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Bevezetés

Az agrariumnak kiilonb6z6 kihivasokkal kell szembenéznie, igy a globalis klimavaltozas
okozta extrém iddjarasi jelenségekkel is. Dolgozatom célja, hogy pontosabb képet kapjunk
arrdl, milyen lehet6ségeink vannak a ndvények stresszhelyzetben torténd stratégiainak a

tamogatasara.

Ismert, hogy az arbuszkularis mikorrhizaképzd gombak pozitivan befolyasoljak a novények
¢letfolyamatait, amely elsdsorban a ndvekedésben €s a tdpelem felvétel fokozasaban nyilvanul
meg. Egyre tobb adat van arra vonatkozoan is, hogy példaul szarazsagstressz esetén a
mikorrhizalt novények ellenalld képessége novekedett. A szarazsdg mellett a homérsékleti
stressz igen gyakori és jelentds terméskiesést okoz a mezdgazdasdgban. A hdmérsékleti stressz
kutatdsok azonban féleg a hidegstresszre fokuszalnak, amig a magas hdmérséklet relative kevés
figyelmet kap. A klimavaltozas hatdsanak novekedése miatt, azonban egyre inkdbb kézponti

szerepet kapnak a hostressz kivédésében szerepet jatszo folyamatok, vizsgalatok.

Célkituzesek

Munkam soran a mikorrhizaképzé gombak novényi stressztlir6képességre gyakorolt hatasanak
a tanulmanyozisara szerettem volna fokuszalni, a téma gazdasagi jelentdségének okan.
Eredményeimmel hozza szeretnék jarulni, hogy az eddigi mikorrhiza-stressz kapcsolat alapjan
mar ismert folyamatokat hogyan befolyasolja a hdstressz. Mindezek az eredmények segithetnek
majd a mikorrhizaképzd gombak gyakorlatban torténd alkalmazasaban, az alkalmazas

feltételeinek a pontosabb megismerésében.



Irodalmi attekintés

Stresszfogalom €s -tipusok, altalanos jelenségek

A valtozékony kornyezethez valo alkalmazkodés a talélés egyik alappillére. A ndvények
bizonyos mértékig képesek az anyagcsere-folyamataikkal és habitusukkal lekovetni ezeket a
kihivasokat. Ezen folyamatok feltérképezése kiemelten fontos a ndvénytermesztésben és a
természetes Okoszisztémakban. A folyamat alapvetéen harom nagyobb komponensre bonthato

fel: a stresszt kivaltod tényezodre, a stresszre és a valaszreakciora.

srer

valtozast idéz elo, ami csokkent novekedésben, kisebb terméshozamban, élettani
eredetiik szerint csoportositjuk: megkiilonboztetiink természetes — abiotikus (mechanikai-szél,
jég, szarazsag, arasztas, so, hideg, magas homérséklet, tipelemhiany, nehézfémszennyezés, UV
sugarzas, erds fény, fényhiany, oxidativ hatas, stb.) és biotikus (allatok, gombak, baktériumok,
virusok, allelopatia, kompeticio) — faktorokat, valamint xenobiotikusakat (kdrnyezetszennyez6

anyagok, peszticidek).

A stressz az a fizioldgiai allapot, amelyben a névények novekedése, fejlddése és szaporodasa a
fokozott kornyezeti terhelés miatt a genomban meghatarozott lehetdségek alatt marad (Larcher,
1994; Osmond, 1994). A stressz-szituacio kialakulasakor a novényben egy olyan valaszreakcid

indul meg, amely az alabbi {6 szakaszokra oszthato fel (1. abra):

e vészreakcio: a stresszor 1dézi eld, az €lettani folyamatok a normalistol eltérd miikdést
mutatnak, valamint a metabolitikus anyagcsereutak valnak priorizaltta — a rezisztencia
minimum elérése akut karosodashoz vezet.

e cllenallas: amennyiben a novénynek megvan a lehetdsége ra, akkor a valaszreakcioi
réveén alkalmazkodik a stresszt kivalto koriilményhez, és az életfolyamatai Gjra normalis
miukodést mutatnak — a névény ellenalld képessége akar fokozodhat is.

e kimeriilés: a novény csak a benne rejlé potencialig képes a stresszt kivaltod tényezd
hatasat ellenstlyozni. Ha ez a faktor a kimeriilési szakasz végéig elimindlodik, akkor a

névény regeneralddhat, ellenkezd esetben kronikus karosodas 1ép fel.



1 I 1 1
stresszmentes! alarm 1| ellenallasi szakasz 1 kimer(lési 1 regeneralodasi
allapot I fazis | I fazis 1 fazis
1 (vész- | : :
) _ " reakcio) " " .
rezisztencia- : 2 £ :
U2l | § | | a stresszor
1 § 1 © 1 eltavolitasa
1§ I .-§ [
'8 : /g 1 uj egyensulyi
egyensulyi 1= : @ J szint
szint X i
1 1
I | ‘:,//
1 1
rezisztencia- ! !
minimum
akut karosodas kronikus karosodas

1. abra: A stressz-szindroma és szakaszai (Fodor et al., 2013)

A stresszhez valo rovidtavl alkalmazkodast akklimacionak vagy akklimatizacionak nevezziik
a bekdvetkezett valtozast kivalto tényezd(k) komplexitasa alapjan. Ezek fenotipusos valaszok,
azaz az adott egyed fizioldgiaja és/vagy morfologidja valtozik meg a stressz hatdsara a
fenotipusos plaszticitdsban kodolt potencidl mértékéig. Az adaptacié pedig az, amikor egy
hosszutavl stresszvalasz alakul ki — ilyenkor a stressz egy szelekcios tényezd, amely
kovetkeztében a kedvezé génkombinacio elonyben részesiil a populacioban és megvaltozik a

génfrekvencia.

