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Csaladomnak
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1. BEVEZETES

Napjainkban a novényélettani kutatdsoknak jelentOs részét a stresszkutatasok teszik

ki. Ez magyarazhat6 egyrészt a bioszféraban bekovetkezd valtozasokkal:

- globalis klimavaltozas,

- 0zonlyuk kialakuldséval az UV-B sugarzas novekedése,

- a szikes, sos talajok kialakulasa,

- arid (sivatagos) teriiletek kiterjedése;
masrészt azzal, hogy a novények valaszmechanizmusai, illetve az, hogy hogyan
alkalmazkodnak a kiilonb6z6 stresszkoriillményekhez, még nem teljesen ismert. A
vizsgélatok intenziv és széleskorii elterjedéséhez gazdasagi tényezdk is hozzajarulnak,
hiszen a kedvezdtlen koriilmények 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
tehetlink mast, mint hogy megprobalunk alkalmazkodni a megvaltozott koriilményekhez.
Mindez a ndvényvilagra is érvényes, igy a ndvénynemesitOknek ezt szem eldtt kell
tartaniuk. Mindezeket figyelembevéve a kisérletek tavolabbi célja az lehet, hogy a
védekezOmechanizmusok vizsgéalata soran kapott eredményeket felhasznalva, bizonyos
fajok  kedvezé  tulajdonsagait kiemelve, a ndvénynemesitok 1j, nagyobb
ellenalloképességgel rendelkezd fajtdkat Allitsanak eld, és ezért vizsgélatainkat
mezOgazdasagi novényekkel (buza, kukorica és napraforgo) végeztik.

Minden stresszhatasnak van oxidativ komponense, igy a novények az ket érd
kiils6 hatasokon keresztiil egyfajta oxidativ stressznek is ki vannak téve. Ez szabad gyokok
kivédésére egy Osszetett, enzimatikus és nem enzimatikus elemekbdl all6 antioxidans
rendszer épiilt ki. A kiilsd kornyezet valtozdsainak hatdsa jol mérhetd ezen rendszer
enzimatikus elemeinek aktivitasan keresztiil.

Irodalmi adatok alapjan ismert volt, hogy a so stressznek is van oxidativ
komponense, és sokezelt novényekben az antioxiddns enzimek aktivitdsa megvaltozott.
Munkankban két oldalroél kozelitettiilk meg a so stressz hatasanak vizsgalatat. Vizsgaltuk a
glutation reduktdz enzim aktivitasdnak napi valtozasat (napi ritmusat), valamint azt, hogy a

kiilonb6z6 mértékii so stressz milyen hatassal van erre a ritmusra. Ezenkiviil a sokezelés



hatasat tanulmanyoztuk kiilonbdzd nitrogénforrason nevelt ndvényekben, kutatva, vajon
nitrogénanyagcsere oldaldrél milyen stressz érheti a ndvényt, valamint a két, eltérd
kornyezeti faktor (s6 és eltérd nitrogénforrasok) egyiittes alkalmazasa miként nyilvanul
meg az antioxidans enzimek aktivitasaban.

Figyelmiink kozéppontjaba keriilt egy masik enzim, mely nem antioxidans, de
stresszenzimkeént kezelik, és aktivitasa novekedést mutat so stressz hatasara. Ez az aldehid
oxidaz enzim. Az enzim sejten beliili lokalizaciojardl probaltunk vizsgalatainkkal Gjabb

informaciokkal szolgalni.



2. IRODALMI ATTEKINTES

,»tress — spice of life or kiss of death?” (Levi, 1997) Stressz — az ¢€let soja vagy a
halal csokja? Ez a kérdés az 1997-ben Budapesten megrendezett ,,Stress of Life”
konferencia egyik eldadasdnak cime volt. A kérdés érdekes és elgondolkodtatd. Maga a
,stressz” kifejezés mind gyakrabban jelzdje rohand ¢€letritmusunknak, a minket koriilvevo
valtozasoknak. Egyes kutatok elkiilonitik a kedvezd (eu-) és kedvezdtlen (disstress)
hatasokat (Lichtenthaler, 1996), mégis az esetek tobbségében e kifejezés szdmunkra
negativ jelentéssel bir. A kiils6 hatdsok, a kornyezetben bekovetkezd valtozasok nemcsak
rank, hanem kornyezetiink tobbi ¢l6 elemére, igy a ndvényekre is hatdssal vannak.
Novények gyakran ¢élnek szdmukra kedvezdtlen koriilmények kozott. Az Osszetett
adaptaciés mechanizmusok, a sz€lsdséges tényezokhoz vald alkalmazkodas feltarasa, mind
alaposabb megismerése nemcsak természeti értékeink megdvasa szempontjabol fontos. A
vizsgalatok intenziv és széleskorli elterjedéséhez gazdasagi tényezdk is hozzajarulnak,
hiszen a kedvezdtlen koriilmények a haszonndvényeknél tetemes mindségi és mennyiségi
veszteséget okoznak évente, és ez az élelmiszerellatisban gondokhoz vezethet (Boyer,

1982).

2.1. Stresszelméletek

A stressz, mint fogalom definidlasa Selye Janos nevéhez kotddik, aki szerint a
stressz, ,,egy fajlagos tlinetcsoportban megnyilvanul6 allapot, mely magéaban foglal minden
nem fajlagosan eldidézett elvaltozast egy bioldgiai rendszeren beliil” (Selye, 1956).
Stresszornak tekinthetd barmely faktor, vagy agens, amely a stresszt okozza. A stressz
hatasat, lehetséges lefolyasat foglalja Ossze az altalanos adaptéacids szindroma (General
Adaptation Syndrome GAS), melynek fazisai: - Cannon-féle vészreakcio,

- ellenéllés, vagy rezisztencia,

- kimeriilés.
Késoébbiekben tobben moddositottdk, specializaltdk a fogalmakat. Lichtenthaler (1996)
szerint minden olyan koriilményt, vagy anyagot, ami kedvezdtlen hatassal van a névények
anyagcseréjére, novekedésére, vagy fejlédésére, stressznek tekintiink. NoOvényi

stresszhatast kiilonbozo természetes, s antropogén stresszfaktorok valthatnak ki.



Természetes stresszfaktorok: - az erés fénysugarzas,

- hémérséklet (alacsony vagy magas),

- vizhidny,

- asvanyi anyagok hianya,

- anoxia,

- rovarok, gombak, virdlis és bakteridlis patogének.
Antropogén stresszfaktorok: - herbicidek, fungicidek, inszekticidek,

- légszennyez6 anyagok (pl.: Oz, SO2, NOx, PAN),

- nagy reaktivitasu oxigén szdrmazékok keletkezése,

- fotooxidansok,

- savas esOk, savas pH a talajban és vizben,

- talzott N-miitragydzas,

- nehézfém szennyezés,

- tul sok ammonia kibocsatas,

- UV-A és UV-B sugarzas novekedése,

- CO; szint emelkedése és globalis klimavaltozas.
Hatéasuk alapjan elkiilonitiink gyenge és erOs stresszhatdst. A gyenge stressz hatdsat az
akklimatizaci6, az adaptacidé ¢€s a javitd, un. ,repair” mechanizmusok részben
kompenzaljdk. Az er0s stressz jelentds kdrokat okoz, ami végiil a sejt és a ndvény
halalahoz is vezethet.

Mindezen hatasok a szervezet anyagcseréjében bizonyos reakcidutakat
felgyorsitanak vagy gatolnak, ami olyan koztes- és végtermékek felhalmozodasat, esetleg
megjelenését eredményezi, amelyek az ismert biokémiai utakat valamelyik iranyba
eltoljak. Ezek koziil a biokémiai folyamatok kozil az oxidacids-redukcios
allapotvaltozasok a leggyorsabban lezajlo molekularis szintli valtozasok kozé tartoznak a
szervezetben, amit Osszefoglaldoan az oxidativ stressz hatasdnak neveziink. Az egyes
stresszfolyamatok kozos jellemzdje, hogy mindegyiknek van oxidativ stressz komponense

(Smirnoff, 1993; Foyer és Mullineaux, 1994).
2.2. Oxidativ stressz
Az oxidativ stressz — amit reaktiv oxigén tartalmu gyokok és vegyliletek koros

hatésai eredményeznek — fontos jelenség szdmos bioldgiai rendszerben (Bowler és mtsai,

1992). Erdekes ellentmondas, hogy mig az aerob szervezeteknek az ¢élethez



elengedhetetlen sziikségiik van oxigénre, addig a legnagyobb veszé€lyt is ez a molekula,
illetve szarmazékai, melyek az aerob élet kovetkezményei, hordozzdk magukban.

A szabad gyokok, illetve gerjesztett molekuldk az €16, aerob szervezetekben
keletkezhetnek fiziologias és patologids koriilmények k6zott endogén iton, valamint kiilsd
agensek hatasara exogén modon (Foyer és mtsai, 1994a; Shalata és Tal, 1998; Breusegem
¢s mtsai, 2001). A szabad gyokokre jellemzd, hogy kiilsé elektronhéjukon egy parositatlan
elektron talalhat6. EbboOl kovetkezOen igen reaktivak ¢és rovid éElettartamuak. Az €16
szervezetekre gyakorolt hatdsukat tekintve a molekularis oxigénbdl, altaldban az atmeneti-
fémionok katalizalta folyamatokban keletkezé gyokok a legjelentésebbek (Canedas, 1989)
(1. tablazat). A szabad gyokok és gerjesztett molekuldk bioldgiai forrdsai lehetnek:
sejtlégzés, fotoszintézis kiilonbozd vegyliletek autooxidacidja, enzimatikus folyamatok,
illetve szubcellularis organellumok ¢és bizonyos sejtek miikodése. A szabad gyokok
reakcioi altalaban lancreakciok. A patoldgias szabadgyok-reakciok minden biomolekulat
képesek karositani: nukleinsavakat, lipideket, fehérjéket, szénhidratokat (Foyer ¢&s

munkatarsai, 1994b).

1. tablazat: Reaktiv oxigén tartalmu gyokok és vegyiiletek (Sies, 1985).

Vegyiilet, gyok t Megjegyzés
(mp)
407y szuperoxid gyok anion 10 |J6 redukalo és gyenge oxidaloszer. Sok
autooxidacids reakcioban képzodik.
HO:: perhidroxil gyok -O2" protonalt forméja, lipidoldékonyabb.
H20> hidrogén peroxid -O2-bol (HO2+) dizmutécioval, vagy

kozvetleniil O2-bdl képzddik. Enyhén oxidal,
de nagy a diffizios tdvolsaga.

HO- hidroxil gydk 10° | Fenton és Haber-Weiss reakcioban képzddik,
igen reaktiv, kicsi a diffizios tavolsaga.

RO- alkoxi gyok 10% | HO--hoz hasonléan reaktiv, de annal nagyobb
a diffazios tavolsaga.

ROO:- peroxi gyok 102 | Gyengén oxidal, nagy a diffizios tavolsaga.

ROOH szerves hidroperoxid

17402 (O) szinglet molekularis oxigén | 10° |Erésen oxidalé tulajdonsagu gerjesztett O,.

5RO (RO")  gerjesztett karbonil




2.3. Stresszvalaszok és nyomonkovetésiik

A kornyezeti stresszhatasok széles kore potencialis veszélyt jelent az éldlények
szamara, éppen a szabad gyokok és aktiv oxigénszarmazékok megnovekedett produkcioja
miatt (Foyer és Mullineaux, 1994). Mindez erdteljesebb hatasként fejezddhet ki a ndvényi
szervezetekben, maés eukaridta szervezetekkel dsszehasonlitva, mivel egyrészt 6k helyhez
kotott életmodot folytatnak a koriilottiik valtozd kornyezetben, masrészt a novényi sejtek
oxigént szabaditanak fel a fotoszintézis soran. Az aerob, €16 szervezetek kialakulasat €s
tartds fennmaradésat a reaktiv, oxigén tartalmu vegyiiletek, gyokok, gerjesztett molekuldk
elleni detoxifikdlo rendszer kialakulasa tette lehetové (Foyer és mtsai, 1994b; Noctor és
Foyer, 1998; Meneguzzo ¢s mitsai, 1999). Ennek a védekezdrendszernek vannak
enzimatikus és nem enzimatikus elemei is (2. tablazat).

A betoltott funkcid alapjan  beszélhetiink  elsédleges ¢és  masodlagos
védekezorendszerekrdl. Az elsddleges védekezdrendszer az, amely a konkrét behatassal
szemben véd. Ide tartoznak a szabad gyokok és gerjesztett molekuldk ellen kialakult
védekezés elemei. Az oxigénbdl keletkezd intermedierek toxikus hatdsaival szemben az
antioxidansok védenek. Az antioxiddnsok kis molekuldji vegyltiletek, melyek lehetnek
zsiroldékonyak (pl. a-tokoferol) és vizoldékonyak (pl. aszkorbinsav). Ezen vegyiiletek
reakcioit a megfeleld antioxidans enzimek katalizaljak (pl. glutation reduktaz). A
masodlagos védekezdrendszer feladata a mar sériilt részek kijavitasa, illetve eltavolitasa
(pl. peroxiszoma). A sejtszintll stresszvalasz lényegében ezen elemek aktivitdsanak
megvaltozasaban mutatkozik meg. Ezt sziikséges megjegyezni ahhoz, hogy megértsiik:
stressz hatadsdra nem egy Uj védekezdérendszer fog kiépiilni, hanem egy, mar meglevd
rendszer aktivitasa valtozik meg. A védekezdrendszer felépitésének, és a detoxifikacios
folyamatoknak az attekintését segiti az 1. és 2. abra. Az elsé abra a gerjesztett molekulak
,befogasat” mutatja, mig a 2. abradn az aszkorbat-glutation ciklus folyamatai lathatok
részletesen. A kialakul6d stressztolerancia a kiilonb6zd szervezddési (biokémiai, élettani,

szerkezeti) szinteken megvaldsuld adaptacios értékek osszegeként foghato fel.
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2. tablazat: Antioxidans védekezOrendszerek az €16 szervezetekben (Sies, 1985; Fehér és

Vereckei, 1985).
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Védorendszer

Megjegyzés

1. Nem enzimatikus

a-tokoferol (E-vitamin)

lipidoldhat6, membran kotott gyokfogd

B-karotin, A-vitamin

lipidoldhato, *A¢O, megkotd

Bilirubin

lipidoldhaté

Aszkorbinsav (C-vitamin)

vizoldhato, gyokfogd, a-tokoferol regeneralasa

Hugysav

vizoldhato, 'A4O, megkotd, aszkorbinsav regeneralasa

Glutation (GSH)

y-glutamil-ciszteinil-glicin, peptidazok nem bontjak, az ¢16
szervezetek egyik legfontosabb antioxidansa

Glikoz

HO- gyokfogb

Flavonoidok, fenol-karbonsavak

ndvényi antioxidansok

Plazmaproteinek

pl. coruloplazmin, transzferrin

Szintetikus antioxidansok

pl. BHA (butil-hidroxianizol), BHT (butil-hidroxitoluol)

2. Enzimatikus:

Szuperoxid-dizmutaz,
SOD (EC 1.15.1.1)

Cu/Zn SOD, Mn SOD, Fe SOD

GSH peroxidazok

citoszolban, mitokondriumban

Aszkorbat peroxidazok

névényekben az egyik legfontosabb peroxid-bontd enzimek

Kataldz (EC 1.11.1.6)

hem (Fe) tartalmu, hidrogén-peroxid bont6 enzim, tetramer

3. Kisegit6 enzimrendszerek:

NADPH-kinon oxidoreduktaz

2 elektronos redukcio, dikumarol érzékeny

Epoxid hidroxilaz mikroszéma frakcio, toxikus anyagok lebontasi folyamatai
Kapcsolodo enzimrendszerek UDP-gliikoniltranszferaz

szulfotranszferaz

GSH-S-transzferaz
GSSG reduktaz, GR (EC 1.6.4.2) NADPH fiigg enzim

NADPH forrasok

gliikoz-6-foszfat dehidrogenaz
6-foszfoglukonat dehidrogenaz
izocitrat dehidrogenaz

transzhidrogenézok

Transzportrendszerek

GSSG export
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szinglet \
oxigén

Elektron- N\
klorofill 1 -tokoferol, karotinoidok -
transzport 2ol 5 02 & > 02 otompa | Aszkorbit
ésmas | 0. 2 O > 10 peroxiddz gIL!tatlon
folyamatok elektron 2 . szuperoxid dizmutdz 222 ciklus
szallitok szuperoxid ,

— _/
~—
OH-
aszkorbat
a-tokoferol

1. abra: Az aktiv oxigén gyokok keletkezése a kloroplasztiszban, és az ehhez kapcsolodd
detoxifikacids folyamatok (Foyer és munkatarsai, 1994a)

CITOSZOL

KLOROPLASZTISZ

v Oxidalt
. glutation
Aszkorbat NAD(P)
H20, w / ﬂ\ /
; . ~ NAD(P)H
Aszkorbat Monodehidro- Dehidro- !
peroxidaz aszkorbat aszkorbat Glutatlgn
reduktaz reduktaz redukta
H.0 ; NAD(P)
Monodehldro-J \ Redulil ‘/
aszkorbat edukalt
NAD(P)H glutation

Dehidroaszkorbat

2. abra: Aszkorbat-glutation ciklus a kloroplasztiszban (Foyer és munkatarsai, 1994a)

Tobb 0Osszefoglald tanulmany vesz alapul e rendszer ismertetésénél allati
szervezeteken végzett kisérletekbdl szarmazo adatokat. A ndvények védekezdrendszerének
felépitése fobb szerkezetében azzal megegyezd, de az egyes elemek megléte vagy hidnya
még nem teljesen bizonyitott. Eppen emiatt az ezzel Gsszefiiggd vizsgalatoknak két £6
iranya van: 1.) az egyes komponensek felkutatasa, 2.) magéanak a folyamatnak a vizsgéalata

pl. a stresszhatas és a valasz mértékének Osszefliggése, a stresszvalasz id6beli lefutasa, stb.
Antioxidans enzimek
Az enzimatikus elemek nélkiilozhetetlenek az oxigénnel teli légkorben vald €lethez.

