez 

a folyamat is a bioszintézis egyes enzimeinek a dezaktiválódásával magyarázható (20. 

ábra). 

200 mOsm 

r-ZÍZm Agmum V//////A Putmazoín ftOÖQxl 8p.rmklln Y///A 8p.rn.lr, 

20. ábra: A kukorica és a Sorghum bicolor poliamin tartalma.ű 



KÍSÉRLETI EREDMÉNYEK. 5 1 

A szárazság és só stressz kísérleteknél a mintavétel a kezelés után 72 órával 

történt, de az ozmotikus válaszreakciók kialakulása már a kezelést követő 1-2 órán 

belül megkezdődik (Flores és Galston, 1984), ugyanis a poliamin akkumulációhoz de 

novo protein szintézis szükséges (Flores, 1991). 

Só stressz hatására az Aster tripolium minták poliamin koncentrációiban nem 

tapasztaltunk szignifikáns változást. 

A só és ozmotikus stresszre különböző érzékenységű búza fajták prolin és 

poliamin tartalma különböző a zászlólevelekben. A prolin és a putreszcin szint együtt 

változott, és a toleránsabb fajtákban volt magasabb konventrációja (Szegletese/ al., 

1996; 2000). Ezzel szemben a spermidin szint az érzékenyebb fajtákban volt magasabb. 

A kísérleti körülmények között a a spermin koncentrációja a kimutatási határ közelében 

volt, és nem változott szignifikánsan. Mintáinkban 1,3-diamino-propánt és kadaverint 

nem sikerült kimutatni (21. ábra) 

21. ábra: A prolin, a putreszcin és a spennidin koncentrációja különböző búza 

fajták zászlólevelében. 

3.4. Glutation 

Mind a két általunk használt módszer alkalmas volt a növények glutation 

tartalmának a meghatározására. A mBBr-nal képzett szánnazék esetében használt 

módszer kimutatási határa két nagyságrenddel volt kisebb, mint a DNP-szánnazék 
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mérésénél használt módszer esetében. A DNP-származék mérésénél a vizsgált 

növényekben a redukált glutation (GSH) koncentráció a kimutatási határ (170 ± 

50 nmol/gFW GSH, 100 ± 30 nmol/gFW GSSG) közelében volt. 

A búza és az Aster tripolium glutation és glutation-diszulfid szintjét 

határoztuk meg a kísérleteink során. A búza neveléséhez a fiziológiás 

sókoncentrációnál magasabb NaCl koncentrációt használtunk, míg azAster tripolium a 

fiziológiás sókoncentrációnál alacsonyabb NaCl tartalmú volt a tápoldat. 

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

magas (300 mM NaCl) sókoncentráció az oxidált glutation-diszulfid akkumulációját 

eredményezte, míg a lOmM NaCl kezelés esetében a GSSG koncentráció alacsony 

maradt (22. ábra). A folyadék kromatográfiás mérések alapján meghatároztuk, hogy a 

halofita Aster tripolium neveléséhez a tápoldat 10 mM NaCl tartalma megfelelő. 

Glutathione content in aster t r ipo l ium treated w i th NaCl 
mV. 
300 - V GSSG 

— 2 mM 

200 
1—o mM 

100 V / | GSH 
\ A I 

—300 mM 
\ I —10 mM 

n i i i nU i 1 1 1_ 
0 10 20 30 40 

Retent ion t ime ( m i n ) 

22. ábra: Az Aster tripolium GSSG tartalmának a változása, NaCl kezelés 

hatására. 

A búzával végzett kísérleteknél mind a kontroll, mind sókezelt növényeknél a 

levélben magasabb glutation szintet mértünk, mint a gyökérben. A sókezelés hatására 

az oxidált glutation-diszulfid koncentrációja megnőtt, majd a kísérlet során időben 

lassan csökkent (Szegletes et al., 1994) (23., 24. ábra). 
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HOmM NaCl 
H50mM NaCl 
m lOOmM NaCl 

150mM NaCl 

12 18 24 30 

Kezelés időtartama [óra] 

23. ábra: Glutation diszulfid koncentráció változása búza levélben só stressz 

hatására a kezelés első 30 órájában. 

aOmM NaCl 
EH50mM NaCl 
BlOOmM NaCl 
E l 5 0 m M NaCl 

0 24 30 6 12 18 

Kezelés időtartama [óra] 

2 4 . á b r a : 

Az alkalmazott sókoncentráció és a GSSG szint között nem találtunk 

összefüggést, ami, egyéb kísérleteinkkel összhangban azzal magyarázható, hogy a 

stressz hatására a növények napi ritmusa megváltozik (Erdei et al., 1995; 1998). Mivel 

a glutation koncentráció a különböző napszakokban eltér, ennek a ritmusnak az 
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eltolódása esetén a különbözőképpen kezelt növények nem azonos fázisban vannak, 

ezért a kapott eredményeink nem összehasonlíthatóak. 

Búza esetében vizsgáltuk az UV-B sugárzás hatását is a növényekre. A 

stresszhatás elején megnövekedett a kísérleti növényekben a GSSG mennyisége (25. 

ábra). A kísérlet időtartama (8 nap) alatt a növények adaptálódtak az UV-B 

sugárzáshoz (Erdei et al„ 1995; Barabás et al., 1996; 1998). 

Búza, UV-B keze lés 
G S S G ta r ta lom 

Kezelés Ideje [nap] 

25. ábra: Az UV-B kezelés hatása a búza levél glutation diszulfid tartalmára. 

3.5 Glutation reduktáz és glutation S-transzferáz 

A glutation S-transzferáz aktivitását búzában mértük, párhuzamosan a glutation 

meghatározással. 

A glutation S-transzferáz napi ritmusa levélben nem mérhető, de szintje 

oszcillál a sejtben, ultradián ritmusa van (26., 27. ábra). Gyökérben a napi ritmus két 

maximum csúcsot ad kontrol növényekben (OmM, 50 mM) magasabb koncentrációk 

esetében, és az alapértéke 3-szorosa a levélhez viszonyítva. Sókezelésre a GST 

aktivitása nőtt gyökérben, ugyanakkor levélben állandó. 

Az életkor előrehaladásával a GST nőtt gyökérben (26., 27. ábra). 