A novény a stressz jelenlétére egy Osszehangolt, bonyolult folyamattal reagal, amelyet
szignaltranszdukcids folyamatoknak neveziink. Az egyik elsd, ami cellularis szinten jelzi a
stresszt kivaltdo tényezd jelenlétét a ndvény kornyezetében az a reaktiv oxigénformak
megjelenése (Mohanta et al., 2018). A novényi sejtek altal generalt jelet proteinkinaz
receptorfehérjék érzékelik, amelyek ioncsatornak, enzimaktivitassal bird receptorok vagy G-
protein medialt enzimaktivitassal rendelkez6 receptorok lehetnek a mitkodésiik alapjan. A jel
észlelését kovetden megindul a masodlagos jelatvivok altal generalt szignal is, ezek valtozasa

pedig a kaszkad tovabbi 1épéseire bir hatassal (Ofoe, 2021; Xiong & Zhu, 2001).

A reaktiv oxigénformak (ROS-0K) — mint péld4ul a szinglet oxigén (*O), hidroxil gyok (OH"),
hidroxid ion (OH"), szuperoxid anion (O2°) és hidrogén-peroxid (H202) — nemcsak

szignalmolekuldk, hanem erdteljes oxidaloszerek is, amelyek alapjan er6sen roncsolo hatassal
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birnak. Ezért mind a kézvetlen, mind a kdzvetett hatasuk vizsgalata és ismerete igen fontos a
novényi szervezetben. A hidroxil gyokok a lipidmembranrétegben okoznak karokat, ahol a
szénatomok kozotti kettds kotéseket, illetve a glicerol és a zsirsavlancok kozotti észter
kotéseket tamadjak. Igy lipidperoxidaciot okoznak, amely a treshold szint fol6tt sejthaldlhoz
vezet (Das & Roychoudhury, 2014). A lipidperoxidacio f6 termékei a malondialdehid (MDA),
akrolein és a krotonaldehid. Ezek koziil az MDA reakcioba Iéphet a DNS lanc részét képzo
guaninokkal, amikkel M1G komplexet képezve bazisparosodasi hibat okoz (Roldan-Arjona &

crer

meghatarozasara (Savicka & Skute, 2010).

A ROS-ok tovabba oxidaljak a fehérjék szulthidrilcsoportjait, és ezaltal kénhidakat hoznak 1étre
— ez a cisztein és metionin tartalma fehérjéket érinti (Farooq et al., 2019). A reaktiv
oxigénformak fehérjekdrositdé hatdsa olyan proteinekre is kiterjed, mint példaul a
hisztonfehérjék, amelyek tobbek kozt a DNS lanc védelmét is szolgaljak. Ha ezen fehérjék
funkciojukat vesztik, akkor a DNS ki van téve a ROS-ok oxidativ hatasainak. A reaktiv
oxigénformak oxidalhatjak a 2-dezoxi-B-D-ribozt, N-tartalmt heterociklusos bazist, valamint
egyszali lanctorést és keresztkotéseket is eldidézhetnek (Hemnani & Parihar, 1998). Ezen

hatasok pedig tovabbi lancreakciokat indithatnak be.

crer

A kalciumionok koncentracidjdnak megvaltozdsa a citoplazmdban szintén a
szignaltranszdukcids folyamat részét képezi. A stresszt kivaltd tényezd tipusanak
fliggvényében mas Ca-ion mintazatot figyelhetiink meg (2. dbra). Ennek egyik magyarizata,
hogy a kiilonb6zd stresszhatasok esetén eltéré idoben és mértékben, valamint eltérd helyen
keletkezé Ca?" szabadul fel, valamint mas-mas receptorok érzékelik éket (Lindberg et al.,

2012).
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anoxikus (B), s6 (C) kezelés hatasara (Bose et al., 2011)

A hoO mint stressztényezo

A homérsekleti stresszt az aldbbiak alapjan lehet csoportositani: a ndvény élettani optimuma
szempontjabol (anndl alacsonyabb vagy magasabb hdmérsekleti hatds) valamint, hogy a stressz
hatds mennyi ideig all fenn (akut avagy kronikus stressz). Dolgozatomban az akut, magas
hémérséklet okozta stresszel foglalkozom, mivel az agrariumban az egyik legégetdbb
probléma, hogy a névényeket jelentds hdstressz éri, és igy Oridsi gazdasagi karokat szenvediink

el.

A hirtelen érkezd nagy hodhatds szdmos szinten befolydsolja a novény életmiikodését. A
hémeérséklet emelkedésével a gondosan szabélyozott termodinamikai folyamatok és kémiai

kotések bomlanak meg a rendszerbe bekeriild nagyobb energia folytan.

A magas hOmérséklet hatdsara a fehérjék denaturalodhatnak, ami a megfeleld szintli
enzimmiikodést sodorja veszélybe, hiszen az €16 szervezetekben a legtobb biokémiai

folyamatot fehérjék katalizaljak. Ha a fehérjék letekerednek és elvesztik a térszerkezeti



sajatsagaikat, akkor nem képesek a tovabbiakban betdlteni a funkciondlis szerepiiket

(Bokszczanin & Fragkostefanakis, 2013).

A masik kritikus csoport a membranalkoto lipidek, amelyek altal alkotott kettosréteg funkcioja
az organellumok egymastol valé elhataroldsa és a plazmamembran 1étrehozasa. A membranok
rigiditasa-fluiditdsa nagyban meghatarozza a permeabilitasat a kiilonb6zé molekuldk szamara,
illetve a sejtalkotok morfologiai stabilitasat. A magasabb hdmérséklet hatasara a lipidek kozotti

kotések fellazulnak, a membran folyékonyabba és ateresztObbé valik (Higashi & Saito, 2019).

Novényi stresszvalasz az akut héhatasra

A magas homérsékleti stressz el0szor a fotoszintézis rendszerében okoz zavart, mert a
tilakoidmembranban taldlhatdé masodik fotokémiai rendszer (PSII) a legérzékenyebb a
héhatasra. A stressz hatasara a PSII rendszer tobb szinglet allapoti oxigént termel, emellett az
elso fotokémiai rendszer (PSI) tulredukéldsa szuperoxid anionok termelését idézi eld, amely
folyamatok végsé soron hidrogén-peroxid (H202) képz6déshez vezetnek. A H202 mint ROS,
oxidativ stressznek teszi ki a ndvényi sejteket. A ndvények ez ellen kiillonb6zd antioxidans
enzimekkel védekezhetnek, mint példaul a szuperoxid-dizmutaz (SOD), kataldz (CAT),
glutation-reduktaz (GR) és peroxidaz (POD) (Zhao et al., 2021).

