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BEVEZETES

Napjainkban a novényélettani kutatdsoknak jelentdés részét a
stresszkutatasok teszik ki. Ez magyarazhaté egyrészt a bioszféraban
bekovetkezd valtozasokkal:

- globalis klimavaltozas,

- 0zonlyuk kialakulasaval az UV-B sugarzas novekedése,

- a szikes, s0s talajok kialakulasa,

- arid (sivatagos) teriiletek kiterjedése;
masrészt azzal, hogy a névények valaszmechanizmusai, illetve az, hogy hogyan
alkalmazkodnak a kiilonboz6 stresszkoriilményekhez, még nem teljesen ismert.
A vizsgalatok intenziv és széleskorii elterjedéséhez gazdasagi tényezOk is
hozzajarulnak, hiszen a kedvezdtlen kdriilmények a haszonndvényeknél tetemes
mindségi ¢és mennyiségi veszteséget okoznak évente, ¢és ez az
¢élelmiszerellatasban gondokhoz vezethet.

A kornyezetben bekovetkezett valtozasokat nyomon kovetve
megallapithatjuk, hogy bizonyos folyamatok mar visszafordithatatlanul
elindultak. Ilyen esetekben nem tehetiink mast, mint hogy megprobalunk
alkalmazkodni a megvaltozott koriilményekhez. Mindez a ndvényvilagra is
érvényes, igy a ndvénynemesitoknek ezt szem elbtt kell tartaniuk. Mindezeket
figyelembevéve a  kisérletek tavolabbi célja az lehet, hogy a
védekezOmechanizmusok vizsgalata soran kapott eredményeket felhasznalva,
bizonyos fajok kedvez6 tulajdonsagait kiemelve, a ndvénynemesiték uj,
nagyobb ellenalloképességgel rendelkezd fajtakat allitsanak eld, és ezért
vizsgélatainkat mezdgazdasagi ndvényekkel (blza, kukorica és napraforgd)
végeztiik.

Minden stresszhatdsnak van oxidativ komponense, igy a ndvények az
Oket ér6 kiilsd hatasokon keresztiil egyfajta oxidativ stressznek is ki vannak

téve. Ez szabad gyokok és aktivalt oxigénformak koncentracidjanak



ndvekedésében nyilvanul meg. E hatasok kivédésére egy Osszetett, enzimatikus
és nem enzimatikus elemekbdl allo antioxidans rendszer épiilt ki. A kiilsé
kornyezet valtozasainak hatasa jol mérhetd ezen rendszer enzimatikus

elemeinek aktivitasan keresztiil.

KUTATASI CELOK

Munkéank kezdetén mar ismert volt az a tény, hogy a ndvényi
szervezetekben kiilsé tényezOk hatdsara megnd a szabad gyokok és reaktiv
oxigéntartalmii molekuldk koncentracidja. Ezek karos hatasai ellen kiépiilt egy
hatékony antioxidativ védekezdrendszer, mely enzimatikus elemeinek aktivitasa
valtozast mutat kiils§ stressztényezOk hatdsara. Igy ezek nyomonkovetésével
feltarhato a novény érzékenysége adott stresszfaktorra, illetve annak névényre
gyakorolt hatdsa. Mivel a sokezelést (NaCl) kovetden szintén megnd az aktiv
oxigénszarmazékok koncentracidja (Hernandez és mtsai, 1993), lehetdségilink
van a sostressz hatdsanak vizsgdlatara az antioxidans védekezOrendszer

enzimatikus elemein keresztil.

e Tobb élettani folyamat az ¢él6 szervezetekben napi ritmus szerinti
valtozast mutat. A glutation reduktdz enzim aktivitasan keresztiil vizsgaltuk,

jelen van-e ez a ritmus az enzimatikus védekezdrendszerben.

e Kisérleteinkben arra is a valaszt kerestiink, hogyha ez a ritmus jelen
van az enzim aktivitasaban, a kiilonb6zé mértékii NaCl kezelés megvaltoztatja-

e a jellemzdit.

