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Roviditések jegyzéke

ABA abszcizinsav

AdoMet S-adenozilmetionin

APX aszkorbat-peroxidaz

ASH aszkorbinsav

CaM calmodulin

CAX1 H*/Ca?* transzporter

CBL kalcineurin-B-like fehérje

CIPK CBL-interacting protein kindzok

DHA dehidroaszkorbat

DMSP dimetil-szulfopropionat

DTNB 5,5’-ditio-bisz-(2-nitrobenzoesav)

ERF1 ethylene response factor

ETC elektron transzportlanc

Fv valtoz6 klorofill fluoreszcencia

Fm maximalis klorofill fluoreszcencia

Fo minimalis/kezdeti fluoreszcencia

GPX gvajakol-peroxidaz

GR glutation-reduktaz

GSH redukalt glutation

GSSG oxidalt glutation

HMT S-metilmetionin:homocisztein S-metil-transzferaz
MAPK mitogén-aktivalt protein-kinaz

MDHA monodehidro-aszkorbinsav

MMT S-adenozilmetionin:metionin S-metiltranszferaz
NHX H-gradiens 4ltal hajtott kicserél6 fehérje
PSI, PSII elsé €s masodik fotorendszer

gRT-PCR kvantitativ real-time polimeraz lancreakcio
ROS reaktiv oxigénformak

SMM S-metilmetionin

SOS Salt Overly Sensitive ttvonal



Bevezetés

A kukorica, vagy ahogyan Gardonyi Géza az Egri csillagok cimii regényében hivja, a
torokbuza, vildgszerte €s hazankban is igen fontos haszonndvény (1. éabra). Elséként az
amerikai 0slakosok termesztették, ezért indianbuzanak is nevezik (Laws, 2010). Masik neve, a
tengeri pedig tengeren tili eredetére utal. Az oOreg kontinensre Kolumbusz Kristof
kozbenjarasaval jutott el. Egy évszdzad sem kellett hozza, és mar ismerték Kinaban is.
Oroszorszagba is eljutott, ahol malét (mamaligat) készitettek beldle (Laws, 2010). Az el6z6
szdzadban még gyakori étel volt a magyar asztalokon a puliszka, melyet sdsan és édesen is
fogyasztottak. A kukorica fenséges fozve, grillen elkészitve, de akar nyersen is. Alkoholos ital
is késziilhet az erjesztett kukoricabol. Ez a chica, egy dél-amerikai kiilonlegesség (Laws,
2010). A tovabb szaritott kukoricabol drlemények késziilhetnek. Jellegzetes mexikoi étel a
tortilla, azaz a kukoricalepény, de a kukoricadara a puliszka alapja is. A felsoroltak alapjan
belathatjuk, hogy csupan gasztronémiai, népélelmezési szempontbol is nélkiilozhetetlen
novény a kukorica. Fontos azonban hangsulyozni, hogy nem csupan élelmezési célokra
hasznalhatjuk fel. Ipari szinten is gazdasdgos falhasznaldsahoz folyamatosan jo termést kell
aratnunk beldle. Novekedését és termésképzését azonban géatolhatjak bizonyos tényezok.

Stressznek neveziink minden olyan hatast, ami a ndvény ndvekedését és szaporodasat
a genomban megszabott lehetséges érték ala szoritja (Osmond és mtsai, 1987). A dolgozat
témajat ado abiotikus stresszor, a sOstressz egy igen Osszetett jelenség, mert tobb stresszhatéast
is magaban foglal. Sostressz alatt a ndvényt egyszerre érheti ozmotikus stressz,
szarazsagstressz, oxidativ stressz, emellett felborulhat az ionhaztartdsa is. A talajoldat magas
sokoncentracidja miatt erdsebb ozmotikus nyomast érhet el, mint amilyen ozmotikus nyomas
a novényi szervezeten belill, illetve a novény gyokérsejtjein beliil uralkodik. Ennek
kovetkeztében lecsokken a novény turgora, gatlodik a sejtmegnyulds, zarddnak a sztomak.
Emellett az ionhaztartas is karosodast szenved. Végeredményiil a fotoszintézis mechanizmusa
is karosodik, és reaktiv oxigénformak (ROS) képzddnek. Ennek a megfeleld szintnek a
szabalyozasat az antioxiddns rendszer végzi. Stressz kovetkeztében azonban felborul az
egyensuly az eliminacid és a képzddés kozott. Ennek az eredménye, hogy tobblet ROS
képzddik, ami mar nem jo a ndvény szamara, mert oxidativ stresszt valt ki benne. Az oxidativ
stressz €s az 1ionhaztartds karosoddsa rossz hatdssal van a ndvény fejlodésére és

termésképzésére.



Tobbféle modon is novelhetjiik a novények ellendllasat a stresszel szemben. Ennek
egyik legegyszerlibb, legolcsobb és mégis hatékony formaja a természetes stresszkivédd
hatdéanyagok bejuttatasa a novényi szervezetbe. Ilyen hatéanyag az S-metilmetionin (SMM)
is, amelyet sikerrel alkalmaztak példaul hidegstressz karositd hatdsanak enyhitésére (Racz és
mtsai, 2008). Habar hazankban kevésbé jellemzd stresszor a magas soOkoncentracio,
vilagszerte egyre jelentdsebb. A Fold ontozott teriileteinek kdzel 20 %-at, valamint az egyéb
mezdgazdasagi teriiletek tobb mint 2 %-at érintette ez a probléma a FAO (2000) felmérése
szerint.

Ennek tudataban fontosnak talalom a problémakor vizsgélatat. Ha fokozzuk a ndvény
ellenallasat a sostresszel szemben, adott esetben SMM-kezelés segitségével, jelentsen
hozzajarulhatunk a stabilabb termés eléréséhez akdr a szokottndl magasabb soterhelési

mezOgazdasagi teriileteken is.
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1. dbra: Zea mays L.
Forras: http://de.wikipedia.org/wiki/Mais
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Irodalmi attekintés

Stressz, sostressz

A novények ndvekedésiikhoz, fejlédésiikhoz ¢és szaporodasukhoz optimalis
koriilményeket biztositd ¢élohelyen képesek a legkonnyebben tulélni. Ilyen optimumot
konnyen megfigyelhetiink példaul vizellatottsdg vagy fényintenzitds tekintetében. Az
optimum értékei kozott a novény fejlodése €s szaporodasa elérheti a genetikai allomanyaban
kodolt maximalis értékeket. Azonban természetes koriilmények kozott nem létezik minden
szempontbol optimalis kdrnyezet. Egy telitési gorbe segitségével abrazolva az optimum
mindig a gérbe maximumat magaba foglalo tartomany. Az optimalis tartomanytol barmely
iranyba torténd eltérés stressznek mindsiil. A stressz a szervezet tulterhelt, tulerdltetett
allapota, a test aspecifikus reakcidja mindenfajta igénybevétellel szemben (Selye, 1936).

Megkiilonboztethetjiik a stresszhatdsokat azaltal, hogy mi okozza Oket. Biotikus
stresszt valtanak ki a novényekben egyes baktériumok, vagy ndvényi virusok, de akar gombak
is. Mellettiikk fontos kiemelni azokat a stresszorokat, melyek az embertdl eredeztethetdek,
mint példaul a herbicidek és peszticidek. Ezeket antropogén hatdsoknak tekintjiik. Abiotikus
stresszorokrol beszéliink, ha élettelen kornyezeti tényezd valtja ki a stresszt. Ilyen lehet a
valtozo fényintenzitas, esetleg valamelyik tdpelem hianya.

Ilyen abiotikus stressz a sostressz is. A gyokérzonaban felhalmozdodo sok hatasara a
talajoldat ozmotikus nyomésa meghaladja a ndvényi sejten beliill uralkodé ozmotikus
nyomast. Ennek kovetkeztében a novény képtelen lesz vizfelvételre. A kialakuldo ozmotikus
stressz mellett felborul a novény ionhaztartasa is. Mindkét primer hatds csokkenti a ndvény
novekedését és a szaporodasat, azaz a terméshozamat. A soOstressz miatt szdrazsagstressz is
kialakul a ndvényben, mert nem all rendelkezésre megfeleld termodinamikai allapotu viz, a
talaj er6s ozmotikus vizkotése miatt. A vizhidny miatt lecsokken a turgor és zarodnak a
sztomak. Az intracellularis szén-dioXid-koncentraci6 csokkenésének kovetkezményeként
gatlodik a fotoszintézis. A megvaltozott turgor a kloroplasztisz boritdomembranjanak
permeabilitdsara is hatdssal van. Ennek kovetkeztében karosodik a kloroplasztisz
ionhomeosztazisa és megvaltozik a pH-ja. Szarazsag hatasara a klorofillok degradécidja is
fokozddik, karositva a PSII-t, és a fénygylijtés mechanizmusat. A fotoszintézis karosodasanak
kovetkezménye, hogy oxidativ stresszt szenved a ndvény. Sostressz hidnyaban, fizioldgiasan

is termelddnek reaktiv oxigénformak (ROS), amik igen fontos szignadlmolekuldk. De a stressz



hatasara termelédé tobblet ROS-t az antioxidans rendszer mar nem tudja korlatok kozott
tartani (Gill és Tuteja, 2010).

A sostresszért felelds natriumion a természetben nagy mennyiségben eléforduld elem.
Eloszlasa nem egyenletes, megtalalhatd szinte mindeniitt a foldfelszinen, a felszin alatti
viztestekben és természetesen nagy mennyiségben van jelen a tengerekben és 6ceanokban.
Magas sokoncentracié kialakulhat a talajban természetes uton, helyi geologiai sajatossagok
vagy a tengerpart kdzelsége miatt, de kialakulhat mesterségesen is. A mesterségesen kialakuld
magas sokoncentracionak tobb oka lehet, példaul rossz vizgazdalkodas, magas evaporacio
vagy tulzott miitragyahasznalat (Tuteja, 2007). A magas sokoncentracio legtobbszor Na® és
Cl" ionokra vonatkozik, de a soterhelt talajok egyéb szervetlen ionokat is tartalmazhatnak, igy
Ca?" iont, szulfationt, és bikarbonationt (Maathuis, 2014).
novény novekedése és fejlddése szempontjabol optimalis koncentraciot.

A szarazfoldi és vizi novények a tengerviz sotartalmanak (540-600 mM) 2-3-
szorosaval is szembesiilhetnek, de csak néhanyuk képes ezt elviselni, tulélni (Maathuis,
2014). A novényeket sotolerancidjuk alapjan tobb kategoéridba sorolhatjuk. A sokedveld
novények, azaz a halofitonok csoportja 200-500 mM NaCl-koncentracié mellett is képes
novekedésre (Flowers és mtsai, 1997; Hasegawa ¢és mtsai, 2000). Bizonyos halofitonok
esetében a magas natriumkoncentracio eldsegiti a novekedést. Példaul a Sueda maritima vagy
egyes Salicornia fajok so6 jelenlétében extrém novekedést mutatnak (Maathuis, 2014). A
halofitonok csoportjan beliil az euhalofitonok akar 300 mM NaCl koncentraciot is igényelnek
a novekedésiikhoz. Atmeneti csoportot képez az a néhany halofiton és glikofiton, mely ugyan
novekedésgatlast mutat 200 mM NaCl oldaton nevelve, de képes még vegetativ fejlodésre és
termésképzésre. A skala masik végén azok a glikofitonok vannak, melyek szdmara a 80 mM
vagy annal nagyobb sokoncentracié mar toxikus (Flowers és mtsai, 1997; Hasegawa és mtsai,
2000).