Az enzimfehérjék mellett a hdsokkfehérjék (HSPs, heat shock proteins) is eldsegitik a hdstressz
negativ hatdsainak a kivédését. A HSP-k olyan fehérjék, amelyek (hod)stressz hatdsara
termelddnek. A hdsokkfehérjéket molekulatomegiik alapjan csoportosithatjuk, igy
megkiilonboztetiink HSP110, HSP90, HSP70, HSP60, HSP10 és kismolstlyt hdsokkfehérjéket

(sHSPs), ahol a névben szerepld szamok a fehérjék molekulatomegére vonatkoznak.

A hdsokkfehérjék expresszigjanak a szabalyozadsa igen konzervalt folyamat. A
azaz a hdsokk elemek (HSE). Magas homérsékleti stressz hatasara a transz faktorok —
hoésokkfaktorok (HSF) — hozzakdtddnek a cisz szabalyozo szekvencidhoz, igy indukélva az
adott gén expresszalodasat. A hdsokkfaktorok stresszmentes kdrnyezetben monomerként
fordulnak el a hésokkfehérjékhez kotddve, stresszhatas esetén lekapcsolodnak a HSP-krdl és
trimerekké allnak 0ssze, ebben a formaban kétddnek hozza a HSE-khez (3. 4dbra). A folyamatot

foszforilacios-defoszforilacios mechanizmusok stabilizaljak (Schoffl et al., 1998).



Hoésokk

l ‘ @

\___/

g
8 B OQO "

HSP70

Hosokk faktor
protein (HSF)
O Hosokk protein (HSP)

3. abra: A hdsokkfehérjék molekularis hatdsmechanizmuséanak

vazlatos bemutatdsa a HSP70 példdjan (Fodor et al., 2013 nyoman)

A hosokkfehérjék egyik altipusa a molekularis chaperonok — azaz dajkafehérjék — mint példaul
a HSP70 ¢s HSP90. Ennek a molekulacsalddnak a f6 feladata a h6 hatasara nativ szerkezetiiket
vesztett fehérjék helyreallitasa, akar azok kitekerésével és ujrahajtogatasaval (Al-Whaibi,
2011).

HoOmérsékleti trendek
A novénytermesztés sikerességét és profitabilitdsat nagyban meghatdrozza, hogy az adott
teriileten milyen az id6, az idéjaras, valamint az éghajlat. Az agrariumban dolgozok ez alapjan

valasztjak ki a termeszteni kivant ndvényt, illetve agrotechnoldgiai modszereket.

Az adott teriilet iddjarasat tobb paraméter is befolyasolja. Egyrészt fontos, hogy melyik
szélességi koron fekszik, mert a sarkkoroktdl tavolodva csokken a Nap altali besugéarzas
mértéke, igy egyre hlivosebbre szamithatunk. Viszont ezt befolydsolja az altalanos foldi
légkorzés, amit a szélességi korok kozti homérséklet-kiilonbség miatt kialakulo
nyomaskiilonbség hajt. Az altalanos f6ldi 1égkorzés iranyat nemcsak a nyomaskiilonbség szabja
meg, hanem a Fold forgasabol eredd Coriolis erd is. Ezenkiviil befolyasolja a szelek erejét az
is, hogy a felszinhez mennyire kozeli, mert az alacsonyabban f0j6 szelek erejét csokkenti a
tereptargyak okozta sirlodasi erd. Ezen Osszetevok alakitjak ki a Fold szélességi koreinek fobb

klimazénait, amiket adott hdmérsékletprofilokkal és csapadékossaggal lehet jellemezni.



A teriiletekre jellemzd iddjarast és klimat még nagyban befolyasolja, hogy az o6ceanoktol
milyen tavol helyezkednek el. Az 6cednok €s a kontinensek hdkapacitasbeli differenciajanak
hatasara az Ocednok kozelében kiegyenlitettebben, amig a kontinensek belseje felé

sz¢lsoségesebben alakulnak a hdmérsékleti €s csapadékossagi tényezok.

Az dceanokban is megfigyelhetd a foldi 1égkorzéshez hasonld hdkiegyenlitési rendszer — ezt
termohalin 4&ramldsnak hivjak. Ezeknek a mélytengeri aramlatoknak a hajtoereje a
striségkiilonbség, ami a sokoncentracidbeli vagy a homérsékletbeli eltérésbol adodhat (4.
abra). A hideg, illetve meleg viztomegek szintén befolyasoljak a kontinenseken megfigyelhetd

klimatikus tényezdk alakulasat.

e felszin kozeli aramlat

>36%o0 sOtartalom

me mélytengeri dramlat
o o <34%o sotartalom
m— (cednfenék kozeli dramlat

4. abra: A termohalin aramlas (Rahmstorf, 2002 nyoman)

Mindezen paraméterek meghatdrozzak, hogy hosszutdvon milyen iddjaras varhat6 az adott
térségben. Viszont a globalis klimavaltozas miatt ezen rendszerek egyenstlyaban valtozas all
be, azaz csokkenhet a hokiegyenlitd szerepe a termohalin cirkulacionak. Mindemellett a
korforgéas lassulasaval lecsokkenhet a szerves anyagok vizrétegek kozotti kicseréldodése is,
amely mind a zooplanktonokra, mind a fitoplanktonokra igencsak hatrdnyosan hatna — ezaltal

nagyban befolyasolva a Fold szénkorforgasanak alakulasat (Brierley & Kingsford, 2009).

A globalis klimavaltozasba nemcsak a Fold altalanos felmelegedése tartozik bele (5. abra),
hanem a szélsOséges iddjarasi jelenségek megjelenése is. Ezen extremitasok koz¢ tartoznak a

héhullamok is, amelyek egyre gyakrabban fordulnak elé6 (Rummukainen, 2012).
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A Fold évi atlagh6mérsékletének valtozasa 1850-2021

. il
Y1

Magyarorszagon az évi atlagh6mérséklet valtozasa 1901-2021
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5. abra: Az évi atlaghdmérséklet valtozasa a Foldon 1850-t61 (A),
illetve Magyarorszagon 1901-t61 (B) 2021-ig
Forras: https://showyourstripes.info/ (leolvasas datuma 2022.10.18.)