Jelen kísérleteinkben a GST diurnális ritmusnál rövidebb, ultradián 

fluktuációja, úgy tűnik, felgyorsul a stresszkörülmények között. Mindezen felül, az 

amplitúdók felerősödtek. 
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26. ábra: A GST-C aktivitás napi ritmusának változása OmM (A), 50 mM (B), 

100 mM (C) és 150 mM (D) NaCl kezelés hatására, búza levélben. A 

pontok az óránként vett mintákból mért enzimaktivitások értékét 

jelentik, míg a folytonos vonal a Fourier transzformációval illesztett 

görbét. A sötét szakaszok 12-24 és 36-48 óráig tartottak. 
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27. ábra: A GST-C aktivitás napi ritmusának változása OmM (A), 50 mM (B), 

100 mM (C) és 150 mM (D) NaCl kezelés hatására, búza gyökérben. A 

pontok az óránként vett mintákból mért enzimaktivitások értékét 

jelentik, míg a folytonos vonal a Fourier transzformációval illesztett 

görbét. A sötét szakaszok 12-24 és 36-48 óráig tartottak. 
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4. EREDMÉNYEKÉRTÉKELÉSE 

4.1. Kationok 

Mivel a mezőgazdaságban fontos növények, pl. a gabonafélék szárazság és só 

tűrése eltérő, ezekre a tulajdonságokra nézve szelekciót (a genetikai átalakítások 

mellett) kell végezni, amihez kiterjedt vizsgálatainkkal szeretnénk segítséget nyújtani. 

Szárazság és só stressz hatására a növények belső vízpotenciáljukat úgy redukálják, 

hogy szerves és szervetlen anyagokat halmoznak fel, vagy szintetizálnak. Az ásványi 

sók hasznosítását befolyásolják a kedvezőtlen ozmotikus feltételek vagy a tápanyagok 

magas ion koncentrációja, majd az ezt követő szabadgyökös reakciók lefolyása, 

megváltozása. Doktori értekezésemet elsősorban mind a napi periódusban 

(fluktuációban), mind a cirkadián ritmusban bekövetkező zavarok felderítésére 

összpontosítottam, amelyek a növényt ért környezeti változásokra, konkrétan só és 

szárazság stresszre álltak be. A széleskörű analízishez számos méréshez új 

módszereket, illetve a már ismertek tovább fejlesztését kellett elvégeznem. 

Kation összetételt a halofita Aster tripolium, és a glükofita napraforgó és búza 

fajtákban mértünk. A növények levelének és gyökérzetének kation tartalmát 

összehasonlítva a független kísérletek azt mutatták, hogy a méréseink jól 

reprodukálhatók és az egyes növény nevelésekből származó minták közötti eltérés 

10 % alatt van. Vizsgáltuk: 

• Kation koncentrációt a széles levelű Aster tripolium-ban, 

• a só és az ozmotikus stressznek a hatását a kation összetételre 

napraforgóban, 

• a só és ozmotikus stressz hatását a búza kation háztartásának a 

cirkadián ritmusára, 

• az UV-B sugárzás befolyását a kation hasznosításra. 

Aster tripolium levélben só stresszre míg a Na+ ion emelkedett a kezeléshez 

használt NaCl koncentrációval arányosan, addig a felvett IC, Ca2+ és Mg2+ ionok szintje 

már a 10. napra csökkent és a 45. napra igen alacsony szintre esett vissza (Erdei et al., 

1995).Az anionok közül a Cl" koncentrációja hasonlóan alakul mint a Na+ ioné. A 
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széles és keskeny levelű forma között eltérést találtunk a kation akkumulációban, de 

ennek a fiziológiai hátterét egyenlőre nem sikerül kideríteni. 

Napraforgóban a Na+ ion akkumuláció nőtt NaCl bekezelést követően, de a Na+ 

ionok nem vesznek részt az ozmotikus szabályozásban a PEG-gel kiváltott szárazság 
stresszben. A Na+ felhalmozódás a stresszkezeléshez használt sókoncentrációval 
arányosan nőtt a gyökérben és csak részlegesen transzlokálódott a hajtásban. A Viki 
nagyobb hatékonysággal tudta kizárni a nátrium iont a hajtásból mint a Blumix. A mért 
egyéb ionok (K+, Ca2+, Mg2*) szintje NaCl kezelés hatására csökkent, míg PEG kezelés 
során nőtt, mind a levélben, mind a gyökérben, viszont nem találtunk szignifikáns 
különbségeket a fajták között. Ezek az eredmények jó összhangban vannak azokkal az 
irodalmi adatokkal, melyek szerint só stressz hatására az ionos válasz, míg ozmoitkus 
stressznél a szerves ozmotikumok szintézise és mobilizálása lehet a jelentősebb (Erdei 
et al., 1995; 1996). Természetesen amellett, hogy a növény megpróbálja akkumulálni a 
tápoldatban megtalálható ionokat is, bár sokkal kisebb mértékben, mint a só stressz 
esetében. 

A Na* búza gyökérben a mintavétel során folyamatosan akkumulálódott, míg a 
levélbe ennek a mennyiségnek csak egy része jutott el. Ugyanakkor hajtásban a NÍ 
ionok felhalmozódása egy jól meghatározott periodicitást mutatott. Hasonló 
periodicitást követett a K*, Ca2* és Mg2* ionok koncentrációjának időbeli változása is, 
mind a levélben, mind a gyökérben. Macduff és Dhanoa (1996) hasonló napi 
("diurnális") és rövidebb periódusú ("ultradián") ritmikusságot írt le a K felvétel 
vizsgálata során. Az ásványi anyagok felvételét segítő proton kiválasztás is napi 
ritmikusságot mutat búzában Gorr és munkatársai (1995) szerint, és ezért a ritmikusan 
változó fényintenzitás a felelős, valamint fotoreceptorok indukálják az aquaporinok 
expressziójáért felelős géneket is (Clarkson et al., 2000). A korábbi eredményekhez 
hasonlóan a sókezelés hatására ezeknek az ionoknak a koncentrációja lecsökkent. 

Az eredményeink azt mutatják, hogy mind a makroelem, mikroelem és az 
anionok felvételét búzában gyors mérési módszerekkel tudjuk követni, és látható, hogy 
mindezen elemek fluktuációja a cirkadián oszcillátor modellel jól leírhatók, de sok 
mérést és bonyolult matematikai analízist kívánnak a helyes értékelések. 

Ezek az eredmények arra irányították figyelmünket, hogy az oszcilláció 

paraméterei a kationok típusától és a külsőleg jelen lévő kation koncentrációtól függő. 

Azonban a szignál transzdukciós folyamatokat a stressz faktorok befolyásolják, ami az 
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oszcillátor módosulását eredményezi. Kitűzött célunk megvalósításához a 
továbbiakban egyrészt a szignál transzdukciós folyamatok vizsgálatát (Erdei et al., 
1995; 1998), másrészt a stressz hatásra bekövetkező szabadgyökös reakciók változását 
tanulmányoztuk. Részletesebben ez utóbbiakhoz tartozó glutation rendszer kifejtését 
találtam érdekesnek és ennek változását szeretném bemutatni. 