A novények szdmdra alacsony koncentracidban a natrium pozitiv hatdsa. Hogyha
figyelembe vessziik, hogy a novények elsddleges termelok, amelyek felelések a tapelemek
eljuttatdsdban a fogyaszto szintek felé, akkor a natrium jelenléte a novényekben a fogyasztok
szamara is jO lehet. A natrium pozitiv hatasat f6ként kdliumhidny esetében figyelték meg.
Azokban a talajokban, ahol kevés a kdlium, a natriumtragyazas helyettesitheti a koltséges
kalium-karbonattal torténd tragyazast. Ez azért lehetséges, mert a natrium hidratalt formaja

hasonlit a kadliuméhoz mind kémiailag, mind pedig szerkezetét tekintve (Amtmann és Sanders,



1999). Ebb6l fakaddan a natrium poétolhatja a sejtben a kaliumot egyes metabolikus
folyamatokban (Maathuis, 2014).

A legtobb enzim miikodésére azonban negativan hat a natrium jelenléte. Ennek oka a
natrium- ¢és a kaliumionok kozti méretkiilonbség, ami befolyasolja a kotési energiakat és a
koordinacidt az enzimen beliill. A keményitd szintéziséért felelds enzim az aktivitasahoz
kaliumot igényel. Mas hasonld méretil ionnal csokken az aktivitasa. Rb™ és Cs* kationokkal
80%-o0s, mig natrium mellett csupan 20%-os hatékonysagot figyeltek meg (Lindhauer és
DeFekete, 1990). A néatrium erélyes vizelvono, ezért rossz hatassal van a fehérjék nativ
szerkezetére. Megakadalyozhatja bizonyos enzimek miikodését a szerkezetiik karositasan
keresztiil. A halofitonokban azonban olyan apoplasztikus enzimeket figyeltek meg, melyek
érzéketlenek sora. Akar 500 mM NaCl koncentracié sem gatolja ezeket az enzimeket
(Thiyagarajah és mtsai, 1996). A natrium toxicitdsa nem csak a citoszolban gyakorolt negativ
hatasan alapul, hanem a kalium-homeosztazis felboritasan is (Conde és mtsai, 2011).

Osszességében véve a tul sok natrium a legfontosabb abiotikus stresszorok kozé
tartozik, ami a mezdgazdasidgi novények hozamat csokkentheti. A kornyezetben nagy
koncentracioban jelenlévd ionok, igy a natrium- €s kloridion is, lokélisan lecsokkentik a
vizpotencialt és ozmotikus stresszt véltanak ki a ndvényben, amellett, hogy felboritjak annak
ionhaztartasat.

A natriumszint monitorozasa igen Osszetett feladat. Egyes valtozasok azonban
tipikusan a sostressz kisérdjelenségei kozé tartoznak, ezek alapjaul szolgalhatnak nyomon
kovetéséhez. Eleinte a kdrnyezet magas sokoncentracioja miatt csokken a vizpotencial, és az
alacsony vizpotencial miatt romlik a novényi szovetek vizellatottsaga. A turgor valtozasa egy
ilyen, jol érzeékelhetd fizikai valtozéas a sejtfal és a membran receptorai szdmdara (Maathuis,
2014). A sostressz fellépését rogton az epidermalis és kortikalis gyokérsejtek depolarizacidja
koveti (Maathuis, 2006). Az egyértékii kationok, mint Na*, K'mind nagyon hasonld
depolarizaciot okoznak. A specifitds hianya alkalmatlanna teszi a membranpotencialt, hogy
sostresszt (Maathuis, 2014). Kifinomultabban befolyasoljdk a natriumion felvételét a
masodlagos hirvivék, mint a ROS vagy a Ca?".

A sostressz eldsegiti a reaktiv oxigénformak képzdodését (Miller €s mtsai, 2010). Habar
a reaktiv oxigénformak toxikus hatdsukrdl ismertek, sokszor jelmolekulaként is fontos
szerepet toltenek be (Maathuis, 2014). A legujabb kutatdsok szerint specidlis ROS-érzékeny
transzkripcids faktorok aktivalodhatnak. Ilyen példaul rizsben az ERF1 (ethylene response
factor 1) (Schmidt és mtsai, 2013), amely aktivacidja soran beinditja a MAPK-kaszkadot. Az
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emelkedett ERF-expresszio jobb soétolerancidhoz vezet (Schmidt és mtsai, 2013). A legtobb
stressz hatasara képzdodik ROS, ezért specifitasa sostressz esetén kérdéses. Az élovilagban a
kalcium az egyik legfontosabb madasodlagos hirvivd. Novényekben tobb kalciumszenzor
osztaly ismert. Ide tartoznak a calmodulin (CaM), a calcineurin B-like fehérjék (CBL) és a
CBL-interacting protein kinazok (CIPK) (Conde és mtsai, 2011). Mindharom szenzorcsoport
¢rintett a stresszfolyamatokban (Zhu, 2000). A sostressz kovetkezménye egy azonnal
kialakul6, atmeneti kalciumszint-novekedés a citoplazméaban, ami egyszerre tobb utvonalat
aktival (SOS, MAPK). Ezek az utvonalak hatadssal vannak ioncsatorndk aktivitasara,
enzimatikus aktivitasok szabalyozasara és a génexpressziora (Conde és mtsai, 2011). A
sostressz és az ozmotikus stressz altal indukalt kalciumhulldm rovid életli, és a citoplazma
kalciumszintje 1-2 percen beliil helyreall. Elképzelhetd, hogy altalanos valaszrdl van szo, az
ionerdsség valtozasara (Maathuis, 2014).

A soOstressz tolerancidjaban és a Na® érzékelésében szerepet jatszanak novényi
hormonok is. Az abszcizinsavat (ABA) stresszhormonként tartjdk szamon. Az ozmotikus
stressz hatasara aktivéalja az AtNHX1 gént, ami egy vakuolaris Na*/H" antiportert kodol (Shi
€s Zhu, 2002).

A ndvényi sejten beliil felhalmozddott néatriumot a ndvénynek kezelnie kell.
Kompartmentalizalhatja sejtszervecskékbe, tovabb transzportalhatja a hajtdsba, vagy
kiszorithatja a gyokérkornyezetbe. Ehhez azonban aktivéalnia kell a megfelelé szignalizacios
utakat (2. 4bra). A legtdbb jelatviteli utvonal a ndvényekben valamilyen Ca?*-hullammal
kezdédik. Ennek megfeleléen a natriumtobblet kezelését célzd utvonal, a Salt Overly
Sensitive (SOS) utvonal egy soindukalt Ca?*-hullimmal kezdédik, és az antiporter
megnovekedett aktivitdsaval végzddik, csokkentve a sejtplazma Na-tartalmat (Maathuis,
2014). Az SOS1, SOS2 és SOS3 funkcionalis modult alkotd fehérjék, melyben az SOS1
egységet foszforilalja az SOS2/SOS3 kinaz komplex (Quintero és mtsai, 2002).

Az SOS3 kodolja a modulhoz tartozod szenzor proteint (Conde €és mtsai, 2011). Az
Arabidopsisban leirt SOS3, masik nevén AtCBL4 egy kalcineurin-B-like fehérje (CBL), ami
képes a Ca®" kotésére és érzékelésére. A kalcium kotése utan dimerizalodik, ami altal lehetvé
valik az SOS2-n taldlhatdé NAF (aszparagin, alanin, fenil-alanin) doménnel az interakcid
(Maathuis, 2014).

Az SOS2 egy szerin/treonin protein kindz, melynek N-termindlisdn egy katalitikus
domén taldlhatdo (Conde &s mtsai, 2011). Az SOS3 koétése miatt a CIPK24 (SOS2) C-
terminalisan 1évd autoinhibiciés doménje szabadda valik, igy aktivalodik a kinaz. Az SOS2-

SOS3 komplex (CIPK-CBL) foszforilalja az antiportert (Quintero és mtsai, 2011).
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Az SOSI1 kédolja a natrium effluxért felelds Na*/H" antiportert (Quintero és mtsai,
2002). Ennek az antiporternek a promotere minden szévetben aktiv, de a legnagyobb
aktivitast a gyokérsejtekben mutatja. Foként a gyokércsucsban és a szallitd szoveteket

korbevevd sejteknél erds a kifejezddése (Shi €s mtsai, 2002).

Salt stress
Na* sensor? . ngh /
---------- [Na‘]
Apoplast \‘\
High osmolarity

H* sensor? '

-

\ :

! :

\ :

Cytoplasm > - s

T[ABA]

2. dbra: A séstressz érzékelése és a Salt Overly Sensitive Utvonal Conde és mstai (2011) alapjan.

Az SOS1-nek szerepe van a gyokérkornyezetbe iranyuld natrium-effluxban, lelassitja
a gyokér és a levelek kozott. A hosszu tava natriumtranszport szerepet jatszik a levelekbe
torténd Na-szekvesztracid koordinalasaban (Conde és mtsai, 2011). Az SOSI1 génjének
kifejezddése megemelkedik sostressz esetén. A megemelkedett expresszido pedig magasabb
sotoleranciat eredményez Arabidopsisban (Shi és mtsai, 2003). A natrium konnyen toxikus
szintig halmozddik fel a citoszolban €s tobb mechanizmus is létezik ennek kivédésére. A
natrium vakudlumba torténd szallitdsa feltehetéleg minden szovetben megtorténik, és ez az
egyik f0 stratégia a natrium-toxicitas kivédésére, mikdzben ,,0lcs6” ozmolitként a vizpotencial

alacsonyan tartasat szolgalja (Maathuis, 2014).
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Az SOS tutvonalnak vannak egyéb agai, melyek a felesleges natrium eltiintetésében és
a kalciumszint helyreéllitasaban vesznek részt. A mitokondriumok és a plasztiszok is képesek
van, nem csupan az SOSI1 altal koédolt antiporterre hat, hanem befolyasol egyes kicseréld
mechanizmusokat. Az NHX enzimcsalad (H-gradiens altal hajtott kicseréld fehérje) a
tonoplasztban segiti el6 a natrium kompartmentbe zardsat. Az AtNHX1 gén emelt szintli
kifejez6dése szignifikansan segitette az Arabidopsis sotoleranciajat (Apse és mtsai, 1999). A
fenticken kiviil az SOS2 célpontjat képezheti még a CAX1 is, ami egy H*/Ca?*transzporter,

amelynek feladata a kalciumhomeosztazis helyreallitasa (Zhu, 2002).

Az antioxiddns védekezés

A ndvények a natrium eltavolitasaval és kompartmentekbe zaraséval igyekeznek megvédeni
magukat az oxidativ karosoddsoktol. Az oxidativ kérokat a reaktiv oxigénformék okozzak,
melyek termelddése stressz hatasara fokozodik. A légkdrben megjelend oxigén lehetové tette
az aerob ¢letmoddot, de egyuttal megalapozta a ROS-képzddés lehetdségét (Temple €s mtsai,
2005), hiszen a molekularis oxigén egy reaktiv, oxidalo tipust vegyiilet (Halliwell, 2006). A
ROS azért kéaros, mert oxidalja a fehérjéket, karositja a membranokat lipidperoxidacion
keresztiil és reakcidba 1éphet a sejt genetikai allomanyaval, mely végeredményiil a sejt halalat
okozhatja. Nem csupan sejtszinten okozhatnak karokat a reaktiv oxigénformak; toxikusak
lehetnek a novény teljes egészére, csokkentve annak terméshozamat (Mittler, 2002), ezért
belathatd, hogy mezdgazdasagi szempontbol is fontos a ROS kezelése. Fiziologias
korilmények kozott a reaktiv oxigénformakat az antioxidans rendszer eliminalja. A
stresszfolyamatok soran, igy sostressz esetében is, felborul az egyensuly a ROS képzddése €s
semlegesitése kozott (Gill és Tuteja, 2010).