A mérsékelt 6vi éghajlaton — példaul Magyarorszagon — a héhulldmok jelentds kihivasok elé
allitjak az agrariumot évszaktol fliggetleniil. Az 6. és 7. abrardl leolvashatd, hogy az egyre
gyakoribb hoéhulldmok altal sujtott teriileteken novénytermesztéssel foglalkoznak. A
hohulldmok okozta hdstressz letalis kockdzatot hordoz a ndvények szdmara, amennyiben
akkora az akut karosodas, hogy nem kezdddhet meg a stresszvalasz ellenallasi szakasza, illetve
ha annyi ideig all a stresszt kivalto faktor befolyasa alatt a ndvény, hogy teljesen kimeriil és a
kronikus karosodas okozza a pusztuldsat. A téli, nyugalmi idészakban hirtelen bekdvetkezd
homérséklet emelkedés felolvaszthatja a hdszigeteld tulajdonsdgokkal rendelkezd hoétakarot,
igy a novények Kkitetté valnak a fagystresszel szemben, valamint negativan befolyéasolja a
vernalizaciot és a nyugvo allapotot is (Bisbis et al., 2019; Niu et al., 2014). A globalis
11


https://showyourstripes.info/

klimavaltozas okozta altalanos felmelegedés és egyenl6tlen csapadékeloszlas miatt a talajok
veszitenek a nedvességtartalmukbol, ami hozzajarul a hoéhullamok kialakuldsdhoz, igy a

novénynek a szarazsag- és héstresszhez is egyarant alkalmazkodnia kell (Miralles et al., 2014).

Héhullamos napok véltozasa 1981-2020 (nap)

ORSZAGOS |
METEQROLOGIAI
/) STOLGALAT 246 810121416

6. abra: Héhullamos napok szamanak (napi kozéphdmérséklet > 25°C)
valtozasa az 1981-2020-as idészakban

(forras: Orszagos Meteorologiai szolgalat honlapja, leolvasas datuma: 2022.10.23.)
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Magyarorszag teriiletének mezégazdasagi alkalmassaga

Mezdgazdasagi alkalmassag

Legkevésbé alkalmas
teriiletek

Legalkalmasabb
W o riletek

7. dbra: Magyarorszag teriileteinek mezégazdasagi alkalmassaga (Angyan, 2008)

Mikorrhiza kapcsolat kialakuldsa

A mikorrhizaképzé gombak a talajlaké gombak egy specidlis csoportja, amely a ndvények
gyokerével szimbiotikus, vagyis mindkét fél szdmara kedvezd kapcsolat kialakitasara képes —
a szimbiozis ezen formajat mikorrhizanak nevezziik. A szimbiézis eredményeként a gomba
fotoszintetikus termékeket és lipideket kap a novénytdl, cserébe pedig dsvanyi anyagokat és
vitaminokat, valamint mas szekunder metabolitokat (példaul karotinoidokat) biztosit a

novénypartner szamara.

A mikorrhizaképzés mint képesség szerepet jatszott a novények szarazfoldre 1épésében és
elterjedésében, amelyekkel parhuzamosan a mikorrhizaképzé gombék is megjelentek minden
¢govben. Példaul a tropusokon jellemzden az Acaulosporaceae csalad képviseldivel, amig a
Paraglomeraceae csalad tagjaival leginkabb a mérsékelt Gvben talalkozhatunk — a sarkkorokon
pedig a Glomeraceae csalad fajai talalhatoak meg (Stiirmer et al., 2018). Az AM gombak a
leg6sibbek és a szarazfoldi novények tobb, mint 80%-aval alakitanak ki kapcsolatot (Wang &
Qiu, 2006).

Az AM szimbionta gombapartner jellemzden aerob és a kapcsolat szempontjabdl obligat,

valamint fenntartasuk komplex megoldasokat kivan. Altalanos bélyegiik, hogy a sporaik magas
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lipidtartalmuak ¢s jellegzetes, vastag sejtfallal rendelkeznek és sok sejtmagot tartalmaznak. Az

AM gombafajok hifai conocitikusak — azaz egy hifatagban sok sejtmag talalhato.

Az arbuszkularis mikorrhiza egy olyan szimbionta kapcsolattipus, amely soran a novény €s a
Glomeromycota torzsbe tartozo (Spatafora et al., 2016) gomba kozosen intercellularis
tapanyagatado-képleteket — arbuszkulomokat — hoznak 1étre. A szimbidzis folyamata igencsak
konzervalt, tobb atfedést mutat a pillangdsviragh névények szimbionta kapcsolataval. A Iépései
genetikai szabalyozas alatt allnak, amelyek soran egy koordinalt felismerési folyamat megy
végbe (Paszkowski, 2006). Az els6é fazis a prekolonizacid, ami a spora csirazastol a
gazdandvénnyel valo érintkezésig tart. A taldlkozas el@segitése végett a ndovény gyokerei
szignalt, Ugynevezett sztrigolaktonokat bocsatanak ki. Mindez egy erdteljes
koncentraciogradienst hoz 1étre, amely a véletlenszerii hifanévekedést a gyokér felé irdnyitja.
Ekdzben a gomba Myc faktorokat bocsat ki, amely Ca®"-oszcillaciét indukdl a ndvény
epidermiszsejtjeiben, igy elésegitve annak a szimbiotikus génjeinek indukciojat (Harrison,
2005). Ha megtortént a talalkozas, akkor kezd6dik a masodik — penetracios — fazis. Mikézben
a gomba hifopddiumot képez, a ndvényben megindul a sejtfalvastagodds a hifopédiumnal,
valamint kialakitja a prepenetracios apparatust. Ez utobbi egy citoplazmatikus, perifungialis
membrannal hatarolt hid, amely biztositja az infekcios hifa bejutasat a sejtbe. A szimbiotikus
fazisban a hifa bejut a cortex parenchimatikus terébe, ahol felgyorsul a novekedése ¢és
létrehozza a kolonizacios egységet, amely az apoplasztban minden irdnyban terjed, illetve
kiilonb6z6 intracellularis képleteket hoz létre. A szénhidratatadds helye valdszinilileg a
hifahurok, amig a foszfortranszporté a sz6l6fiirt-szertien megndvelt feliiletli arbuszkulum, vagy
mas néven végfacska (8. dbra). Az anyagtranszport itt a periarbuszkularis membranon keresztiil
zajlik. Ekozben a ndvényi sejt felépitése is megvaltozik, a sejtmag mérete megnd a
dekondenzalodott kromatin miatt, a plasztiszok szdma megnd, illetve a vakudlum
feldarabolodik. Ez a szimbiotikus kapcsolat reverzibilis, az arbuszkulum eldéregedését kovetden