4.2. Szervetlen anionok 

A növények kation tartalmának egyidejű mérése az irodalomból jól ismert, 
atomspektroszkópiai módszerekkel rutinszerűen megvalósítható (Bérezi et al., 1982; 
Zsoldos et al., 1987). A növényi sejtekben a kationokat semlegesítő, foként szervetlen 
anionok mérése azonban nehézkes, nincs olyan jól reprodukálható, univerzális 
műszeres mérési módszer, amelynek a segítségével több szervetlen aniont lehetne 
szimultán, ugyanabból a mintából rutinszerűen mérni. Az irodalomban és az analitikai 
szabványokban (MSZ 260/7-71, 260/11-71, 260/6-77, 260/10-85) az egyes anionokat 
külön-külön, kémiai reakcióval, kolorimetriásan, titrimetriásan, vagy 
kemilumineszcenciásan (Dunham et al., 1995) lehet mennyiségileg meghatározni. 

Szervetlen anionok szeparálására a kromatográfiás körülmények és a 
különböző anioncserélő oszlopok összehasonlítása már az irodalomból ismert (Haddad 
et al., 1985; Martin és Giacofei, 1993). A HPLC-vel végzett vizsgálatokra az 
irodalomban a csapvíz (Martin és Giacofei, 1993), a szennyvíz (Brunt, 1985; Bignami 
et al., 1993) és az élelmiszerek (Schuster, 1986) aniontartalmának meghatározására már 
vannak adatok. Ezek alapján kifejleszthető egy olyan ionkromatográfiás módszer, ami 
lehetővé teszi a szervetlen anionok egyidejű, reprodukálható meghatározását kis 
mennyiségű (1-2 gFW) növényi mintákból. A mérés nehézségét a növényi minták 
komplex volta, valamint az ionkromatográfiában használt analitikai ioncserélő 
oszlopok érzékenysége jelenti. Ezért a mintaelőkészítés során a növényi extraktumot a 
lehető legjobban meg kell tisztítani a szennyező anyagoktól. 

A HPLC-s anion cserélő oszlopok igen kis pórusmérete, illetve az oszlop erős 
affinitása a negatív töltésű molekulákhoz (mintákban lévő fehéijék, szerves savak 
anionjai) a mintaelőkészítéssel szemben igen magas követelményeket támaszt (Smith 
és Chang, 1983). Növényi mintákból szennyeződésektől (fehéijék, szénhidrátok, 
ketonok, poliaminok, lipidek, kéntartalmú vegyületek, nehézfém ionok, stb.) mentes 
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vizes oldatot kellett készítenünk (Maas et al., 1986). Ez a feladat kétféleképpen oldható 

meg: 

• a vizes növényi extraktumból az összes zavaró szennyeződést, amely a 
mérést, illetve az analitikai oszlop működését zavarja, eltávolítjuk; 

• a vizes növényi extraktumból csak az anionokat vonjuk ki, és ezek 

oldatát használjuk fel a további mérések során. 

Utóbbi feladat megoldására a víz analízishez a különböző, szilárd fázisú 
ioncserén alapuló "SPE cartridge"-okat széles körben használják (Brunt, 1985). Az erős 
anioncserélő "SPE cartridge"-okban található kvatemer ammónium tölteten a negatívan 
töltött részecskék megkötődnek, ahonnan az anionokat az ionerősség növelésével, és a 
pH csökkentésével eluálják le. Ez a módszer a következő okok miatt nem alkalmazható 
a növényi minták vizsgálatára: 

• Az "SPE cartridge"-ról a mintánkat a kromatográfiás oszlopon 
használt eluens alkalmazásával nem lehetett leoldani, mivel az erős 
kötődés miatt annyi eluens szükséges, amelynél az anionok 
koncentrációja már a detektálási szint alá csökken. Víz-analízisnél ez a 
módszer azért használható, mert lehetőség van a "cartridge"-on az 
anionok koncentrálására, nagy mennyiségű, viszonylag tiszta minta 
felhasználásával. Ezek a feltételek növényi minták esetén (1-2 g 
növényi minta, amely koncentráltan tartalmaz ionos és nem ionos 
anyagokat) nem adottak. 

• Töményebb eluens használatával, a nagy mennyiségben bevitt kísérő 
anion elfedi kromatogrammunkat. Az ionerősség más módon történő 
növelése csak egy új anion bevitelével valósulhat meg, amely a 
növényi minta adott anionjának meghatározását teszi lehetetlenné. 

• A pH csökkentését, a mintákban várt NO; ion alacsony pH-n való 

bomlása miatt nem alkalmazhattuk. 

A másik lehetőség az egyéb anyagok eltávolításán alapul, amelyre már több, 

jól bevált módszert ismerünk: fehérjék denaturálása nehézfémekkel (cink, alumínium, 

ólom), vagy savas főzéssel (perklórsav, szulfoszalicilsav, trifluorecetsav); cukrok 

megkötése Ca2+-formájú kation cserélő gyantákon; apoláros komponensek megkötése 
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aktív szénen, illetve kinyerésük szerves oldószeres extrakcióval. Ezen eljárásokat 

azonban mégsem tudtuk alkalmazni: 

• oszlopunk érzékenysége miatt (többértékű nehézfémekre, különböző 

szerves oldószerekre); 

• a mintában kialakuló alacsony pH miatt (perklórsavas főzés); 

• a módszerek során alkalmazott anyagok nem kontrollálható nagy 
felülete miatt (kation cserélő gyanta, aktív szén), melyeken a nem 
specifikus kötések következtében nagy mennyiségű anion kötődik 
meg, amely az alacsony koncentrációban jelenlevő anionok 
reprodukálható mérését lehetetlenné teszi. 

Ezért választottuk az oktadecil-szililezett (C,8-as) töltetű "SPE cartridge"-ot, 

amely a szennyező anyagok nagy részét megkötötte. 

Növényfiziológiai vizsgálatok során a kation meghatározással párhuzamosan 
vizsgáltuk az Aster trípolium, a napraforgó és a búza anion tartalmát. 