Az erés metabolikus aktivitasu sejtszervecskék, melyekben intenziv elektronaramlés
zajlik, a novényi sejtek legfobb ROS-forrdsai is egyben (Gill és Tuteja, 2010). ROS
képzédhet a sejtanyagcsere melléktermékeként tobb sejtorganellumban is. A ndvényi
mitokondriumok, az energiatermelés f& szervecskéi, a kloroplasztisz és a peroxiszomak
mellett a legfébb ROS-képzok (Gill és Tuteja, 2010).

A kloroplasztiszban taldlhaté f6 ROS-képzdé helyek a triplet allapota klorofill, az
elektrontranszportlanc (ETC), a PSI és PSII (Gill és Tuteja, 2010). A fotoszintézis soran
termelt oxigén elektronokat foghat el a PSII-bél, és szuperoxid aniongyokké alakulhat (Gill és
Tuteja, 2010). Az elektrontranszportlanc taltoltottsége esetén az elektronok egy része

elvezetddik a ferredoxinr6l molekularis oxigénre, szuperoxid gyokké redukalva azt a Mehler
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reakcion keresztiil (Wise és Naylor, 1987). Az ETC PSII-be esé része is tartalmaz
elektronszivargashoz megfeleld helyet (Qa, Qb), ahol a molekularis oxigénbdl ROS
keletkezhet. A fotolizis soran szinglet oxigén képzddik, ami Onmagadban is egy reaktiv
oxigénforma, de alapja lehet a tobbi ROS kialakulasanak is.

Az aerob ¢letmdd eldtt UV sugdrzas hatdsara is keletkezhettek parositatlan elektronok.
Az aerob ¢letmdd és a potencidlisan reakcioképes oxigén jelenléte aztan biztositotta a reaktiv
oxigénformak kialakulasanak lehetdségét. A nem megfeleld koriilményeknek, pl. séstressznek
kitett novényekben a ROS képzddése a fiziologias szint f6l¢ emelkedik (Gill és Tuteja, 2010).
Az evolucid soran kialakult az antioxidans rendszer, mely enzimekkel (aszkorbat-peroxidaz,
gvajakol-peroxidaz, glutation-reduktaz) és nem enzimatikus elemekkel (aszkorbinsav (ASH),
glutation (GSH)) igyekszik csokkenteni a reaktiv oxigénformak szamat (Mittler és mtsai,
2004). Azok a transzgénikus novények, melyek magasabb szinten expresszaljak az aszkorbat-
peroxiddz (APX), a gvajakol-peroxiddz (GPX) és a glutation-reduktdz (GR) enzimeket,
szignifikansan jobb stressztoleranciat mutattak so és szarazsag esetén (Roxas és mtsai, 1997).

A novények tobbféle peroxidaz enzimmel rendelkeznek. Ezekben az enzimekben az a
kozos, hogy a H202-ot eliminaljdk egy koszubsztrat oxidacidja kozben.

Az aszkorbat-peroxiddz (APX) a kloroplasztiszban és a citoszolban semlegesiti a
H202-ot aszkorbat (C-vitamin) felhasznalasa mellett (Mano és mtsai, 2001). Szerepe
esszencialis a ROS kioltasaban és a sejtvédelemben, amit az is mutat, hogy tagja az ASH-
GSH ciklusnak. Megnovekedett APX expresszio figyelheté meg a kiilonbdzo
stresszfolyamatok alatt (Gill és Tuteja, 2010). Sostressz hatdsara magasabb aszkorbat-
peroxidaz aktivitas figyelheté meg kukoricaban (Azevedo Neto és mtsai, 2000).

A gvajakol-peroxidaz enzim (GPX) olyan -elektrondonorokat preferal, melyek
aromasak, mint maga a gvajakol. Aktivitdsa fligg a stressz koriilményeitdl és a ndvény
fajtajatol. Fontos szerepet jatszik a stressz kezelésén kiviil is, példaul a lignin bioszintézise
soran (Gill és Tuteja, 2010). Hosszu tavl sostressz mellett emelkedik a GPX aktivitasa
(Azevedo Neto és mtsai, 2000).

A glutation-reduktaz enzim (GR) egy flavo-protein oxidoreduktaz, mely része az
ASH-GSH ciklusnak és esszencidlis szerepet jatszik a ROS elleni védelemben (Gill és Tuteja,
2010). A GR katalizalja a GSH redukcigjat, ami sziikséges a ciklus fenntartdsdhoz. Mivel
alapvetd szerepet jatszik a stressztolerancidban, a GR meghataroz6 a ndvény tolerancidja
tekintetében. Vizsgalatok soran Cicer arientinum L. cv. Gocke levélszovetében sostresszt
kovetden emelkedett glutation-reduktdz aktivitast irtak le (Eyidogan és Oz, 2005), valamint

Anabaena doliolumban is az enzim aktivitasanak emelkedése volt megfigyelhetd sostressz
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kovetkeztében (Srivastava €s mtsai, 2005). A GR aktivitasat novelte a sostressz kukoricaban
is (Azevedo Neto és mtsai, 2006).

Az antioxidéns rendszer enzimei mellett igen fontos szerepet toltenek be a valtozatos
Osszetételll nem enzimatikus tagok. Az antioxidansok esszencialis informacidkat hordoznak a
sejt redox allapotarol, €s génexpresszios valtozasokat befolyasolnak a sejt védelme érdekében
(Gill és Tuteja, 2010).

Az aszkorbinsav, vagy hétkoznapi nevén a C-vitamin a legelterjedtebb és legerdsebb
vizoldékony antioxidans, ami minimalizdlhatja a novényekben a ROS altal bekovetkezett
karokat (Smirnoff, 2005). A novényi sejtek magas koncentracioban tartalmaznak
aszkorbinsavat, ami az oxidativ karosodas kivédését segiti. Legnagyobb mennyiségben a
kifejlett kloroplasztiszokat tartalmazo, érett levelekben talalhaté. A teljes aszkorbinsav-
mennyiség 30-40%-a a kloroplasztiszban lokalizalodik (Foyer és Noctor, 2005). Fontos az
ASH-GSH ciklusban betoltott szerepe. Védelmet biztosit a membranoknak azaltal, hogy
kozvetleniil kioltja a szuperoxid anion gyokot és a hidroxil gyokot és azaltal, hogy regeneralja
az alfa-tokoferolt, ami a lipidoldékony frakcié védelmét biztositja (Gill és Tuteja, 2010). Az
oxidalt és redukalt aszkorbinsav ardnyanak emelkedése stressztiinet lehet, hiszen a ndvény az
antioxidans oxidacidjaval valaszol a kialakult stresszhelyzetre.

A glutation tobb folyamat szubsztratja. A tripeptid glutation (GSH) és az oxidalt
formaja (GSSG) kozti egyensuly kdzponti jelentdségl a sejt redoxallapotanak szempontjabol
(Foyer és Noctor, 2005). Az ozmotikus stressz elleni védekezés mellett fontos szerepet tolt be
Halliwell, 1976). A stressz intenzitdsdnak novekedésekor altalaban csokken a GSH
koncentracio ¢és a redox allapot sokkal oxidaltabba valik, ami a rendszer leromlasahoz vezet
(Tausz és mtsai, 2004). A GSH segit a fotorendszereket megvédeni az oxidativ kérosodéssal
szemben. Srivastava és munkatarsai (2005) eredményei alapjdn sostressz kovetkeztében
szignifikdnsan emelkedett a glutation-reduktdz enzim aktivitasa és a GSH mennyisége. A
glutation azonban részt vesz a H>O> eltavolitasaban is a glutation-peroxidaz altal katalizalt
reakcioban (Mittler, 2002). Az aszkorbat és a glutation egymassal szoros kapcsolatban allnak.

A dehidroaszkorbat-reduktdz enzim elektrondonorja a redukalt glutation, hozzajarulva ezzel

crer

crcr

katalizalja a H202 redukcidjat vizzé, mikdzben monodehidro-aszkorbinsav (MDHA)
keletkezik. Az MDHA-reduktaz katalizalja az aszkorbinsav helyreallitasait NADPH koenzim
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kozremitkddésével. A monodehidro-aszkorbatbol keletkezhet aszkorbét és dehidroaszkorbat
(DHA). Utébbit a dehidroaszkorbat-reduktaz alakitja vissza redukalt allapotu glutationtol
(GSH) fiigg6 reakcioban. Az oxidalt glutation (GSSG) redukciojat végzi a glutation-reduktaz
(GR) NADPH koenzim miikddésével egybekotve (Mittler, 2002).

Abiotikus stressz
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3. dbra: Halliwell-Asada-Foyer ciklus. Gill és Tuteja (2010) alapjan

Reaktiv oxigénformak

A ROS fogalma magaban foglalja nem csak a reaktiv oxigéngyokoket, hanem
bizonyos reaktiv, nem gyok oxigénszdrmazékokat is (Halliwell, 2006). A ROS funkcidja nem
mertl ki abban, hogy toxikus molekulaként a sejt és a névény karosodasat okozza. Emelkedett
szintje stressz kozben jelatviteli utak aktivalasa miatt is fontos, mert szignalmolekulaként
génexpresszios valtozasokat indukalhat (Gratao €s mtsai, 2005).

Szuperoxid gyok (O2) képzddhet a kloroplasztiszban a fotoszintézis soran, a
molekularis oxigén részleges redukcioja kovetkeztében. A legtobb szuperoxid gyok az egyes
fotoszisztémanal (PSI) keletkezik (Gill és Tuteja, 2010). A molekularis oxigén idonként képes

reagalni olyan elektrontranszportlanc (ETC) komponensekkel, melyeknél csak egy elektron
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atadasa torténik meg, és ennek eredménye egy szuperoxid gyok, ami egy mérsékelten
reakcioképes ROS.

Szinglet oxigén (102) keletkezhet a fotoszintézis soran, elégtelen energia disszipacio
esetén. A molekularis oxigén elsO gerjesztett allapota, nem tekinthetd altalanosan el6fordulo
ROS-nak, feltehetdleg azért, mert nagyon reaktiv forma (Gill és Tuteja, 2010). Tobb abiotikus
stressztényez0 is kivalthatja a szinglet oxigén képzddését, igy a sdstressz, a szarazsagstressz, a
sztomak zarasa, mely alacsony intracellularis szén-dioxid-koncentraciohoz vezet. A
stresszhatasok altalaban hatassal lehetnek a novény fotoszintetikus aktivitasara. Ennek oka
tobbek kozott, hogy a szinglet oxigén képzOodése a fotoszintézis soran komoly karosodast
okozhat a PSI és PSII rendszerekben, st az egész fotoszintetikus rendszerben (Gill és Tuteja,
2010). Olykor szignalmolekulaként is miikddik a szinglet oxigén (Halliwell, 2006).