a ndvényi sejt visszaall az eredeti allapotaba, és készen all egy 0j hifa éltali kolonizaciora.
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8. abra: Mikorrhiza kolonizaci6 fazisai. (a) A ndvény altal kibocsatott sztrigolaktonok
hatasara a hifak elégaznak; (b) A gomba altal kibocsatott Myc faktorok hatdsara szimbiotikus
gének indukcidja ndvényekben; (c¢) hifopddium kialakulasa, (d) hifa terjedése az

apoplasztban; (e) arbuszkulum képzés. (Paszkowski, 2006)

Az arbuszkularis mikorrhizanak két f6 megjelenési formaja van: az Arum- és a Paris-tipus. Az
utobbi abban tér el a fentebb leirtaktol, hogy a hifa nem az intercellularis térben halad, hanem

intracellularis hifahurkokat alakit ki, amin arbuszkulumok képez.

Primer metabolitok szerepe a szimbidzisban

A mutualista kapcsolatot fenntartdé f6 hajtoerd az, hogy a partnerek egymas szamara olyan
tapanyagokat és tapelemeket biztositanak, amelyek 6nallo eldallitdsa vagy felvétele sokkal
nehezebb, koltségesebb lenne. Az arbuszkularis mikorrhizaképz6 gombak obligat biotrofok,
igy szamukra elengedhetetlen, hogy kapcsolatban alljanak egy ¢l szervezettel, ahonnan az
életmiikodéstlikhoz sziikséges tapanyagokhoz jutnak hozza.

Cukrok

Azaltal, hogy a nodvényi kozvetités segitségével fotoszintetikusan fixalt szént cukrok
form4jaban asszimildlja a gomba, a cukrok kidramlasa a novénybdl magasabb fotoszintetikus
aktivitast indukal annak a potlasara. A cukrok féleg hex6zok formajaban keriilnek felvételre a
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gomba altal, ahol egy résziik atalakulhat a,a-trehal6zza, amelyet ha a névény felhalmoz, akkor
az az abiotikus stresszel szembeni védelmet is nyujthat (Kaur & Suseela, 2020). A kolonizacid
elején magasabb cukortartalom figyelheté meg a gydkerekben, amely végiil a nem kolonizalt
novények gyokérzetének atlagos cukorkoncentracioja alatt volt a betakaritaskor. Tovabba, a
cukrok mennyisége nagyban fiiggott a hozzaférhetd foszfor mennyiségétdl is — foszforhiany
esetén magasabb cukorkoncentracié figyelheté meg a kolonizalt novényeknél. Igy
valosziniisithetd, hogy a cukormetabolizmust befolydsolja az arbuszkularis mikorrhiza
szimbidzis. Példaul a Claroideoglomus etunicatum gombaval kezelt kukorica (Zea mays)
szolubilis szénhidrattartalma masfélszeresére nétt a kezelés kovetkeztében (Silva et al., 2019).
Szerves savak

A kapcsolat valamilyen szinten befolyasolja a Krebs-ciklust is, amely egy amfibolikus
korfolyamat: azaz alapvetden katabolikus, de az intermedierek — a hdrom szénatomos szerves
savak — mas biomolekulak kiindulasi anyagai. A ciklus célja az energiakonzervacio, amely
oxidacids Iépései soran nagy energiatranszfer potenciali redukalt koenzimek keletkeznek. A
koenzimek biztositjak a termindlis oxidacid soran a sziikséges redukaloerdt a visszaoxidaciojuk
altal, aminek eredménye az ATP szintézis. Az AM kapcsolattal rendelkezé novények Krebs-
ciklusanak fluxusa, és az akkumulalédott harom szénatomos szerves savak mennyisége jobban
tudta kovetni az adott fejlodési fazis vagy kiilsé stresszfaktor altal indukalt igényt a
gombapartner altal szintetizalt harom szénatomos szerves savak révén (Adeleke et al., 2017).
Tovéabba, ha ezeket a savakat az extraradikalis hifa a talajba juttatja, akkor az ott eléfordulo
asvanyi anyagok konnyebben felvehet6 formava alakulnak at (Adeleke et al., 2017; Tedersoo
& Bahram, 2019).

Aminosavak

Az aminosavak mind a fehérjék épitdelemeiként, mind szignalmolekuldkként fontos szerepet
toltenek be. A novények vagy kozvetleniil a talajbol veszik fel az aminosavakat, vagy a
gombapartner szintetizalja szamukra a talajban talalhato nitrogénbdl. Az AM kapcsolattal
rendelkez0 novények talajbol torténd aminosavfelvétele modosult a nem mikorrhizalt
tarsaikéhoz képest — a ritkabban el6fordulé aminosavak akkumulacidja megnétt (Whiteside et
al., 2012). Viszont a felhalmozott aminosavak mennyisége fligg attol, hogy a szimbidzisban
részt vevd novény milyen fajba tartozik (Persson & Nésholm, 2001).

Stresszvalasz indukdlta

Amennyiben a ndvény biotikus vagy abiotikus stressznek van kitéve, az AM kapcsolattal
rendelkezd ndvények stresszvalasza és anyagcsere mechanizmusai gyakran feliilszabalyozottak
a gombapartner altal (Hashem et al., 2018). Bar nem minden elemét ismerjiik ennek a bonyolult
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folyamatnak, mivel igen komplex, az szinte biztosan tudhat6, hogy energetikai allapot alapjan

keriil meghatarozasra az adott helyzetnek megfeleld a stresszvalasz.