Alacsony és fiziológiás sókoncentrációjú körülmények között nevelt halofita 

növény, az Aster tripolium esetében meghatároztuk, illetve követtük az anion 

összetételét és akkumulációját 28 napon át. Kísérleti adataink alapján e sótűrő 

növénynek egy bizonyos mennyiségű Na+ és/vagy Cl" ion szükséges a nonnális 

kifejlődéshez. A kezelés első 10 napjában az anionok koncentrációja jelentősen 

megváltozott, majd egy bizonyos szinten stabilizálódott. A növényi minták Cl ion 

tartalma a kontroll növények esetén (OmM NaCl) a kimutatási határon volt. Már a 

2 mM NaCl kezelés hatására egy viszonylag magas Cí ion szint alakult ki, amely a 

10 és 300 mM NaCl-os kezelés esetén a kezeléstől függően tovább emelkedett, 

azonban a Cl' ion szintek nagyságrendekben nem különböztek egymástól. Ez a 

folyamat, ellentétben a glükofita növényekkel (Zsoldos et al., 1990), alacsonyabb NaCl 

koncentrációk mellett aktív Cl" ion felvételt, illetve magasabb só koncentrációk esetén 

effektív Cl" ion kizárást feltételez. A NaCl nélküli ("kontroll") és a 2mM NaCl-os 

kezelés során kialakult NO; akkumuláció a növény stressz állapotára utalt, a nitrát 

felhalmozódást a 10 és a 300 mM NaCl-os kezelés megszüntette. A foszfát- és a 

szulfátion tartalomban nem tapasztaltunk szignifikáns különbségeket, ez az eredmény 

egybevág az anionok egymással való helyettesíthetőségével (Stienstra, 1986). A 
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különböző Aster tripolium fenotípusok anion összetételükben, és a stresszhatásokra 

adott válaszukban nem különböztek szignifikánsan egymástól. 

Kísérleteinkben só, illetve ozmotikus stresszkörülmények között nevelt, két 
napraforgó hibrid (Helianthus annuus L. cvs. Viki és Blumix) anion összetételének 
változását is nyomon követtük levélben, szárban és gyökérben a kezelést követő 6 
napon keresztül. A két napraforgó hibrid növényen belüli anion eloszlása, továbbá 
anion akkumulációja, illetve ezek időbeli lefutása különböző képet mutatott (Maróti et 
ai, 1996). 

Eredményeink alapján megállapítható, hogy a só (NaCl) és az ozmotikus 
(PEG 6000) kezelés különböző stresszkörülményeket jelent a növény számára, ennek 
megfelelően mások a stresszt kivédő mechanizmusok is. A nitrát anion akkumulációja 
csak a szárazság (ozmotikus) stressz kivédésében játszott jelentős szerepet. Mérési 
eredményeink szerint a Blumix gyorsabban reagált a környezeti stressztényezőkre, mint 
a Viki. 

Búzában a levél Cl" koncentrációja nagyobb volt, mint a gyökérben mért érték, 
és együtt nőtt a külső NaCl koncentrációval. Magas klorid koncentráció (150mM) 
jelenlétében a nitrát tartalom csökkenését tudtuk detektálni. 

4.3. Poliaminok és prolin 

A poliaminok minden élő szervezetnek alkotórészei. A növényekben a 
poliaminok fontos szerepet játszanak a sejtek növekedési és fejlődési folyamataiban. 
Résztvesznek a membránok és a nukleinsavak integritásának megőrzésében stressz 
körülmények között (Glaston, 1983; Slocum et al., 1984; Smith, 1984; Sankhla et al., 
1988). Akkumulációjuk megfigyelhető mind a só, mind a szárazság (Flores és Galston, 
1982a, 1984), valamint a hő és az oxidatív (Flores, 1991) stressz esetén. A só és a 
szárazság stressz különböző módon befolyásolja a poliaminok metabolizmusát (Erdei 
és Matsumoto, 1991; Flores, 1991; Reggiani etal., 1993; Zhou etal., 1995). 

Só stressz hatására a szervetlen ionok akkumulációja az elsődleges folyamat, 
míg az ozmotikus (szárazság) stressz esetében a növények szerves anyagok szintézisé 
vei és akkumulációjával csökkentik a vízpotenciáljukat. A poliaminok felhalmozódása 
ozmotikus stressz hatására a növényekben, de különösképpen gabonafélékben, már jól 
ismert az irodalomból (Flores és Galston, 1982a; 1984). Kísérleti adataink is ezeket az 
eredményeket támasztják alá, mivel mind a kukorica, mind aSorghum bicolor esetében 
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az ozmotikus stressz hatására indult be a poliamin szintézis és az akkumuláció (Erdeieí 
al., 1996). Ha permeábilis ionok vannak jelen (pl.: a Na+ és a Cl), ezek az ionok 
felhalmozódnak, és meghatározzák az ozmotikus potenciált, a poliamin bioszintézis 
ilyenkor nem indukálódik. 

Kísérleti eredményeinkből látható, hogy a toleránsabb Sorghum bicolor-ban 
(Erdei és Taleisnik, 1993) só stressz esetében a poliamin szintézis általában nem 
indukálódik, szemben a kukoricával, ahol a putreszcin akkumulációja figyelhető meg 
50m0sm NaCl kezelés hatására. Nagyobb sókoncentrációk esetében a poliamin 
bioszintézis egyes enzimei szenvedhetnek oxidatív degradációt (Erdeiet al., 1990), ez 
eredményezheti a poliamin szint csökkenését. 

Szárazság stressz hatására a poliamin akkumuláció sokkal jelentősebb, 
különösen a Sorghum bicolor esetében (Erdei et al., 1995; 1996). Érdekesség, hogy a 
legnagyobb poliamin akkumulációt a 200m0sm PEG kezelés hatására tapasztaltuk, ez 
a folyamat is a bioszintézis egyes enzimeinek a dezaktiválódásával magyarázható. 

A szárazság és só stressz kísérleteknél a mintavétel a kezelés után 72 órával 
történt, de az ozmotikus válaszreakciók kialakulása már a kezelést követő 1-2 órán 
belül megkezdődik (Flores és Galston, 1984), ugyanis a poliamin akkumulációhoz de 
novo protein szintézis szükséges (Flores, 1991). A kálcium függő protein kinázzal 
végzett kísérleteink szerint a Sorghum bicolor-bein ozmotikus stressz hatására már a 
kezelést követő második órában megnő a foszforilációs aktivitás (Pestenácz és Erdei, 
1996), ami a fokozott protein szintézist jelzi. A kukorica esetében ilyen indukciót nem 
tapasztaltunk. 

Só stressz hatására az Aster tripolium minták poliamin koncentrációiban nem 

tapasztaltunk szignifikáns változást. 

Búza esetében az egyes variánsokban, normál fiziológiás körülmények között, 
a láthatóan magas prolin tartalom mellett a putreszcin koncentráció hasonló tendenciát 
mutat a magas só és szárazságtűrő tájfajtákban (Karchia és Kobomughi) a 
stresszérzékeny fajtákhoz viszonyítva. A putreszcin és a prolin szint együtt változott a 
különböző fajtákban, de a termesztett búzafajták szárazságtűrése és a virágzás után a 
zászlólevelekből mérhető poliamin, valamint a prolin szintek között nincs egyértelmű 
kapcsolat (Szegletes et al., 1996; 2000). 