A hidrogén-peroxid (H202) egy mérsékelten reakcioképes oxigénforma. Alacsony
koncentracioban jelmolekulaként viselkedik és az akkliméciot, akklimatizaciot, toleranciat
segiti eld tobbféle biotikus és abiotikus stressz esetén. Magas koncentracioban pedig
programozott sejthalalt indukdl (Quan és mtsai, 2008). A hidrogén-peroxid inaktivalhat
enzimeket azéltal, hogy oxidalja a tiol csoportjukat (Gill és Tuteja, 2010). A H202
masodlagos hirvivé molekula szerepét tolti be, amit alatdmaszt a viszonylag hosszu
féléletideje, és hogy elég konnyedén mozog a membranokon keresztiil (Quan és mtsai, 2008).

A hidroxil gyok (OH) az egyik legreaktivabbnak tartott ROS. A hidroxil gydk fontos
szerepet jatszik az ¢él6lényekben végbemend, oxigénhez kothetd karokozd folyamatok

vezérlésében (Gill és Tuteja, 2010).

S-metilmetionin

Az S-metilmetionin (SMM) egy kéntartalmu, természetes, nem proteinogén aminosav,
ami fontos szerepet tolt be a reaktiv oxigénformak altal okozott karok csillapitasdban. E18szor
kaposztafélekben mutattak ki (McRorie és mtsai, 1954), melyekrdl koztudott, hogy jol
toleraljak a hidegstresszt. Azb6ta az Osszes ndvénycsaladban sikeriilt kimutatni az SMM
jelenlétét. Az SMM a kénanyagcsere igen jelentds komponense. A kén asszimilacidja az
aminosavak szintéziséhez és a novény novekedéséhez elengedhetetlen (Cys, Met), de emellett
fontos a glutation szintézis¢hez is (Jander és Joshi, 2010). A felsorolt molekuldk fontos
alkotoi a kéntranszportnak, akarcsak maga az SMM (Bourgis és mtsai, 1999). A novényi kén-
€s nitrogén-anyagcsere szorosan 0sszefiiggnek.

Az SMM-ciklus sordn metioninbdl szintetizalodik az érett levelekben az S-

adenozilmetionin:metionin S-metiltranszferaz (MMT) enzim segitségével és a floémbe toltve
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szallitodik (Bourgis és mtsai, 1999). Az MMT S-adenozilmetionin (AdoMet) szubsztratot is
elfogad SMM mellett. A maghéjban visszaalakul az S-metilmetionin:homocisztein S-metil-
transzferdz (HMT) enzim segitségével metioninnd, amit az embridé mar hasznosithat.

Az SMM szerepet jatszik a metionin-, ¢és S-adenozil-metionin-szintek
szabalyozasaban, valamint fontos a metilacios folyamatokban, emellett jelentds eleme a
kéntranszportnak és -raktarozasnak (Bourgis és mtsai, 1999). Az SMM ¢és AdoMet megfeleld
aranya fontos a novény védekezési folyamataiban (Szegd és mtsai, 2007; Racz és mtsai, 2008;
Ludmerszki és mtsai, 2011). Az SMM kiilonb6z6 metilalasi folyamatokban is hasznosul. Igen
fontos szerepe van raktarozott kénvegyliletként, valamint a kén szallitasaban (Bourgis és
mtsai, 1999). Az exogén SMM javitja a membranstabilitdst és a reaktiv oxigénformak
eliminalasaért felelos enzimek aktivitasat (Kdsa és mtsai, 2011). Enyhiti az abiotikus stressz
altal okozott karokat azaltal, hogy eldsegiti a dimetil-szulfopropionat (DMSP) szintézisét. A
DMSP fontos ozmoregulator és krioprotektans, mely védi a sejtet és a membranokat, mint
példaul a kloroplasztisz membrant (Kocsis és mtsai, 1998, Trossat és mtsai, 1998). Az SMM
emellett stimuldlja a poliaminok bioszintézisét, melyek védik a makromolekuldkat
(nukleinsavak, proetinek) (Lasztity és mtsai, 1992; Kissimon és mtsai, 1994; Gyetvai és
mtsai, 2002). Megel6zi a lipidperoxidaciot és javitja a membranstabilitast (Racz és mtsai,
2008). Az SMM noveli az antioxidans enzimek aktivitasat (Kosa és mtsai, 2009) és eldsegiti a
hidegstressz altal a fotoszintézisben bekovetkezett karok semlegesitését (Kdsa és mtsai,

2011).

17



Célkituzeés

A magas sokoncentracioval sujtott teriileteken csokkent termés varhatd, mert a soOstressz
rontja a novény fejlodését €s rossz hatassal van annak terméshozamara (Chen és mtsai, 2012).
Tébb mint 800 millié hektart érint a magas sokoncentracié az egész Fold tekintetében (FAO,
2008; http://www.fao.org/ag/agl/agll/spush/). Ennek fényében fontosnak tartom a sostresszre
iranyul6 vizsgalatokat. Az SMM-kezelést mar mas abiotikus stressz kivédésében is sikerrel
alkalmaztak (Réacz ¢és mtsai, 2008; Kosa és mtsai, 2011, Paldi és mtsai, 2014), és természetes

vegyiilet révén a kornyezetet sem karositja.

Mivel a legtobb novényi stresszfolyamat soran fellépd oxidativ hatds egyik jol ismert
velejardja, hogy karositja a fotokémiai rendszereket, céljaim kozt szerepelt Fv/Fm arany
meghatdrozasaval vizsgalni a PSII maximalis kvantumhatékonysagat, hogy felmérjem a
sostressz ¢és az SMM-kezelés hatasait a PSII miikodésére. A fotoszintézis hatékonysagan
keresztiil képet kapunk a ndvény altalanos €élettani allapotarol is.

- Ennek érdekében klorofill fluoreszcencia indukcios méréseket végeztem.

Célom volt leirni az exogén SMM-kezelés hatdsat az antioxidans enzimek aktivitdsara
sostressz koriilményei kozott, illetve dsszevetni ezen értékeket a stresszmentes koriilmények
kozott nevelt ndvények enzimaktivitasaval.

- Spektrofotométer segitségével megmértem az aszkorbat-peroxidaz (APX), gvajakol-

peroxidaz (GPX) és glutation-reduktaz (GR) enzimek aktivitasat.
Célom volt ezen felil az APX ¢és a GR enzimek kifejezOdéséért felelds gének
expressziovaltozasat osszevetni az altalam mért enzimkinetikai valtozasokkal.

- Ennek érdekében kvantitativ real time PCR (qRT-PCR) technikat alkalmaztam.

Munkdm célja, hogy megvizsgdljam ¢&s lehetdség szerint aldtdmasszam az SMM

stressztoleranciara gyakorolt pozitiv hatisat sostressz esetén.
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Anyagok és modszerek

A novénynevelés korilménvyei

Kisérleteim soran kukoricat (Zea mays L., hibrid Norma) hasznaltam. A magokat fert6tlenités
céljabol 6 %-0s H202-oldatban 4ztattam 2 Oran at, majd tovabbi 2 6ran keresztiil desztillalt
vizben duzzasztottam, gyakori kevergetés mellett. Ezt kovetden 3 napig sterilizalt, desztillalt
vizzel atitatott, sziirOpapirral bélelt Petri-csészében csirdztattam, sotétben. 3 nap elteltével a
kicsirdzott magokat 800 ml-es fdzOpoharakban racsra iiltettem. Ezutan '4xHoagland-
tapoldaton neveltem tovabb a novényeket fitotron kamraban, melynek koriilményei: 14 ora
megvilagitott (200 umol m? s1) / 10 6ra sotét periddus, 23°C allandd hémérséklet, ~75%

relativ paratartalom. A tapoldat Osszetételét az 1. tdblazatban részletezem.

1. tablazat: 1/4xHoagland-tapoldat Gsszetétele

Tapso Torzsoldat (g / 100 ml) Koncentracioé a
tapoldatban (ml /1)

KNOs 12,7 1
Makro tapelemek CRINGs);* # 10 S =
MgSO. * 7 H,0 12,3 1
KH;PO, 3,4 1
Fe-EDTA 0,367 8

H;BO; 0,286 0,25

MnCl * 4 H,0 0,036 0,25

Mikro tapelemek ZnS0O;* 7 H,0 0,022 0,25

Na;MoO;* 2H;0 0,012 0,25

CuSO.:* SH;0 0,008 0,25

SMM-kezelés

Az SMM-kezelést a csiraztatas fazisaban végeztem. A H2Oz-os fertdtlenitést kdvetden a
csiraztatas soran elkiilonitettem két f6 csoportot. Az egyik kapott SMM-kezelést, a masik
(kontroll csoportok) nem. Az SMM-kezelt csoportoknal a fent leirt duzzasztas desztillalt viz
helyett 0,001 g/dm® SMM-oldatban, majd a csirdztatds is ugyanilyen oldattal Aatitatott
sziirOpapiron, Petri-csészében tortént. Minden egyéb nevelési koriilmény ezt kdvetden

megegyezett a csoportok kozt.
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Sokezelés
A sokezelést 40 mM és 60 mM NacCl tartalmt ¥4 Hoagland-oldattal végeztem a csirdztatastol

szamitott 14. naptol, folyamatosan a kisérlet végéig. Vizsgalati csoportjaim a kovetkezok

voltak.

K: kontroll csoport, nem részesiilt sem SMM-kezelésben, sem sokezelésben;

Na4O0: nem részesiilt SMM-kezelésben, de a csiraztatastol szamitott 14. naptdl kezdve
40 mM NaCl-koncentracioju Hoagland-tapoldaton neveltem tovabb,

Na60: nem részesiilt SMM-kezelésben, de a csiraztatastol szamitott 14. naptol kezdve
60 mM NaCl-koncentracioju Hoagland-tapoldaton neveltem tovabb;

S: SMM-kezelést kapott a csiraztatas soran, de sokezelésben nem volt része;

SNa40: SMM-kezelést kapott a csirdztatds soran, majd a csiraztatastol szamitott 14.
naptol kezdve 40 mM NaCl-koncentracidju Hoagland-tapoldaton neveltem
tovabb;

SNa60: SMM-kezelést kapott a csiraztatds soran, majd a csiraztatastol szamitott 14.

crer

tovabb.

A mintavételezések a sokezelés kezdetét kovetd 3., 6., 9. €s 12. napon torténtek.

Klorofill-a fluoreszcencia indukcid

A Kklorofill fluoreszcenciat pulzus amplitiddo modulaciés késziilékkel (PAM 101-102-103

Chlorophyll Fluorometer, Waltz, Effeltrich, Németorszag) vizsgaltam. A kivagott
levélkorongokat 15 percig sotétadaptaltam, hogy a PSII reakciocentrumok nyitott allapotban
legyenek. Ebben a formaban képesek maximalisan redukalni a Qa molekulat. Ez azért fontos,
mert csak igy mérheté a maximalis fluoreszcencia (Fm). A mintdkat nem-aktinikus fénnyel
rovid ideig megvilagitottam, mely sordn az Fm és Fo (minimalis fluoreszcencia) adatokat
regisztralja a miuszer. Ezekb6l a paraméterekbél szamolhaté ki az Fu/Fm hanyados

(Fv=variabilis fluoreszcencia), mely kifejezi a PSII maximalis kvantumhatékonysagat.

