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BEVEZETES

A stressz, mint fogalom meghatarozasara ma is Selye Janos definici6jat
hasznaljuk, amely szerint "az éI6 szervezetek valamennyi adaptacios
reakcidjanak a stressz a foglalata, azaz a stressz egy fajlagos tiinetcsoportban
megnyilvanulé allapot, mely magaban foglal minden nem-fajlagosan elGidézett
elvaltozast egy biologiai rendszeren belll" (Selye, 1956). Ezeknek a
valtozasoknak a vizsgalatat novényi szervezetekben Levilt kezdte meg az
1970-es évek elején. Napjainkban a Selye-féle altalanos stresszelméletet
tobben is igazoltak. Ezek alapjan elmondhatd, hogy stressz hatasara az éI6
szervezet anyagcseréjében, igy a ndvényekben is bizonyos reakci6 utak
felgyorsulnak vagy gatlédnak, ami olyan koztes- és végtermeékek
felhalmozédasat, esetieg megjelenését eredményezi, amelyek az ismert
biokémiai reakci6 utakat valamelyik iranyba eltolhatjak. Ezek kéziil a biokémiai
folyamatok kozil az oxidaciés-redukciés allapot véltozasok az egyik
leggyorsabban lezajlé molekularis szintli valtozasok a siervezetben. amit
osszefoglaléan az oxidativ stressz hatasanak neveziink. Az oxidativ stressz f6
okozoi az aktiv oxigén tartalmu vegyuletek, de aitaldnosan elmondhatd, hogy
minden stressznek van oxidativ komponense is, amely indukalja az antioxidativ
védbrendszer mikodését.

A névényeket sokféle kornyezeti stresszhatés éri, tobbek kdzott extrém
hémersékleti viszonyok, elontés indukalta hipoxia, tul erés napsugarzas és
ozmotikus stressz. Ezek kézill a szarazsidg és a sb stressz okozta ozmotikus
hatas a legfontosabb kornyezeti tényez6, amely limitdlia a névények
ndvekedését, illetve a termés mennyiségét.

Az aerob él6 szervezetek kialakulasat és tartés fennmaradasat a reaktiv,
oxigén tartalmu vegyiiletek, gyokok, gerjesztett molekulak elleni detoxifikald
rendszer kialakulasa tette lehetGvé. Ennek a védekezé rendszernek vannak
enzimatikus és nem enzimatikus elemei .

CELKITUZESEK

Vizsgélatainkkal a ndvények antioxidativ védéreakcidit kovettik nyomon
kilonb6z6 stresszkérulmények kozott. Arra kerestik a valaszt, hogy az



ozmotikus és s stressz, illetve az UV-B stressz hatdsara milyen antioxidativ
vélaszreakcidkat adnak a kivalasztott novények, és a stressz kivalto oka
hogyan befolyasolja ezeket a véddreakcidkat.

Kisérleteink soran egy halofita novény, az Aster tripolium alacsony s6
stressz (a fiziologids sékoncentracional alacsonyabb NaCl koncentracio),
tovabba négy gliikofita névény, a kétszik( napraforgo (Helianthus annuus L.)
és az egyszikii buza (Triticum aestivum L.), kukorica (Zea mays L.) és az
étkezési gabonacirok (Sorghum bicolor L.} s6, szarazsdg és UV-B stressz
hatasdra bekovetkezd stresszvalaszait kovettiik nyomon. A szarazsag stresszt
polietilén-glikol (PEG 6000), mint ozmotikum adagoldsaval szimulaltuk. Arra a
kérdésre igyekeztink valaszt kapni, hogy a leggyakoribb kdrnyezeti
stresszkorilmények milyen hatast valtanak ki kildnbdz6 névényekben a
kezelés ideje alatt. ElsGsorban a fiatal névények egyedfejlédésének
hajtasnévekedési periédusat vizsgaltuk.

Célunk megvaldsitasahoz eldszér olyan analitkai mddszert kellett
kifejleszteni, illetve az adott korilményekhez adaptalni, amellyel nyomon
kovethetSk a kilonféle kdrnyezeti stresszhatdsok (ozmotikus, s6 és UV-B
stressz) okozta valtozasok a kisérleti haszonnévények véddrendszerében.