EREDMÉNYEK, ÉRTÉKELÉSE 64 

4.4. Glutation 

Az élőlények, így a növények számára is az egyik legfontosabb kis 
molekulatömegű antioxidáns a glutation (y-glutamil-ciszteinil-glicin) (Smith et al., 
1990). Fő szerepe az aktív gyökök megkötése (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 megtalálható 
(Foyer és Halliwell, 1976; Klapheck et al., 1987). Antioxidatív hatása mellett fontos 
komponense a sejten belüli kéntranszportnak, és résztvesz a xenobiotikumok lebontási 
folyamataiban, valamint szerepet játszik az aminosavak transzportjában is. Az oxidatív 
stressz szempontjából nemcsak a növények összes glutation tartalmának van 
jelentősége, hanem fontos ismerni a redukált és az oxidált glutation (glutation diszulfid) 
arányát (GSH/GSSG) is, mivel ennek az aránynak az eltolódása jellemző az oxidatív 
stresszre (Szegletes, et al., 1994; Asensi et al., 1994; 1999; Vina et al., 1995). A 
megváltozó GSH/GSSG arány hatással van a glutationt regeneráló enzimrendszerekre 
is, ezért a kísérleteink során nemcsak a növényi extraktumok redukált és oxidált 
glutation tartalmának a változását vizsgáltuk a különböző stressz körülmények között, 
hanem a glutation regenerálásért felelős glutation reduktáz enzim (GR, EC 1.6.4.2) 
aktivitását is nyomon követtük. A glutation reduktáz maximális aktivitása közvetlenül a 
csírázás után mérhető, és az enzim aktivitás gyorsan csökken a növény öregedésével. A 
glutation reduktáz főleg a citoszolban található NADPH függő enzim, fünkciója a 
glutation-diszulfid redukciója glutationná (Schmidt és Kunért, 1986). 

Az irodalomban a glutation koncentráció meghatározására több módszert is 

leírtak már. A legelső, és ma is a leggyakrabban használt módszer a szabad tiol csoport 

meghatározása DTNB-vel (Ellman, 1959; Deakin et al., 1963; Tietze, 1969), 

spektrofotometriásán. A módszer egyszerű, gyorsan kivitelezhető, nagy hátránya, hogy 

a származék képzés során a mintában megtalálható összes szabad tiol elreagál a 

származék képző DTNB-vel, így a kapott eredmény nem a redukált (illetve, ha a 

mintaelőkészítés során redukáljuk a diszufid kötéseket, akkor az összes) glutation 

szinttel arányos. Ez növényi kivonatoknál nagy hibát okozhat, mivel bizonyos 

növények a glutation mellett jelentős mennyiségben tartalmaznak homoglutationt 

(hGSH, y-glutamil-ciszteinil-p-alanin) (Klapheck, 1988), vagy y-glutamil-ciszteinil-

szerint (Klapheck et al., 1992), esetleg y-glutamil-ciszteinil-glutaminsavat (Meuwly et 

al., 1993). A hibák kiküszöbölésére, illetve a redukált/oxidált glutation arányának 
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meghatározására a módszert többen módosították (De Koké/ al., 1981; Guy és Carter, 
1982; Anderson et al., 1992). A módosítások hatására a mintaelőkészítés bonyolultabb 
lett, azonban nem sikerült egyértelműen kizárni a glutation analógok zavaró hatását. A 
zavaró tényezők minimálisra csökkentése miatt a folyadék kromatográfián alapuló 
glutation meghatározást használtuk a kísérleteinkben. A glutationt közvetlenül 
amperometriásan/voltametriásan lehet detektálni (Vandeberg és Johnson, 1994, Lakritz 
et al., 1997) biológiai mintákból. UV detektorral nehezen mérhető, mivel a moláris 
extinciós koefficiense kicsi és nem specifikus, ezen felül nem fluoreszkál, ezért 
célszerű megfelelő származékot készíteni belőle, hogy spektroszkópiás elven működő 
detektorokat is lehessen használni. A DTNB-vel képzett származék (egy vegyes 
diszulfid) alkalmas erre a célra, de a származék képzés során keletkező 
bomlástermékek retenciós ideje nagyon hosszú az RP-HPLC-s mérés során. Egy másik 
lehetséges megoldás az aminosav analízisnél használt or/o-ftálaldehiddel és 
13-merkapto-propanollal készített származék (Dohmene/ al., 1990) kromatografálása és 
detektálása fluoreszcenciásan. Ennek a módszemek a hátránya, hogy a képződő 
származék rendkívül bomlékony, és megfelelő reprodukálhatósággal csak speciális 
kiépítettségű folyadék kromatográffal használható. 

Mi a kísérleteink során két különböző folyadék kromatográfiás módszert 
használtunk. Az egyik módszer alapja a monobróm-bimán (mBBr, szin-9,10-
dioxabimán származék) (Kosower et al., 1978) reakciója lúgos közegben a szabad tiol 
csoportokkal (Kosower et al., 1979). A képződő termék fluoreszkál, míg az egyéb 
melléktermékek nem, így kromatográfiásan a szabad tiol csoportot tartalmazó 
molekulák könnyen detektálhatok (Fahey et al., 1981; Newton et al., 1981; Rauser et 
al., 1991). A módszer nagyon érzékeny, minimális mennyiségű ciszteint és GSH-t lehet 
vele kimutatni (Luo et al., 1995). Hátránya, hogy csak a szabad (redukált) tiol tud 
reagálni a mBBr-nal, így közvetlenül csak a redukált, vagy a minta redukálása után az 
összes glutation szint meghatározására használható. A GSSG szelektív redukciójával ez 
a módszer is alkalmassá tehető a GSH/GSSG arány mérésére is, de így megnő a 
mintaelőkészítési igény, és megduplázódik a mintaszám is. Más származékképző 
reagens használatával a módszer kimutatási határa még tovább csökkenthető (Winters 
etal., 1995; Ridnour etal., 1999). 

A másik módszer használatánál egy mérésen belül meg tudjuk határozni a 

redukált és az oxidált glutation mennyiségét. Származék képzésre a 2,4-dinitro-fluor-
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benzolt (DNFB, Sanger reagens) használtuk, amely lúgos körülmények között a primer 
amin (-NH2), a fenolos hidroxil (Ph-OH), a tiol (-SH) és az imin (=NH) csoportokkal 
képes reagálni. A képződő DNP-származékok sárga színűek, és 365nm-en UV 
detektorral könnyen mérhetőek. A Sanger reagenst már régóta használták fehérjék 
N-terminális aminosavának a meghatározására. Mivel az általunk mérendő redukált 
glutation szabad tiol csoportot is tartalmaz, ezt a csoportot először jódecetsavval, vagy 
jódacetamiddal el kell reagáltatni (Reed et al., 1980), védeni kell, hogy jól mérhető, és 
eléggé stabil származékot kapjunk. A szabad tiol csoportok elreagáltatására egyéb 
vegyületek is használhatók a jódecetsav mellett, például az iV-etil-maleinimid (NEM) 
(Riordan és Vallee, 1972; Akerboom és Sies, 1981; Asensi ef al., 1994), vagy a 2-vinil-
piridin (Griffith, 1980; Asensi etal., 1994). 