Fu/Fm = (Fm-FO)/Fm
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Enzimkinetikai vizsgéalatok

A kinyeréshez 0,5 g levelet folyékony nitrogén segitségével dorzsmozsarban eldorzsdltem. A
poritott ndvényi anyagot centrifugacsében 2,5 ml jéghideg 0,5 mM Tris pufferrel (pH 7,4), 3
mM MgCl,-dal és 1 mM EDTA-val alaposan vortexeltem, majd centrifugaltam (15000 g, 20
perc, 4 °C). A feliilisz6t Eppendorf-csovekbe tettem, majd tovabbi felhasznalasig
pillanatszerien megfagyasztottam folyékony nitrogénnel és -80 °C fokon taroltam.
Felhasznalas el6tt ujra lecentrifugaltam, majd a tiszta, ndvényi maradéktdl mentes feliiluszot
vizsgaltam. Az aszkorbat-peroxidaz (APX), a gvajakol-peroxiddz (GPX) ¢és a glutation-
reduktdz (GR) enzimek aktivitasat mértem. Az enzimaktivitasokat fotometriasan hataroztam
meg (PerkinElmer, Lambda25 UV/VIS spektrométer). Mérésig a mintdkat jégen tartottam, a
méréseket pedig szobahdmérsékleten végeztem. A miiszer segitségével megmértem az adott
minta optikai denzitasat 280 ¢s 260 nm hullamhosszokon.

Majd a Warburg és Christian-féle egyenlet segitségével kovetkeztettem a minta
fehérjetartalmara.

[Protein] (mg/mL) = 1,55%A280 — 0,76xA260

Az enzimaktivitasokat 1 g fehérjetartalomra vonatkoztatva 1 perc alatt okozott abszorbancia

valtozasban adtam meg.

Gvajakol-peroxidaz (EC 1.11.1.7.)

A gvajakol oxidacidja nyoman bekovetkezd abszorbancia ndvekedést 470 nm-en mértem
spektrofotométer segitségével (Adam és mtsai, 1995). A moédositott reakcidelegy Gsszetétele:
0,1 M foszfat puffer (pH 7), 45 uM gvajakol, 15 mM H202, 0,1 uM EDTA ¢és 18,75 pl

ndvényi minta, 750 pl végtérfogatra szamitva. A reakciot a minta hozzdadéasaval inditottam.

Aszkorbat-peroxidaz (EC 1.11.1.11)

Az aszkorbat-peroxiddz aktivitdsat az aszkorbinsav fogyasan keresztiil spektrofotométer
segitségével 290 nm hulldmhosszon vizsgéltam (Janda és mtsai, 1999). A moddositott
reakcidelegy Osszetétele 750 pl végtérfogatra: 0,2 M Tris puffer (pH 7,8), 0,5 mM
aszkorbinsav, 0,1 uM EDTA, 1 mM H20; és 50 ul minta. A reakciot a minta hozzaadasaval

inditottam el.
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Glutation-reduktaz (EC 1.6.4.2)

A glutation-reduktaz aktivitasanak meghatarozasakor az 5,5’-ditio-bisz-(2-nitrobenzoesav)
(DTNB) redukciojat mértem 412 nm-en a Smith és minkatarsai (1988) altal leirtak alapjan. A
reakcioelegy ssztérfogata 1 ml.Osszetétele 1 ml végtérfogatra: 75 mM Na-foszfat puffer (pH
7,5), 0,15 mM dietiléntriamin-pentaecetsav, 0,75 mM DTNB, 0,1 mM NADPH, 1 mM

GSSG. A reakcidt 100 pl minta hozzaadasaval inditottam.

Génexpresszio vizsgalata kvantitativ real-time PCR technikaval

Az RNS kinyeréséhez Thermo Scientific™ MagJET™ Kitet hasznaltam. A kit segitségével
0ssz-RNS-t nyertem ki 0,1 g névényi anyagbdl, a gyarto leirasa alapjan. A kinyerd folyamat
kozben végeztem DNazos emésztést. Ezt kovetden cDNS-t szintetizaltam 1500 ng RNS-bdl
kiindulva RevertAid™ M-MuLV reverz transzkriptaz (Fermentas/Thermo) hasznalataval. A
mérés soran Power SYBR® Green PCR Master Mix (Life Technologies) kit felhasznalasaval
relativ génexpressziot vizsgaltam ABI StepOne Plus (Life Technologies) késziilékkel. A PCR
reakcioelegyének Osszetételét a 3. tdblazatban részletezem. A génexpresszids ardnyok
meghatarozasara a AACt modszert alkalmaztam. Két referenciagént alkalmaztam, Ct-értékeik
mértani kdzepéhez viszonyitottam a vizsgalt génekkel kapott Ct-értékeket.

Referenciagének: aktin és MEP (membrane protein PB1A10.07¢c) (Manoli és mtsai, 2012).
Vizsgalt gének: APX, GR (2. tablazat).

2. tablazat. A PCR-reakcidk soran hasznalt oligonukleotidok

Gén neve szekvencia 5'—3' (forward) szekvencia 5'—3' (reverz)

aktin CGCTAGTGGGCGAACAACT CGCATGAGGAAGTGTGTATCC
MEP TTCCTCATGTTCTTCGTGCC CGCATGAGGAAGTGTGTATCC
APX ATAAAGAGGTGTTCTTCCGC GACCATTTAAGCATCAGCATA
GR ATTAGACCAAACCATCCAAGG | GGCAACGAAGACATCAACATC

A primerek tervezése a primer3 (Rozen és Skaletsky, 2000) és az Oligo Analyzer 1.1.2 (©
2000-2002 Teemu Kuulasmaa) primertervezd programok alkalmazéséaval, illetve sajat keziileg

tortént.
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3. tdbldzat: PCR reakcid 6sszetétele 20 ul végtérfogatra

Desztilldlt viz 1,2 pl
SYBR Green master mix 10,0 pl
cDNS (25x higitas) 8,0 pl
forward primer (30x higitas) 0,4 pl
reverz primer |30x higitas) 0,4 pl

A génexpresszios valtozasokat AACt modszerrel szamoltam ki, ahol a valtozas mértéke 2724Ct,

ACftkontroll = Ctvizsgélt gén kontroll - Clreferencia gén kontroll

ACtxkezelt = Ctvizsgzilt gén kezelt - Ctreferencia gén kezelt

AACt = ACtxkontroll - ACtkezelt

Statisztikai vizsgalatok

A statisztikai vizsgalatokhoz Student-féle T-probat és DMRT — Duncan’s multiple range
tesztet alkalmaztam. A szignifikanciaszintet (o) 5 %-ban hataroztam meg. Az adatsorokat
Excel 2010 programban vetettem Ossze a t.eloszlds fiiggvényt hasznalva, melyhez t-
tablazatbol néztem ki a fliggvénybe illesztendd paramétert. A t.eloszlas fiiggvény segitségével
az els6faji hiba valdszinlisége szamithato ki (p). Ha p értéke meghaladja az 5 %-ot, akkor a

két adatsor kozott szignifikans kiilonbség mutathato ki.
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Eredmények

Klorofill-a fluoreszcencia indukci6 eredménye

Biotikus ¢és abiotikus stressz hatasara karosodik a fotoszintetikus apparatus, és romlik a
novény altalanos 4allapota. Klorofill-a fluoreszcencia indukcidos vizsgalat segitségével
meghatarozhatok az Fo és Fm értékek, melyekbdl szamithatjuk az Fy értékét. Az Fu/Fm érték a
PSII maximalis kvantumhatékonysagéat jellemzi, azaz a fotoszintetikus apparatus allapotardl, a
fotoszintézis fényszakaszanak hatékonysagardl tajékoztat, ami egyben novény fontos élettani
jellemzdje. Az FulFm értékek valtozasa szamos stresszhatasnal jol jellemzi a karosodas
mértékét (Lichtenthaler és mtsai, 2005). A vizsgalataim soran tapasztalt valtozasokat a 4. abra

mutatja be.
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4. abra: F,/Fn, ardnyok valtozasa a sokezelés kezdetétél szamitott 3., 6., 9. és 12. napokon.
Elnevezések: K: kontroll; Na40: 40 mM NaCl séstressz; Na60: 60 mM NaCl sdstressz; S: SMM-kezelt,
sostresszt6l mentes; SNa40: SMM-kezelt, 40 mM NaCl séstressz; SNa60: SMM-kezelt, 60 mM NaCl

sostressz. A jelzett eltérés: standard deviation.

A mérések soran nem tapasztaltam szignifikdns kiilonbséget az SMM-kezelt és az SMM-
kezeletlen parok kozott, az azonos sokoncentracidju tapoldaton nevelt fécsoportokon beliil.
sordn, a sokezeléstdl szamitott 12. napon. Az SMM-kezeletlen tag szignifikansan alacsonyabb

értéket mutat az SMM-kezelt parjadhoz képest. 60 mM NaCl koncentracid hosszu tavu
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alkalmazasa soran az SMM-kezelés jotékony hatassal van a ndvény fotorendszerének
allapotara. Az SMM-kezelésben részesiilt tag magasabb F./Fm értéket mutat, ami jobb
allapott fotorendszerre enged kovetkeztetni az ugyanolyan sostresszt atélt, SMM-kezeletlen
parjahoz képest.

Megfigyelhetd, hogy statisztikailag ugyan nem egyértelmiien, de ndvekvd tendenciat
mutatnak az SMM-kezelésben részesiilt novények. Szignifikans a névekedés a mar emlitett 60
mM NaCl-koncentracidval kezelt csoport SMM-kezelt tagjanal a 3. és 12. napok kdzott mért

értékek esetében.

Enzimkinetikai vizsgélatok eredménye

Soéstressznek kitett ndvényekben a ROS képzddése a fiziologids szint folé emelkedik (Gill és
Tuteja, 2010). A képzddo reaktiv oxigénforméak semlegesitésére €s a karosodas kivédésére a
novény Osszetett védekezési rendszerrel rendelkezik. Ez az antioxidans rendszer, melynek
fontos alkot6i az antioxidans enzimek, mint az aszkorbat-peroxidaz, a gvajakol-peroxidaz €s a
glutation-reduktaz enzimek. A peroxidazok (APX, GPX) sejtszerte megtalalhatoak, és a H.O>
redukcigjat katalizaljak vizzé, mikézben egy koszubsztratot (aszkorbinsav, gvajakol)
oxidalnak.

Az enzimaktivitds vizsgalata sordn elsOsorban az SMM-kezelt és -kezeletlen mintaparok

Osszehasonlitasat végeztem, illetve az aktivitas idobeli valtozasat kovettem a sostressz alatt.

Aszkorbat-peroxidaz (APX)

Az aszkorbat-peroxiddz enzim antioxidansként szerepet jatszik a stressz soran képzddott
reaktiv oxigénformdk kioltasdban és ebbdl kifolyolag a sejtvédelemben. Feltehetdleg ez a
legfontosabb peroxidaz a novényekben, mely a H2O2-eliminacidban részt vesz. Az aszkorbat-
peroxidaz enzim tagja a Halliwell-Asada-Foyer ciklusnak, mely soran a ROS
semlegesitéséhez aszkorbinsavat (ASH) haszndl koszubsztratként. A sostressz és SMM-

kezelés hatasara bekovetkezo valtozasokat az 5. dbran tintettem fel.
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5. dbra: Az aszkorbat-peroxidaz enzim aktivitdsanak valtozasa a kontrollhoz viszonyitva, a sdkezelés
kezdetét6l szamitott 3., 6., 9. és 12. napokon. Elnevezések: K: kontroll; Na40: 40 mM NaCl sdstressz;
Na60: 60 mM NaCl séstressz; S: SMM-kezelt, sdstressz. A jelzett eltérés: standard deviation.