e Kiils6 kornyezeti hatasok koziil a s6 mellett a kiilonbozo
nitrogénforrasok (nitrat, ammonium) hatasat tanulmanyoztuk a glutation
reduktdz, szuperoxid dizmutdz, guajakol peroxidaz, katalaz és glutation-S-
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transzferaz enzimeken keresztiil. Arra kerestiink valaszt, hogy miként hatnak
ezek a tényezOk a védekezOrendszer aktivitasara, illetve egymasra. Erdsitik,
vagy gyengitik egymas hatasat. Ezek megvalaszolasahoz vizsgaltuk az enzimek
aktivitasanak valtozasat, illetve izoenzimeik jelenlétét kiillonbozé koriilmények

kozott nevelt névényekben.

e Az aldehid oxidaz enzim, bar nem antioxidans, az utobbi években
bekeriilt a stresszhatasokkal foglalkozd tanulmanyok korébe. Ennek
magyarazataul szolgalhat, hogy napjainkban mind tobb, stresszvalaszhoz
kothetd funkcigjat tartak fel. Mivel folyamatosan ujabb és ujabb informaciok
jelennek meg az enzimmel kapcsolatban, sejten beliili lokalizaciojat vizsgaltuk,
annak reményében, hogy sikeriil az enzimet azonositanunk kukorica gydkeér

mitokondriumban vagy peroxiszomaban.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Novénynevelés

A kisérletek soran novényeinket folyadékkultiraban neveltiik, amely
megkonnyitette a kiilonbozé kezelések (50, 100, 150 mM NaCl), illetve az
eltér6 nitrogénforrasok (NO;, NH,NO;, NH,"), hatasanak vizsgalatat.
Vizsgalatainkban a mezdgazdasagi termelés szempontjabol fontos ndvényeket -
buza, kukorica és napraforgd - hasznaltunk kisérleti objektumként. A
novényeknek mind a levelét, mind pedig a gydkerét hasznaltuk kisérleteink
soran.

Enzimaktivitas meghatdrozdsa

Katalaz (EC 1.11.1.6) aktivitasanak meghatarozadsahoz a H,0O,
bomlasat kovettiik nyomon 240 nm-en (1 EU = 1 umol lebomlott H,O, 1 perc
alatt) (Upadhyaya és mtsai, 1985).

Guajakol peroxidaz (EC 1.11.1.7) aktivitasanak meghatarozasakor a
guajakol oxidacidjabdl szarmazo6 abszorbancia ndvekedést kovettik nyomon
470 nm-en (EU = | pmol oxidalt guajakol 1 perc alatt) (Upadhyaya és mtsai,
1985).



Glutation reduktdiz (EC 1.6.4.2) aktivitisanak meghatarozasara Smith
és munkatarsai (1988) altal kidolgozott moddszert hasznaltuk. A DTNB
redukcidjat  kovettik nyomon 412 nm-en, amit a GSSG-bSl az
enzimaktivitdsnak koszonhetden keletkezett GSH okozott. 1 EU az az
enzimmennyiség, amely 1 umol oxidalt glutationt redukal egy perc alatt.

Szuperoxid — dizmutaz (EC 1.15.1.1) aktivitdis meghatarozasa
Beauchamp és Fridovich (1971) médszerével tortént. A reakcio a NBT redukcio
gatlasan alapul riboflavin jelenlétében, megvilagitaskor. 1 egység az az
enzimmennyiség, amely a redukcio 50%-os gatlasahoz sziikséges. A kontrollt
sOtétben tartottuk, mig a tobbi mintdt megvilagitottuk 15 percig
vilagitéasztalon. A mintdk fényelnyelését 560 nm-en mértiik.

Glutation-S-transzferaz (EC 2.5.1.18) aktivitdsanak meghatarozasahoz
340 nm-en kovettik az abszorbancia valtozasat. 1 EU egyenlé azzal az
enzimmennyiséggel, amely katalizalja 1 pmol S-2,4-dinitrofenilglutation
képzbdését 1 perc alatt (Mannervik és Guthenberg, 1981).

Poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE)

A mintak elvélasztasat nem denaturdld (nativ) PAGE-n végeztik. A
gyljtégél zsebeibe az egyes futtatasoknal a kiillonbdzé mintakbol azonos
fehérjemennyiséget (45 pg) vittiink fel. Nem folyamatos pufferrendszerrel
dolgoztunk. A gélek 20 mA/gél folyamatos aramerdsség mellett kb. 5 ora
hosszat futottak a GR, SOD, Kat és AO enzimek esetében, mig a GPx enzim
esetében 16 orat. A futtatas soran allandd hémérsékletet (5 °C) tartottunk.

Sejtalkotok prepardldsa

A sejtalkotok elvalasztasa megfeleloen feltart kukorica gydkér
mintakbol 25-57%-os linearis szacharoz gradiens oszlop segitségével tortént. A
peroxiszomak azonositasdhoz a kataldz, mig a mitokondrium frakciok
elkiilonitéséhez citokrom-oxidaz enzim aktivitasat hasznaltuk. Az AO enzim
aktivitasanak meghatarozasa poliakrilamid gélben tortént.

Matematikai analizis

A kiilonboz6 periddusok kiszdmitasdhoz Fourier transzformaciot
hasznéltunk a MATLAB 4.0 programozasi kornyezetbe agyazott radix-2 fast
Fourier transzformacids algoritmus segitségével.

A szignifikans kiilonbségek meghatarozasahoz Student féle kétmintas
t-probat hasznaltunk. Mintaszam 3-6 kisérlettdl fliggben. A statisztikai
elemzéseket a STATISTICA 5.0 program segitségével végeztiik.



EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Az altalunk elvégzett vizsgalatok a kdvetkezd eredményekre vezettek:

e A glutation reduktaz enzim aktivitdsa napi ritmus szerint valtozik,
melynek periddusideje 15 és 20 ora kozott van. A napiritmus mellett rovidebb
periodusidejli, ugynevezett ultradidn  ritmust tudtunk  azonositani.
Megfigyeléseink szerint a GR aktivitasaban megfigyelt ritmus kozvetleniil nem
fény altal szabalyozott, mivel a valtozasok mind levélben, mind pedig

gyokérben mar a s6tét periddus vége elott elindultak.

e Sokezelés (NaCl) hatasara megnétt a glutation reduktaz enzim
aktivitdsa. A sokezelés nem érintette a ritmus periodusidejét, csak az
amplitdddjat. Ez azt sugallja, hogy a soéstressz a feltételezett ritmusképzé
kimeneti oldaldn fejti ki hatdsat. Az altalunk azonositott uldradidn ritmus a

sokezelésre érzékenynek mutatkozott.

o A sokezelésen kiviil a kiillonb6z6 nitrogénforrasok milyensége is
hatassal van az antioxidativ védekezOrendszer enzimatikus elemeire.
Valtozasokat tapasztaltunk a glutation reduktaz, szuperoxid dizmutaz, guajakol
peroxidaz, kataldz, és glutation-S-transzferdz enzimek aktivitdsaban, mind
pedig a glutation reduktaz, szuperoxid dizmutaz, guajakol peroxidaz, izoenzim
Osszetételében. Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy az ammonium ion
stressz-szignalként szolgalhat, amely néhany — a korai stressz-adaptacios
folyamatokért felelés — enzimek aktivacidjat indukalja.

A kiilonbozé gyokérrégiok vizsgalatakor megallapitottuk, hogy a kiilonbozo
nitrogénforras antioxidans enzimekre gyakorolt hatasa eltér a gyokér csucsi

szervezetekben zajlé folyamatok érzékenysége eltérd.
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e Az aldehid oxidaz enzim sejten beliili lokalizaciojanak vizsgalatanak
eredményeib6l megallapithatd, hogy az enzim kukoricdban is a citoszolban

talalhato.