Ha magas homérséklet okozta stressz éri a ndvényt, akkor az arbuszkularis mikorrhizaképzo
gombaval valé szimbiotikus kapcsolata nagyobb toleranciat indukal a stresszt kivalto
tényezovel szemben. Példaul a magas homérsékleti stressznek kitett kukorica (Zea mays L.) a
gombapartner hatdsara hatékonyabban tudta elimindlni a stressz hatasara keletkez6 reaktiv

oxigén formakat, valamint a membranok atjarhatosaga is kevésbé valtozott meg (Zhu et al.,

2010).

Szekunder metabolitok szerepe a szimbidzisban

A masodlagos anyagcseretermékek 6 jelentdsége a kdrnyezetre adott valaszban, igy az ahhoz
valé alkalmazkodésban van. Egyrészrdl a prekolonizacids fazis soran a koordinalt felismerési
folyamatban, masrészt pedig a biotikus és az abiotikus stresszre adott reakcidoban jatszanak
jelent6s szerepet. A kolonizalt novények szisztemikus szerzett rezisztencia (SAR — systemic
acquired resistance) rendszere fokozott dllapotban van. Ez az a jelenség, amikor egy novény az
elso fert6zést kovetden a patogének szélesebb spektrumaval szemben, magasabb szinten mutat
rezisztenciat. Ezenfeliil az AM kapcsolattal biré novények a korokozokkal szembeni gyorsabb
reakciora is képesek azaltal, hogy az indukalt szisztemikus rezisztencidjuk (ISR — induced
systemic resistance) is ,készenlétben van”, valamint a gombapartner révén kialakulo

antibiozisos hatas altal a patogén fertézések szama is csokken (Poveda et al., 2020).

Tovabba, a szekunder metabolitok ipari felhasznéalasa is hangsulyos mind a mezdgazdasag,
mind a gyodgyaszat teriiletén. Igy az arbuszkularis mikorrhiza kapcsolatok kutatisa nemcsak
tudomanyos szempontbol, hanem gazdasagi és tarsadalmi szempontbdl is nagy jelentdségii.
Karotinoid utvonal

A karotinoidok izoprénvazas tetraterpenoidok, amelyek prekurzora a {-karotin. A karotinoidok
fotoszintetikus pigmentként, hormonok kiindulési vegyiileteként, valamint jelmolekulaként is
funkcionalhatnak. A  bevezetésben emlitett, szimbiozis kialakitasaban résztvevo
sztrigolaktonok szintézise f-karotinbdl indul ki (Lopez-Obando et al., 2015). Tehat hatassal van
az AM kapcsolat preszignalizacids fazisara, amely kapcsolat kialakuldsa utdn az hatassal van a
karotinoid utvonalra (Fester et al., 2005). A karotinoidokbol szintetizalédnak a xantofillok,
amelyek oxigén heteroatomot tartalmazd terpenoidok. Ezek pedig szubsztratjai az

apokarotinoidoknak ¢€s a prenil tetraterpenoidoknak. Az apokarotinoidok fontos szerepet
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jatszanak a patogének ¢és a reaktiv oxigéngyokok elleni védekezésben, valamint az AM
kapcsolat kialakulasanak szabalyozasaban (Hou et al., 2016).

Fenilpropanoid utvonal

A fenilpropanoidok a novényi védekezésben toltenek be jelentds szerepet a szignalizacids
szerepiik révén, bioszintézisiikk a fenilalaninbdl, egy aromas aminosavbol indul ki, amely a
sikimisav utvonal eredményeképpen a kloroplasztiszban szintetizalodik. Ot tovabbi csoportra
oszthatdak biogenikus eredetiik alapjan: flavonoidok, lignoidok, fenolsavak stilbének és
kumarinok. A stresszhatasokkal szembeni védelmet a reaktiv oxigéngyokok eliminalasaval
biztositjak — ezen antioxidans hatéas felismerését kovetden a gydgyaszati célu felhasznalasa is

elterjedt (Sharma et al., 2019).

A flavonoidok szabdlyozzédk a ndvény-gomba szimbidzis kialakulasat, hatasuk igencsak
valtozatos lehet, fiigg a vegyiilettél és a gombapartner fajatol. Példaul Medicago truncatula
gyoOkérzetében azt figyelték meg, hogy a kolonizéacio késobbi fazisaban megnétt az ononin és a
formononetin szint, amelyek a kolonizacio mértékét szabalyozzak és nem engedik azt egy

bizonyos kiiszobérték folé menni (Kaur & Suseela, 2020).

A fentebb emlitett stressztlirést igazoltak azzal a kisérlettel, amelyben Funneliformis mosseae
gombaval asszocialt orvosi macskagyokér (Valeriana officinalis) esetében azt mutattak ki, hogy
az Osszfenoloid szint magasabb volt, mint a kontrollcsoporté, valamint az idé folyaman nem
mutatott ingadozast, csokkenést sem (Amanifar & Toghranegar, 2020). A ndvény ipari
jelentésége a gydgyaszati felhasznéalasabol adodik, amely soran elsOsorban a gydkerét
hasznositjadk. Tovabba gazdasagi stratégia alkotasi jelentdséggel bir, hogy az AM asszocialt
novények sostresszkezelési megoldasai hogyan alkalmazhatéak a termelésben az egyre
elterjedtebb problémaval szemben, miszerint folyamatosan csokken az idedlis/termelésre
alkalmas talaju teriilet (Daliakopoulos et al., 2016).

Alkaloidok

Az alkaloidok az azotoidok anyagtdrzsébe tartoznak, azaz olyan nitrogén heteroatomot
tartalmazé vegyiiletek, amelyeknél a nitrogénatom funkcioval bir. Aminosavakbol
szintetizalddnak, jellemzden bazikus tulajdonsagu vegyliletek és jelentds é€lettani hatassal
birnak (foleg allatok szervezetébe jutva). A legnagyobb csoportot azon alkaloidok képviselik,
amelyek tirozinbol szintetizdlodnak, de a fenoloidok bioszintézisével ellentétben itt az nem

dezaminaldodik, hanem dekarboxilezddik (Ziegler & Facchini, 2008).
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A ndvény-gomba kapcsolat nagyban befolyasolhatja a génexpresszidt, és ezaltal az
alkaloidtartalmat a novényekben. Azt figyelték meg, hogy Glomus etunicatum gombfajjal
mikorrhizalt rozsas meténgeknél (Catharanthus roseus) az idésebb levelekben vizsgalt hat
monoterpén-indol-alkaloidokat kodold génbdl 6t szignifikansan nagyobb mértékben
expresszalodott (Andrade et al., 2013).