Mivel a redukált glutation (GSH) oxidációra érzékeny, ezért a 
mintaelőkészítésnél olyan körülményeket kellett biztosítani, hogy az autooxidáció 
lehetőségét minimálisra csökkentsük. A tiol csoport oxidációja lúgos közegben, 
általában átmenetifém-katalízissel megy végbe, ezért az általunk használt eljárás során 

az oldható vegyületeket savas körülmények között, komplexképző jelenlétében 
» 

extraháltuk ki, alacsony hőmérsékleten. 

Az Aster tripolium esetében mind az alacsony (0 mM és 2 mM NaCl), mind a 
magas (300 mM NaCl) sókoncentráció az oxidált glutation-diszulfid akkumulációját 
eredményezte, míg a lOmM NaCl kezelés esetében a GSSG koncentráció alacsony 
maradt. Stressz hatására a GSSG koncentráció megemelkedik (Albrecht és Wiedenroth, 
1994; Asensi et al., 1994; 1999; Szegletes et al., 1994), és az általunk végzett 
kísérletekben a GSSG szint növekedés korrelációban volt az alacsony, vagy magas 
NaCl koncentrációval. Azaz a halofita Aster tripolium számára mind az általunk 
alkalmazott alacsony, mind a magas sókoncentráció oxidatív stresszkörülményeket 
jelent. A folyadék kromatográfiás mérések alapján meghatároztuk, hogy az Aster 
tripolium neveléséhez a tápoldat lOmM NaCl tartalma megfelelő, ezt támasztotta alá 
az a tény is, hogy már 10 mM NaCl visszaszorította a nitrát anion akkumulációját. 

A búzával végzett kísérleteknél mind a kontroll, mind sókezelt növényeknél a 

magasabb glutation szintet mértünk levélben, mint a gyökérben. A sókezelés hatására 

az oxidált glutation-diszulfid koncentrációja megnőtt, majd a kísérlet során időben 

lassan csökkent (Szegletes et al., 1994). Az alkalmazott sókoncentráció és a GSSG 

szint között nem találtunk összefüggést, ami, egyéb kísérleteinkkel összhangban azzal 
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magyarázható, hogy a stressz hatására a növények napi ritmusa megváltozik (Erdei et 
al., 1995; 1998). Mivel a glutation koncentráció a különböző napszakokban eltér, és 
saját napi ritmusa (Schupp és Rennenberg, 1988) van a növényekben, ennek a 
ritmusnak az eltolódása esetén a különbözőképpen kezelt növények nem azonos 
fázisban vannak, ezért a kapott eredményeink nem összehasonlíthatóak. 

A glutation rendszer napi ritmusa feltételezhetően a fotorespiráción keresztül a 

fotoperiódushoz kötött, mivel a glutation szintézisének a sebességmeghatározó lépése a 

szabad glicin szintézise, és hozzákapcsolása a y-glutamil-ciszteinhez (Smith, 1985; 

Noctor etal., 1996; 1997a; 1997b; Arisi, 1997). 

Búza esetében vizsgáltuk az UV-B sugárzás hatását is a növényekre. A 
stresszhatás elején megnövekedett a kísérleti növényekben a GSSG mennyisége. Ezt 
követte a megnövekedett glutation reduktáz aktivitás (Barabásét al., 1996; 1998), amit 
időlegesen a redukált GSH koncentráció növekedés kísért, de a kísérlet időtartama (8 
nap) alatt a növények adaptálódtak az UV-B sugárzáshoz (Erdei et al., 1995; Barabás et 
al., 1996; 1998). A megnövekedett glutation reduktáz aktivitás hatására GSH-vá 
redukálódik az UV-B sugárzás hatására a képződött GSSG, és a felszabaduló GSH újra 
részt vehet a gyök megkötő folyamatokban, valamint megvédi a sejteket a GSSG 
toxikus felhalmozódásától (Navari-Izzo és Izzo, 1993). Ez a megnövekedett GSSG 
szint jelzi, hogy az UV-B sugárzás oxidatív stresszt okoz a növényekben. 

4.5. Glutation reduktáz és glutation S-transzferáz 

A glutation reduktáz és glutation S-transzferáz aktivitását búzában mértük. A 
kísérletek során a só stressz hatására bekövetkező napi ritmus változást követtük 
nyomon. A glutation reduktáznak napi ritmusa mind a levélben mind a gyökérben jól 
kimérhető, és mindkettőnél naponta 2 maximumot kaptunk. A két maximum érték 
közötti idő 8 óra és a második csúcs a sötét periódusban mérhető. A glutation 
S-transzferáz napi ritmusa levélben nem mérhető, de szintje oszcillál a sejtben, 
ultradián ritmusa van. Gyökérben a napi ritmus két maximum csúcsot ad kontrol 
növényekben (0 mM, 50 mM) magasabb koncentrációk esetében, és az alapértéke 3-
szorosa a levélhez viszonyítva (Erdei et al., 1998). Sókezelésre a GST aktivitása nőtt 
gyökérben, ugyanakkor levélben állandó. Az életkor előrehaladásával a GR nőtt 
gyökérben és levélben egyaránt, ugyanakkor a GST csak gyökérben. 
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Az oszcilláló komponensnek a legérdekesebb karaktere/komponense szemmel 
láthatóan a glutation reduktáz aktivitásának a változása. Látható, hogy a GR aktivitás 
minimuma a sötét periódus végén van, és a fényperiódus kezdete előtt elkezd 
emelkedni. Mindezek arra irányítja a figyelmünket, hogy a fázist (a fázisok beállítását) 
ilyen módon, más faktorok is kell hogy szabályozzák, nemcsak a sötét/fény periódusok. 
A periodogrammok, amelyek Fourier transzformációs analízissel készültek, egy 
növekedési tendenciát mutatnak amplitúdójukban, a sókoncentráció növelésével 
párhuzamosan, ráadásul egy 10 órás ultradián periodicitást kaptunk az összes minta 
analízise során , kivételt a 150 mM NaCl kezelés sorozat képez. 

Jelen kísérleteinkben a cirkadián ritmus periódusa nem változott, azonban a 
rövidebb ultradián fluktuáció úgy tűnik eltűnt. Mindezen felül, az amplitúdók 
felerősödtek. 