Szignifikans kiilonbségeket lathatunk az azonos sokezelésben részesiilt csoportok SMM-
kezelt és SMM-kezeletlen parjai kozott. A ndvény eleinte enyhe stresszhatasként éli meg az
SMM-kezelést és a sOkezelést, amit a kontrollhoz viszonyitott alacsonyabb enzimaktivitasi
értekek mutatnak. A kezelés soran azonban kifejezddésre keriil az SMM hatasa, amit a
soOkezelésben nem részesiilt kontroll csoporton ¢és SMM-kezelt csoporton a 12.
mintavételezési napon jol lathatunk.

A 9. vizsgalati napon jol lathato kiilonbséget figyelhetiink meg a 40 mM ¢és 60 mM NaCl-
vizsgalat végén a kontrollhoz hasonlé eredményt ad, addig az erdsebb stresszhatas joval a
kontroll értéke folé emeli az enzim aktivitast. A 60 mM NaCl-koncentracié onmagaban,
SMM-kezelés nélkiil is az APX enzim aktivitasanak novekedését okozza. Ezt az emelkedést

mérsékli az SMM-kezelés 40 mM és 60mM NacCl 4ltal kivaltott sdstressz esetében.
Gvajakol-peroxidaz (GPX)

A gvajakol-peroxidaz szerepe tobbek kozt a stresszfolyamatok ellensulyozasa azaltal, hogy

felemészti a keletkezett hidrogén-peroxidot. A gvajakol-peroxidaz enzim olyan elektron-

donorokat preferal, melyek aromasak, mint a gvajakol. A GPX aktivitisa meglehetsen fligg a
stressz koriilményeitdl és a novény fajatol. (Gill és Tuteja, 2010). A GPX az egyik
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Shaw, 2001). A kukorican végzett vizsgalataim adatai a 6. abran lathatok.
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6. dbra: A gvajakol-peroxiddz enzim aktivitdsanak valtozasa a kontrollhoz viszonyitva, a sdkezelés
kezdetétél szamitott 3., 6., 9. és 12. napokon. Elnevezések: K: kontroll; Na40: 40 mM NaCl séstressz;
Na60: 60 mM NaCl séstressz; S: SMM-kezelt, sdstresszt6l mentes; SNa40: SMM-kezelt, 40 mM NaCl

sostressz; SNa60: SMM-kezelt, 60 mM NaCl sdstressz. A jelzett eltérés: standard deviation.

Adott vizsgalati napokon az aktivitasi kiilonbségek szignifikdnsnak bizonyultak az azonos
sostresszben részesiilt csoportok tagjai kozott és egymas kozt is.

A sokezelés és az SMM-kezelés eleinte csokkend értékeket valtott ki a novények GPX-
aktivitasanak tekintetében. Ez a csokkenés a vizsgadlat folyaman ndvekvd tendencidra
valtozott a vizsgalati 1d6 eldrehaladtaval. Az SMM-kezelés sostressz hianyaban kiilonosen
novelte a GPX aktivitasat.

Hosszl tavon kiilonbséget tapasztaltam a 40 mM ¢és 60 mM NaCl segitségével kivaltott
stressznek a GPX aktivitdsara gyakorolt hatasdban. Az enyhébb stressz a kontroll értékéhez
hasonlé eredményeket adott, mig az erdsebb stresszhatds meghaladta a kontroll értékét.

Az SMM-eldkezelés kiilonbozoképpen valtoztatta meg az enzim aktivitasat 40 mM és 60 mM
NaCl jelenléte esetén. A 40 mM soval kezelt ndvényeknél a 3. és 6. mintavételezési napon az
SMM noévelte az enzim aktivitasat, de a tovabbiakban csokkentette azt. A 60 mM soval kezelt

csoport tagjainal minden esetben magasabb értékeket mértem SMM-eldkezelés hatasara.
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Glutation-reduktaz (GR)

A GR egy flavoprotein-oxidoreduktaz enzim. Része az aszkorbat-glutation (Halliwell-Asada
ut) ciklusnak és esszencialis szerepet jatszik a ROS elleni védelemben, tobbek kozt azzal,
hogy katalizalja a GSH redukcigjat, ami sziikséges a ciklus fenntartdsdhoz. Mivel alapvetd
szerepet jatszik a stressztolerancidban, ezért meghataroz6 a ndvény altalanos védekezésében.
A GSH segit a fotoszintetikus rendszereket megvédeni az oxidativ karosodassal szemben (Gill
¢s Tuteja, 2010). A sostressz és SMM-kezelés altal kivaltott aktivitasvaltozas a 7. abran

lathato.
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7. adbra: A glutation-reduktaz enzim aktivitdsanak valtozasa a kontrollhoz viszonyitva, a sdkezelés
kezdetét6l szamitott 3., 6., 9. és 12. napokon. Elnevezések: K: kontroll; Na40: 40 mM NaCl sdstressz;
Na60: 60 mM NaCl séstressz; S: SMM-kezelt, sdstresszt6l mentes; SNa40: SMM-kezelt, 40 mM NaCl

sostressz; SNa60: SMM-kezelt, 60 mM NaCl sdstressz. A jelzett eltérés: standard deviation.

Az egyes vizsgalati napon mért értékek szignifikans eltéréseket mutattak adott SMM-kezelt és
SMM-kezeletlen parok kozott.

A csiraztataskor alkalmazott SMM-kezelés az elsé mintavételezés soran emelkedett glutation-
reduktdz aktivitasrdl arulkodott, mind a kontrollhoz képest, mind pedig adott csoport SMM-
kezeletlen tagjahoz viszonyitva. Hosszl tavon azonban a vizsgalt mintak mindegyike a
kontrollhoz képest alacsonyabb enzimaktivitast produkalt.

Nem taldltam olyan feltlind kiilonbséget a 40 mM és 60 mM NaCl-kezelésben részesiilt

csoportok kozott, mint a peroxiddz enzimek esetében.
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Génexpresszios valtozasok

Munkdm soran igyekeztem Osszefliggéseket talalni az irodalomban fellelhetd, illetve az
altalam leirt enzimaktivitads €s az enzimet kodold génexpresszids valtozasai kozott. A kiilsd
jelek érzékelésétol a valaszig nagyon hosszu és bonyolult folyamatok jatszodnak le a sejtben.
Az enzim aktivitasanak novekedését és csokkenését nem biztos, hogy hasonléan emelkedd
vagy csokkend génexpresszio elézi meg. Nem szabad figyelmen kiviil hagyni példaul a

poszttranszkripciods €s poszttranszlacios modosulasok lehetdségét a rendszer szabalyozasaban.

Az aszkorbat-peroxidaz gén (APX) aktivitasa

Az aszkorbat-peroxiddz enzim génjének (APX) sostressz ¢és SMM-kezelés kovetkeztében

tapasztalt valtozasait a 8. dbra mutatja be.
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8. dbra: Az aszkorbat-peroxidaz enzim génjének (APX) expresszidvaltozasa a kontrollhoz viszonyitva, a
sokezelés kezdetétdl szamitott 3., 6., 9. és 12. napokon. Elnevezések: K: kontroll; Na40: 40 mM NacCl
sostressz; Na60: 60 mM NaCl sostressz; S: SMM-kezelt, sdstresszt6l mentes; SNa40: SMM-kezelt, 40
mM NaCl sdstressz; SNa60: SMM-kezelt, 60 mM NaCl séstressz. A jelzett eltérés: standard deviation.

Csokkenést tapasztaltam a sokezelés és az SMM-kezelés kovetkeztében a kontroll csoporthoz
képest. Végig a kontroll csoport APX kifejez0dését jelzd értékei bizonyultak a
legmagasabbnak. Az SMM-kezelt csoport, amely nem szenvedett sostresszt, végig

szignifikdnsan alacsonyabb génexpressziot mutatott a kezeletlen kontrollhoz képest. A

crer
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nevelt €s SMM-kezelést is kapott ndvények esetében figyeltem meg (a kontroll értékének 1/5-
e). Hosszabb tdvon azonban ez a kezelés erbteljes novekedést mutat.
Megfigyelhetjiik a {6 sokezelési csoportok (40 mM, 60 mM) kozti szétvalast, de ez ingadozo,

€s nem olyan egyértelmii, mint az enzimkinetikai vizsgalatok soran.

A glutation-reduktaz gén (GR) aktivitasa

A glutation-reduktaz enzim génjének (GR) kifejezOdésében leirt valtozasokat a 9. abran

tuntettem fel.
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9. dbra: A glutation-reduktaz enzim génjének (GR) expressziovaltozasa a kontrollhoz viszonyitva a
sokezelés kezdetétdl szamitott 3., 6., 9. és 12. napokon. Elnevezések: K: kontroll; Na40: 40 mM NacCl
sostressz; Na60: 60 mM NaCl sostressz; S: SMM-kezelt, sdstresszt6l mentes; SNa40: SMM-kezelt, 40
mM NaCl sdstressz; SNa60: SMM-kezelt, 60 mM NaCl séstressz. A jelzett eltérés: standard deviation.

A vizsgalatok soran egyik minta génexpresszioja sem haladja meg szignifikdns mértékben a
kontroll értékeit, inkabb a génkifejezddés csokkenése figyelhetd meg.

Az enyhébb és erdsebb stresszhatds kovetkezményei nem egyértelmiiek, ingadozé értékeket
tapasztaltam. Azonban szignifikans kiilonbséget talaltam a hosszu tavu erds sostressz hatasara
az SMM-kezelésben részesiilt mintak kozott. A 40 mM NaCl-koncentracioju tapoldattal
kezelt novények GR enzimet kodolo génjének aktivitidsa szignifikdnsan magasabb értékeket

mutatott, mint a 60 mM NaCl-dal kezelt novényeknél.
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Eredmények értékelése

Vizsgalataim soran szerettem volna megtudni, hogy SMM-¢cl6kezeléssel csillapithato-e a
sostressz  miatt bekovetkezd kdrosodds. Ennek érdekében vizsgiltam a ndvény
fotoszintézisében, €s az antioxidans rendszert alkotd enzimek (aszkorbat-peroxidaz, gvajakol-
peroxidaz ¢és glutation-reduktaz) aktivitdsaban bekdvetkezd valtozdsokat. Emellett
megvizsgaltam az APX ¢és GR enzimeket kodold gének expressziojaban bekovetkezett

valtozasokat.

Klorofill-a fluoreszcencia indukcid eredményének targyaldsa

A mérések soran kevés szignifikans kiilonbséget tapasztaltam a mintak kozott. Kosa és
munkatarsai, (2011) hasonlé tapasztalatokat irtak le, azaz az SMM-kezelésben részesiilt
csoport és a kezeletlen csoport Fu/Fm aranyai atfednek egymassal, hogyha nem érte a
novényeket abiotikus stresszhatds. Az SMM-kezelésben részesiilt tagok (S, SNa40, SNa60)
latszolag magasabb Fu/Fm értéke jobb allapotu fotorendszerre engedne kovetkeztetni.
Sostressz hatasara az Fu/Fm arany értéke valamelyest csokken, de a Kosa és munkatarsai
(2011) altal alkalmazott abiotikus stressz hatasara (hidegstressz) az Fu/Fm arany csokkenése
nagyobb volt (0,1).

soran figyeltem meg a 12. vizsgalati nap alkalmaval. Szignifikansan magasabb F\/Fm aranyt
mértem az SMM-kezelésben részestilt novények (SNa60) klorofill-a fluoreszcencia indukcios
vizsgalata soran, az SMM-kezeletlen (Na60) novényekhez képest. Ennek hatterét képezheti,
hogy hosszll tavi, erds stressz mellett az SMM csokkentheti a lipidperoxidaciot és javitja a
membranstabilitast (Racz és mtsai, 2008), ami a fotoszintézisnek teret add kloroplasztisz
szempontjabol kardinalis. Hidegkezelt kukoricaban is megfigyelhetd volt a fotoszintetikus
aktivitads javulasa SMM adasa esetén (Kissimon 1994, Koésa és mtsai, 2011, Paldi és mtsai,
2014).