Irodalmi adatok alapjan a kévetkez6 vegyliletcsoportokat és enzimeket
vizsgaltuk, és dolgozatomat is ezen csoportositas alapjan tagoltam:

e  Kationok (K*, Na*, Ca®, Mg?)

. Szervetlen anionok (Ct, NO;, Br, NO;, HPOX, SO!)
e  Poliaminok (putreszcin, spermidin és spermin) és prolin.
e Glutation redukalt és oxidalt formdja (GSH és GSSG).

e  Glutation reduktaz (GSSG reduktaz, GR, EC 1.6.4.2) és glutation
S-transzferaz (GST, EC 2.5.1.18)

OSSZEFOGLALAS

Kisérleteink sordn glikofita és halofita névényeket tanulmanyoztunk.
Vizsgdltuk kation és anion Osszetételliket, poliamin és prolin szintjiket és a
GSH/GSSG aranyukat, valamint ehhez kapcsoldddan a glutation reduktaz és a
glutation S-transzferdz aktivitds napi ritmusanak véltozasat ozmotikus és sé



stresszkoriilmények kdzott. Az anionok, a poliaminok, a prolin és a glutation
méréséhez nagy hatékonysagl folyadék kromatografian (HPLC) alapuld
mobdszereket dolgoztunk ki.

Médszerfejlesztés a stresszfolyamatok valaszreakcidinak a kdvetésére

A szervetlen anionokat ion kromatografids mddszerrel, anion cserélé
oszlopon valasztottuk el. Az anionokat vezetSképesség méré detektorral
mértik. Az elvalasztasra haszndlt analitikai oszlop érzékenysége miatt olyan
mintaelékészitési eljarast kellett kidolgoznunk, amely a komplex ndveényi
extraktumok estében is lehetévé teszi a mérendd szervetlen anionok
meghatarozasat. Erre a célra az un. "clean up” technikat hasznaltuk, és szilard
fazisu extrakcioval, C,; oszlopon tisztitottuk meg a mintainkat. Az igy kapott
oldatok alkalmasak voltak arra, hogy a noévényi mintak anion tartalmat
megmerjik.

A membranok és a nukieinsavak integritdisdnak megdrzésében fontos
szerepet jatszd poliaminokat savas kioldassal nyertik ki a ndvényi mintakbal,
benzoilezett szarmazékot készitettink bel6lik, majd az elkésziilt
szarmazékokat forditott fazisu kromatografids oszlopon elvalasztottuk, és UV
detektort hasznaltunk a komponensek mérésére. Ennek a szarmazék képzési
technikanak az elGnye, hogy viszonylag egyszerlien megvalésithatd, és stabil,
hosszabb ideig tarolhatd vegylletet eredményez. A benzoilezett poliaminok UV
detektorral, 254 nm-en kell6 érzékenységge! vizsgalhatéak, a mddszer
alkalmas névényi mintak vizsgélatdra. Amennyiben a minta prolin, ami az egyik
legnagyobb koncentraciéban eléforduld szerves ozmotikum, és mennyiségére
is sziikségiink volt, egy masik szarmazék képzési reakciét kellett alkalmaznunk.
Erre a célra FMOC-Cl-ot hasznaltuk, és az elvalasztast egy nem pordzus,
forditott fazisG kromatografids oszlopon valésitottuk meg. A nem porézus
oszlop elGnye, hogy nagyon gyors elvalasztast tesz lehetévé, igy egy mérésen
bellil el tudtuk valasztani a poliaminokat és a prolint is (Szegletes et al., 1996,
2000).