A munkank sordn kapott eredmények tovabbi részletekkel egészitik ki az
antioxidans  védekezdrendszerrel  kapcsolatos  ismereteket. Mindezek
hozzajarulnak a noévényi védekezd mechanizmusok miikddésének jobb
megértéséhez. Az eziranyl kutatasok tavolabbi célja az, hogy a nemesitdk
szamara olyan informéaciokkal szolgaljon, melyek segitségiikre lehetnek a jobb
stressz rezisztenciaval rendelkezd fajtak eldallitasahoz sziikséges nemesitési

stratégiak kidolgozasahoz.

IDEZETT IRODALOM

Beauchamp, C. and Fridovich, 1. (1971): Superoxide dismutase improved
assays and an assay applicable to acrylamide gels. Anal. Biochem. 44:
276-287.

Hernandez, J. A., Corpas, F. J., Gomez, M., del Rio, L. A. and Sevilla F.
(1993): Salt-induced oxidative stress mediated by activated oxygen
species. Physiol. Plant. 89: 103-110.

Mannervik, B. and Guthenberg, C. (1981): Glutathione transferase (Human
placenta). Methods in Enzymol. 77: 231-235.

Smith, I. K., Vierheller, T. L. and Thorne, C. A. (1988): Assay of glutathione
reductase in crude tissue homogenates using 5,5°-dithiobis-(2-
nitrobenzoic acid). Anal. Biochem. 175: 408-413.

Upadhyaya, A., Sankhla, D., Davis, T. D., Sankhla, N. and Smith, B. N. (1985):
Effect of paclobutrazol on the activities of some enzymes of activated

oxygen metabolism and lipid peroxidation in senescing soybean
leaves. J. Plant Physiol. 121: 453-461.



TUDOMANYOS PUBLIKACIOK
(*-gal jelolt publikaciok a dolgozat témajahoz kapcsolddnak)

*L. Erdei, Zs. Szegletes, N. K. Barabas, A. Pestenacz, K. Fiilop, L. Kalmar, A.
Kovacs, B. Toth and A. Dér (1998): Environmental stress and the
biological clock in plants: changes of rhytmic behavior of
carbohydrates, antioxidant enzymes and stomatal resistance by
salinity. J. of Plant Physiol. 152: 265-271.

N. K. Barabas, Zs. Szegletes, A. Pestenacz, K. Fiilop and L. Erdei (1998):
Effects of excess UV-B irradiation on the antioxidant defense
mechanisms in wheat (7riticum aestivum L.) seedlings. J. of Plant
Physiol. 153: 146-153.

E. Zdunek, O. Falik, K. Fiilép, M. Gersani and S. H. Lips (2000): Interchange
of shoot and root signals during competition and limiting nitrogen. In:
Nitrogen in a sustainable ecosystem: from the cell to the plant. M. A.
Martins-Loucao and S. H. Lips (eds.). Backhuys Publishers, Leiden,
The Netherlands, 205-210 ISBN 90-5782-063-3.

*K. Rios-Gonzalez, L. Erdei and S. H. Lips (2002): The activity of antioxidant
enzymes in maize and sunflower seedlings as affected by salinity and
different nitrogen source. Plant Science (in press).

Rios-Gonzalez K. és Veisz O. (2002): Abiotikus stressz hatasara bekovetkezd
valtozasok a ndvények antioxidans enzimrendszerében. Botanikai
Kozlemények (in press).

ELOADASOK, POSZTEREK

N. K.Barabas, Zs. Szegletes, K. Fiilop and L. Erdei (1996): UV-B effect on
antioxidant system in wheat (Triticum aestivum L.). The 10" FESPP
Congress, Florence, Italy, Special issue to Plant Physiology and
Biochemistry, p: 231. (el6adas)

Zs. Szegletes, N. K. Barabas, A. Pestenacz, K. Fiilop, A. Kovéacs, B. Toth, L.
Kalmar and L. Erdei (1996): Szarazsag-, s6- és UV-B stressz oxidativ
komponensei novényekben. [Oxidative components of drought, salt
and UV-B stresses in plants; language: Hungarian] Straub-napok
(SzBK Napok), Szeged, Hungary. (eldadas)