Ide tartoznak az aszkorbinsav-glutation ciklus enzimei, valamint a peroxidazok és a

kataldz. A toxikus elemek koncentracidjanak novekedésére valaszul az antioxidans



védekezdrendszer kapacitisa megnd (Gressel és Galun, 1994), de a legtobb esetben a
valasz moderalt. Az antioxidativ enzimek aktivitdsdban kimutathatdé novekedés, melyeket
tobb élettani tanulmany bemutatott, azt a feltételezést erdsiti meg, hogy az antioxidativ
enzimszint szabalyzasa tovabbi stressz elleni védekezési képességgel ruhazza fel a
novényeket (Foyer és mtsai, 1994b). A védekezd rendszer elemei egyrészt pairhuzamosan
miikodnek (t6bb antioxidans tolt be hasonlod szerepet), masrészt kooperalhatnak (pl. SOD a

katalazzal egyiitt alakitja at a -O2™- t vizzé) (Beckman és Ames, 1997).

Szuperoxid dizmutaz

A magasabbrendii névényekben a ‘Oz elsésorban a kloroplasztiszban keletkezik.
Magas NADPH/NADP ardny esetén e’ keriil a gerjesztett klorofillrél vagy az 1. fotokémiai
rendszer elemeir6l az Op-re. Ezenkivill tobb enzim is van (pl. aldehid oxidaz, xantin
oxidaz, és mas flavin dehidrogenazok), amely melléktermékként képes -O2™ -t termelni
(Fridovich, 1986).

A szuperoxid dizmutdzok olyan fémtartalmu enzimek, amelyek a szuperoxid gyok

2:02 +2H" - H02 + O
Minden aerob szervezetben megtalalhatok, €s leginkabb a toxikus, redukalt oxigéngyokok
elleni védekezésben betoltott szerepiiket vizsgaltdk. Novényekben héarom tipusat
kiilonitették el:
-Cu/Zn SOD, mely elsdsorban a citoszélban, de a
kloroplasztisz sztromajaban, és a peroxiszomaban is megtalalhato,
-Mn SOD, melyet a mitokondriumban és peroxiszomaban
azonositottak,
- Fe SOD, kloroplasztiszban azonositottak, de nem minden
esetben (Bowler és mtsai, 1992, 1994; Bueno ¢és mtsai, 1995).
Szerkezetét tekintve lehet dimer, vagy tetramer (Stallings és mtsai, 1984). Stressz hatdsara
az enzim aktivitdsaban gyakran valtozas figyelheté meg. Valtozo kornyezeti tényezdk, -
szarazsag, hideg (chilling), anoxia, UV-B sugarzas - vagy akar patogén tdmadas a SOD
aktivitasanak megvaltozasat okoztak (Monk és mtsai, 1989; Barabas és mtsai, 1998;Yu és
Rengel, 1999). A transzgénikus novényekkel végzett kisérletek eredményei
ellentmondodak. A dohanyban tultermelt borsé kloroplasztisz Cu/Zn SOD névelte a névény

paraquat indukalta oxidativ stresszel szembeni ellenallosagat (Sen Gupta és mtsai, 1993a).
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Ezzel szemben a transzgénikus borsé novények — melyekben 2-4-szeres volt a
kloroplasztisz Cu/Zn SOD taltermelés — nem voltak toleransabbak a fénygatlast okozo
koriilményekkel szemben (Teppermann és Dunsmuir, 1990). Ezt a SOD tevékenységével

parhuzamosan megndvekedett hidrogén peroxid koncentracioval magyarazzak.

Glutation reduktaz

A glutation reduktdz egy NADPH fliggd enzim, ami az oxidalt glutation redukciojat

katalizélja (Smith és mtsai, 1988; Inz¢ és Van Montagu, 1995):
NADPH + H" + GSSG — NADP* + 2 GSH

Az aszkorbinsav-glutation ciklusban bet6ltott szerepét jol szemlélteti a 2. abra. Tobbféle
novényi szervezetbdl tisztitottak és azonositottdk. A molekula heterotetramer, 60 és 32
kDa nagysagu alegységekbdl épiil fel, €s molekulatomege 135 és 190 kDa kozott valtozik
(Smith és mtsai, 1989). Foleg a kloroplaszt sztromajaban lokalizalodik, de azonositottak a
mitokondriumban és a citoszolban is (Foyer és mtsai, 1991). A ndvények egy részében
nem sikeriilt izoformakat azonositani, mig mas esetekben tobbféle GR izoenzimet is
azonositottak (Foyer és mtsai, 1991; Hausladen and Alscher, 1994). Bielawsky ¢és Joy
(1986) kiilonbséget talalt borsdban a levél és gyokér izoformdiban. Az izoenzim Osszetétel
valtozhat stresszhatdsra a novény ndvekedése soran (Guy és Carter, 1984; Edwards és
mtsai, 1994). Az egyes izoformdak aktivitasanak valtozasa eltéré lehet (Smith és mtsai,
1989). Kiilonboz6 stresszkoriilmények kozott az enzim aktivitasa altalaban novekszik, de
csak olyan mértékben, hogy a védekezd mechanizmus komponenseinek egyensulyat
fenntartsa (Foyer és mitsai, 1991). Ezek alapjan feltételezik, hogy szerepet jatszik a
stressztolerancia és —rezisztencia kialakulasaban (Smith és mtsai, 1989; Mitsuko és mtsai,
1991).

Katalaz

A H20z, ellentétben a tobbi oxigéntartalmu gydkkel, szabadon képes atdiffundélni a
membranokon, igy hatdsat (oxidativ stresszt okozva) a keletkezési helyétdl tavolabb is
képes kifejteni. Jelentés mennyiségben keletkezik a kiilonb6z6 sejtorganellumokban, igy
pl. a mikrotestekhez kotott zsirsav f-oxidacid sordn, valamint a peroxiszomalis

fotorespiracios reakciokban (Beevers, 1979; Tolbert, 1982). A kordbban mar emlitett
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szuperoxid dizmutaz enzim tevékenysége révén, a -O2” semlegesitése soran is keletkezik
hidrogén peroxid.

A katalaz enzim egy hidrogén peroxidot lebontd enzim, mely a peroxiszomaban, a
mitokondriumban és a citoszolban talalhat6. Tetramer, hem-tartalmt enzimrél van szo,
mely feladatat a H,O» koncentraciojatol fliggden két modon lathatja el:

Alacsony koncentréacié esetén (< 10° M) az enzim ,,peroxidaz” aktivitasa miikodik, mely
soran kiilonb6zo vegyiileteket hasznal fel, mint hidrogén donort:

RH; + H,O2, — R + 2 H,O
Amennyiben a H20. koncentracidja a fent emlitett kritikus koncentraciét meghaladja az
enzim ,katalaz” aktivitdsa miikodik, és ebben az esetben a hidrogén peroxid molekula tolti
be mind a donor, mind az akceptor szerepét, igy egyszerre két molekula H:0>
semlegesitodik.

2 H,02 —» 2 HO + Oz
Az enzimnek tobb izoformdjat azonositottdk, melyek eldforduldsa genotipusonként, és

fejlodési stadiumonként eltérd volt (Scandalios €s mtsai, 1997).

Peroxidazok

A katalazok mellett a peroxidazok is részt vesznek a H2O2 semlegesitésében. A
peroxidazok hem-tartalmu enzimek, melyek a hidrogén peroxid redukciojat katalizaljak
kiilonb6zd szubsztrat oxidalasa kdzben.

RHz + H202 - R +2 H20
A széles skalan mozgod élettani funkcidi kozott szerepel a korokozok és a stressz elleni
védelem is (Hammerschmidt és mtsai, 1982; Elstner, 1982; Rao ¢s mtsai, 1996). Kiils6
stressz hatdsara pl.: UV-B sugarzés (Panagopoulos ¢és mtsai, 1990), Cd (Hegedis ¢és mtsai,

2001) vagy szalicilsav (Janda €és mtsai, 1999) a guajakol peroxidaz aktivitasa no.

Glutation-S-transzferdz

A glutation-S-transzferaz nem tekintheté antioxidans enzimnek, mivel szabad
gyokokkel kozvetleniill nem reagdl. Novényekben fO feladata a xenobiotikumok
detoxifikécioja. Dimer, multifunkciondlis enzimrdl van sz6, amely az elektrofil, hidrofob
komponensek széles korét kapcsolja a glutationhoz, igy jarulva hozzd a sejt

méregtelenitéséhez. Mar tobb izoformdjat azonositottdk (Mauch és Dudler, 1993).
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Aktivitasa tobb esetben nétt herbicid és safener (bizonyos herbicidek hatdsat semlegesitd
vegyiiletek) kezelés hatdsara (Dean €s mtsai, 1990), 6regedés sordn, illetve etilén kezelés
kovetkeztében (Meyer és mtsai, 1991), valamint auxin kezelésre adott valaszként

(Takahashi ¢s Nagata, 1992).

2.4. A sO, mint stressztényezo

A csokkent vizpotencial jol ismert kdvetkezménye mind a so6-, mind a szarazsag-
stressznek. E leggyakoribb kornyezeti stresszkoriilmények kozott a novények lecsokkentik
a belsd vizpotencidljukat, hogy elkeriiljék a kiszaradast (Erdei és mtsai, 1989; Erdei és
Taleisnik, 1993). Az ozmoézisnyomdas novekedését szervetlen ionok felhaszndldséaval,
és/vagy szerves ozmotikumok szintézisével, mobilizalasaval érik el a ndvények. Sostressz
(azaz a fizioldgias soOkoncentracional magasabb ionkoncentracid, hiperozmoézis) hatasara
az ionos valasz, mig szdrazsag stressznél az utobbi folyamat, azaz szerves ozmotikumok
szintézise és felhalmozodasa lehet a jelentdsebb (Erdei és mtsai, 1990). Az, hogy egy
stresszhatds milyen mértékli valaszt valt ki, fajtol és fajtatol fiiggéen valtozhat. A
mezdgazdasagi termelésben nagy jelentdségli gabonafélék és egyéb haszonnovények a
legoptimalisabb esetben is csak kevéssé sotlirbek. A termesztés szempontjabol fontos
fajtak kivalasztasdhoz nélkiilozhetetlen a tolerancia kialakuldsanak analitikai jellemzése és

e mechanizmus teljes feltérképezése.

A 56 (NaCl) kezelés hatdasa az antioxidativ védekezorendszer enzimatikus elemeire

A NaCl egy olyan kdrnyezeti stresszfaktor, amely limitalja a ndvények novekedését
és fejlodését. A noOvényi szervezet Osszetett modon valaszol a kornyezetében
felhalmozodo, feleslegben 1évé NaCl-ra. Mindez morfologiai, €lettani €s anyagcsere
valtozasokat foglal magaba. Az irodalmi adatok alapjan a sostressznek is, mint minden
egyeb stressztipusnak van oxidativ komponense (De Kok és Oosterhuis, 1983; Hernandez
¢s mtsai, 1993), és ebbdl kovetkezik, hogy hatasa kovethetd az antioxidativ védérendszer
vizsgalataval. Kiilonféle novényekben, Osszetett vizsgalatokban elemezték a sokezelés
antioxidans enzimekre gyakorolt hatasat.

A glutation reduktdz enzim aktivitasat vizsgalva novekedést mutattak ki sokezelés hatasara
sotolerans paradicsom kalluszban (Rodriguez-Rosales és mtsai, 1999). Blizdban végzett

kisérletek azt mutattdk, hogy novekvd sékoncentracio mellett a GR aktivitasa alig valtozik,
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illetve csokken gyokérben, mig ndvekedést mutat levélben (Meneguzzo és mtsai, 1999).
De Kok ¢s mtsai (1983) azt talaltak, hogy az emelkedd sdkoncentracié nincs hatassal a GR
aktivitasara spendt levélben.

A szuperoxid dizmutaz enzim sokezelésre csokkend enzimaktivitassal valaszolt rizsben
(Dionisio-Sese és Tobita, 1998) és sokezelésre érzékeny paradicsom (Shalata és Tal, 1998)
ndvényekben, mig sotolerans paradicsomban (Shalata és Tal, 1998; Rodriguez-Rosales és
mtsai, 1999) az enzim aktivitasa nott.

Katalaz esetében Rodriguez-Rosales ¢és mtsai (1999) talaltak novekedést az enzim
aktivitdsaban, mig mas szerzOk megfigyelése szerint nincs szignifikdns valtozas a katalaz
aktivitasban (Fadzilla és mtsai, 1997; Shalata ¢és Tal, 1998).

Glutation-S-transzferaz enzimnél névekvé enzimaktivitast jelentettek 50 mM NaCl kezelés
hatasara paradicsom kalluszban (Rodriguez-Rosales és mtsai, 1999).

A kép soksziniisége mutatja, hogy a stresszvalaszok attekintésekor nem egy kiemelt elem,
hanem a védekezoérendszer egészének attekintése, a valtozasok dsszehasonlito elemzése az,

ami kozelebb vihet minket e komplex folyamat megértéséhez.

2.5. Nitrogénforras hatdsa

A nitrogén, mint 4svanyi elem nagy mennyiségben sziikséges a ndvények
fejlddéséhez. A nitrat és az ammonium ion a novények altal leggyakrabban felvett
nitrogénforrasok. Mar régen megfigyelték, hogy az ammoénium €s nitrat, mint
nitrogénforrasok kiilonbdznek a ndvények novekedésére és kémiai Osszetételére gyakorolt
hatdsukban annak ellenére, hogy a nitrat, amit a ndvény felvesz a talajbol ammonidva
redukalddik, miel6tt kiilonbozé szintézisutakba csatlakozna (Lewis and Chadwik, 1983;
Lips és mtsai, 1990; Cramer ¢s Lewis, 1993).

A kiilonbozé kornyezeti faktorok, mint amilyen a NaCl és kiilonb6zo
nitrogénforrasok, egyiittes alkalmazasanak termésre, fotoszintézisre és nitrogén
anyagcserére gyakorolt egyiittes hatasat tobb laboratoriumban vizsgaltak ( Lewis és mtsai,
1989; Hawkins és Lewis, 1993a,b). A sokezelés nincs jelentdés hatassal a nitrogén
redukcigjara és asszimilaciojara (Huffaker ¢és Rains, 1986), de a natrium ionok jelenléte
membran depolarizacidhoz vezet, amely nemcsak az ionszelektivitds, hanem az ionfelvétel
zavarat is okozhatja (Greenway és Munns, 1980; Cramer ¢és mtsai, 1985; Huffaker és

Rains, 1986; Lauchli, 1990). Lewis és mtsai (1989) feltételezték, hogy az ammodnian nevelt
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novények érzékenyebbek a sostresszre, mivel az ammoOnium asszimilacioja (mely foleg a
gyokérben zajlik) ezen koriilmények kozott lelassul, a novénynek minden energidra
sziiksége van az ozmoregulacidohoz. A témahoz kapcsoloddan stresszélettani vizsgalatok is
folytak. A novények stresszvalaszainak kialakitdsaban fontos hormon, az abszcizinsav
(Kende és Zeevaart, 1997) mennyisége Ricinus communis levelében és gyokerében is
megndtt ammonium taplalds és so stressz hatdsara, mig a nitrat hatdsa ezzel ellentétes volt
(Peuke és mtsai, 1994).

A gyokér a novénynek az a része, amely elséként érzékeli a sés kornyezetet,
szarazsigot, anoxiat vagy tapanyaghianyt. Eppen ezért az adaptaciés folyamatok
els6dleges helyét képviseli. A gyokér idedlis kisérleti rendszert kinal a NaCl, és kiilonb6zd
tapanyagforrasok hatdsanak vizsgalatara, mivel a gyokérsejtek kozvetleniil kitehetdk a
stresszhatdsnak a tapoldat Osszetételének valtoztatdsdval. Mivel az eltérd gyokérrégiok
mind felépitésben, mind pedig miikodésiikben eltérnek egymastdl (Zeleneva és mtsai,
1982), a kiilonbozo élettani folyamatok érzékenysége az egyes gyokérrégiok

valaszreakcioinak elemzésével vizsgalhato.

2.6. Napiritmus valtozasai

A biologiai jelenségekre 4ltalanosan jellemzdé, hogy valamiféle ritmus
meghatarozhato benniik (Hall, 1995; Roenneberg, 1996; Golden és mtsai, 1997). A
novények életében a legtobb élettani és biokémiai folyamatnal megfigyelhetoek ritmikus
valtozasok, melyek gyakorisaga (periddus) a masodpercektdl az évszakos ismétlddésekig
terjedhet. Ezen ritmusok a novény fejlddésének kezdetétdl, a csirazastdl megfigyelhetdek
(McClung, 2001). A legjelentésebb ezek koziil a véaltozasok koziil a cirkadidn (20 és 28 ora
koriili periodus) €s az ultradian (cirkadiannal rovidebb periddus) ritmusok (Erdei és mtsai,
1998).

Néhany példa a ndvekedésben, fejléddésben és egyéb anyagcserefolyamatokban
rejlé ritmusra. Arabidopsis esetében vizsgaltak a sejt megnyulasanak ritmusat, mely
egybeesett az indol-3-ecetsav szintjének valtozasaval (Jouve és mtsai, 1998). Az etilén
produkcidjaban is cirkadidn ritmust tudtak kimutatni szdmos fajban (Finlayson és mtsai,
1998; Ievinsh és Kreicbergs, 1992). Fukuda és mtsai (1998) kimutattdk, hogy a
sztbmamozgasban tapasztalhatd ritmicitas korrelacioban van a sztomazarosejtek

citoszkeletonjanak  cirkadian  atrendezddésével. A zardsejtek  folyamatainak
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szabélyozasaban is résztvevé Ca®" szintjének véltozasit is tobben vizsgaltik (Leckie és
mtsai, 1998; Schroeder és mtsai, 2001), és az eredmények alapjan elképzelhetd, hogy a
Ca?" szerepet jatszik az oszcillator szabalyozasahoz kapcsolodo jelatviteli folyamatokban
(McClung, 2001).

Annak ellenére, hogy a leger6sebb faktor, mely hatdssal van a kozponti
ritmusképzére (pacemaker; Roenneberg (1996) tugy definidlta, mint autoregulativ
génexpresszid) a fény, mas kornyezeti faktorok is ismertek, melyek modosithatjak a bels6
ritmust. Ilyenek lehetnek pl. az alacsony hdmérséklet (Kocsy és mtsai, 1997), fizikai
stressz (Koukkari és mtsai, 1997), nitrogénhiany, UV-B sugarzas (Peterson-Mahrt és mtsai,
1994,1995), sostressz (Herppich €s mtsai, 1995), stb. A kdrnyezetbdl szarmazéd impulzus
két oldalrol hathat a ritmusképzére. Egyrészt annak ,.bemeneti” oldalan, erre példa a
transzkripcids kontroll megvaldsulasa (Piechulla, 1993), mely megvaltozott ritmusi mRNS
felhalmozddast idéz eld, és ezzel parhuzamosan valtozast okoz a kapcsolddd élettani,
biokémiai folyamatokban. ,Kimeneti” oldalra gyakorolt hatds példdul az enzimek
aktivitdsaban (a ritmus amplituddja) hoz valtozast.