Korabban mar leirtdk az SMM sotoleranciara gyakorolt jotékony hatasat (Trossat és mtsai,
1998). Ennek hatterében az allhat, hogy az SMM részt vesz a dimetil-szulfopropionat
(DMSP) szintézisében. Ez a molekula azért kulcsfontossagli, mert ozmoprotektans funkcidja
(Trossat és mtsai, 1998) mellett gyokkioltod hatdssal is bir, tehat ozmotikus és oxidativ stressz

kivédése soran is hasznos (Gyetvai és mtsai, 2002).
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Megfigyelhetd, hogy statisztikailag ugyan nem egyértelmiien, de jol lathatéan novekvo
tendenciat mutatnak az SMM-kezelésben részesiilt novények (S, SNa60) Fu/Fm értékei. Ennek
oka lehet, hogy az SMM stimuldlja a poliaminok bioszintézisét, melyek védik a
makromolekuldkat (nukleinsavak, proetinek) (Lasztity és mtsai, 1992; Kissimon ¢s mtsai,

1994; Gyetvai és mtsai, 2002).

Enzimkinetikai vizsgalatok

Aszkorbat-peroxidaz (APX)

A sostressz hatasara az els6 vizsgalati napon (az elsé sokezeléstol szamitott 3. napon) a
kontrolléhoz képest alacsonyabb enzimaktivitdsi értékeket mértem (5. dbra). Ahogy vartam,
az enyhébb stressz (Na40) mérsékeltebb csokkenést eredményezett, mint a magasabb
sokoncentracio (Na60).

A tovabbi kezelés soran az eleinte tapasztalt csokkenés egy hosszatavon megfigyelhetd
novekvd tendencidt mutat (Na40, Na60). Ez alatamasztja az Azevedo Neto és munkatarsai
(20006) altal leirt emelkedést az aszkorbat-peroxidaz enzim aktivitdsaban sostressz hatasara. A
peroxidaz enzimek aktivitdas ndvekedésének mértéke fiigg a stressz erdsségétol ¢€s
iddtartamatdl (Sudhakar és mtsai, 2001), amit az eredményeim jol mutatnak. A kezdeti enyhe
csOkkenéshez gyengébb novekedés parosul (Na40), mig a Na60 minta az utolsé vizsgéalatok
alkalmaval a kontroll enzimaktivitdsanak kétszeresét mutatja.

A kutatas soran felhasznalt kukoricahibrid sotoleranciaja ismeretlen volt. Ezért vizsgaltam
egy koncentraciosort 0, 40, 60 és 100 mM NacCl tartalmu tapoldattal. A 100 mM koncentracio
— amelyet Azevedo Neto és munkatérsai (2006) alkalmaztak — mar letalisnak bizonyult, ezért
vélasztottam a 40 és 60 mM toménységeket. Meloni €s mtsai, (2003) munkéjaval ellentétben,
nem hozzaszoktatds-szertien adtam a tdpoldathoz az egyre ndvekvd mennyiségli s6t, hanem az
elso kezeléstdl kezdve a megszabott 40 mM vagy 60 mM kertilt felhasznalasra.

A kiilonb6zé mértékli valasz (Na40 és Na60 kozott) oka lehet, hogy a 40 mM NaCl-
koncentracid6 még nem jelentds stressz a Norma hibrid szdmara. Ezt aldtdmasztja az utolséd
vizsgalat soran tapasztalt, a kontrolléhoz igen hasonl6 érték. Ezzel szemben a 60 mM NaCl-
sotartalmu tapoldattal kivaltott stressz markansabb valaszt indukalt a kukoricaban.

A legtobb vizsgalat soran azonban inkdbb szenzitiv €s tolerans ndvenyek Osszehasonlitasat
végzik és a peroxiddz aktivitds altalaban a tolerans tipusban jelentdsebb novekedést mutat

(Azevedo Neto és mtsai, 2006). Kordbban leirtdk mér a tolerans és a szenzitiv tipusok
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kiilonbozo reakcidjat sostressz alatt. Meloni és mtsai, (2003) megfigyelték, hogy a tolerans
tipusban nétt a peroxidazok aktivitdsa, mig az érzékeny tipusban nem valtozott az aktivitas a
kontrollhoz képest. Hernandez ¢és mtsai, (2000) altal végzett vizsgalatok soran sem valtozott
meg az érzékeny novény aszkorbat-peroxidaz aktivitasa.

Szignifikéns kiilonbségeket lathatunk az azonos sokezelésben részesiilt focsoportok SMM-
kezelt és SMM-kezeletlen parjai kozott. Az elsd vizsgalatok alkalmaval azt tapasztaltam,
hogy az SMM-kezelt ndvények aszkorbat-peroxidaz aktivitisa a kontrollhoz képest
alacsonyabb értékeken marad, fiiggetleniil a sostressztdl. A kukorica APX enzimaktivitasa
alapjan enyhe stresszként élte meg az SMM-kezelést, akar a hidegstressz-tolerancidjanak
vizsgalata soran (Récz és mtsai, 2008). Az SMM-kezelésben részesiilt novények (S, SNa40,
SNa60) enzimaktivitasanak csokkenése enyhébb volt SMM-kezeletlen (Na40, Na60)
parjukhoz képest. Az SNa40 minta aktivitasanak valtozasa nem olyan nagy, mint a 60 mM
NaCl-tartalmu tapoldaton nevelt és SMM-el6kezelésben részesiilt csoporté.

A hosszan tartd, erds stressz kovetkeztében kimutathatd aszkorbat-peroxiddz aktivités-
novekedést a csiraztataskor alkalmazott SMM-eldkezelés kissé enyhitette. Ennek hatterében
az is lehet, hogy az SMM megeldzi a lipidperoxidaciot és javitja a membranstabilitast (Racz
¢s mtsai, 2008), valamint eldsegiti a DMSP szintézisét (Trossat és mtsai, 1998). Ezek
kovetkeztében a novényt kisebb karosodas éri, hiszen a DMSP ozmoprotektans és gyokkioltd
hatassal is bir (Gyetvai és mtsai, 2002), ezért a novény alacsonyabb enzimaktivitas-noveléssel

is kezelni tudja a sostresszt.

Gvajakol-peroxidaz enzim (GPX)

A vizsgalat soran arra figyeltem fel, hogy a sostressz eleinte a kontroll értéke ala szoritja a
mintakban mérhetd gvajakol-peroxidaz aktivitast. A kontroll értékét meghaladd aktivitast
csak a 9. vizsgalati naptol kezdve tapasztaltam (6. abra: Na40, Na60). Korabbi eredmények
szerint a GPX aktivitdsa nott sostressz hatasara kukorica levelében (Azevedo Neto €s mtsai,
2006).

Az alacsonyabb sokoncentracio kovetkeztében leirt valtozasok jelentdsebb ingadozast
mutatnak (Na40), ami végiil a kontroll értékével megegyezd aktivitast jelez. A magasabb
sokoncentracid kovetkeztében a vizsgalati id6 elérehaladtdval egy kozel linedris emelkedést
figyeltem meg a gvajakol-peroxidaz aktivitasaban (Na60), mely a kontrollhoz képes +20%
novekedésnél stagndlni latszik. A novekedés mértéke fiigg a stressz erdsségétol és

iddtartamatodl, hasonléan Sudhakar és munkatarsai (2001) eredményeihez.
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A soéstressz vizsgalata soran alkalmazott érzékeny €s tolerdns novényeknél ugyanaz a jelenség
figyelheté meg gvajakol-peroxiddz enzim aktivitasa tekintetében, mint az aszkorbat-peroxidaz
enzimnél. Eszerint a tolerans novények GPX aktivitasat emeli a sostressz, mig az érzékeny
tipusokndl ez nem mondhatd el. A szenzitivitds hatterében allhat az a tény, hogy nincs
emelkedett peroxidaz altali sejtvédelme a névénynek (Meloni és mtsai, 2003; Azevedo Neto
¢s mtsai, 2006).

A vizsgalat elején tapasztalt aktivitdscsokkenést enyhitette, ha a ndvény csirdztatdskor SMM-
kezelésben részesiilt. Az SMM-elokezelés hatasara sdstressz hianyaban (S) a gvajakol-
peroxiddz enzim hossza tavon novekedést mutat, ami a kontroll értékének a masfélszeresét éri
el.

A 40 mM NaCl alkalmazasaval kivaltott sostressznél (Na40) leirt ingadozast csillapitja az
SMM-kezelés (SNa40), és az enzim aktivitdsdnak ndvekedését indukalja, elérve az utolso
mérés sordn a kontroll értékét.

Kés6bb az erdsebb stresszhatds onmagéaban is a kontrollndl magasabb értékeket produkalt

(Na60), de SMM-eldkezeléssel ez az aktivitasndvelés még nagyobb (SNa60).

Glutation-reduktaz enzim (GR)

A sostressz hatdsara a stressz mértékével egyenesen aranyos csokkenést figyeltem meg a
glutation-reduktaz aktivitasaban (7. abra: Na40, Na60).

A vizsgalatok soran azt figyeltem meg, hogy 40 mM NaCl-os tapoldat mellett egyenletesebb
az aktivitas csokkenése, mig 60 mM NaCl-os kezelésnél sokkal inkabb ingadoz6 a valtozas. A
stressz mértekétdl fliggetleniil (40 mM, 60 mM NaCl) megfigyelhettem, hogy a vizsgalat
végéig egyik minta aktivitasa sem haladta meg tartésan a kontroll értékét (S, Na40, SNa40,
Na60, SNa60). Nem talaltam olyan feltlind kiilonbséget a 40 mM és 60 mM NaCl-kezelésben
részesiilt csoportok kozott, mint a peroxiddz enzimek esetében.

Tobben leirtdk, hogy a sotolerans jelleg emelkedett GR-aktivitdssal parosul (Hernandez és
mtsai, 2000; Sudhakar és mtsai, 2001; Meloni és mtsai, 2003). Ez alapjan feltételezem, hogy a
Norma hibrid érzékeny soOstresszre. Sostressz soran a tolerdns ndvényben nagyobb GR-
aktivitas volt megfigyelheté a kontrollhoz képest, mig a szenzitiv ndvényben nem volt
szignifikans valtozas (Meloni és mtsai, 2003). A szenzitiv ndvényben nem mutatkozott
szignifikans valtozas a GR aktivitdsdban (Hernandez és mtsai, 2000), azonban igy felmertil a

kérdés, hogy mitdl csokkent az aktivitds a mérés soran.
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A mérések soran feltiint, hogy az SMM-kezelés szignifikansan novelte a glutation-reduktaz
aktivitasat az elsd vizsgalati napon. Ennek ellenkezdjét irtam le a peroxidaz enzimek
aktivitasanak vizsgalatakor. Ez a kezdeti emelkedés azonban hamar csokkend aktivitassa
alakult, mindharom SMM-kezelt tipusnal (S, SNa40, SNa60).