4.6. Eredményeinkből levonható stresszkoncepció 

Az általunk vizsgált növényi rendszerekről is elmondható, hogy érvényes rájuk 
a Selye-féle általános stresszhipotézis, azaz különböző környezeti hatásokra a 
növények hasonló módon reagálnak. Az ionos jellegű stresszre ionos jellegű válasz a 
domináló, azaz a növények a tápoldatból felvehető kationokat és anionokat 
akkumulálják. Ezzel ellentétben ozmotikus stressz esetén a szerves, "kompatibilis" 
ozmotikumok (pl. prolin) szintézise és akkumulációja a domináns. 

E mellett azt az irodalomban már ismert tényt is igazoltuk, hogy az só, 
szárazság és UV-B stressznek van oxidatív komponense, ami ellen a növények a 
megfelelő antioxidatív védőrendszer aktiválják. Kísérleteink során megmutattuk, hogy 
a glutation diszulfid, a glutation oxidált formájának a koncentrációját meghatározva 
követhető az oxidatív stressz mértéke. Oxidatív stressz hatására megnő a sejtek GSSG 
tartalma, majd ezt az indukálódó glutation reduktáz redukálja, így a szintje gyorsan 
visszaáll az eredeti értékre, azaz a növények adaptálódnak, és a gyors védőreakciót 
felváltják más, hosszantartó hatású adaptív folyamatok (pl. a proteinszintézis 
módosulása, stresszfehérjék indukciója). 

A GSH szint fluktuációja megfelel a fényperiódus változásának, mivel a kiváltó 

oka feltehetően a fotorespiráció során szabad glicin képződése. Az általunk 

meghatározott fluktuáció stresszkörülmények között módosul. 
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" h a n g o l á s " "csato lás" 

STRESSZ 

28. ábra: A stressz hatása a növények napi ritmusára 

Feltételezésünk szerint a növények stresszválaszait előidézheti az oszcilláló 

biokémiai reakciók modulációja, illetve a deszinkronizációja (28. ábra). Ennek a 

folyamatnak csökkent rezisztencia lehet az eredménye. A stresszor kölcsönhathat a 

biológia óra beállításában résztvevő szignál transzdukciós kaszkádreakcióval az input 

oldalon, vagy az output oldalon, a transzláció, vagy végtermék fehéije közvetlen 

befolyásolásával. 

A vizsgált növényi rendszerek túlságosan sok változósak ahhoz, hogy egy-egy 

kiragadott paraméter egyértelmű választ adjon arra kérdésre, hogy hogyan reagálnak a 

növények a környezet változására, ezért a vizsgált paraméterek összességét kellett 

elemezni. Az egzakt válaszhoz kísérleteinket folytatni szeretnénk, kiterjesztve a 

stresszválaszok RNS és fehérje szintű vizsgálatával. 
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5. ÖSSZEFOGLALÁS 

Kísérleteink során glükofita és halofita növényeket tanulmányoztunk. 

Vizsgáltuk kation és anion összetételüket, poliamin és prolin szintjüket és a 

GSH/GSSG arányukat, valamint ehhez kapcsolódóan a glutation reduktáz és a 

glutation S-transzferáz aktivitás napi ritmusának változását ozmotikus és só 

stresszkörülmények között. Az anionok, a poliaminok, a prolin és a glutation 

méréséhez nagy hatékonyságú folyadék kromatográfián (HPLC) alapuló módszereket 

dolgoztunk ki. 

5.1. Módszerfejlesztés a stresszfolyamatok válaszreakcióinak a követésére 

A szervetlen anionokat ion kromatográfiás módszerrel, anion cserélő oszlopon 

választottuk el. Az anionokat vezetőképesség mérő detektorral mértük. Az elválasztásra 

használt analitikai oszlop érzékenysége miatt olyan mintaelőkészítési eljárást kellett 

kidolgoznunk, amely a komplex növényi extraktumok estében is lehetővé teszi a 

mérendő szervetlen anionok meghatározását. Erre a célra az un. 'blean up" technikát 

használtuk, és szilárd fázisú extrakcióval, Clg oszlopon tisztítottuk meg a mintáinkat. 

Az így kapott oldatok alkalmasak voltak arra, hogy a növényi minták anion tartalmát 

megmérjük. 

A membránok és a nukleinsavak integritásának megőrzésében fontos szerepet 

játszó poliaminokat savas kioldással nyertük ki a növényi mintákból, benzoilezett 

származékot készítettünk belőlük, majd az elkészült származékokat fordított fázisú 

kromatográfiás oszlopon elválasztottuk, és UV detektort használtunk a komponensek 

mérésére. Ennek a származék képzési technikának az előnye, hogy viszonylag 

egyszerűen megvalósítható, és stabil, hosszabb ideig tárolható vegyületet eredményez. 

A benzoilezett poliaminok UV detektorral, 254nm-en kellő érzékenységgel 

vizsgálhatóak, a módszer alkalmas növényi minták vizsgálatára. Amennyiben a minta 

prolin, ami az egyik legnagyobb koncentrációban előforduló szerves ozmotikum, 

mennyiségére is szükségünk volt, egy másik származék képzési reakciót kellett 

alkalmaznunk. Erre a célra FMOC-Cl-ot használtuk, és az elválasztást egy nem 

porózus, fordított fázisú kromatográfiás oszlopon valósítottuk meg. A nem porózus 

oszlop előnye, hogy nagyon gyors elválasztást tesz lehetővé, így egy mérésen belül el 

tudtuk választani a poliaminokat és a prolint is (Szegletesei al., 1996,2000). 



ÖSSZEFOGLALÁS 71 

A glutation redukált és oxidált formájának a meghatározására két módszert is 
kipróbáltunk. A mintákat savval extraháltuk, majd az extraktumokból kétféle 
származékot készítettünk. Az összes glutation szint mérésénél az oxidált tiolokat 
redukáltuk, és mBBr-nal készítettünk belőlük származékot. A kész szánnazékot 
fordított fázisú oszlopon kromatografáltuk, és fluoreszcenciásan detektáltuk. Ez a 
módszer rendkívül érzékeny, pmol anyagmennyiség detektálását tette lehetővé. Mivel 
az oxidatív stressz mértéke az oxidált glutation-diszulfid mennyiségével arányos 
inkább, és nem az összes glutationéval, viszont a GSH/GSSG arány meghatározása 
megduplázza a mintaszámot, mindez nagyon megnehezíti a glutation napi ritmusának a 
vizsgálatát. Ezért egy másik, szintén folyadék kromatográfiás elválasztáson alapuló 
módszert is kipróbáltunk. Ennek a módszemek a segítségével közvetlenül meg tudtuk 
határozni a redukált/oxidált glutation arányt. A redukált/oxidált glutation arány 
meghatározásánál a szabad tiol csoportokat karboximetileztük. Származék képzésre 
DNFB-t használtunk, amely a primer aminő csoportokkal reagálva UV detektorral jól 
mérhető vegyületet ad. A DNP származékot Amino-5S oszlopon választottuk el. 