A kozponti ritmusképzotdl fiiggetlen folyamatok is okozhatnak fluktuaciot,
ritmikus valtozast az egyes folyamatokban. Korabban egy membrantranszporton alapuld
modellt ajanlottak az oszcillacidos folyamatok magyardzataul (Njus és mtsai, 1974).
Altalanositani nem lehet, de elmondhatd, hogy egyes ritmusok kialakulasaban, mint
példaul a sztdbmamozgas, parhuzamosan foly6 ionmozgésok is jelentds szabalyozo szerepet

toltenek be (Homblé¢, 1996).

2.7. Aldehid oxidaz

Tobb tanulmany részletezi a so €s kiilonboz6 nitrogénforrasok hatasat Mo-tartalmu
enzimekre (Sagi €s mtsai, 1998; Omarov és mtsai, 1998; Barabas ¢s mtsai, 2000). Tobb,
mint 30 kiilonféle Mo-tartalmi enzim ismert, melyek koziil eddig csak héarmat
azonositottak novényekben. Ezek a nitrat reduktdz, aldehid oxiddz ¢és a xantin
dehidrogenaz. Ezek az enzimek homodimerek és kiilonb6zd prosztetikus csoportokkal
rendelkezhetnek (FAD, Fe-hem vagy Fe-S) (Mendel és Schwarz, 1999).

Az aldehid oxiddz (AO EC 1.2.3.1.) egy aldehid-oxigén oxidoreduktaz. Elsd
felismerése allati szervezetekben tortént, majd izolaltdk burgonya gumo citoplazmajabol

(Rothe, 1975). M4jban talalt magas aktivitasa arra utal, hogy szerepet jatszik a szennyezd
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anyagok ¢és xenobiotikumok eltdvolitdisdban (Bauer ¢és Howard, 1991). Novényi
napvilagra. Kimutattak, hogy a noévényekben két fontos fitohormon — abszcizinsav
(Walker-Simmons és mtsai, 1989; Leydecker és mtsai, 1995; Seo és mtsai, 2000) és indol-
3-ecetsav (Koshiba és mtsai, 1996) - bioszintézisének utolso 1épését katalizalja. Mindkét
esetben a szintézis egy lehetséges, de nem kizarolagos utjat katalizalja. Mar ez a két
tulajdonsag elégséges ahhoz, hogy jelezze, az aldehid oxidazok fontos szerepet jatszanak a

Az aldehid oxidaz esetében egész géncsalddrol beszélhetiink. Elektroforézissel
levél extraktumbol Arabidopsis (Schwartz és mtsai, 1997) és perje (Sagi és mtsai, 1998)
esetében hdrom, mig dohanyban 2 izoformat (Akaba ¢és mtsai, 1997) sikeriilt elkiiloniteni.
Arpaban (Omarov és mtsai, 1999) és kukoricaban (Barabas és mtsai, 2000) 4 izoformajat
azonositottak, mindkét esetben a novény gyokerébdl. Kukoricdban még azt is kimutattak,
hogy az enzim aktivitasa a fiatal gyokérrégiokban és a sztélében a legmagasabb (Barabas
¢s mtsai, 2000). Az enzim, mintegy ,stresszenzim”-ként miikddve magasabb
enzimaktivitast mutatott sokezelés hatdsara, ami magyarazhatdo a abszcizinsav
szintézisében betoltott szerepével.

Az aldehid oxidazok széles szubsztratspecifitassal rendelkeznek, és ez
valoszinlisithetdvé teszi, hogy a fitohormon szintézisen kiviil mas anyagcsere
folyamatokban is résztvehetnek. A detoxifikaciés folyamatok és a patogénekre adott
valaszreakciok lehetnek megfeleld jeldltek, mint tovabbi funkcidk (Mendel €s Schwarz,

1999).
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3. KUTATASI CELOK

Munkénk kezdetén mar ismert volt az a tény, hogy a névényi szervezetekben kiilsé
tényezOk hatdsdra megnd a szabad gyokok és reaktiv oxigéntartalmu molekulak
koncentracioja. Ezek karos hatdsai ellen kiépiilt egy hatékony antioxidativ
védekezorendszer, mely enzimatikus elemeinek aktivitasa valtozast mutat kiilso
stressztényezOk hatasara. Igy ezek nyomonkovetésével feltarhaté a novény érzékenysége
adott stresszfaktorra, illetve annak ndvényre gyakorolt hatasa. Mivel a sokezelést (NaCl)
kovetden szintén megnd az aktiv oxigénszarmazékok koncentracioja (Hernandez és mtsai,
1993), lehetdségiink van a soOstressz hatdsanak vizsgalatara az antioxidans
védekezdrendszer enzimatikus elemein keresztiil.

e Tobb élettani folyamat az €16 szervezetekben napi ritmus szerinti valtozast mutat. A
glutation reduktaz enzim aktivitasan keresztiil vizsgaltuk, jelen van-e ez a ritmus az
enzimatikus védekezOrendszerben.

e Arra is kivancsiak voltunk, hogy kiilonb6z6 mértékii NaCl kezelés megvaltoztatja-e
a ritmus jellemzdit.

e Kiils6 kornyezeti hatasok koziil a s6 mellett a kiillonb6zd nitrogénforrasok (nitrat,
ammonium) hatdsat tanulmanyoztuk a glutation reduktaz, szuperoxid dizmutaz, guajakol
peroxidaz, katalaz és glutation-S-transzferaz enzimeken keresztiil. Arra kerestiink valaszt,
hogy miként hatnak ezek a tényezOk a védekezOrendszer aktivitdsara, illetve egymadsra.
Er6sitik, vagy gyengitik egymas hatasat. Ezek megvalaszoldsahoz vizsgaltuk az enzimek
aktivitdsanak valtozasat, illetve izoenzimeik jelenlétét kiilonbozd korilmények kozott
nevelt névényekben.

e Az aldehid oxidaz enzim, bar nem antioxidans, az utobbi években bekerilt a
stresszhatdsokkal foglalkozé tanulmanyok korébe. Ennek magyardzataul szolgal, hogy
napjainkban mind tobb, stresszvalaszhoz kothetd funkciojat tartak fel. Mivel folyamatosan
ujabb ¢€s ujabb informacidk jelennek meg az enzimmel kapcsolatban, sejten beliili
lokalizaciojat vizsgaltuk, annak reményében, hogy sikeriil az enzimet azonositanunk

kukorica gyokér mitokondriumban vagy peroxiszémaban.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Novénynevelés, mintavétel

1. kisérlet: hatvanoras vizsgalat a napiritmus meghatarozasahoz

Vizsgalatainkhoz a Triticum aestivum L. cv. GK Katat, egy csokkent vizpotencialra
érzékenyebb buzafajtat hasznaltunk, amit a szegedi Gabonatermesztési Kutato KHT
bocsatott a rendelkezésiinkre. A magokat desztillalt vizzel atnedvesitett szlir6papiron
csiraztattuk harom napig szobahdmérsékleten, majd fitotronban (Conviron Type PGV 36)
vizkulturdban neveltiik tovabb. A tdpoldat Osszetételét a 3. ¢és 4. tdblazat mutatja. A napi
megvilagitas 12 6ra (8:30-20:30), a hdmérséklet 23/18 °C (nappal/éjszaka) volt. A kisérlet
soran két alkalommal, az 5. és 10. napon cseréltiink tapoldatot. A 12. nap reggel 7 o6rakor
kezdtiik meg a sokezelést, a novényeket 0 (kontroll), 50, 100, 150 mM NaCl-ot tartalmazé
tapoldatban neveltiik. (Az ekkor vett mintékat tekintjiik nulla idésnek.) A mintavétel ezek
utan hatvan oOrdn keresztiil folyamatosan, oranként zajlott. Minden alkalommal a
kiilonb6z6 koriilmények kozott tartott novényekbol levél €s gyokér mintat is vettliink. A
lemért, becsomagolt mintdk minden esetben eldszor folyékony nitrogénbe, majd

feldolgozasig —80 °C-os hiitébe keriiltek.

2. kisérlet: 5o és kiilonbozo nitrogénforras hatasanak vizsgalata

A vizsgalatainkban szereplé novények a kovetkezok: Helianthus annuum L. cv.
Jerusalem Gold napraforgd €s Zea mays L. cv. Jubilee kukorica fajtdk forrasa Izrael; az Mv
Emma, Mv Martina és Mv Mez6fold buzafajtdkat a martonvasari MezOgazdasagi
Kutatointézet bocsatotta rendelkezéstinkre.

A magokat desztillalt vizzel atnedvesitett szlirGpapiron csiraztattuk harom napig,
majd tiveghézi koriilmények kozott, vizkulturaban neveltiik tovabb. A nappali megvilagitas
hossza 12-16 6ra kozott valtozott, a hdmérséklet pedig 23-30/10-18 °C nappal/ éjszaka,
kisérlettdl fiiggden. A tapoldat Osszetétele megegyezett az elsd kisérletben leirtakkal,
kivéve a nitrogénforrast. Ez lehetett NaNOs, (NH4)2SOs vagy NHiNOg3, kisérlettol
fiiggden, 4 mM N-koncentracidoban. A ndvények rogton az adott nitogénforrast tartalmazéd

oldatba kertiltek, majd a sokezelés a 3. napon, az elsé tapoldatcsere alkalmaval kezdddott,
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50 ill. 100 mM NaCl-al, kisérlettdl fiiggden. A mintavétel a kezelés kezdetétdl szamitott 1.,
2. vagy 3. héten tortént, mind a levélbdl, mind pedig gyokérbol. A lemért, becsomagolt
mintdk minden esetben eldszor folyékony nitrogénbe, majd feldolgozasig —80 °C-0s
hiitébe keriiltek.

A kukoricaval végzett kisérletek kiegésziiltek a kiillonbozd gyokérrégiok vizsgalataval. Ezt
a novény erdsebb gyokérzete tette lehetové. 12-14 cm-es gyokereket gylijtottiink, és jégre
helyezett liveglapon vagtuk ket a kdvetkezd darabokra: 0-10, 0-1, 1-2, 2-10, a szamok a
gyokércsucstol mért tavolsagot jelentik cm-ben. A 2-10 cm-es darabok egy részében
elkiilonitettiik a gyokér kortex és sztéle allomanyat. A lemért, becsomagolt mintdk minden

esetben eldszor folyékony nitrogénbe, majd feldolgozasig —80 °C-os hiitdbe keriiltek.

3. tablazat: A tapoldat makroelem Osszetétele.

Kontroll | 50 mM | 100 mM | 150 mM
NaCl NaCl NaCl
K* 2 2 2 2
Na* - 50 100 150
§ Mg?* 2 2 2 2
‘:5:3 Ca?* 2 2 2 2
g lcr - 50 100 150
g |so2 2 2 2 2
NOs 4 4 4 4
HPO.Z | 05 05 05 05

4. tablazat: A tapoldat mikroelem Gsszetétele.

Mikroelem Vegyiilet Koncentracio
(mM)
Fe Fe-EDTA 10
B HsBO3 10
Mn MnSO4 1
Zn ZnS0Oq4 0,5
Cu CuS0O4 0,5
Mo (NH4)6M07024 0,1
Co CoCl, 0,1
Al AICI3 0,1
Si NazSiO3 0,5
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4.2. Mintaelokeszités enzimaktivitas méréséhez

Az elokészités soran a mintakat 4 °C-on tartottuk. A névényi mintat eloszor kisebb
darabokra vagtuk, majd porceldn mozsarban 1% (m/V) PVPP ¢és 1:4 aranyban hozzaadott
50 mM foszfat puffer (pH = 7,0; 1 mM EDTA) segitségével eldorzsoltiik. Az igy kapott
homogenizatumot (4 °C, 15000 rpm, 20 perc) centrifugaltuk.

A feliiluszot Eppendorf csovekbe szétosztottuk, és mérésig —20 °C-os hiitdben
taroltuk. Az igy elOkészitett mintdkbol az altalunk vizsgalt enzimek aktivitdsa

meghatarozhatd volt, és az extraktum az izoforma vizsgalatokhoz is megfelelt.

4.3. Enzimaktivitds meghatdrozdsa

Az enzimaktivitasok meghatarozasa fotometrias uton tortént (Schimadzu UV-VIS
160A). A fagyasztobol kivett mintakat jégen tartottuk, a méréseket szobahdmérsékleten

végeztik.

Katalaz (EC 1.11.1.6) aktivitasdnak meghatarozasdhoz a reakciokeverék 46 mM kalium
fosztat puffert (pH = 7,0), 0,03% H202-ot és enzim extraktumot tartalmazott. A H20>
bomlasat kovettiik nyomon 240 nm-en (1 EU = 1 umol lebomlott H.O> 1 perc alatt)
(Upadhyaya €s mtsai, 1985).

Guajakol peroxidaz (EC 1.11.1.7) aktivitasainak meghatdrozasakor a guajakol
oxidacigjabol szarmazd abszorbancia novekedést kovettiik nyomon 470 nm-en (EU = 1
umol oxidalt guajakol 1 perc alatt). A reakcidkeverék az enzim mellett 32 mM kélium
foszfat puffert (pH = 7,0), 0,1% H202-ot, 0,25% guajakolt tartalmazott (Upadhyaya és
mtsai, 1985).

Glutation reduktaz (EC 1.6.4.2) aktivitasdnak meghatdrozasdra Smith ¢és munkatarsai
(1988) altal kidolgozott mddszert hasznaltuk. A DTNB redukcidjat kovettiik nyomon 412
nm-en, amit a GSSG-bdl az enzimaktivitasnak koszonhetden keletkezett GSH okozott. A
reakcidelegy Osszetétele: 0,1 M foszfat puffer (pH = 7,5), 1| mM EDTA, 0,75 mM DTNB,
0,1 mM NADPH, 1 mM GSSG ¢s minta. 1 EU az az enzimmennyiség, amely 1 umol
oxidalt glutationt redukal egy perc alatt.

Szuperoxid dizmutaz (EC 1.15.1.1) aktivitds meghatarozdsa Beauchamp és Fridovich

(1971) moddszerével tortént. A reakcio a NBT redukcid gétlasan alapul riboflavin
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jelenlétében, megvilagitaskor. 1 egység az az enzimmennyiség, amely a redukcié 50%-0s
gatlasahoz sziikséges. A kémecsovek 45 mM kalium foszfat puffert (pH = 7,0), 0,1 mM
EDTA-t, 13 mM metionint, 0,17 mM NBT-t (etanolban oldva), 0,007 mM riboflavint és
enzimkivonatot tartalmaztak. A kontrollt sotétben tartottuk, mig a tobbi mintat
megyvilagitottuk 15 percig vilagitéasztalon. A mintak fényelnyelését 560 nm-en mértiik.
Glutation-S-transzferaz (EC 2.5.1.18) aktivitasanak meghatarozasahoz a kovetkezd
Osszetételll elegyet hasznaltuk: 0,17 mM natrium foszfat puffer (pH = 6,5), 1 mM GSH, 1
mM CDNB (alkoholban oldva) és a minta. 340 nm-en kovettiik az abszorbancia valtozasat.
1 EU egyenld azzal az enzimmennyiséggel, amely katalizdlja 1 pmol S-2,4-
dinitrofenilglutation képzddését 1 perc alatt (Mannervik és Guthenberg, 1981).

Az Osszfehérje mennyiségét Bradford (1976) moddositott modszerén alapuld Bio-
Rad eljarassal és reagenssel hataroztuk meg. A reakcidelegy abszorbancidjat 595 nm-en

mértik.

4.4. Poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE)

Az 4.2. pontban leirtak alapjan feltart mintak fehérjéinek elvalasztasat nem
denaturalo (nativ) PAGE-n végeztiik. A gyijtd gél (akrilamid koncentréacio6 (T) = 3,125%,
bisz-akrilamid koncentracio (C) = 20%) 39,5 mM Tris-HsPOs puffert (pH = 6,9)
tartalmazott. Az elvalaszto gél (T =7 vagy 10%, C = 5%) 0,24 M Tris-HCI pufferrel (pH =
8,48) késziilt. A mintdinkhoz a futtatas el6tt 1:10 ardnyban festékoldatot adtunk, melynek
Osszetétele 50% szacharoz és 0,1% bromfenolkék volt. A gylijtégél zsebeibe az egyes
futtatdsoknal a kiilonb6z6 mintakbdl azonos fehérjemennyiséget (45 pg) vittiink fel. Nem
folyamatos pufferrendszerrel dolgoztunk. Also tank puffer osszetétele 63 mM Tris-HCI
(pH = 7,47), mig a fels6 tank puffer osszetétele: 376 mM Tris, 40 mM glicin (pH = 8,89)
volt. A gélek 20 mA/gél folyamatos aramerdsség mellett kb. 5 6ra hosszat futottak a GR,
SOD, Kat és AO enzimek esetében, mig a GPx enzim esetében 16 o6rat. A futtatds soran

allandé homérsékletet (5 °C) tartottunk.
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4.5. Festesi eljarasok, enzimaktivitas meghatarozasa gélben

Glutation reduktdz enzim izoformdinak meghatdrozasahoz a gélt a kovetkezokben leirt
oldatban inkubaltuk 25 percig s6tétben. Az oldat dsszetétele: 25 mM Tris-HCI puffer (pH
=17,6), 3,4 mM GSSG, 0,4 mM NADPH, 1,2 mM MTT, 0,04 mM DCIP (Anderson ¢s
mtsai, 1992). A fehér hattérben megjelend kékes savok jelolték az enzimaktivitast. A
GSSG-fiiggetlen aktivitas elkiilonitése érdekében parhuzamosan 2 gélt futtattunk, és az
ismétlés GSSG-t nem tartalmazé oldatba keriilt.