L. Erdei, Zs. Szegletes, N. K. Barabas, A. Pestenacz, K. Fiilop, L. Kalmar, A.
Kovéacs, and B. Téth (1997): Environmental stress and the circadian
rhythm in plants. Abstract of the XXVIIth Conference of Membrane
Transport Phenomenon, Stimeg, Hungary, p. 61. (poszter)

L. Erdei, Zs. Szegletes, N. K. Barabas, A. Pestenacz, K. Fiilop, L. Kalmar, A.
Kovacs, B. Toth and A. Dér(1997): A kornyezeti stressz és a cirkadian
ritmus lehetséges kapcsolata novényekben [ The effect of the
environmental stresses on the circadian rhythm of plants, language:
Hungarian]. VI. Magyar Novényélettani Kongresszus, Budapest,
Hungary. (el6adas)

K. Fiilop, N. K. Barabas, Zs. Szegletes, F. Horvath and L. Erdei (1997): Effects
of salinity on the antioxidant system in wheat. Abstracts of ’Stress of
Life. Stress and adaptation from molecules to man’ Congress,
Budapest, Hungary, p.101. (lecture)

L. Erdei, Zs. Szegletes, N. K. Barabas, A. Pestendcz, K. Fiilop, L. Kalmar, A.
Kovécs, and B. Téth (1997): Environmental stresses and the circadian
rhythm in plants. Abstracts of ’Stress of Life. Stress and adaptation
from molecules to man’ Congress, Budapest, Hungary, p.100. (lecture)

Zs. Szegletes, K. Fiilop, N. K. Barabas, F. Hovath and L. Erdei (1997): Diurnal
changes of the glutathione levels under salt stress conditions in wheat.
Abstracts of ’Stress of Life. Stress and adaptation from molecules to
man’ Congress, Budapest, Hungary, p. 91. (poster)

E. Zdunek, O. Falik, K. Fiilop, M. Gersani and S. H. Lips (1998): Shoot and
root signals in response to limiting nitrogen. 5" International
Symposium on Inorganic Nitrogen Assimilation, Luso Portugal.

K. Fiilop, N. K. Barabas, R. T. Omarov, L. Erdei and S. H. Lips (1998):
Distribution of antioxidant and Mo-enyzmes in maize nodal roots as
effected by salinity and inorganic nitrogen ions. Gordon Research
Conference: Cellular Basis of Adaptation to Salt and Water Stress in
Plants, Oxford, UK. (poster)

Zs. Szegletes, K. Fiilop, N. K. Barabas and L. Erdei (1998): Effect of salt stress
on the diurnal changes of the glutathione system in wheat. 4®
International Conference on Plasma Membrane Redox Systems and
Their Role in Biological Stress and Disease, Antwerp, Belgium.
(poster)

10



N. K. Barabas, K. Fiilop, R. T. Omarov, L. Erdei and S. H. Lips (1998):
Salinity, nitrogen source and the distribution of glutathione reductase,
superoxide dismutase and guaiacol peroxidase in maize nodal roots.
Book of abstracts, Xlth International Congress on Photosynthesis,
Budapest, Hungary. (poster)

Rios-Gonzalez Krisztina, Bencze Szilvia, Janda Tibor, Veisz Ott6, Bedd
Zoltan  (2001): Antioxidans enzimek aktivitdsanak valtozasa
stresszkoriilmények — kozott  kiilonboz6 — gabonafajtdkban.  VIL
Novénynemesitési Tudomanyos Napok, Budapest, Hungary. (eldadas)

Rios-Gonzalez K. és Veisz O. (2002): Abiotikus stressz hatasara bekdvetkezo
valtozasok a ndvények antioxidans enzimrendszerében. Magyar
Biologiai Tarsasag Botanikai Szakosztaly 1380. szakiilés, Budapest,
2002. aprilis 15.

11



	KUTATÁSI CÉLOK
	ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK
	Növénynevelés
	Enzimaktivitás meghatározása
	Poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE)
	Sejtalkotók preparálása
	Matematikai analízis
	ELŐADÁSOK, POSZTEREK