Az alkalmazott módszereinkről elmondható, hogy alkalmasak a növények 
stresszválaszainak követésére és felhasználhatóak a növényélettani, növényi biokémiai 
kutatásban, valamint a környezetvédelmi és környezeti stresszhatás vizsgálatokban is 
eredményesen alkalmazhatóak. 

5.2. Stresszfolyamatok vizsgálata növényekben 

Az Aster tripolium levélben só stresszre a Na+ ion akkumuláció emelkedett, 

ellenben a felvett K+, Ca2+ és Mg2+ ionok szintje már a 10. napra csökkent és a 45. napra 

igen alacsony szintre esett vissza, különösen a K\ Ca2+ és Mg2+ esetében (Erdei et al., 

1995). Az anionok közül a Cl" koncentrációja hasonlóan alakul mint a Na+ ioné. 

Alacsony Cl' koncentrációknál NO; akkumulálódott a növényekben, de ezt a 

folyamatot már 10 mM NaCl is visszaszorította. 

Napraforgóban a Na+ ion akkumuláció nőtt NaCl bekezelést követően, 

arányosan a sókoncentrációval, de a Na+ ionok nem vettek részt az ozmotikus 

szabályozásban a PEG-gel kiváltott szárazság stresszben. A Na+ felhalmozódás 

elsősorban a gyökérben jelentkezett és csak részlegesen transzlökálódott a hajtásban a 

nátrium ion. A Viki nagyobb hatékonysággal tudta kizárni a nátrium iont a hajtásból 

mint a Blumix. 
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Meghatároztuk a különböző stressz hatásokra megváltozó klorid, nitrát, foszfát 

és szulfát koncentrációt a vizsgált növényekben. A kísérleteink azt mutatták, hogy a 

bromid- és nitrit tartalom a kimutatási határt nem érte el egyik növényi szervben sem. 

Só stressz hatására a szervetlen anionok koncentráció változásának nyomon 

követésével különbséget tudtunk tenni egy glükofita és egy halofita növény között. A 

különböző növényi szervek ion tartalma alapján következtetni tudtunk a növények 

ionfelvételi mechanizmusára is. A NaCl kezelések során a Na+ és Cl" ion koncentráció 

együtt változott. A magas Cl' koncentráció visszaszorította a NO, felhalmozódását. 

A szárazság és só stressz hatását a növények vízpotenciáljuk csökkentésével 
próbálják ellensúlyozni. A só stressz esetén ionos anyagokat akkumulálnak, míg 
szárazság stressz hatására inkább szerves vegyületeket, többek között prolint, és a 
membránok integritásának a megőrzésére poliaminokat szintetizálnak és 
akkumulálnak. Ennek a folyamatnak fontos szerepe van a tolerancia kialakulásában. A 
növényi minták poliamin szintjeinek vizsgálata során jellemző különbséget találtunk a 
szárazságtűrő Sorghum bicolor és a vízhiányt nehezebben elviselő kukorica között. 
Búza esetében a putreszcin és a prolin szint együtt változott a különböző fajtákban, de a 
termesztett búzafajták szárazságtűrése és a virágzás után a zászlólevelekből mérhető 
poliamin, valamint a prolin szintek között nincs egyértelmű kapcsolat. 

Az ozmotikus, só és UV-B stressz hatására bekövetkező glutation szint 
változást meghatároztuk. A különböző növényekben a glutation és a glutation-diszufid 
aránya, illetve a glutation-diszulfid koncentrációja arányos volt az oxidatív stressz 
mértékével, így annak nyomon követésére jól használható. Megállapítottuk, hogy a 
glutation koncentrációja napi ritmus szerint változik a növényekben, és ezt a ritmust a 
környezeti stresszhatások (pl. só stressz) deszinkronizálják. A glutation rendszer napi 
ritmusának a vizsgálatát kiegészítettük a glutation reduktáz és a glutation S-transzferáz 
napi ritmusának a vizsgálatával. Ezeket a vizsgálatokat búzán végeztük el. A búza 
növekedése során a glutation reduktáz aktivitása a napi ritmusát megtartva növekedett. 

Búzában a glutation reduktáznak napi ritmusa mind a levélben mind a 
gyökérben jól kimérhető, a glutation 5-transzferáz szintje oszcillál a sejtben, de ennek a 
ritmusnak a periódusideje rövidebb a napi ritmusnál. Az életkor előrehaladásával a GR 
nőtt búza gyökérben és levélben egyaránt, ugyanakkor a GST csak gyökérben. 
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Kísérleteink során kidolgoztunk olyan nagy hatékonyságú folyadék 
kromatográfián (HPLC) alapuló módszereket, amelyek alkalmasak arra, hogy növényi 
mintákból meghatározzuk a szervetlen anionokat, a poliaminokat, a prolint és a 
glutation redukált és oxidált formáját. A módszereinket alkalmazni tudtuk a biokémiai 
és fiziológiai kutatásokban. Az irodalmi adatok alapján kiválasztott vegyületek 
koncentráció változásának a nyomon követésével jellemezni tudtuk a kísérleti 
növények állapotát és stresszreakcióikat a különböző környezeti stresszhatások mellett. 
A vizsgált biológiai élő rendszerek túlságosan sok változósak ahhoz, hogy egy-egy 
kiragadott paraméter egyértelmű választ adjon arra kérdésre, hogy hogyan reagálnak a 
növények a környezet változására, ezért a vizsgált paraméterek összességét kellett 
elemezni. Ez alól talán csak a glutation-diszulfid a kivétel, mivel koncentrációjának 
időleges megnövekedése egyértelműen jelzi az oxidatív stresszhatást (Erdei et al., 
1995), de az általunk használt UV-B stresszhatáshoz a kísérleti növények gyorsan 
adaptálódtak (Erdei et al., 1995; Barabás et al., 1998), így az oxidatív stressz megfelelő 
jelzéséhez gyakori mintavételekre volt szükség. 

Összefoglalva, feltételezzük, hogy a növények stressz folyamataira adaptált 
Selye-féle koncepciónak megfelelően növényekben a stresszhatásra adott válaszok 
során a biokémiai és a fiziológiai folyamatok oszcillációjának paraméterei módosulnak, 
deszinkronizálódnak. 
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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 Ca2+ and Mg2+ 

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 ultradian 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. Diumal 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 150mM 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. 
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