A szuperoxid dizmutaz gélben torténd meghatarozasahoz Beauchamp és Fridovich (1971)
modszerét hasznaltuk. 0,24 mM NBT-t tartalmazé 50 mM Na-foszfat pufferben (pH = 7,8)
inkubéltuk a gélt 20 percig sotétben, majd mosast kdvetden 50 mM Na-foszfat puffer (pH
=7,8), 28 uM riboflavin, 28 mM TEMED 06sszetételii oldatban enyhén razattuk 15 percig.
Ezek utan a gélt vilagitéasztalra helyeztiik, és 15 perc megvilagitas utan lathatéva valtak a
fehér savok lilas hattérben. Az enzimnek tobb izoformaja ismert, melyek a KCN-ra, illetve
H202-ra valo érzékenységiik alapjan kiilonithetdk el (5. tablazat). A Cu/Zn SOD KCN-ra
¢s H202-ra is érzékeny, mig a Fe SOD aktivitasat csak a H202 gatolja. A Mn SOD nem
érzékeny egyik vegyliletre sem. A H2O2 gatlo hatdsdnak vizsgalatdhoz festés eldtt a gélt
eléinkubaltuk 50 mM Na-foszfat (pH = 7,8), 0,5 mM EDTA, 3 mM H:0, Osszetételi
oldatban. A KCN vizsgalata esetén az els6 inkubal6 oldat az NBT mellett 2 mM KCN-ot is

tartalmazott.

5.tablazat: A szuperoxid dizmutdz enzimek elkiilonitése a KCN-ra illetve H,O,-ra valo
érzékenységiik alapjan. + jellel a gatlo hatast jeloltik.

KCN H20>
Cu/Zn SOD + +
Fe SOD - +

Mn SOD - -

A katalaz meghatarozasadhoz el6szor 0,003% (v/v) H202 oldatban inkubaltuk a gélt 15
percig, majd mosas utan az izoformakat 1%-0s FeClz és 1%-0s KszFe(CN)e oldatok
felhasznalasaval detektaltuk (Woodbury és mtsai, 1971). Az izoformakat a sotétkék
hattérben megjelend vilagos savok jelolték.

Guajakol peroxiddz kimutatasdhoz Fieldes (1992) moddszerét hasznaltuk. A gélt a festd
elegyben (50 ml 10 mM H202, 75 ml 20 mM guajakol, 75 ml 0,1 M Tris-HCI puffer (pH =
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4)) 10 percig inkubaltuk, majd Coomassie fixaloban (1% ecetsav, 24% metanol ¢és 0, 018
mg/ml Coomassie Blue R-250) rogzitettiik a savokat 16 oran keresztiil. Vilagos hattérben
barnas savokkeént jelentkeztek az izoformak.

Az aldehid oxidaz enzim aktivitasanak meghatarozasdhoz a géliinket egy éjszakan at
inkubaltuk a 0,1 M Tris-HCI (pH = 7,5), 0,1 mM PMS, 1 mM MTT, 1 mM I-3-A
Osszetételll reakcidelegyben (Barabas €s mtsai, 2000). Sargas hattérben megjelend sotétkék

savok jelolték az enzimaktivitast.

Az elkésziilt géleket lefotdéztuk, majd benedvesitett hdztartasi celofanrétegek kozott,

tiveglapra feszitve szobahdmérsékleten megszaritottuk.

4.6. Sejtalkotok prepardlasa

A munkat folyamatosan jégen végeztiik, hiitott oldatokat haszndltunk. 60 g
kukorica gyokeret mixerben 300 ml extrahald oldatban felapritottunk, majd gézen
atszurtiink. Az extrakcios puffer dsszetétele: 20 mM HEPES (pH = 7,5), 20 mM AA, 5
mM g-amino-N-kapronsav, 10 mM B-merkaptoetanol, 10 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0,4 M
szacharoz, 0,3% BSA, 1% PVP.

A sziirletet 4 °C-on 1500 rpm 5 percig centrifugéltuk, majd a feliiluszot tovabb
centrifugaltuk (4 °C, 8500 rpm, 5 perc). Minden 1épésnél a feliiliszobdl ellendrzés céljabol
félretettiink 0,5 ml-t.

Az iiledéket minimalis mennyiségli reszuszpendald oldatban (10 mM HEPES (pH =7.5), 1
mM AA, 10 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0,4 M szachardz) dvatosan, ecsettel ujra feloldottuk.
Az igy kapott oldat mitokondriumot, peroxiszomat és torott sejtalkotokat tartalmazott.
Ebbdl 1 ml-t rétegeztiink 10 ml-es gradiens oszlopra. A linearis gradiens oszlop 25-57%-0s
szachar6z oldat (10 mM Tricine pH = 7,5, 1 mM EDTA) felhasznalasaval késziilt.

A gradienseket ultracentrifugaban centrifugaltuk SW 41 tipust kilendiil6 fejes rotorban (4
°C, 20000 rpm, 3 6ra 30 perc).

A centrifugélast kovetden a centrifugacsé aljardl indulva, iivegkapillaris segitségével 0,5
ml frakciokat gyljtottiink, melyekben meghataroztuk a katalaz valamint a citokrom-oxidaz
enzimek aktivitasat. A katalaz aktivitdsat a 4.5. pontban mar leirtak alapjan hataroztuk

meg.
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Citokrom-oxidaz aktivitdsanak meghatarozasa fotometrias uton tortént 800 pl mérdpuffer
¢s 50 pl minta dsszekeverése utan 550 nm-en kovettiik a valtozasokat. 20 ml mérépuffer
Osszetétele: 18,75 ml 40 mM NasPOs (pH = 6,0), 0,25 ml 20% Triton 100, 2 ml redukalt
citokréom C.

A kivélasztott frakciok tovabbi felhasznalasig —20 °C-os hiitébe keriiltek.

A megfeleld mennyiségli anyag 0sszegyijtése utan a frakciokat cukormentesitettiik Sigma
Sephadex G-25 oszlopon, és a mintakat Millipore Ultrafree-CL centrifuga filterrel
koncentraltuk.

Az AO enzim aktivitdsdnak meghatirozésa poliakrilamid gélben a 4.5.-ban leirtak szerint

tortént.

4.7. Matematikai analizis

Fourier-transzformdcio

A kiilonboz6 periddusok kiszamitdsdhoz (1. kisérleti rendszer) Fourier transzformaciot

hasznaltunk a MATLAB 4.0 programozasi kdrnyezetbe agyazott radix-2 fast Fourier

transzformécios algoritmus segitségével.

Szignifikancia vizsgalat

A szignifikdns kiilonbségek meghatarozasahoz Student féle kétmintds t-probat

hasznaltunk. Mintaszdm 3-6 kisérlettél fiiggéen. A statisztikai elemzéseket a

STATISTICA 5.0 program segitségével végeztiik.
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5. EREDMENYEK

5.1. A glutation reduktdz aktivitasanak vizsgadlata idoben, kiilonbozo mértékii sokezelés

(NaCl) mellett

Az elsé kisérleti rendszeriinkben a glutation reduktdz enzim aktivitdsanak
valtozasat vizsgaltuk kiilonb6zo sokezelések (50, 100, 150 mM NacCl) esetén. A mintavétel
a kezelés megkezdésétdl oranként, hatvan oran keresztiil tortént. Ezt a kisérletet fitotroni
koriilmények kozott allitottuk be. A megvilagitds idétartama napi 12 o6ra volt, 8:30-t6l
20:30-ig. Ez a Kkisérleti rendszer tobbrétli informacidét hordoz. Vizsgalhatdo a kapott
eredményekbdl az enzim aktivitdsdnak véltozdsa mind idében, mind pedig kiilonb5z6
sokoncetraciok okozta stressz hatasara. A glutation reduktdz enzim aktivitdsaban idobeli
valtozast tapasztaltunk, valamint eltérd valaszt a kiilonboz6 sokezelésekre. Eldszor

tekintsiik at a kiilonb6z6 sokoncentraciok enzimaktivitasra gyakorolt hatasat.

5.1.1. Glutation reduktaz aktivitasanak valtozasa kiilonbozo sokoncentraciok esetén

A sokezelés hatasanak konnyebb attekinthetdségéhez kiemeltiik a 24 és 48 oras kezelést, és
Osszehasonlitottuk a kiindulési értékekkel (3. abra). Az enzim aktivitasa eltér a levélben és
a gyokérben (3.A és 3.B é4bra). A kezdeti (0 idOpillanat) enzimaktivitas alacsony a
levélben, mig gyokérben a detektdldsi hatar alatt van. Az enzimaktivitds novekedése
nagyobb mértékii a levélben, mint a gyokérben. Mig levélben 13-18-szoros a ndovekedés,
addig ennek mértéke 3-5-szOrds a gyokérben. Az 3. dbra mutatja, hogy a levélben a
nagyobb mértékli enzimaktivitas novekedés az elsé 24 oraban lezajlik (10-13-szoros). A
masodik 24 o6raban lényeges valtozast csak a 150 mM NacCl kezelés valt ki. Ahogy azt a
3.A és 4.A abrak mutatjak, a nagyobb sdkoncentraci6 alkalmazasa nem valt ki aranyosan
magasabb enzimaktivitast. Altalanosan elmondhat6, hogy sokezelés a GR enzim aktivitasat
megnovelte.

A 3.B és 4.B abran a valtozasokat a gyokérben kovethetjiik nyomon. Az eredmények
hasonloak a levélben tapasztaltakhoz, azt a kiilonbséget kiemelve, hogy jelent6sebb
mértékil enzimaktivitds valtozas a gyokér esetében a masodik 24 drdban kovetkezett be. Az

elso 24 oraban valtozast csak a 150 mM NaCl kezelésnél lattunk.
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3. abra: A glutation reduktaz enzim aktivitasanak valtozasa kontroll és sokezelt bliza levélben (A)
és gyokérben (B), a kezelés megkezdésekor, majd 24 és 48 ora elteltével. Jelolések: kontroll,

50 mM, 100 mM, 150 mM NacCl kezelés. A szoras érteke < 5%. Gyokérben a kontroll, és a 24 éran
at kezelt novényekben — a NaCl-ot kivéve — enzimaktivitas nem volt kimutathato.

A 48 oras kezelés utan kiemelkedik az 50 mM NaCl hatasa, de a 4.B abran is lathato, nincs

korrelacié a detektalhatd enzimaktivitas és a kezelés nagysaga kozott.

5.1.2. Glutation reduktaz enzim aktivitasanak idobeli valtozasa

A kiilonb6zd sokoncentracioknal mért enzimaktivitdsok parhuzamosan véltoznak.
Az enzim aktivitdsa nd, majd csokken idoben, de nem tér vissza a kiindulasi értékre (4.
abra). A ritmus 20 ora koriili, és azonos fazisban van a kontroll és a kezelt novényekben is.
Az aktivitasok mélypontja mind a levél, mind pedig a gyokér esetében a sotét szakasz vége
elétt volt, az aktivitds még a fény bekapcsolasa eldtt ndvekedni kezdett. Ez azt mutatja,
hogy ebben az esetben a fazisvaltasokat mas faktor, nem pedig a fény/sotét valtakozésa

iranyitja. A periddusidd pontosabb meghatarozasdhoz az id6-enzimaktivitas gorbék Fourier

crcr
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4. abra: A glutation reduktdz enzim aktivitisanak id6beli valtozasa buza levélben (A) és
gyokérben (B), kiillonb6z6 sokoncentracid mellett nevelt novények esetében. Jelolések: kontroll,
50 mM, 100 mM, 150 mM NaCl kezelés. A szaggatott vonal a 12 orés fény/sotét szakaszok hatarat
jeloli. A szoras értéke < 5%.

-

x10’
L —

450 A
40}
35
o0 3.0
25}
2.0
15}
1.0t e,
05} SsSe

00 5 10 15 20 25 30 35 40 00 5 10 15 20 25 30 35 40

Periodusidd (6ra) Periddusidé (6ra)

Mennyiség

N O b OV OO N O O O

Mennyisé

5. abra: A 4. abra adataibol végzett Fourier transzformacio eredménye. Az abran hasznalt
jelolések: A: levél, B: gyokér,—— kontroll, ---- 50 mM NaCl,~---- 100 mM NaCl, 150 mM
NacCl.



A Fourier transzformacio l1ényegében az egyes kezelések altal meghatarozott hullamokat
Osszetevdire bontja, és Osszegzi Oket periodusidejiik alapjan. Egy 15 és 20 ora kozotti
ritmus megfigyelhetd mind a levélben, mind pedig a gyokérben. A cstiics azonos helyen
van a kontroll és a kezelt novényekben. Egy rovidebb peridodusidejii (ultradian) ritmus is
jol elkiilonithetéen kiemelkedik a hattérbdl. E ritmus periddusideje 10-6ranal kisebb
gyokér esetében, mig 10-6ranal alig nagyobb értéket vesz fel a levélben. 150 mM NaCl
kezelés esetében eltlint ez a csucs levélben, mig gyokér esetében 100 és 150 mM NaCl
kezelés indukélja e rovidebb periddusidejii ritmus megjelenését. Gyokérben a Fourier

transzformacio is jol mutatja az amplitudo jelentds novekedését sokezelés hatasara.

5.2. Nitrogén és NaCl egyiittes hatasanak vizsgalata kukorica és napraforgo névényekben

5.2.1. Kiilonbozé nitrogénforrds (NHs*, NO3') antioxidans enzimekre gyakorolt hatdsa

Mivel korabbi ismeretekkel nem rendelkeztiink a nitrogénforras antioxidans
enzimekre gyakorolt hatasarol, ezért egy kisebb 1éptékii (sokezelés nélkiili) eldkisérletben
vizsgaltuk a kiilonbdzd nitrogénforrasok hatasat 1, 2 illetve 3 hetes novényekben (6. dbra).

Lathato, hogy az enzimek aktivitasa a kataldz és napraforgoban a glutation reduktaz
kivételével magasabb volt gyokérben, mint levélben. Megfigyelhetd, hogy az enzimek
aktivitasa eltér a kiilonb6zd nitrogénforrdson nevelt ndvényekben. Az ammoniumkezelés
hatéasat tekintve azonossagokat és kiilonbségeket is lehet talalni a két faj kozott.

A glutation reduktdz esetében a kukorica levelében nem volt kiilonbség, mig a gyokérben
ammonium taplalassal csokkent az enzim aktivitasa. Ezzel szemben napraforgéban mind a
levélben, mind pedig a gyokérben az ammoniumkezelés hozott magasabb enzimaktivitast.
A levélmintdkban nem taldltunk szignifikans kiilonbséget a szuperoxid dizmutaz
aktivitdsban, mig gyodkérben ammoniumkezelés esetén alacsonyabb volt az enzim
aktivitasa.

Guajakol peroxidaz esetében hasonlé megfigyeléseket tehetiink, ez alol kivétel a
napraforgd gyokér, ahol az enzimaktivitds novekedést mutatott az ammoniumon nevelt

novények esetében.
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A kataldz aktivitds magasabb volt azokban a ndvényekben, amelyek ammoniumot
hasznaltak nitrogénforrasként. Ezt figyeltiik meg mindkét faj esetében mar a kezelés els6
hetében.

A Glutation-S-transzferaz esetében az enzim aktivitasat csak a kukoricaban tudtuk
értékelni, mivel napraforgd esetében az enzim aktivitdsa a detektdldsi hatar alatt volt. A
glutation-S-transzferaz enzim esetében is enzimaktivitds novekedést figyelhettiink meg
ammoéniumon nevelt novényekben, Osszehasonlitva azokkal, melyek nitratot tartalmazé

tapoldatban néttek.
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6. abra: Az antioxidans enzimek aktivitasanak valtozasa kiilonb6z6 nitrogénforrason (NOsg,
NHs") nevelt kukorica (bal oldali abrak) és napraforgd6 (jobb oldali abrak) névények levelében

(fehér oszlop) és gydkerében (narancssarga oszlop). Savozas az ammoniumkezelést jeloli. 1, 2,3 a

ndvények korat jelenti hétben, a tapoldatba helyezéstdl szamitva.
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5.2.2. A kiilonbozo nitrogénforrason nevelt kontroll és sokezelt (100 mM NaCl) kukorica és

napraforgo novenyek biomassza produkcioja

Az elokisérletben kapott eredmények jelezték, hogy az antioxidans enzimek
érzékenyen reagalnak a nitrogénforrds milyenségére, ¢s az eredmények alapjan a
tovabbiakban kéthetes ndvényeket hasznaltunk. A kisérletben mind a nitraton, mind pedig
az ammoniumon nevelt novények esetében a kontroll mellett 100 mM NaCl kezelést is
alkalmaztunk.

A kiilonboz6 tapanyagforrason nevelt novények friss- és szaraztomeg adatai a 6.
tablazatban talalhatok. Mind a kukorica, mind a napraforg6 esetében azt tapasztaltuk, hogy
a novekedés kisebb volt, amikor nitrogénforrasként ammoénium volt a tidpoldatban. A
sokezelt novények nedvességtartalma alacsonyabb volt, mint a kontroll névényeké. A
sokezelés nagyobb mértékben gatolta a levelek novekedését, mint a gyodkerekét, ami
megfelel annak a ténynek, hogy kornyezeti stressz hatdsdnak kitett névények esetében

csokken a hajtas/gyokér arany (Hawkins és Lewis, 1993a).

6. tablazat: A sokezelés (100 mM NaCl) hatasa a kiilonb6z6 nitrogénforrason (NaNOs,
(NH4)2SO4 4mM N) nevelt kukorica (K) és napraforgd (N) novények novekedésére, a kezelés
megkezdése utan 2 héttel. I: a sokezelés okozta stlycsokkenés a kontroll %-aban kifejezve.
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Nedvesség
Levél tomeg (g) Gyokér tomeg (g) tartalom (%)
Minta FW DW FwW DW L Gy
Nitraton nevelt novények
Kukorica
kontroll 22.24+1.99 2.26+0.33 8.81+1.00 0.50+0.05 89.8 943
kezelt 435+0.92 0.55+0.08 335+041 0.26+£0.01 87.3 92.2
| (%) 80 76 62 48
Napraforgé
kontroll 1540+ 0.28 1.71 +£0.12 596+0.08 0.23+0.03 88.9 96.2
kezelt 8.45+0.64 0.95+0.09 424+037 0.21+£0.02 88.8 95.1
| (%) 45 44 29 8
Ammoniumon nevelt novények
Kukorica
kontroll 17.37+3.35 1.77+£0.21 8.47+0.64 0.35+0.03 89.8 95.9
kezelt 4.35+0.95 0.52+0.06 3.07+0.59 0.17+0.01 87.9 94.4
| (%) 75 71 64 51
Napraforgd
kontroll 14.78 £ 1.53 1.52+£0.03 4.81+0.54 0.16+0.02 89.7 96.8
kezelt 7.45+0.24 092+0.12 2.89+047 0.12+0.01 87.6 96.0

I (%) 50 39 40 25




5.2.3. Antioxidans enzimek aktivitasanak valtozasa sokezeles (100 mM NaCl) hatasara

kiilonbozo nitrogenforrason nevelt névények esetében

Az antioxidans enzimek aktivitasuk megvaltozasaval reagalnak a megvaltozott
koriilményekre. Jelen vizsgdlatunkban a GR, SOD, GPx, Kat és GST enzimek aktivitasat
vizsgaltuk kontroll és 100 mM NaCl-al kezelt kukorica és napraforgd novényekben. A
tapoldatba nitrogénforrasként NO3z -t vagy NH4"-t adagoltunk.