AZ AMF ¢és talajmikroorganizmusok kapcsolata

A talajlak6é mikorbakozosség a rhizoszférara gyakorolt hatasa révén nagyban befolyésolja a
talaj 0sszetételét, amelynek mind 6koldgiai, mind agrondmiai szempontbdl jelentésége van. A
mikroorganizmusok egyarant befolyasoljak a talaj florajanak és faunajanak az anyagcsere
utjait, életmiikodését (Abedon, 2010). Lényeges feltérképezni, és ezen ismeretekkel tisztaban
lenni, ha az arbuszkularis mikorrhizaképzd gombét a termesztésben fel szeretnénk haszndlni,
akkor a mar fennallé interspecifikus kapcsolatokat miként befolydsoljuk az 10j elem
hozzaadasaval.

AMF és a mikrofauna

Az allati egysejtiiek (Protozoa) és fonalférgek (Nematoda) f6 tapanyagforrdsa a talajban
talalhat6 mikroflora, ezenfeliil eldszeretettel fogyasztjak a mikorrhizaképzé gombak hifait is.
Az AMF gombak pozitivan befolydsoljadk a novények ndovekedését, valamint a patogén
rezisztenciajukat is (Miransari, 2011). Igy ezen fajok kozosségokologiai szempontbol bottom-
up trofikus kaszkadot alkotnak — azaz a producensek 4altal biztositott taplalék mennyisége
szabalyozza a herbivorok populadcioméretét. Tehat a nagyobb mennyiségben rendelkezésre 4116
taplalék esetén megnd a mikrofauna ezen fajainak aranya, viszont ha a rezisztencia miatt
kevesebb lesz az elérhetd taplalék, akkor ezen fajok ardnya csokken.

AMF és a No-koté baktériumok

A szimbionta nitrogénko6td baktériumok (példaul Rhizobium spp.) a pillangésok (Fabaceae)
gyokérgiimdiben élnek, ahol segitenek megkotni a nitrogént, igy azt a ndvény ammonia
formajaban mar be tudja épiteni nitrogén tartalm szerves vegyiiletekbe. Alacsony
nitrogénszint esetén a ndvény flavonoidokat bocsat ki, amelyre a szimbionta baktérium Nod
faktorokkal valaszol, amik olyan szignal molekuladk, amelyek eldidézik gyokérszor végének a
meghajlasat, ami eldsegiti a szimbidzis kialakulasat. A baktérium megtelepszik a novény
gyokérszorein, preinfekcids fonalat bocsat a gyokér epidermisz sejtjébe, amin keresztiil bejut a
sejtbe, majd a fondl segitségével a kortikalis réteget is eléri. A ndvényi sejt a baktériumokat

szimbiomembrannal veszi koriil, az igy kialakult képleteket szimbioszomaknak hivjuk. A

s
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gyokérgiimé — azaz a nodulusz (Udvardi & Poole, 2013). Ha arbuszkularis mikorrhizaképzé
gomba is jelen van, akkor a tobb nodulusz képzddik és ezaltal a nitrogénfixacid hatasfoka is
megno (Barea et al., 1989).

AMF és a foszfat-mobilizalo baktériumok

Az arbuszkularis mikorrhizaképz6 gombak a kiterjedt micélium halozatukkal — afféle hidként
szolgalva — eldsegitik a novény szamadra a szolubilis formaban talalhaté foszfatok felvételét a
talajbol (Barea et al., 2005). A foszfor, csakugy mint a nitrogén, makrotapelem, azaz nagy
mennyiségben sziikséges a novény szamara az ¢letmiikodésének zavartalan fenntartasahoz,
példaul foszfolipid vagy ATP bioszintéziséhez. A foszfat-mobilizalobaktériumok (PSB-K)
képesek szerves savakkal a talajban talalhat6 organikus foszfatokat szolubilis formaba juttatni.
A PSB-k egyarant megtalalhatok a novény gyokeréhez kozel, és attdl tdvolabb is. A novény
gyokerének kozelében csakhamar kialakul egy kimeriilési zona az intenziv foszfatfelvétel miatt.
Igy a tovabbra is fennallo foszfatigényét az arbuszkularis mikorrhizaképzd gombak micéliuma
altal szallitott foszfatokbdl fedezi. A gyokérzet kozelében taldlhatdé PSB-k megvaltoztatjak a
gyoOkérepidermisz plaszticitasat, valamint valadéktermelését, ezaltal befolyasolhatjadk az AMF
kolonizaciok kialakulasat (Zaidi et al., 2009).

AMF és gombak kapcsolata

A talajban taldlhato gombdak rendkiviil fontosak, mivel a szaprofita ¢letmodjukkal
hozzajarulnak a kiillonb6zo organikus elemek korforgasban tartdsdhoz, valamint a
micéliumhalézatuk és anyagcseréjiik révén jelentds szerepet vallalnak a tapelemek
mobilizalasban is. Az AM gombdk a talajlaké gombdékra is hatast gyakorolnak, mivel egyazon
forrasokért versenyeznek, igy kompetici6 alakul ki kozottiik — ebben a versenyben, pedig az
arbuszkularis mikorrhizaképz6 gombak kiszorithatjak a tobbi gombat a rhizoszférabol (Mar

Vézquez et al., 2000; Welc et al., 2010).

Munkam célja, hogy hozzajaruljak a kiilonb6z6 stresszvalasz-stratégiak felderitéséhez —, amely

alapja a mikorrhizaképz6 gombak elony0s tulajdonsagainak érvényesiilése.
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Anyagok ¢s mddszerek

Novénynevelés

A Septoglomus constrictum (Janusz Blaszkowski professzor [Department of Plant protection,
West Pomeranian University of Technology, Szczecin, Lengyelorszag] altal biztositott)
izoldtumokat hat hoénapon &t neveltiik kontrolldlt iliveghdzi korilmények kozott steril
homokban, Zea mays L. és Medicago truncatula L. gazdanovények segitségével szaporitva. Az
igy nyert oltéanyag S. constrictumbol szarmazd micéliumokat, sporakat és kolonizalt

gyOkérdarabokat tartalmazott, valamint a szubsztratot, a homokot.