A glutation redukalt és oxidalt formajanak a meghatdrozasara ket
moédszert is Kiprobaltunk. A mintakat savval extrahaltuk, majd az
extraktumokbdl kétféle szarmazékot készitettink. Az &sszes glutation szint



mérésénél az oxidalt tiolokat redukaltuk, és mBBr-nal készitettiink beldlik
szarmazékot. A kész szarmazékot forditott fazisu oszlopon kromatografaltuk,
és fluoreszcencidsan detektdltuk. Ez a modszer rendkivil érzékeny, pmol
anyagmennyiség detektalasat tette lehetdvé. Mivel az oxidativ stressz mértéke
az oxidalt glutation-diszulfid mennyiségével aranyos inkabb, és nem az &sszes
glutationéval, viszont a GSH/GSSG arany meghatdrozasa megduplazza a
mintaszamot, mindez nagyon megneheziti a glutation napi ritmusanak a
vizsgalatat. Ezért egy masik, szintén folyadék kromatografids elvélasztdson
alapuld moédszert is kiprébaltunk. Ennek a mddszernek a segitségével
kozvetlenil meg tudtuk hatarozni a redukalt/oxidalt glutation aranyt. A
redukalt/oxidalt glutation arany meghatarozasanal a szabad tiol csoportokat
karboximetileztiik. Szarmazék képzésre DNFB-t hasznditunk, amely a primer
amino csoportokkal reagalva UV detektorral jol mérhet6 vegyiletet ad. A DNP
szarmazékot Amino-5S oszlopon valasztottuk el.

Az alkalmazott modszereinkrdl elmondhaté, hogy alkalmasak a
névények stresszvalaszainak kdvetésére és felhaszndlhatéak a névényélettani,
novényi biokémiai kutatdsban, valamint a kdrnyezetvédelmi és kornyezeti
stresszhatas vizsgalatokban is eredményesen alkalmazhatéak.

Stresszfolyamatok vizsgalata névényekben

Az Aster lripolium levélben sé stresszre a Na® ion akkumulacio
emelkedett, ellenben a felvett K*, Ca®* és Mg® ionok szintie mar a 10. napra
csokkent és a 45. napra igen alacsony szintre esett vissza, kilondsen a K°,
Ca* és Mg® esetében (Erdei et al, 1995). Az anionok kézil a CI
koncentracioja hasontéan alakul mint a Na*® ioné. Alacsony CI' koncentracioknal
NO; akkumulalédott a ndvényekben, de ezt a folyamatot mar 10 mM NaCl is

visszaszoritotta.

Napraforgéban a Na® ion akkumulacié nétt NaCl bekezelést kdvetden,
aranyosan a sékoncentracioval, de a Na® ionok nem vettek részt az ozmotikus
szabdlyozadsban a PEG-gel kivaltott szarazsdg stresszben. A Na’
felhalmozbdas elsésorban a gyokérben jelentkezett és csak részlegesen
transzlokalodott a hajtasban a natrium ion. A Viki nagyobb hatékonysaggal
tudta kizarni a natrium iont a hajtasbél mint a Blumix.



Meghataroztuk a kiildnbdzd stressz hatdsokra megvaltozé klorid, nitrat,
foszfat és szulfat koncentraciét a vizsgalt névényekben. A kisérleteink azt
mutattak, hogy a bromid- és nitrit tartalom a kimutatasi hatart nem érte el egyik
novényi szervben sem. S6 stressz hatasara a szervetlen anionok koncentracié
valtozasanak nyomon kévetésével kilonbséget tudtunk tenni egy glikofita és
egy halofita ndvény kézétt. A kildnboz6é névényi szervek ion tartalma alapjan
kovetkeztetni tudtunk a névények ionfelvételi mechanizmusara is. A NaCl
kezelések soran a Na* és CI' ion koncentracid egyitt valtozott. A magas Cl
koncentrécid visszaszoritotta a NO; felhalmozédasat.

A szdrazsag és sO stressz hatasat a ndvények vizpotencialjuk
csokkentésével prébaljak ellensulyozni. A s6 stressz esetén ionos anyagokat
akkumulalnak, mig szarazsag stressz hatasara inkabb szerves vegylileteket,
tobbek kozott prolint, és a membranok integritdsanak a megdrzésére
poliaminokat szintetizdlnak és akkumulalnak. Ennek a folyamatnak fontos
szerepe van a tolerancia kialakulasaban. A ndvényi mintak poliamin szintjeinek
vizsgdlata soran jellemzd kulonbséget talaltunk a szarazsagtiré Sorghum
bicolor és a vizhianyt nehezebben elviselé kukorica kdzétt. Buza esetében a
putreszcin és a prolin szint egyitt valtozott a kiilonbozé fajtakban, de a
termesztett buzafajtak szdrazsagtlirése és a viragzas utan a zaszidlevelekbdl
mérhetd poliamin, valamint a prolin szintek kdzott nincs egyértelmi kapcsolat.