A s6 hatdsa a GR aktivitdsara hasonld volt a két fajban (7. abra). A sokezelés hatasara a
GR enzim aktivitdsa megndtt, bar szignifikans kiilonbségeket csak a gyokér esetében
tudtunk kimutatni. Az ammoéniummal taplalt novények aktivitdsa magasabb volt
napraforgoban és kukorica levélben, mig a kukorica gydkérben a nitraton nevelt ndvények

mutattak magasabb aktivitast.
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7. abra: A GR enzim aktivitasanak valtozasa sokezelés hatasara a kiilonb6z6 nitrogenforrason
nevelt kukorica és napraforgdé ndvényekben. Ures oszlop jeldli a kontroll, kitdltdtt oszlop a kezelt
(100 mM NaCl) novényeket. A kiillonb6z6 betiivel jelolt oszlopok szignifikansan kiillonboznek (P =
5%, n = 3).

A sokezelt novények magasabb SOD aktivitdst mutattak mind a napraforgd, mind a
kukorica novényekben (8. abra). A levelekben nem volt szignifikans kiilonbség a nitrat és
ammoénium taplalt novények kozott, mig gyokérben szignifikdnsan magasabb aktivitast
talaltunk azoknal a ndvényeknél, ahol nitrat szolgalt nitrogénforrasként. Jelentdsen
magasabb enzimaktivitast talaltunk gyokérben. Az eredmények azonosak voltak mindkét

faj esetében.
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8. abra: A SOD enzim aktivitdsanak valtozasa sokezeles hatasara a kilénb6z6 nitrogénforrason
nevelt kukorica és napraforgé névényekben. Ures oszlop jeldli a kontroll, kitoltott oszlop a kezelt
(100 mM NaCl) novényeket. A kiilonb6z6 betiivel jelolt oszlopok szignifikansan kiillonboznek (P =

5%, n = 3).

A novények gyokerében magasabb GPx aktivitast talaltunk, mint a levélben (9.

abra). A nitrogénforras gyokér GPx aktivitasra gyakorolt hatdsa azonos volt mindkét

esetben, magasabb aktivitast tapasztaltunk a nitraton nevelt ndvényeknél.
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9. abra: A GPx enzim aktivitasanak valtozasa sOkezeles hatdsara a kiilonb6z6 nitrogénforrason
nevelt kukorica és napraforgd ndvényekben. Ures oszlop jeldli a kontroll, kitdltott oszlop a kezelt
(100 mM NaCl) novényeket. A kiilonb6z6 betiivel jelolt oszlopok szignifikansan kiilonbdznek (P =

5%, n = 3).
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A nitraton nevelt kukorica gyokerének esetében a sokezelés enzimaktivitds csokkenést
okozott, mig az ammonian nevelt kukoricaban, valamint a napraforgoban a s6 hatasara a
GPx aktivitdsa megnott.

Mind a tapoldatban 1évé ammonium, mind pedig a s6 novelte a Kat aktivitast (10.
abra), bar a kiillonbség nem mutatkozott minden esetben szignifikansnak. Kukoricanal az
enzimaktivitds magasabb volt a gyokérben, mint a levélben, de szignifikans kiilonbség
csak az ammoniumon nevelt sokezelt novényekben volt. Napraforgonal a levél mutatott

magasabb aktivitast.

20 35

Kukorica | Napraforg% C bC
c 30 | ab
5 15 a
s 25 -
g
5 b b 20 |
w
Tn’ 10 ab I f
S ab 15
3 ab
x a a
- 10 |
S O
L 5 H €
| i
0 0
NOs NH4* NOs  NH4* NO3 NHs*  NOsz NH4*
Levél Gyokér Levél Gyokér

10. abra: A Kat enzim aktivitasanak valtozasa sokezelés hatasara a kiilonb6z6 nitrogénforrason
nevelt kukorica és napraforgd ndvényekben. Ures oszlop jeldli a kontroll, kitdltott oszlop a kezelt
(100 mM NaCl) novényeket. A kiilonbdzo betiivel jeldlt oszlopok szignifikansan kiillonboznek (P =
5%, n = 3).

GST aktivitast csak kukorica novények esetében értekeltiik, mivel napraforgonal ez
a kimutatdsi hatar alatt volt (11. dbra). Az ammonium, mint nitrogénforras novelte az
enzim aktivitasat a levélben és a gyokérben is, mig a s6 hatasa eltérdé volt a kiillonbozo
novényi szervekben. Levélben a kontroll ndvények mutattak magasabb enzimaktivitast,

mig a sokezelés a gyokérben okozott szignifikansan magasabb GST aktivitast.
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11. abra: A GST enzim aktivitdsinak véltozasa sokezelés hatdsara a kiilsnbdzd nitrogénforrason
nevelt kukorica levélben és gyokérben. Ures oszlop jel6li a kontroll, kitoltott oszlop a kezelt (100

mM NaCl) noévényeket. A kiilonb6z6 betlivel jeldlt oszlopok szignifikdnsan kiilonboznek (P = 5%,
n=3).

5.2.4. Antioxidans enzimek aktivitasanak vizsgalata kiilonbozo nitrogénforrdason nevelt

kontroll és NaCl kezelt kukorica novények kiilonbozo gydkeérrégioiban

Az eltérd gyokérrégiok kiilonboznek mind anatomiailag, mind pedig a betdltott
funkcio alapjan. Az eltér6 élettani folyamatok kiilonbozden reagélhatnak a megvaltozott
kornyezeti hatdsokra. Ennek vizsgalatdhoz a GR, GPx és SOD enzimek aktivitasat
vizsgaltuk kiilonboz6 gyokérszeletekben valamint a kortexben és a sztélében. A kiilonb6zd
nitrogénforras és so hatasa a GR, GPx és SOD enzimek aktivitasara a kukorica kiilonb6z6
gyokérrégioiban a 12. dbran lathatd. Az enzimek aktivitasa, a kezelések hatdsa eltérd az
egyes gyokérszeletekben.

A GR aktivitdsa nem mutatott valtozast a nitraton nevelt ndvényekben. Az
ammoniumon nevelt ndvényekben magasabb volt az enzim aktivitdsa, ami sokezelés
esetében tovabb emelkedett az 1-2 ¢és 2-10 cm-es régidkban. A GPx esetében szintén az
ammoniumon nevelt ndvényekben mutatkozott magasabb enzimaktivitas. A gydkércsticsot
kivéve az enzim aktivitasa nott sokezelésre. A SOD aktivitasat tekintve kiemelkedd az

ammoéniumon nevelt sokezelt novények aktivitasa. Ha a keresztmetszetet vizsgaljuk az
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antioxidans enzimek aktivitdsa magasabb volt a kortexben, mint a sztélében. A kezelések
szignifikans valtozast nem hoztak.
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12. abra: A sokezelés hatasa a kiilonbozé nitrogénforrason nevelt kéthetes kukorica novény
gyokerének hossz- és keresztmetszetében. Mintdk sorrendje minden esetben a kovetkezd: nitrat,
nitrat + 100 mM NaCl, ammoénium, ammoénium + 100 mM NaCl.
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5.3. A sokezelés (100 mM NaCl) és a kiilonbozo nitrogénforrdasok hatasanak vizsgalata

buzaban

5.3.1. A NaCl kezelés és a kiilonbozo nitrogénforrasok hatasa 3 buzafajta biomassza

produkcidjara

A 5.2. pontban targyalt kisérletiink kimutatta, hogy a sokezelés ¢és a kiilonbozo
nitrogénforrasok hatassal vannak az antioxidans enzimek aktivitasara. Jelen kisérletiinkben
az antioxiddns enzimek izoenzim mintdzatanak valtozésait vizsgaltuk hasonl6
koriilmények kozott. A novények NOsz,, NH4" illetve NH4NO3 tartalmi tapoldaton néttek,
minden nitrogénforras esetén rendelkeztiink kontroll (0 mM NaCl) és sokezelt (100 mM
NaCl) névényekkel. A mintavétel két hetes kezelés utan tortént, és elemeztiik mind a levél,
mind pedig a gyokérmintakat. A kisérletben harom — eltéré termoéképességgel rendelkezd -
martonvasari nemesitésii bizafajtat vizsgaltunk: Mv Martina, Mv Mez6f6ld, Mv Emma.
Legnagyobb termdképessége a Martina, legkisebb pedig az Emma fajtdnak van.
Ammonium ¢és s6 hatdsara ndvekedésredukeiot figyeltiink meg (13. &bra, 7. tdblazat). A 7.
tablazatban a gatlas mértékét kifejezo adatokbol (I %) lathatd, hogy az ammonium-nitraton
¢s az ammoniumon nevelt novények sotlirébbek, mint a nitraton neveltek. A harom
vizsgalt fajta izoenzim mintazataban kiilonbségeket nem talaltunk, igy a tovabbiakban a

géleken a Mez6fold eredményei lathatoak.

—

Mez6fold Martina Emma

13. abra: A sokezelés (100 mM NaCl) hatasa a kiilonbozé nitrogénforrason nevelt bhzafajtak
esetében, két héttel a kezelés megkezdése utan. A mintak sorrendje megegyezett mindharom
esetben: NOz", NO3z + 100 mM NaCl, NHsNOs, NH4NOs + 100 mM NaCl, NHs*, NH4* + 100 mM
NaCl.
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7. tablazat: A kilonb6z6 nitrogénforrason nevelt kontroll és kezelt (100 mM NaCl)
buzandvények biomassza produkcidja. FW : friss tomeg (mg), DW: szaraz tdmeg (mg), I: a
sokezelés okozta sulycsokkenés a kontroll %-aban kifejezve Nt: nedvességtartalom.

N Levél Gyokér
forras Mezofold ~ Martina Emma | Mezéfold  Martina Emma
FW Kontroll | 882 +104 1181+306 922+137 | 304+13 650+102 415+110
Kezelt | 473+ 8 509 + 83 400+ 51 | 140+34 154+ 38 132+ 6
= | (%) 46,4 56,9 56,6 53,9 76,3 68,2
.‘ZE DW Kontroll | 92 + 15 115+ 28 91 +13 201 37+5 25+7
Kezelt 67+ 1 73+13 56+ 4 12+3 13+4 12+1
Nt Kontroll 89,6 90,3 90,1 93,4 94,4 93,9
Kezelt 85,8 85,6 86,0 91,4 91,6 91,3
FW Kontroll | 627 +115 884+141 806+141 | 211+19 186+43 179+34
‘§ Kezelt 456+ 73 513+ 12 623+145| 150+18 144+16 139+40
: I (%) 27,3 42,0 22,7 28,9 22,6 22,3
£ |DWKontroll | 69+12  95+19  86+12 | 18+3 15+4 17+1
E Kezelt 66+ 9 73+£11 63+ 7 14+0 12+1 13+3
< | Nt Kontroll 89,0 89,2 89,3 91,5 91,7 90,5
Kezelt 85,6 85,9 89,9 90,7 91,6 90,6
FW Kontroll | 578 + 39 663 +193 526 +37 97 £ 14 126+ 9 98+ 8
Kezelt 330+168 412+ 20 336+70 76 £ 34 90 £43 71+£15
S 1 (%) 42,9 37,9 36,1 21,6 28,6 27,6
“g DW Kontroll | 93+ 8 96 + 25 867 11+2 13+1 9+1
5 Kezelt 56 £25 63+ 2 55+6 8§+2 9+2 71
Nt Kontroll 84,0 85,5 83,6 89,2 90,0 90,8
Kezelt 83,2 84,8 83,6 89,5 90,5 90,1

5.3.2. A NaCl kezelés és a kiilonbozé nitrogénforrasok hatasa az antioxidans enzimek

izoenzim Osszetételére buza levélben és gyokérben

Az antioxidans enzimek aktivitdsaban stressz hatasara valtozast figyelhetiink meg.
Sok esetben nemcsak az enzim aktivitasa valtozik meg, hanem annak izoenzim mintazata
is. Vizsgalataink soran a glutation reduktaz, szuperoxid dizmutdz, kataldz és guajakol

peroxidaz enzimek izoformait kiilonitettiik el nativ poliakrilamid gélelektroforézis



segitségével. Tanulmanyoztuk az egyes nitrogénforrasok (NO3z’, NH4" illetve NHiNO3),

valamint a sokezelés (100 mM NaCl) hatasat az egyes izoformakra.
Glutation reduktaz

A GR esetében alkalmazott festési eljards nemcsak a GR enzimhez kotédo
aktivitdsokat jeleniti meg, hanem egy hattéraktivitast is. Ez a hattéraktivitas a diaforaz
enzimtdl ered, mely tobbféle festéket képes redukalni. Az altalunk hasznalt festésnél is
katalizalja az elektrondtmenetet a NADPH-r6l a DCIP-re, a GSSG jelenlététdl fiiggetleniil.
fgy szubsztrat nélkiili festés utan a gélben jelentkez6 savok alapjan GSSG specifikus és
nem specifikus izoformakat kiilonithetlink el, hiszen az éltalunk keresett GR aktivitds nem
jelenik meg, csak szubsztrat jelenlétében. A nativ poliakrilamid gélelektroforézist koveto,
szubsztrat jelenlétében tortént festés eredménye a 14. abran lathato.

Levél ) Gyokér

<+ |
<+
<«
<+— |V
NO3 NHsNO; NH4+ NOs NH;NO; NH4+
NOs +NaCl  NH NO; + NaCl NH,* + NaCl NO; + NaCl NH4NO; + NaCl NH,* + NaCl

14. abra: A glutation reduktaz enzim izoformai kiilonb6z6 nitrogénforrason nevelt kontroll és
sokezelt (100 mM NaCl) buza levélben és gyokérben. A zsebekbe azonos fehérjemennyiséget (45
ug) vittiink fel. Nyillal jeloltiik a nitrogénforras hatasara kiilonbséget mutatd izoformakat. Ezek
kozil a IV jeli bizonyult szubsztratspecifikusnak.

A levélbdl szarmaz6 mintdkban nem sikeriilt GR izoformat elkiiloniteni nativ gélben. A
lathato savok egyike sem bizonyult szubsztrat specifikusnak. A gyokérbdl vett mintaknal
tobb olyan savot talaltunk, mely jelenléte, aktivitasa eltérd volt a kiilonbozd koriilmények
kozott nevelt novényekben (14. abra, I-1V). Ezen izoformak el6szér NH4NOz-on nevelt
novényekben jelennek meg, legerdsebben pedig az ammoniumon nevelt ndvényekben.

Ezek koziil egynek (IV) az aktivitasat talaltuk szubsztratfiiggnek.

Szuperoxid dizmutaz

A SOD enzim aktivitdisanak meghatdrozasa sordn a sotét hattérben megjelend

vildgos savok jelentik az enzimaktivitast. Mind a levélben, mind pedig a gyokérben tobb
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izoformat tudtunk elkiiloniteni (15. &bra). A KCN-ra és H202-ra vald érzékenységiik

alapjan 1 Mn SOD-ot (III) kiilonitettiink el, mig a tobbi izoforma Cu/Zn SOD-nak

bizonyult.
NOs+NaCl ~ NH,NOs+NaCl NH,"+NaCl
NOy NH,NO, NH,*
S
NOs+NaCl  NH,NOz+NaCl NH,+NaCl <+
NOs NH4NO; NER
. <1l Il
()
<« vV
<V «V
<+« VI Vi
Levél Gyokér

15. abra: A szuperoxid dizmutaz enzim izoformai kiilonb6z6 nitrogénforrason nevelt kontroll és
sokezelt (100 mM NaCl) buza levélben és gyokérben. A zsebekbe azonos fehérjemennyiséget (45
ug) vittiink fel. Nyillal jeldltiik a kiilonb6z6 izoformakat.

Osszességében 6 kiilonbdzd izoformat tudtunk elkiildniteni. Gydkérben mind a hat, mig
levélben ezekbdl harom izoforma volt azonosithatd. Az egyes izoformak aktivitasbeli
kiilonbséget mutattak az egyes kezelések esetén. A sokezelés aktivitasnoveld hatdsa mind a
levélben (kivétel a nitrat esetében), mind pedig a gyokérben jol lathato. A III. izoforma
ammoniumon nevelt ndvények gyokerében csak sokezelés hatdsara jelent meg, mig ha
nitrat volt a N-forras, mar sokezelés nélkiil is jelen volt. A ll-vel jeldlt izoforma csak az

ammoniumnitraton nevelt ndvények gydkerében volt kimutathato.

Katalaz

A Kat enzimnél a levélben kettd izoformat kiilonitettiink el. Kat esetében is az
enzim aktivitdsdt a sotétkék hattérben megjelend vilagos savok jelzik (16. abra). A
gyokérben II-vel jeloltiik az egyetlen jelenlevd izoformat, mivel vandorlésa alapjan ez
megegyezik a levélben talalhat6 I izoforméaval. Mind a levélben, mind pedig a gyokérben

megfigyelhetd, hogy a legerdsebb aktivitas a sokezelt novényekben jelentkezik, illetve

44



azokkal azonos az ammoéniumon nétt kontroll novények Kat aktivitdsa. Ez leginkabb a II

izoformara jellemzo.

Levél

NOs NH,NOs NH,* NOs NH.NO; NH,*
NO3z+NaCl NH,NOs+NaCl NH;*+NaCl NO;z+NaCl NH;NOs;+NaCl NH;*+NaCl

16. abra: A Katalaz enzim izoformai kiilonboz6 nitrogénforrason nevelt kontroll és sdkezelt (100
mM NaCl = S) buiza levélben és gyokérben. A zsebekbe azonos fehérjemennyiséget (45 pg) vittiink
fel. Nyillal jeldltiik a kiilonb6z6 izoformakat.