Sudhakar ¢és munkatarsai (2001) leirtak, hogy a GR aktivitdsanak novekedése GSH
akkumulaciot indukal és ebbdl kifolyolag toleranciat segit el6. A GSH és GR kozti kapcsolat
mellett konnyen eléfordulhat, hogy kapcsolat van az SMM ¢és a GSH képzddése kozott is.
Mindketten fontos szerepet jatszanak a ndvényi kénanyagcserében. Hasonloan fontos

kénvegyiilet (DMSP) esetében mar leirtak az SMM-kapcsolatot (Trossat €s mtsai, 1998).

Génexpresszios vizsgalatok

A szakirodalom leginkabb az antioxidans enzimek aktivitasaval foglalkozik, kevés az olyan,
kukoricaval foglalkoz6 tanulmany, ahol az aszkorbat-peroxiddz vagy a glutation-reduktdz

enzimeket kodolo gének expresszidjanak valtozasardl is irnanak.

Az aszkorbat-peroxidaz gén (APX) aktivitasa

Az elsé génexpresszios vizsgalat soran a kontroll értékéhez képest csokkenést tapasztaltam
minden kezelési tipusnal (8. abra). Az elsé szembetind kiilonbség az enzimkinetikai
adatokhoz képest, hogy a 40 mM és 60 mM NaCl-sokoncentracio hatasara a génexpresszios
csokkenés az elsd vizsgalati napon nem mutat ardnyossagot a sostressz mértékével (Na40,
Na60). Az aszkorbat-peroxidaz enzimkinetikai vizsgalata sordn az erdsebb stresszhatds az
elsé vizsgalat soran nagyobb csokkenést vont maga utan.

Végig a kontroll csoport APX kifejezddését jelzo értékei bizonyultak a legmagasabbnak, azaz
mindenfajta kezelés a génexpresszid csokkenését eredményezte. A legmagasabb értékek
(Na60, SNa60) sem mutattak a kontrollénal szignifikdns mértékben nagyobb génkifejezddést.
Az SMM antioxiddns védelmével kapcsolatban vart pozitiv hatasdnak ellentmond, hogy
sostressz hianyaban is minimum 20%-kal csokkenti az aszkorbat-peroxidaz génjének
expresszidjat. Ennek a latszolagos ellentmondasnak a hatterében lehet olyan mechanizmus,
mely kovetkeztében a ndvény nem igényel ugyanolyan mértékli génatirodast hasonlod foku
antioxidans védelem eléréséhez, ilyen esetben eldfordulhat, hogy nem a génexpresszio, hanem

a rendelkezésre allo enzimek aktivitasdnak valtozasa képezi a szabalyozas f6 maodjat.
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Az SMM-kezelés hatasara sostressz mellett komoly csokkenést és (foként SNa60 esetében)
ingadozést irtam le. Az utolsd vizsgalatok alkalméval azt taldltam, hogy az SNa40
génexpresszios értékének valtozasa megallt a kontroll értékének 40%-anal.

A legalacsonyabb értéket az SNa60 minta mutatta, az els¢ vizsgalat soran, amikor a
kontrollhoz viszonyitva koriilbeliil az 6todére csokkent az aszkorbat-peroxiddz génjének
kifejezddése. Ugyanez a minta az utols6 vizsgalat alkalmaval meghaladta a kontroll értékét,
jelentds génexpresszids novekedést mutatva a kezdethez képest. SMM-kezeletlen parja

(Na60) ekkor a kontroll mintdban tapasztalt génexpresszio koriilbeliil 50 %-at mutatja.

A glutation-reduktaz gén (GR) aktivitasa

A vizsgalatok sordn egyik minta génexpresszidja sem haladja szignifikdns mértékben a
kontroll értékeit, inkabb a génkifejez0dés csokkenése figyelheté meg. Ez a csokkend
tendencia megegyezik azzal, amit az enzimkinetikai vizsgalatok is mutattak.

A glutation-reduktaz génexpresszios vizsgalata soran az elsé mérésnél a kontroll értékéhez
képest, alacsonyabb szintli génkifejezddést tapasztaltam minden mintanal.

A sokezelésben részesiilt novények (Nad40, Na60) GR expresszidja tobbé-kevésbé egyiitt
mozog, szignifikans kiilonbséget nem figyeltem meg kozottik. Az enyhébb és erdsebb
stresszhatas kovetkezményei nem egyértelmiiek, ingadozo értékeket tapasztaltam.

Azokban a novényekben, melyek SMM-kezelésben részesiiltek (SNa40, SNa60) kissé
markéansabb csokkenést tapasztaltam a glutation-reduktdz génjének kifejezédése tekintetében.
A sokezeléstol szamitott 12. napon azonban szignifikans szétvalas lathato SNa40 és SNa60
mintak kozott. SNa40 génexpressziods szintje koriilbeliil megegyezik a kontroll mintaéval, mig
SNa60 a legalacsonyabb értéket mutatja az egész vizsgalati csoportban.

Ha figyelembe vessziik, hogy a GR fontos szerepet tolt be az abiotikus stressz elleni
védekezésben (Gill és mtsai, 2013) €s ismert a szerepe rizsben a sostresszre adott valaszban
(Wu ¢és mtsai, 2013), valosziniisithetd, hogy a kisérletben alkalmazott hibrid kukorica
tulajdonsagai kozé tartozik az enzim alacsonyabb szintli kifejezddése, akar erés sostressz

esetén is.
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Osszefoglalas

A kukorica (Zea mays L.) az egyik legfontosabb haszonnovény, amit az ember valaha
termesztett. Nem csupan élelmezési célokra hasznaljuk, hanem tobbek kozt bioilizemanyag
eldallitasara is. Azonban vilagszerte csokkentik a termésmennyiségét az abiotikus és biotikus
stressz legkiilonb6zobb formai, koztiikk a sostressz, e novekvo jelentOségli stresszhatas. A
sostressz gatolja a novények fejlodését, novekedését és csokkenti a ndvények terméshozamat.
Az abiotikus stressz kivédésére kordbban sikerrel alkalmaztak a S-metilmetionin (SMM) nevii
természetes kénvegyiiletet. Felmeriil a kérdés, hogy az SMM segitségével ndvelhetjiik-e a
kukorica sotoleranciajat?

A kérdés megvalaszolasa céljabol, a sokezelést kovetden megvizsgaltam az SMM-kezelt és az
elokezelésben nem részesiilt novények fotokémiai rendszerének allapotat, harom antioxidans
enzim aktivitdsdban bekovetkezd valtozasokat és két enzim esetében az Oket kodold gén
expresszidjaban bekdvetkezd valtozdsokat. A fotoszintetikus hatékonysag vizsgalatdhoz
klorofill-a fluoreszcencia indukcids vizsgalatokat végeztem. Az enzimek aktivitasat
fotometridsan vizsgaltam, mig a génkifejez6dés méréséhez qRT-PCR technikat alkalmaztam.

Eredményeim alapjan a fotoszintézist csak hosszu tavi, erds stresszhatds soran befolyasolta
az SMM, de akkor szignifikans emelkedést mutatott a kezeletlen mintahoz képest.

A sostresszt és az SMM-kezelést eleinte az APX és GPX enzimek aktivitdsanak csokkenése
kovette, de hosszl tdvon novekszik a peroxidazok aktivitdsa. Kontrollnal magasabb értékeket
csak a 60 mM NaCl erdsségli sostressz valtott ki. SMM-kezelés nélkiil az APX, mig SMM-
kezelt mintdknal a GPX enzim aktivitdsa bizonyult magasabbnak. Eleinte az SMM-kezelés
emelte a GR enzim aktivitasat, de a vizsgalat végére egyik minta GR aktivitasa sem haladta
meg a kontroll mintdban mért enzimaktivitast. A kiilonbozd erdsségii sostresszek hatasara
nem talaltam jelentOsebb eltérést a GR aktivitasaban.

A génexpresszidban eleinte jelentkezik az enzimkinetikai mérések soran tapasztalt csokkenés,
de végig a kontroll csoport APX kifejezddését jelzd értékei bizonyultak a legmagasabbnak,
azaz mindenfajta kezelés az APX kifejezodésének csokkenését eredményezte.

A legmagasabb értékek (Na60, SNa60) sem mutattak a kontrollénal nagyobb génkifejezddést.
A GR génexpresszidjanak vizsgalata soran egyik minta sem haladja meg szignifikans
mértékben a kontroll értékeit, inkdbb a génkifejezddés csokkenése figyelheté meg. Ez a

csokkend tendencia megegyezik azzal, amit az enzimkinetikai vizsgéalatok is mutattak.

37



A sokezelésben részesiilt novények (Na40, Na60) GR expresszioja tobbé-kevésbé egyiitt
mozog, szignifikans kiilonbséget nem figyeltem meg kozottiik.

A sokezeléstdl szamitott 12. napon azonban szignifikans szétvalas lathatd az SNa40 és SNa60
mintak kozott. Az SNa40 génexpresszids szintje koriilbeliil megegyezik a kontroll mintaéval,
mig az SNa60 a legalacsonyabb értéket mutatja az egész vizsgalati csoportban.

Kutatasommal sikeriilt alatdmasztanom, hogy az SMM erGs stresszhatas esetén noveli a
peroxidaz enzimek aktivitdsat, ami fontos a novény antioxidans védelme céljabol. Emellett a

fotoszintetikus apparatus védelmét is sikeriilt kimutatnom hosszl tavu sostressz soran.
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Summary

Maize (Zea mays L.) is one of our most important crop plants. It is used not only as a food
source but also for biofuel production, among others. However, its yield falls short of
expectations worldwide due to different abiotic and biotic stressors including salt stress,
which is of growing interest. Salt stress inhibits plants’ development and decreases their
growing and vyield. Since S-methylmethionine (SMM) has been successfully applied for
alleviation the symptoms of abiotic plant stress, the question was raised whether SMM could
increase the stress tolerance of maize against salt stress, too?

Aiming to answer this question, | studied the state of the photochemical system, the activity of
three important antioxidant enzymes and the expression of antioxidant enzyme genes of salt-
stressed and control young maize plants, either SMM-pretreated or not. Chlorophyll a
fluorescence induction was used for determining the photosynthesis efficacy, while
photometric measurements and gRT-PCR experiments were applied for monitoring the
activity and the gene expression of some important antioxidant enzymes, respectively.
According to my results, photosynthesis was positively affected by SMM only under a longer
and strong salt stress, as significant increase was found in the SMM-pretreated plants’ values
in this condition. Salt stress and SMM-treatments were followed by activity decrease of APX
and GPX enzymes in the first measurements points, though peroxidase activities increased in
a longer time course. GR activity was initially increased by SMM but later all treatments,
including stronger and weaker salt stress, caused a drop in the activity of GR enzyme,
contrasting to the control.

During the gene expression studies | experienced low or equal activities in the treated plants
in contrast to the untreated control. According to the APX gene activity, all treatments caused
more or less decrease, during the whole experiment, including the values of SMM-pretreated
and -untreated plants stressed with a higher concentration of salt.

The situation is similar in the gene expression study of GR, where the values of the treated
plants rather lag behind the control similar to the GR enzyme activity results. Salt stressed
plants showed more or less identical expression, without significant differences till the 121"
day of experiment when a significant break appeared between the plants stressed with lower
and higher salt concentration.

According to my results, SMM could increase the activity of some peroxidase enzymes and
also could save the photosynthetic apparatus during a long and strong salt stress, what are

crucial points in the antioxidant and general defence of plants.
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