Az ozmotikus, s6 és UV-B stressz hatasara bekovetkezd glutation szint
véltozast meghataroztuk. A kildnbdzd ndvényekben a glutation és a glutation-
diszufid aranya, illetve a glutation-diszulfid koncentraciéja aranyos volt az
oxidativ stressz mértékével, igy annak nyomon kévetésére j6f hasznalhato.
Megadllapitottuk, hogy a glutation koncentraciéja napi ritmus szerint valtozik a
ndvényekben, és ezt a ritmust a kdrnyezeti stresszhatasok (pl. s6 stressz)
deszinkronizaljak. A glutation rendszer napi ritmusanak a vizsgalatat
kiegészitettiik a glutation reduktaz és a glutation S-transzferdz napi ritmusanak
a vizsgalataval. Ezeket a vizsgalatokat buzan végeztik el. A buza novekedése
soran a glutation reduktaz aktivitasa a napi ritmusat megtartva ndvekedett.

Buzaban a glutation reduktaznak (GR) a napi ritmusa mind a levélben
mind a gy6kérben j6l kimérhet6, a glutation S-transzferdz (GST) szintje oszcillal
a sejtben, de ennek a ritmusnak a periddusideje rovidebb a napi ritmusnal. Az



életkor eldrehaladasaval a GR nétt blza gybkérben és levélben egyarant,
ugyanakkor a GST csak gydkérben (Szegletes ef al.(2), 2000).

Kisérleteink soran kidolgoztunk olyan nagy hatékonysagu folyadék
kromatografian (HPLC) alapulé médszereket, amelyek alkalmasak arra, hogy
névényi mintdkbdl meghatarozzuk a szervetlen anionokat, a poliaminokat, a
prolint és a glutation redukalt és oxidalt formajat. A modszereinket alkalmazni
tudtuk a biokémiai és fiziolégiai kutatdsokban. Az irodalmi adatok alapjén
kivalasztott vegylletek koncentracié valtozdsanak a nyomon kovetésével
jellemezni tudtuk a kisérleti névények allapotat és stresszreakciikat a
kalonbdzé kornyezeti stresszhatasok mellett. A vizsgalt biolégiai 616 rendszerek
tilsdgosan sok véltozésak ahhoz, hogy egy-egy kiragadott paraméter
egyértelmli valaszt adjon arra kérdésre, hogy hogyan reagalnak a névények a
kornyezet valtozasara, ezért a vizsgalt paraméterek Osszességét kellett
elemezni. Ez aldl talan csak a glutation-diszulfid a kivétel, mivel
koncentracidjanak idéleges megndvekedése egyérteimlen jelzi az oxidativ
stresszhatast (Erdei et al., 1995), de az dltalunk hasznalt UV-B stresszhatashoz
a kisérleti névények gyorsan adaptalédtak (Erdei et al., 1995; Barabas et al..
1998}, igy az oxidativ stressz megfelel§ jelzéséhez gyakori mintavételekre volt
szikség.

Osszefoglalva, feltételezzilk, hogy a ndvények stressz folyamataira
adaptalt Selye-féle koncepcidnak megfeleléen névényekben a stresszhatisra
adott vélaszok soran a biokémiai és a fiziolégiai folyamatok oszcillacidjanak
paraméterei modosulnak, deszinkronizalédnak. Feltételezéslink szerint a
novények stresszvalaszait el6idézheti az oszcillalé biokémiai reakciok
modulacidja, illetve a deszinkronizécidja. Ennek a folyamatnak csdkkent
rezisztencia lehet az eredménye. A stresszor kolcsonhathat a bioldgia 6ra
beallitisaban résztvevé szigndl transzdukcids kaszkadreakciéval az input
oldalon, vagy az output oldalon, a transzlacid, vagy végtermék fehérje
kézvetlen befolyasoldsaval.
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