Gyokérben még élesebben lathatdo a kiilonbség, hiszen az izoforma csak a sokezelt
novényekben detektdlhato, illetve kontroll ndvények koziil azokban, ahol a nitrogénforras
ammoniumion volt. Megfigyelhetd, hogy az ammoéniumon nevelt ndvények gyokerében a

kontroll esetében magasabb az aktivitas.
Guajakol peroxidadz

GPx enzim vizsgalatakor 5 oOrds futtatds soran gyokérben az izoformak két
csoportjat kiilonitettiik el (17.A. dbra). A gyorsabban mozg6 izoformék esetén két izoforma
kiilontilt el, mig a lassabban mozgd formak elkiilonitéséhez 16 Oras elektroforézist

allitottunk be. Ennek eredménye a 17.B. abran lathato.

A B
<
,m< - — . v _— <
v b . <
! ' <
)¢ ik <
' Levél e

1 B <

A Gyokér
m .‘} Gyorsan mozgd

Levél Gyokér izoenzim komplex

17. abra: A guajakol peroxidaz enzim izoformainak valtozasa sokezelés (100 mM NaCl) hatasara
kiilonb6z6 nitrogénforrason nevelt bluza levélben és gyokérben. Az A abran 5 o6ras PAGE
eredménye lathatd, mig a B abra 16 oras futtatds eredményét mutatja. A GPx-nek azonositott
izoformakat nyilhegyek jelzik a B abran. A mintafelvitel sorrendje minden esetben megegyezett:
NOgz, NOs + NaCl, NH4*, NHs* + NaCl, NH4sNO3z, NH4sNO3 + NaCl kezelések. A zsebekbe azonos

fehérjemennyiséget vittiink fel (45 ug).
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Levélben kettd, mig gyokérben hét izoformat kiilonitettiink el. Ezek jelen voltak minden
kezelésnél, de aktivitasuk kiilonbozott. A gyokérben 1évo elsé két izoforma nagyobb
aktivitdst mutatott nitraton nevelt, valamint sdkezelt novényekben, mig az Osszes tObbi

izoforma aktivitasa ammonium hatésara, illetve sokezelés esetén volt nagyobb.

5.4. Az antioxidans enzimek miikédésének statisztikai osszehasonlitasa sokezelt (100 mM

NaCl) novényekben

A dolgozatban mar elemzett kisérletek, kordbbi munkak és tudomanyos
egylittmiikodések lehetdvé tették, hogy az antioxidans enzimek aktivitasanak valtozésait
egymassal 0sszehasonlitva, statisztikailag elemezziik. Kiilonb6z6 fajok kontroll és sokezelt
(100 mM NaCl) noévényeinek 2 hetes kezelés utdni enzimaktivitds adatait vettiik
figyelembe. Az ismétlésszam (n = 6) lehetdvé tette korrelacio- és fékomponens-analizis,
valamint T-teszt elvégzését. Az eredmények Osszehasonlithatosaganak érdekében az
analizishez a kezelt novények aktivitasanak a kontroll %-aban kifejezett értékét hasznaltuk.
Korrelaciot (P<0,05) csak a GR és SOD enzimek kozott taldltunk (8. tablazat). A T-teszt

segitségével szignifikans kiilonbség nem volt kimutathat6 az egyes enzimek kozott.

8. tablazat: Korrelacios koefficiensek. Az enzimek roviditései: glutation reduktaz (GR),
szuperoxid dizmutaz (SOD), guajakol peroxidaz (GPx), katalaz (Kat), glutation-S-transzferaz
(GST). A *-gal korrelaciot jeloltink (P<0,05, n = 6, kritikus érték: 0,8114).

GR SOD GPx Kat
GST 0,806 0,751 0,195 0,41
Kat 0,526 0,148 -0,259
GPx 0,273 0,155
SOD *0,871

A fékomponens-analizis eredménye (18. 4bra) alapjan az altalunk kialakitott kisérleti
rendszerben az enzimek koziil sostresszre adott valasz kialakulasa a GR, SOD és GST
enzimek esetében hasonlé mechanizmusok alapjan torténik, mig a Kat és GPx elkiiloniil a
csoporttol, és egymastol is. Ez azt mutatja, hogy a GR, SOD, GST fiigg az altalunk 1-nek
jelolt faktortol, mig Kat és GPx a 2-t6l.
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18. abra: Fékomponens-analizis eredménye. Az enzimek roviditései: glutation reduktaz (GR),
szuperoxid dizmutaz (SOD), guajakol peroxidaz (GP), katalaz (KAT), glutation-S-transzferaz
(GST).

5.5. Aldehid oxiddz jelenlétének vizsgalata kukorica gyokér mitokondriumban és

peroxiszomaban

Kisérletiinkben vizsgalni kivantuk az aldehid oxidaz (AO) jelenlétét kiilonbozo
sejtorganellumokban (mitokondrium, peroxiszoma) kukorica gyokérben. Korabbi
kisérletek igazoltak, hogy az enzim nagy mennyiségben megtaldlhaté olyan kukorica
novények gyokerében, melyek ammoniumiont hasznaltak nitrogénforrasként. Ezért
kisérletiinkben ammoniumiont tartalmazo tapoldatban nevelt novényeket hasznaltunk.

A sejtalkotok preparalasdhoz 25-57% folyamatos szachar6z gradienst hasznéltunk. Ennek
segitségével ultracentrifugalassal kiilonitettiikk el a mitokondriumot és a peroxiszomat. A
19. abran lathatdé az egyes frakciok cukor- és fehérjetartalma. (A frakcionédlds a

centrifugacsd aljarol indult.)
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19. abra: A sejtorganellum preparalashoz hasznalt cukorgradiens frakcidinak szachar6z- és

fehérjetartalma.
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Az egyes sejtalkotok jelenlétét marker enzimek aktivitdsanak mérésével hataroztuk meg. A
mitokondrium azonositasara citokrom-oxidaz enzimet, mig a peroxiszoma azonositasahoz
kataldzt hasznaltunk. A citokrém-oxidaz és katalaz enzimek aktivitasa lathatdo az egyes

frakcidkban a 20. abran.
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20. abra: A katalaz és citokrom-oxidaz enzimek aktivitasa az egyes frakciokban.

A tisztitds egyes 1épéseibol, valamint a kivalasztott frakciokbodl futtattunk mintékat nativ
poliakrilamid gélen, az AO enzim aktivitdsanak meghatarozasahoz (21. abra). A teljes
extraktumban, illetve a kezdeti tisztitasi 1épéseknél jol elkiilonithetd az enzim, mig a

mitokondrium és peroxiszoma frakcidkban nem tudtuk kimutatni az enzim jelenlétét.

21. abra: A aldehid oxidaz enzim izoformainak jelenléte a peroxiszoma és mitokondrium tisztitas
egyes Iépéseinél. A felvitt mintamennyiség minden esetben 100 pl volt. A szubsztrat indol-3-
aldehid. A mintasorrend a kovetkezo volt: 1. kontroll, kukorica gyokérbol késziilt extraktum, 2. a
feltaras elso, teljes extraktuma, 3. 1500 rpm feliiluszo, 4. 8500 rpm feliiliszo, 5. 8500 rpm iiledek,
6. peroxiszéma frakcid, 7. mitokondrium frakcid, 8. utols6 elkiilonitett frakcio. A nyilak a
kiilonb6z6 izoformakat jeldlik.



6. AZ EREDMENYEK ERTEKELESE

6.1. Sokezelés hatasa a glutation reduktaz (GR) aktivitasara és napiritmusara

A GR-nak, mint az aszkorbinsav-glutation ciklus elemének fontos szerep jut a
novények antioxidans védekezé mechanizmusaiban. Aktivitasdnak valtozasabol képet
kaphatunk a kornyezeti stressztényezok novényre gyakorolt hatasarol. Kisérletiinkben a
GR enzim aktivitasaban kiilonb6z6é mértéka sokezelés (50, 100, 150 mM NaCl) hatasara
bekovetkezd valtozasokat vizsgaltuk. Megfigyeléseinket kiegészitettiik az enzimaktivitas
iddbeli valtozdsanak nyomonkodvetésével oly modon, hogy a kezelést kdovetden oranként,

hatvan oran keresztul vettiink mintat.

Kiilonbozo mértéekii sokezelés hatasa a GR aktivitasara

A s6 egy olyan kdrnyezeti stresszfaktor, amely limitalja a novények novekedését és
fejlodését. A novényi szervezet dsszetett modon valaszol a kdrnyezetében felhalmozodo,
feleslegben 1évd NaCl-ra. Mindez morfoldgiai, élettani és anyagcsere valtozasokat foglal
magaba. Az irodalmi adatok alapjan a sostressznek is, mint minden egyéb stressztipusnak
van oxidativ komponense (De Kok ¢és Oosterhuis, 1983; Hernandez, 1993), és igy a
sostressz elleni védekezOmechanizmusokban az antioxidans védekezdrendszernek (igy a
GR-nak is) jelentds szerep jut.

NaCl kezelés hatasara csokkend GR aktivitast talaltak paradicsomban (Shalata és Tal,
1998) és rizs esetében (Fadzilla és mtsai, 1997). Buzéban végzett kisérletek (Meneguzzo és
mtsai, 1999), ahol 0 mM, 50 mM és 100 mM NaCl kezelést alkalmaztak azt mutattak,
hogy novekvd soékoncentracid mellett a GR aktivitdsa alig valtozik, illetve csdkken
gyokérben, mig ndvekedést mutat levélben. Az aktivitds csokkenését egy sostresszre
tolerdns fajtdban mutattak ki. A kiilonb6zd sokezelés ebben az esetben sem hozott aranyos
mértékli aktivitasvaltozast. De Kok ¢és Oosterhuis (1983) spendt levelében végzett
vizsgalatok soran azt tapasztaltdk, hogy az altaluk hasznalt sokezelés (0, 75, 150 mM
NaCl) nem volt hatassal a GR aktivitasara. Jelen kisérletiinkben kapott eredmények (3.
abra) azt mutatjak, hogy egyes sokoncentraciok képesek ndvekedést indukalni a GR enzim

aktivitdsaban, mind levélben, mind pedig gyokérben. Az eredmények és az irodalmi adatok
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azt mutatjak, hogy az antioxidéns enzimrendszer sé stresszre adott vélasza nemcsak
fajonként mutat eltéréseket, hanem azonos fajba tartozo fajtdk esetében is. Eppen a valasz
sokfélesége ¢és a sO stressz komplex volta teszi nehéz feladatta a sétolerancia definialasat
(Dionisio-Sese ¢és Tobita, 1998), mely fontos volna a rezisztencia nemesités
szempontjabol.

Megallapithatjuk, hogy az aranyosan novekvd sdkoncentracio, ezzel egyiitt a ndvekvo
mértékli stresszhatds nem feltétleniil vonja maga utdn a GR enzim aktivitdsanak
novekedését. Ez magyarazhat6 azzal a ténnyel, hogy az antioxidans védekezOrendszer igen
Osszetett rendszer, igy a GR enzim nem egymagaban felelds a soOstressz hatdsainak
kikiiszoboléséért. Az sem bizonyitott még, hogy a novekvo stresszhatds aranyosan vonna
maga utdn a magasabb szabadgyok produkcidt, illetve elképzelhetd az, hogy az altalunk
hasznalt soOkoncentraci6 mar egyfajta telitettséget okozott a védekezdérendszer

mukodésében.

Napiritmus és valtozasai

Relative kevés példa van a napiritmus meglétére az enzimaktivitdsokban. Ennek egyik
oka lehet, hogy a fehérjék stabilak, a génexpresszid valtozdsa nem okoz detektalhatd
oszcillaciot a fehérje szintjén (Tucker és Ort, 1998). Mivel a cirkadian ritmus szdmos — az
egész novényre jellemzd — folyamatban megfigyelhetd, sok enzimnek kell cirkadian
ritmussal rendelkeznie. Cirkadian ritmus az enzim aktivitasaban tobb modon alakulhat ki:
fehérje mennyiségének valtozésa, valtozd szubsztrat, illetve allosztérikus effektor
koncentracio, valtozasok a fehérje foszforilacios, illetve redox allapotaban (Tucker és Ort,
1998).

Az antioxidans enzimrendszer néhany elemérdl — pl. kataldz izoforméai (Redinbaugh és
mtsai, 1990) és SOD (Colepicolo és mtsai, 1991) - megallapitottdk, hogy expresszidjuk
bels¢ ora altal iranyitott gének szabalyzasa alatt all. Kocsy ¢és mtsai (1997) a
védekezdrendszer elemeinek napiritmus szerinti aktivitds valtozasardl tdjékoztattak.
Munkdjukban a napi ritmus meglétét a fény/sotét periodus valtozasaival magyaraztak.
Fényben megnd a gerjesztett molekuldk koncentracidja (Foyer és mtsai, 1994a), és ez
alatamaszthatja a megfigyeléseiket, de a mi munkank esetében ez nem ad kielégitd
magyarazatot a megfigyelt jelenségekre. A 4. &bran lathat6, hogy a GR enzim

aktivitdsanak valtozasa oszcillaciét mutat mind a levél, mind pedig a gyokér esetében,
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valamint az is megfigyelhetd, hogy az enzimaktivitas novekedése mar a sotét periodusban
megkezdddik, ami azt sugallja, hogy az enzimaktivitas valtozdsanak ritmusa kozvetleniil
nem fényindukalt. A periodusidé pontosabb meghatarozasahoz, illetve a ritmus meglétének
matematikai bizonyitékaul Fourier-transzformaciot hasznaltunk. Ennek eredménye az 5.
abran lathato. Vizsgalatunkban a sokezelés nem volt hatdssal a periddusra, bar az ultradian
ritmusok megléte eltér kezelésenként. A sokezelés hatdsara bekdvetkezd amplitado

novekedés jol megfigyelhetd a gyokér esetében (5.B abra).

GR
(EU*10%/mg protein)

0O 10 20 30 40 ‘50 60

1dé (6ra)

22. abra: Az oszcillacio Osszetettségét szemlélteté abra, melyen a folyamatos vonallal abrazolt
frekvenciasziiréssel nyert gorbét hasonlithatjuk a kiindulasi gorbéhez. Az analizishez a
kisérletiinkben kapott kontroll eredménysort hasznaltuk fel. Vastag vonal jelzi a sotét periodust.

A belsd ritmust meghatarozd folyamatok Osszetettségét szemlélteti a 22. abra, mely
mutatja, hogy akéar 6 oszcillal6 komponenst is feltételezhetiink a valtozds mogott. A
valtozas komponenseinek €s okainak pontos meghatarozasa tovabbi vizsgalatokat igényel.
Kisérletiink eredményeibdl megallapithatd: 1) A GR enzim aktivitdsa ultradian és cirkadian
ritmust mutat. ii) A sokezelés az oszcillacié amplituddjat novelte, mig a periddust

valtozatlanul hagyta. iii) Az ultradian ritmusok sokezelésre érzékenynek mutatkoztak.

6.2. A s0 és kiilonbozo nitrogenforrasok hatdasa a névények antioxidativ enzimrendszerére

A nitrogén, mint dsvanyi elem igen fontos a névények fejlodéséhez. Leggyakrabban
felvett nitrogénforrdsok a nitrat és az ammonium, melyekrdl mar kordbban kimutattik,
kiilonboznek a novények novekedésére és kémiai Osszetételére gyakorolt hatdsukban

(Lewis and Chadwik, 1983; Lips és mtsai, 1990; Cramer €s Lewis, 1993). A kiilonb6z6
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formaban adott nitrogén nemcsak a kontroll koriilmények kozott nevelt ndvények
novekedésére hat, hanem bizonyos feltételek mellett befolyasolja a sotlirést is (Lewis és
mtsai, 1989). Ezen novények sostresszre adott valaszainak Osszehasonlitasat érdekessé
teszi, hogy tobb természetes ¢s mezOdgazdasagi miivelés alatt allo sos teriilet nitrogénben
szegény (Seeman ¢és Sharkey, 1986). A vizsgalatok lehetdséget mutathatnak a sé hatdsanak
csokkentésére az adott koriilmények kozott nevelt ndvények esetében. A sé és kiillonbozo
nitrogénforrasok egylittes alkalmazasanak, termésre, fotoszintézisre ¢és nitrogén
anyagcserére gyakorolt egyiittes hatdsat tobb laboratériumban vizsgaltak (Lewis és mtsai,
1989; Hawkins és Lewis, 1993a,b). A téma iranti érdeklddésiinket fokozta az a tény, hogy
a novények stresszvalaszainak kialakitdsdban fontos hormon, az abszcizinsav (Kende és
Zeevaart, 1997) mennyisége Ricinus communis levelében és gyoOkerében is megnott
ammonium taplalas és so stressz hatdsira, mig a nitrat hatasa ezzel ellentétes volt (Peuke
¢s mtsai, 1994). Kisérleteinkben a novényi stresszvalasz kialakitasaban fontos szerepet
jatszd6 masik rendszer, az antioxidans védekezOrendszer enzimatikus elemein keresztiil

vizsgaltuk ezen koriilmények ndvényekre gyakorolt hatasat.

A sokezelés és kiilonbozo nitrogénforrdsok hatasa a biomassza produkciora

A tapoldatban 1évé ammoénium és a sokezelés redukalta mind a kukorica, mind pedig a
napraforgd novekedését (7. tablazat), és ugyanezt figyeltiik meg buza esetében is (8.
tablazat). Korabban mar voltak hasonlé megfigyelések. Lewis és mtsai (1989) kukoricdban
(Zea mays L. var. Hazera) és buzaban (Triticum aestivum L. var. Barkay), Hawkins és
Lewis (1993a) buzaban (Triticum aestivum L. cv. Gamtoos) mutattak ki a novekedés
csOkkenését so- és ammoniumkezelés hatasara. Az eddigi vizsgéalatok alapjan a kovetkezd
lehetséges magyarazatok meriiltek fel: i) A hajtasbol a gydkérbe iranyuld szén
transzlokaci6. Erre a gyokérben zajlo ammonium asszimildcidhoz van sziikség (Lewis,
1986). ii) A s6 csokkenti a nitrogénfelvétel maximalis sebess€égét (Vmax) a nitraton és az
ammoniumon nevelt ndvények mindegyikében (Lewis és Chadwick, 1983; Hawkins és
Lewis, 1993a). 1i1) Az ozmoregulacid ATP igényének kielégitéséhez nagy mennyiségii
szénhidratot hasznal fel a gyokér, igy kevesebb jut nitrat redukciora, illetve ammonium
asszimilaciora (Cramer és mtsai, 1995). iv) A so gatolja a nitrattranszportot a gyokérbdl a

hajtasba (Cramer ¢s mtsai, 1995), ehelyett amidok szallitodnak, de alacsonyabb
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koncentracioban. Ennek eredménye, hogy a hajtasban csokken a novekedéshez sziikséges
szerves N mennyisége.

Vizsgalataink eredményei kiegészitik az eddigieket azzal, hogy ebben az esetben is
fellép egyfajta oxidativ stresszhatas, €s ez is hozzajarul a novekedés csokkenéséhez, ahogy
ezt mar oxidativ stressz jelenlétekor tobb esetben is megfigyelték (Barabas és mtsai, 1998;
Hilal és mtsai, 1998). Az eddig ismert adatok alapjan elképzelhetd, hogy a fenti elméletek

egyfajta szintézise lesz az, ami kdzelebb visz benniinket a jelenség megértéséhez.

Sokezelés és kiilonbozo nitrogénforrds hatdasara végbemend valtozdasok az antioxidans

enzimek aktivitasaban kukorica és napraforgo novényekben

Az ¢l szervezetben zajlo anyagcserefolyamatok normalis koriilmények kozott is
termelnek szabad gyokoket és aktivalt oxigén formakat. Ezen toxikus szarmazékok
mennyisége megnd minden kornyezeti és ember altal okozott stresszhatisra. A novények
hatékony védekezdrendszerrel rendelkeznek, amely megvédi Oket a roncsold hatdsu
oxidativ reakcioktol (Foyer és mtsai, 1994a,b). E rendszer részeként az antioxidans
enzimek kulcsszerepet jatszanak a védekez0 mechanizmusokban.

A kukoricaval és napraforgoval végzett vizsgalatainkban altaldban magasabb
enzimaktivitast taldltunk gyokérben, mint levélben (7-11. 4abra). Kivételt képeznek
napraforgod esetében a GR és Kat enzimek, ahol a levélben magasabb enzimaktivitast
detektaltunk. Meneguzzo és mtsai (1999) sokezelt buza ndvények hajtasat és gyokerét
tanulmanyoztdk. Az altaluk vizsgalt enzimek koziil az aszkorbat peroxidaz, monodehidro-
aszkorbat reduktdz ¢és dehidro-aszkorbat reduktdz a gyokérben mutatott magasabb
aktivitast, mig a GR esetében nem volt szignifikdns kiilonbség a gyokér és a hajtas kozott.
A sostressz, a szarazsag vagy éppen a tapanyaghiany, mind olyan stresszhatasok, melyek a
gyokéren keresztiil érzékelhetok a nOvény szamara, és ez szolgalhat magyarazatul a
gyokérben talalhatdé magasabb enzimaktivitasra. Ezzel ellentétes pl. az UV-B sugérzas,
melynek érzékelése a levél szintjén torténik. Az antioxidans rendszer miikodését vizsgalva
Barabas ¢s mtsai (1998) magasabb antioxidans szintet (GSSG) és GR aktivitast talaltak az
UV-B kezelt buza novények levelében, mint a gyokérben.

A sokezelés hatdsara gyokérben a legtobb esetben (nitraton nevelt ndvények GPx
aktivitasat kivéve) megndtt az antioxidans enzimek aktivitdsa. Levélben a ndvekedés

mértéke alacsony, st egyes esetekben az enzim aktivitasa csokkent. Az irodalomban tobb
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adatot is talalunk a sodstressz antioxiddns enzimekre gyakorolt hatdsarol. A GST
aktivitadsanak novekedését mutattak ki gyapotban (Fowler és mitsai, 1997), uborkaban
Lechno ¢és mtsai (1997) a GR ¢és a Kat aktivitdsanak, mig Fadzilla és mtsai (1997) rizs
gyokérkultirdban a SOD és a Kat aktivitasanak novekedését figyelték meg. Sokezelt
borsoban magasabb SOD és GR aktivitast talaltak (Hernandez és mtsai, 1999). Meneguzzo
¢s mtsai (1999) buzaval beallitott kisérletiikkben azt az altalanos tendenciat figyelték meg,
hogy az antioxidans enzimek aktivitasa nott a hajtasban és csokkent a gyokérben sostressz
hatasara.

Az eredmények sokfélesége mutatja, hogy egy bonyolult rendszerrél van sz6. A sé
hatasa egy igen Osszetett folyamat, amely fiigg a sé fajtajatdl és koncentracidjatol, a
novény fejlédési stadiumatol, és a kornyezeti faktoroktol (Shannon és mtsai, 1990). Még
nem teljesen tisztazott, hogy a NaCl miként befolyasolja az antioxidans valaszreakcidkat.
A hatéast okozhatja i) a Cl” toxikus hatasa a PSII-re, vagy ii) a membran szerkezetének
megvaltozasa, melyet a magas Na*/Ca®" arany valt ki (Meneguzzo és mtsai, 1999).

A GST enzim aktivitasa ndtt sokezelésre (11. abra). Rodrigues-Rosales ¢és mtsai (1999)
100 mM NacCl-al kezeltek kontroll és sotolerans paradicsom kalluszokat, és magasabb GST
aktivitast figyeltek meg a sotolerans kalluszok esetében. Mindezek jol aldtdmasztjak azt a
tényt, hogy ez az enzim a ndvényi sejt szamdara segitséget nyljt ahhoz, hogy sikeresen
kikiiszobolhesse a sokezeléssel jard lipid peroxidacié negativ hatdsait (Fowler és mtsai,
1997).

A NOs™ és NH4" taplalas (Bendixen és mtsai, 2001), valamint a s6 és kiilonb6z6 N-
forrasok egyiittes hatdsanak kiilonb6zd biokémiai folyamatokra gyakorolt hatasat tobb
publikacioban feldolgoztak (Sagi és mtsai, 1998; Omarov és mtsai, 1998). Feltételezik,
hogy az ammonium, vagy egyik asszimilacidos terméke (glutamin vagy glutamat)
szolgélhat stresszszignalként, valamint az ammoniumon nevelt ndvényekben olyan
anyagcsereutak indukalodhatnak, melyek tobb aktivalt oxigén szarmazék felszabadulasat
okozzdk. A GR (7. abra) a napraforgoban, GST kukoricdban (11. 4dbra) és a Kat mindkét
fajban (10. dbra) magasabb aktivitdst mutat ammoniumon nevelt ndvények esetében, mig a
SOD (8. abra) és a GPx (9. dbra) ezzel ellentétesen valtozott. A két enzim azonos aktivitas
mintdzatot mutatot, ami a koztiik fennalld termék-szubsztrat kapcsolattal magyarazhatd. A
SOD a -O2 dizmutacigjat katalizalja, mikozben H2O. keletkezik. A SOD altal termelt
H202-ot a GPx képes semlegesiteni. Polle és mtsai (1994) vizsgaltdk a kiilonb6zd aranyu

nitrat és ammonium keverékén nevelt norvég fenydben a nitrogénforras és az antioxidans
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enzimek kapcsolatat. FErdekes egybeesés, hogy a legmagasabb GR aktivitassal az
ammoniumon nevelt ndvények rendelkeztek, mig a SOD aktivitdsa ebben az esetben volt a
legalacsonyabb.

Az eredményekbdl feltételezhetd, hogy a szabadgyok produkcid6 magasabb azon
novények esetében, melyek ammoniumot hasznalnak, mint N-forrast. Itt megemlithetd
Jiang ¢és mtsainak (1995) munkdja, akik kiilonb6z0 nitrogénforrasokat tartalmazo
taptalajok hatasat vizsgaltak Anabaena PCC 7120 nitrogénfixald cianobaktérium
génexpressziodjara és fehérjeszintézisére. Osszehasonlitva az ammoéniumon vagy nitraton
nevelt kultardkat és a nitrogén fixalokat megallapitottdk, hogy a GR fehérje mennyisége
megnott, dsszehasonlitva a masik kettdvel. Azt is kimutattak, hogy ez az emelkedés mar
génexpresszio szintjén jelentkezik. Pontos magyaréazattal nem szolgaltak, miért is kell egy
antioxidans enzimnek nitrogén forma altal szabalyozottnak lennie, de feltételezték, hogy ez
egy masodlagos hatds. ValoszinGsitették, hogy az altaluk tapasztalt felgyorsult
novekedéshez aktivabban miikddo fotoszintézis sziikséges, €s ez maga utdn vonja a
nagyobb mértékii szabadgyok termelést.

Korabbi eredmények mar kimutattak, hogy az alkalmazott N-forras fajtaja nemcsak a
kontroll koriilmények kozott nevelt novények novekedésére hat, hanem befolyasolja a
novény sotlirését is bizonyos koriilmények kozott (Lewis és mtsai, 1989). Ezt tdmasztja ala
az antioxidans védekezorendszer részérdl a GR, Kat és GST enzimek aktivitasvaltozasa
(7., 10. és 11. abra), ahol a sokezelés hatasara kialakuld enzimaktivitds magasabb az
ammoniumon, mint a nitraton nevelt novényeknél. Mas enzimrendszerek (Mo-enzimek:
aldehid oxidaz, xantin dehidrogenaz és nitrat reduktaz) esetében hasonld eredményekre
jutottak kukorica (Barabas és mtsai, 2000), arpa (Omarov és mtsai, 1998) és angolperje
(Sagi és mtsai 1998) esetében.

Mindezekbdl feltételezhetd, hogy az ammoniumion stressz-szignalként szolgél, amely

néhany — a korai stressz-adaptacios folyamatokért felelds — enzim aktivacidjat indukalja.

Kiilonbozo gyokerrégiok vizsgalata

A novények szervein beliil kiilonbozd fajtaja és kora sejtek taldlhatok, igy
feltételezhetd, hogy funkcidjuk és a kornyezet hatdsaira adott valaszaik eltérd helyiiktdl és
fejlodési stddiumuktol fiiggden (Hilal és mtsai, 1998). A gyokér nagyszerii objektum a s

novekedésre €s egy€b paraméterekre gyakorolt hatdsanak vizsgélatdhoz a kovetkezOk
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miatt: (a) egy meghatdrozott novekedési régid taldlhaté a gyokércsucsban és egy
elkiiloniild, oreg, megnyult sejtekbdl 4llo, nem osztddd régid a gydkércsucstol tavolabb
(Ishikawa and Evans, 1995). (b) A gyokérsejtek kozvetleniil kitehetok kiilonb6zé NaCl
koncentracioknak a tapoldat cseréjével (Hilal és mtsai, 1998).

A gyokér a novénynek az a része, amely elséként érzékeli a sos kornyezetet,
szarazsagot, vagy anoxiat. Eppen ezért az adaptacios folyamatok elsédleges vonalat
képviseli. A gyokér transzverzalis €s longitudinalis tengelye mentén meglévo anatomiai és
funkciondlis kiilonbségek biokémiai folyamatokkal vald Osszefliggéseit mar korabban
vizsgaltak (Zeleneva és mtsai, 1982). Barabas és mtsai (2000) kiilonbségeket mutattak ki a
Mo-enzimek térbeli eloszlasaban kukorica ndvényben. Ezen enzimek aktivitasa
kiemelked6en magas volt a gydkércsiicsban és a sztélében. A GPx és SOD (16. abra)
aktivitas altaldban magasabb volt az iddsebb gyokérrégiokban, mig a GR nem mutatott
kiilonbségeket nitraton nevelt novények esetében (12. dbra), ugyanakkor az ammoéniumon
nevelt novények fiatalabb régidiban taladltunk magasabb aktivitast. A gyokér
keresztmetszetét tekintve az antioxiddns enzimek aktivitdsa magasabb volt a kortexben,
mint a sztélében. Ki kell emelniink, hogy a kiilonb6z6 kezelések antioxidans enzimekre

A gyOkér vizsgalata soran kapott informaciok ramutatnak arra, hogy a gyokér egyes
részei, melyek anatdmiailag és funkciondlisan is kiilonbségeket mutatnak, eltérnek a
benniik 1év0 antioxiddns enzimek aktivitdsdban is. Ezt a gyokérben zajlo élettani
folyamatok eltérd érzékenysége magyarazhatja. Ezek pontosabb felderitésé¢hez az egyes

funkcionalisan elkiiloniilé gyokérrégiok részletes vizsgalatara van sziikség.

Valtozasok az antioxidans enzimek izoenzim mintazataban sokezeles és kiilonbozo

nitrogénforras hatdasdara buzdaban

Mivel a kiilonbozd stresszhatasok eltérden hathatnak a sejtekre és sejtalkotokra, az €16
szervezetekben az antioxiddns enzimeknek tobb forméja megtaldlhatd (izoenzimek),
melyek a kiilonbozd sejtorganellumokban taldlhatok. (Tsang Ed ¢és mtsai, 1991).
Transzgénikus novényekkel folytatott vizsgéalatok kimutattak, hogy a novények aktivalt
oxigénszarmazékokkal szembeni ellenalloképessége sokkal inkabb fiigg a sejtben miikodod
teljes védekezdrendszer egyiittmiikodésétdl, mint egyetlen enzim aktivitasatdl (Sen Gupta

¢és mtsai, 1993b; Slooten és mtsai, 1995).
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A GR enzim izoformdira nézve elég valtozatos képet tiikroz az irodalom.
Kiilonb6z6 technikak alkalmazasaval — ioncserés kromatografia, izoelektromos fokuszalas,
nativ PAGE - sikeriilt GR izoformakat azonositani dohanyban (Foyer és mtsai, 1991),
spendtban (Guy ¢és Carter, 1984) ¢és fenyoben (Wingsle ¢és Karpinski, 1996).
Megallapithatd, hogy néhany fajban tobb GR izoforma is taldlhat6. Edwards és mtsai
(1994) azt talaltdk, hogy a GR izoenzim mintdzata megvaltozhat a ndvény novekedése
soran stressz hatasara. Uj izoforma megjelenését bizonyitottdk hidegedzés hatésara
spendtban és lucfenydben (Guy és Carter, 1984; Hausladen €s Alscher, 1994).

Jelen kisérletiinkben a sokezelés (100 mM NaCl) hatasat vizsgaltuk kiilonb6zo
nitrogénforrason (NO3’, NHs", NHsNO3) nevelt novényekben. Buza gydkerében egy
GSSG-fiiggd izoformat sikeriilt azonositani, melynek aktivitisa eltért a kiilonbozo
kezeléseknél (14. abra). Dalal és Khanna-Chopra (2001) buzahibridek vizsgalata soran

nativ gélelektroforézissel két GSSG-fiiggd izoformat kiilonitett el.

A SOD enzimnek ndvényekben tobb izoformdja ismert. Ezeket eldszor Baum és
Scandalios (1979) mutatta ki. Az izoformdk jol elvalaszthatok nativ PAGE segitségével.
Az egyes izoformak (Cu/Zn, Fe, Mn SOD) KCN-ra és H20O2-ra kiilonb6z6 érzékenységgel
reagalnak, igy konnyen elkiilonithetok.

Kisérletiinkben gyokérben 6 izoformat kiilonitettiink el, mig ezekbdl 3 a levélben is
kimutathat6 (15. abra). A legtobb, eddig vizsgalt ndvényben sikerrel azonositottak SOD
izoenzimeket, igy buzaban is (Dalal és Khanna-Chopra, 2001). A blizaban azonositott négy
1zoforma koziil egy Mn SOD, a t6bbi Cu/Zn SOD volt. Az altalunk végzett kisérletekben is
egy Mn SOD izoformat sikeriilt azonositani. Az enzim aktivitdsaban s6 (NaCl) stressz
hataséra bekovetkezd valtozasokrol mar tobb publikacid is beszamolt (Shalata és Tal,
1998; Hernandez és mtsai, 1999), de keveset tudunk a kiilonb6z6 stresszhatasoknak az

1zoenzimekre gyakorolt hatasarol.

A SOD ¢és a GR esetében jelentkezd eltérd kezelések okozta izoforma valtozas
magyarazatdul szolgéalhat, hogy a kiilonb6zé formak a kiillonb6zdé folyamatok soran
felszabadult szabadgyokok semlegesitéséért felelosek. Az eltérd stresszhatasok okozta
anyagcserevaltozasok befolydsolhatjdk a szabadgyokképzddést, eltolhatjak az egyensulyi
aranyokat, igy hatdssal lehetnek az egyes izoformék aktivitasara. Az is lehetséges, hogy

bizonyos izoformakat a sejten beliili kornyezet megvéltozasa (pH, ionkoncentracio)
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indukélja, hamarabb, mint a valtozasok kovetkezményeként fellépd nagyobb mennyiségli

szabadgyok felszabadulas.

A kataldz egy H202-ot semlegesitd enzim. A H20O2 konnyen atdiffundal a
kiilonb6zé membranokon, és ezaltal valhat veszélyessé a keletkezés helyétdl tavolabb is.
Semlegesitésében a katalaz mellett peroxidazok is részt vesznek. Mind a kataldznak, mind
pedig a peroxidazoknak tobb izoformajat azonositottak kukoricaban (Scandalios, 1965,
1968), napraforgoban (Eising és mtsai, 1989) és paradicsomban (Gianinetti és mtsai, 1993)
is. Sostressz (NaCl) hatdsara az enzimek aktivitdsaban valtozast mutattak ki (Lechno és
mtsai, 1997; Shalata és Tal, 1998; Dionisio-Sese és Tobita, 1998).

A mi kisérleti rendszerlinkben nativ PAGE segitségével 2 katalaz izoformat sikertiilt
azonositani (16. abra). Ebbdl gyokérben egy, mig a levélben mindkét forma jelen volt.
Dalal és Khanna-Chopra (2001) egy katalaz izoformat hatarozott meg btiza levélben. A
kiilonb6z6 izoformdk eltérd viselkedését mutattak ki kiilonb6z6 kezelések hatasara
kukoricdban (Scandalios és mtsai, 1997). Az aktivitasok eltérnek kezelésenként, mig az
izoformdk dallandoak voltak. Lathatéan a s6, mint stressztényezd erds enzimaktivitds
noveld hatdsu. Transzgénikus Cat-1 hianyos dohany novényekkel folytatott vizsgalatok
ramutattak, hogy a Cat-1 sziikséges az aszkorbat ¢és glutation készletek oxidacidjanak
megakaddlyozasdhoz, ¢és ezzel egylitt a sejt redox egyensulyanak fenntartdsahoz
(Willekens és mtsai, 1997).

A guajakol peroxiddz esetében tobb izoformat sikeriilt elkiiloniteniink mind a
levélben, mind pedig a gyokérben. Az irodalomban talaltunk példat tobb peroxidaz
izoforma elkiilonitésére biza novényben (Dalal és Khanna-Chopra, 2001). A kiilonb6z6
peroxidazok szerepének feltarasa komplikalt feladat, mivel tobbféle élettani folyamathoz
csatolhatd a miikodésiik. Jyoti és mtsai (1998) koliinb6zd sdkezelés esetén eltérd peroxidaz
izoenzim mintazatot talaltak. Kisérleteinkben a kiilonbozd kezelések eredményeképpen
aktivitasvaltozast tudtunk megfigyelni. Ez, a korabban emlitett enzimekhez hasonldan, a s6

(NaCl) és ammoéniumion aktivitast noveld hatdsat mutattja.

Az eredményekbdl megallapithatd az, amit a kukorican és napraforgon végzett
kisérletek értékelésénél elmondtunk, hogy a NaCl kezelés hatdsahoz hasonld valtozasok
kivaltasara képes az ammonium ion, tehat stressz-szignalként szolgalhat, amely néhany — a

korai stressz-adaptacios folyamatokért felelés — enzim aktivaciojat indukalja. Egyes
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enzimek, mint a GPx ¢és Kat aktivitdsvaltozassal, mig masok (GR, SOD) 1j izoforma

megjelenésével valaszolnak.

6.3. Az antioxidans enzimek mitkodésének statisztikai osszehasonlitasa sokezelt (100 mM

NaCl) névényekben

Az altalunk végzett kisérletek eredményeit OsszegyQjtottik, és matematikai
elemzésnek vetettiik ald. Célunk az volt, hogy a sostressz hatasara bekovetkezd antioxidans
valaszmechanizmusok enzimatikus elemei kozotti kapcsolddasi pontokat feltarjuk.

Nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget a kiilonb6zd enzimek sokezelésre adott
valaszaiban (relativ enzimaktivitas), ami kifejezheti azt, hogy a kezelés minden esetben
stresszfaktorként, szolgdl az enzim szdmara. Az antioxidans védekezdrendszer egy
komplex rendszer, melynek elemei egyiittesen védik a novényt a szabad gyokok roncsold
hatasaival szemben. Ezt tdmasztjdk ala azok a transzgénikus nodvényekkel végzett
kisérletek, melyek sordn - pl. a GR (Foyer és mtsai, 1991) és SOD (Tepperman ¢és
Dunsmuir, 1990) esetében — kimutattak, hogy az antioxidans rendszer egyetlen elemének
tultermeltetése csekély hatassal jar, és nem képes kell6 hatékonysagu védelmet biztositani
a sejtben zajlo oxidécios folyamatok kdvetkezményei ellen (Foyer és mtsai, 1991).

A korreldcidanalizis sordn a séstressz hatdsdra adott valasz hasonlosagat
vizsgalhatjuk az egyes enzimek aktivitdsvaltozasaban. Korrelaciot (P<0,05) kizardlag a
SOD ¢s GR enzimek esetében taldltunk. Erre magyardzatot adhat a két enzim
miikddésének 0Osszefonddasa a aszkorbinsav-glutation cikluson keresztil. Az enzimek
valaszreakcioit elinditd, befolyasold folyamatok azonossagarol, vagy kiilonbozdségérdl
informaciot nyujthat a fékomponens-analizis (18. dbra). Az 4bran jol elkiilonitheté a GR,
SOD, GST alkotta csoport, melyek viselkedését azonos tényez6 alakitja, mig a Kat és GPx
enzimek meghatarozottsaga eltér. Az eredmények 0sszhangban vannak az egyes enzimek
miikddésérol alkotott ismereteinkkel. A SOD, GR és GST enzimek az oxidativ stressz
kikiiszobolésére sajat feladatukat végzik. A SOD a szuperoxid gydkaniont semlegesiti, a
GR kulcsszerepet jatszik az aszkorbinsav-glutation ciklusban, mig a GST a
lipidperoxidécio sejtrombold hatdsa ellen véd. Ellenben a Kat és GPx enzimek esetében
olyan enzimekrdl van sz6, melyeknél a feladat ugyanaz. Azonos feladaton osztoznak,
mégpedig a hidrogén peroxid semlegesitésén. Annak ellenére, hogy a feladat azonos, a két

enzim kiilonb6z6 modon latja el feladatat.
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Az antioxiddns védekezOrendszer minél tobb elemére kiterjedd vizsgalatok
matematikai 6sszegzése nyithat 0j lehetdségeket e rendszer miikodésének megértéséhez.
Példaul az okologia vagy éppen a meteorologia teriiletein mar bevalt a komputer
szimulacio, mely a folyamatok konnyebb attekinthetdségét teszi lehetové. Polle (2001)
munkajaban az anyagcsere modellezést hasznalja a SOD-aszkorbat-glutation rendszer
mikodésének vizsgalatdhoz, és megallapitja, hogy a modellszeri megkdzelités
hozzajarulhat az antioxidans védekezorendszer miikddésének megértéséhez, €s hasznos

informaciokat szolgaltathat a jobb stresszrezisztenciaval rendelkezé novények nemesitési

srer

6.4. Aldehid oxidaz enzim jelenlétének vizsgalata kukorica gydkér mitokondriumban és

peroxiszomaban

A 19, 20. és 21. abrakon végigtekintve munkank eredményérdl a kovetkezoket
mondhatjuk el: Az altalunk vélasztott modszer megfeleld mitokondrium és peroxiszoma
kukorica gyokérbdl valo kitisztitasara. A sejtalkotok kozotti keresztszennyezddés alacsony
szdzaléka (<10%) megfelel az irodalmi adatoknak (Volokita, 1991; Jimenez és mitsai,
1998). A gélfestés soran a kitisztitott seltalkotokban AO enzim aktivitasat nem tudtuk
kimutatni. Erre az eredményre tobbféle magyarazat is adhatd: az enzim nincs jelen ezekben
sejtalkotokban. Vizsgélatainkban a peroxiszomak intaktsaga 30-50% kozott volt, mig ez az
érték az irodalomban 65-75%. (Volokita, 1991; Jimenez és mtsai, 1998). Elképzelhetd,
hogy annak ellenére, hogy az enzim esetleg jelen volt, kiszivargott a sériilt sejtalkotobol.
Erre utalhat az utols6 frakcioban kimutathato akitivitas, mely az elvalaszto gradiens oszlop
tetejérdl szarmazik, torott részecskéket tartalmaz.

A mi eredményeink is azt tdmasztjak ald, hogy az enzim kukoricadban is a citoszolban

talalhato.
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7. OSSZEFOGLALAS

Napjainkban a novényélettani kutatdsoknak jelentOs részét a stresszkutatadsok teszik
ki. Ez magyarazhat6 egyrészt a bioszféraban bekdvetkezd véltozasokkal, masrészt azzal,
hogy a novények valaszmechanizmusai, illetve az, hogy hogyan alkalmazkodnak a
kiilonbozé stresszkoriilményekhez, még nem teljesen ismert. A vizsgélatok intenziv és
sz¢éleskorti elterjedéséhez gazdasagi tényezOk is hozzdjarulnak, hiszen a kedvezdtlen
koriilmények a haszonndvényeknél tetemes mindségi és mennyiségi veszteséget okoznak
évente, és ez az élelmiszerellatasban gondokhoz vezethet.

Minden stresszhatdsnak van oxidativ komponense, igy a ndvények az Oket érd
kiils6 hatasokon keresztiil egyfajta oxidativ stressznek is ki vannak téve. Ez szabad gyokok
¢és aktivalt oxigén tartalmu molekulak koncentracidjanak novekedésében nyilvanul meg.
Ezen hatasok kivédésére egy Osszetett, enzimatikus €s nem enzimatikus elemekbdl
felépiild antioxidativ védekezdrendszer épiilt ki. A kiils6 kornyezet valtozasainak hatasa jol
mérhetd ezen rendszer enzimatikus elemeinek aktivitisan keresztiil, és ezen vizsgalatok
segitségével feltarhaté a novény érzékenysége adott stresszfaktorra, illetve annak ndvényre
gyakorolt hatdsa. Mivel a sokezelést (NaCl) kovetden szintén megnd az aktivalt
oxigénszarmazékok koncentracidja, a sostressz hatdsat az antioxidans védekezOrendszer

enzimatikus elemein keresztiil vizsgaltuk.

Munkénk sordn célul tiiztiik ki az antioxidans védekezdérendszer mind jobb megismerését.
A korabbi eredmények ismeretében a kovetkezd vizsgalatokat végeztiik:

A glutation reduktaz enzim aktivitasan keresztiil vizsgaltuk, jelen van-e egyfajta napi
ritmus az enzimatikus védekezOrendszerben. Kisérleteinkben arra is a valaszt kerestiink,
hogyha ez a ritmus jelen van az enzim aktivitdsidban, a kiilonb6z6 mértékii NaCl kezelés
megvaltoztatja-e a jellemzdit.

Kiilsé kornyezeti hatasok koziil a s6 mellett a kiillonb6zd nitrogénforrdsok (nitrat,
ammoénium) hatdsat vizsgaltuk a glutation reduktdz, szuperoxid dizmutdz, guajakol
peroxidaz, katalaz és glutation-S-transzferaz enzimeken keresztiil. Arra kerestiink valaszt,
hogy miként hatnak ezek a tényezdk a védekezdérendszer aktivitasara, illetve egymaésra.
Ezek megvalaszolasara vizsgaltuk az enzimek aktivitdsanak valtozasat, illetve izoenzimeik

jelenlétét kiilonbo6zd koriilmények kozott nevelt ndvényekben.
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Az aldehid oxiddaz enzim, bar nem antioxidans, az utobbi években bekeriilt a
stresszhatdsokkal foglalkoz6 kutatdsok korébe. Ennek magyarazatdul szolgalhat, hogy
napjainkban mind tobb, stresszvalaszhoz kothetd funkcigjat tartak fel, és tobbek kozott két
fitohormon — az abszcizinsav és az indol-3-ecetsav — bioszintézisének utolsd 1épését
katalizalja. Mivel folyamatosan tjabb és ujabb informdaciok jelennek meg az enzimmel
kapcsolatban, ezért sejten beliili lokalizaciojat vizsgaltuk, annak reményében, hogy sikertil

az enzimet azonositanunk kukorica gyokér mitokondriumban vagy peroxiszémaban.

A kisérletek soran ndvényeinket folyadékkultirdban neveltiik, amely megkonnyitette a
kiilonb6z6 kezelések (50, 100, 150 mM NaCl), illetve az eltérd nitrogénforrasok (NO3',
NHsNOs, NHs"), hatasanak vizsgalatat. Vizsgalatainkban a mezOgazdasagi termelés
szempontjabol fontos ndvényeket - buza, kukorica és napraforgd - hasznaltunk kisérleti
objektumként. A novényeknek mind a levelét, mind pedig a gyokerét hasznaltuk
kisérleteink sordn. Az enzimaktivitdas nyomonkovetéséhez fotometrids méréseket
alkalmaztunk, mig az enzimek izoformdinak elkiilonitése nativ poliakrilamid
gélelektroforézissel tortént. A sejtalkotok (mitokondrium, peroxiszoma) elvalasztisa sordn

lineéris cukorgradienst hasznaltunk.

Az altalunk elvégzett vizsgalatok a kdvetkezd eredményekre vezettek:

e A glutation reduktdz enzim aktivitdsa napi ritmus szerint valtozik, melynek
periddusideje 15 és 20 ora kozott van. A napiritmus mellett rovidebb peridodusidejd,
ugynevezett ultradian ritmust tudtunk azonositani. Megfigyeléseink szerint a GR
aktivitdsdban megfigyelt ritmus kozvetleniil nem fény altal szabalyozott, mivel a
valtozasok mind levélben, mind pedig gyokérben mar a sotét periodus vége elott
elindultak.

e Sokezelés (NaCl) hatdsara megnétt a glutation reduktdz enzim aktivitdsa. A
sokezelés nem érintette a ritmus periddusidejét, csak az amplitudojat. Ez azt sugallja, hogy
a sostressz a feltételezett ritmusképzd kimeneti oldalan fejti ki hatdsat. Az altalunk
azonositott uldradian ritmus a sokezelésre érzékenynek mutatkozott.

e A sokezelésen kiviil a kiilonbozd nitrogénforrasok milyensége is hatassal van az
antioxidativ védekezOrendszer enzimatikus elemeire. Valtozdsokat tapasztaltunk a
glutation reduktdz, szuperoxid dizmutaz, guajakol peroxiddz, kataldz, és glutation-S-

transzferdz enzimek aktivitdsdban, mind pedig a glutation reduktdz, szuperoxid dizmutaz,
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guajakol peroxidaz, izoenzim Osszetételében. Vizsgalataink sordn megallapitottuk, hogy az
ammoénium ion stressz-szignalként szolgalhat, amely néhany — a korai stressz-adaptacios
folyamatokért felelds — enzimek aktivaciojat indukalja.
Az egyes gyokérrégiok vizsgalatakor megallapitottuk, hogy a kiilonb6zd kezelések
tapasztaltaktol. Mindez arra utal, hogy az ¢l0 szervezetekben zajlo folyamatok
érzékenysége eltéro.

e Az aldehid oxiddz enzim sejten beliili lokalizaciéjanak vizsgalatanak

eredményeibdl megallapithatd, hogy az enzim kukoricéban is a citoszolban talalhato.

A munkank soran kapott eredmények tovabbi részletekkel egészitik ki az antioxidans
védekezdrendszerrel kapcsolatos ismereteket. Mindezek hozzéjarulnak a ndvényi védekezo
mechanizmusok mitkddésének jobb megértéséhez. Az eziranyu kutatasok tavolabbi célja
az, hogy a nemesiték szdmdara olyan informacidkkal szolgdljon, melyek segitségiikre
lehetnek a jobb stressz rezisztenciaval rendelkezd fajtdk eldallitasahoz sziikséges

nemesitési stratégiak kidolgozasahoz.
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8. SUMMARY

Nowadays a substantial proportion of plant physiology research is made up of stress
research. This is due partly to the changes occurring in the biosphere and partly to the fact
that the response mechanisms of the plants, i.e. how they adapt to various stress conditions,
have not yet been fully clarified. Economic factors are also responsible for the intensive
spread of such investigations, since unfavourable conditions cause great qualitative and
quantitative losses in agricultural crops, leading to food supply problems.

All stress effects have an oxidative component, so plants are exposed to oxidative
stress through the external factors influencing them. This is manifested in an increase in
the concentration of free radicals and oxygen-containing reactive molecules. A complex
antioxidative system consisting of enzymatic and non-enzymatic elements has developed
to provide protection against these effects. The effect of changes in the external
environment can be efficiently measured through the activity of the enzymatic components
of this system and these measurements can be used to determine the sensitivity of the plant
to the given stress factor, and the effect of the stress factor on the plant. Since the
concentration of active oxygen species also rises after saline (NaCl) treatment, we studied
the effect of salt stress through the enzymatic components of the antioxidant defence

system.

We had the goal to know more about the antioxidant defence system. Using the
preliminary datas of the literature the following experiments were thus carried out:

The activity of the glutathione reductase enzyme was examined in order to determine
whether a diurnal rhythm could be detected in the enzymatic defence system, and whether
this was altered by treatment with various concentrations of NacCl.

Among the external environmental factors, in addition to salt, the effect of various
nitrogen sources (nitrate, ammonium) was also tested through the glutathione reductase,
superoxide dismutase, guaiacol peroxidase, catalase and glutathione-S-transferase enzymes
in order to determine how these factors affected the activity of the defence system and
whether they strengthened or weakened each other’s effects. To this end, changes in
enzyme activity and the presence of isoenzymes were investigated in plants grown under

different conditions.
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Although it is not an antioxidant, the aldehyde oxidase enzyme has also been
investigated in recent years in research on stress effects, since it has been shown to have a
number of functions linked to stress responses, and had been implicated in the synthesis of
two important phytohormones indole acetic acid and abscisic acid. Since more and more
information is being published on this enzyme, examinations were made on its localisation
within the cell in the hope of isolating it in the mitochondria or peroxisomes of maize

roots.

In the course of the experiments plants were raised in liquid culture, which facilitated
studies on the effect of various treatments (50, 100, 150 mM NaCl) and nitrogen sources
(NOs, NHsNOs, NHs). Plants which has agricultural importance, wheat, maize and
sunflower were used in the studies. We used both of the roots and leaves during the
analyzes. To determine the changes of the enzyme activity spectrophotometric
measurements while to separate and examine the different isoforms native polyacrylamide
gel electrophoresis were used. Among the cell components, mitochondria and peroxysomes

were extracted from maize roots using a linear sugar gradient.

The following results were obtained in the experiments:

e The activity of the glutathione reductase enzyme changed according to a diurnal
rhythm, the period of which was between 15 and 20 hours. Beside the diurnal rhythm we
were able to detect an ultradian rhythm with a shorter period.

o Salt treatment (NaCl) led to an increase in the activity of the glutathione reductase
enzyme, but no linear correlation was found between the salt concentrations (50, 100, 150
mM NaCl) and the change in enzyme activity. The salt treatment did not effect the period
time of the diurnal rhythm, but there was a change in the amplitude. The ultradian rhythm
was sensitive to salt treatment.

¢ The enzymatic components of the antioxidative defence system were influenced not
only by salt treatment, but also on the type of nitrogen source. Changes were observed in
the activity of the glutathione reductase, superoxide dismutase, guaiacol peroxidase,
catalase and glutathione-S-transferase enzymes and in the isoenzyme compositions of
glutathione reductase, superoxide dismutase, guayacol peroxidase and catalase. It was
concluded from the results that the ammonium ion may serve as a stress signal responsible

for activation of enzymes responsible for a number of early stress adaptation processes.
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During the analyses of the distinct root zones different effects of the several treatments
were observed on the antioxidant enzymes in the tip than in the whole root. The different

sensitivity of the metabolic processes can give a possible explanation for the phenomenon.

e Examinations on the localisation of the aldehyde oxidase enzyme within the cell

showed it to be located in the cytosol.

The results of our study amplify the knowledge about the antioxidant defence
system and conduce to a better understanding of the working mechanisms of the plant
defence systems. The farther goal of this kind of researches is to provide additional
information that is useful to develop breeding strategies for higher stress resistance in
plants.
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