,Moneymaker” paradicsom (Solanum lycopersicum L.) fajta magjainak a felszinét 0,02%
(V/v%) Tween-20 tartalmu 2,5%-o0s natrium-hipoklorittal sterilizaltuk harminc percen at, majd
desztillalt vizzel ledblitettiik, €s harom napon at csiraztattuk Petri csészékben sotétben, 24 °C-

on.

A palantakat 500 ml {rtartalmu, fél kilogramm homok ¢és tézeg tartalmu (4:1, v/v, Klasmann
TS3, P205 0.1 g L-1) mianyagcserepekbe iiltettiik (1 palanta/cserép). A mikorrhizaoltast a mar
kordbban bemutatott inokulummal végeztiik, cserepenként 50 grammot (30 spora g?)
hasznéltunk. A nem-mikorrhizalt névényekhez 50 gramm héromszor sterilizalt (60 percen at
121 °C) inokulumot adtunk. A kisérletben 24 nem-mikorrhizalt és 24 S. constrictum AM-képz6
gombaval oltott novényt haszniltunk. A ndvényeket véletlenszerlien rendeztik el a
klimakamréban, ahol az alabbi koriilmények kozott novekedtek a kovetkezd hat hétben: 26/20
°C-o0s hémérséklet (16/8 6ra), 600 pmol m2 s™-os fotoszintetikusan aktiv foton fluxus denzitas
(PPFD), illetve 60%-os relativ paratartalom. Majd stresszhatasnak tettiik ki 6ket: a mikorrhizalt
¢s a nem-mikorrhizalt névények fele kozvetleniil a mintagyiijtés elott hat oran at 45 °C-0s

hésokk kezelést kapott. Osszességében négy kezelést alkalmaztunk tizenkét ismétlésben:

e CAM: mikorrhizalt nvény,
e C: nem mikorrhizalt, stressz nélkiili kontroll ndvény,
e HAM: magas hémérséklettel stresszelt, mikorrhizalt névény,

e H: magas hdmérséklettel stresszelt, nem-mikorrhizalt novény.

A ndévénymintdk (stressz marker és molekuldris mérésekhez felhasznalandd levélmintak)
rogton a stressz kezelés utan begytjtésre keriiltek, folyékony nitrogénben le lettek fagyasztva,

majd felhasznalasig -80 °C-on voltak tarolva.
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Fenologiai leirds, novénytomeg meghatarozasa

A kisérlet végén (6 hét) az edényeket szétszedtiik, a ndvények hajtas és gyokér részét
elkiilonitettiik a gyodkerek csapvizes mosasa utan. A nedves tOmegiiket rogzitettiik, majd
kezelésenként 3 novényt szaritdoszekrénybe helyeztiink és 60 °C-on szaritottunk. A teljes
szaradast kdvetden analitikai mérlegen megmértiik a novényi hajtas, illetve gyokérzet szaraz

tomegét.
A novények leveleinek relativ viztartalma (RWC) az alabbi képlettel keriilt meghatarozasra:

FT — SZT

RWC = rr —szr
ahol FT a friss tomeg, SZT a szaraz tomeg, TT pedig a turgeszcens tomeg (ami a levelek 24

oOrés vizben aztatasat kovetden mért vizzel telitett tomege).

Gyokerkolonizacid meghatarozasa

A ndvény gyokerét csapvizzel alaposan lemostuk, 5 ml KOH-t 6ntéttiink ra, majd ezt kovetden
5 percen at forraltuk. Csapvizes mosassal tavolitottuk el a gyokerekrél a KOH-t, majd 5 ml 5%-
os ecetsavas mosast hajtottunk végre. Ezutdn a gyokérmintakat 5 ml 5%-0s tintaecetsav
keverékkel egy percig forraltuk, majd ismét csapvizes mosassal eltavolitottuk a felesleges
festéket. A megfestett gyokereket glicerinben taroltuk a gyokérkolonizacié meghatarozasaig. A
festést kdvetden a gyokérmintakat sztereomikroszkoppal vizsgaltuk. A kolonizacid szézalékos
meghatarozasa érdekében a Grid Line Intersection modszert alkalmaztuk. A festett gyokér
mintdk 1 cm-es hosszisagura lettek darabolva, majd egy racsozott petri csészére lett helyezve
mintanként 100 db gyokér fragment. A racs és a gyokér darabok metszési pontjainal vizsgaltuk

az AM képleteinek jelenlétét vagy hianyat (Giovannetti & Mosse, 1980).

Molekularis vizsgalatok

A paradicsom novények génexpresszidjat kivantam vizsgalni, igy elsé 1épésként total RNS-t
izolaltam a mintakbol ,,Direct-zol RNA Miniprep Kit”-tel (Zymo Research, USA) a gyartoi
protokoll leirasa alapjan. Az RNS izolalashoz 100 mg ndvényi szovetet homogenizaltam steril
dorzsmozsarban folyékony nitrogénnel és 1 ml TRI regent lizis pufferrel. A feltart szoveteket
13300 rpm fordulaton 30 masodpercig centrifugaltam, majd abszolut alkohollal kicsaptam. Ezt
kovetden 30 masodpercen at centrifugéltam a mintakat 13300 rpm-en, és 400 pl moso pufferrel
tisztitottam Oket. A genomi DNS kontamindciok eltavolitasa érdekében a DNaz kezelést az
RNS izolélas soran az oszlopon hajtottam végre, ahol 80 ul DNaz elegyet (5 ul DNase I és 75
ul DNA digestation buffer keverékével) pipettaztam az oszlopra, majd 15 percen 4t inkubaltam
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20 °C-on. A mintakat két ismétlésben 400 pl elémoso pufferrel tisztitottam és centrifugaltam
30 masodpercen at 13300 rpm-en. Majd 700 pl mosopuffer ramérését kovetden 2 percen at
centrifugaltam 13300 rpm-en. Végiil a mintakat 50 ul 65 °C-ra elomelegitett DNaz-RNaz
mentes vizzel eludltam. A kezelést kovetden meghataroztam az RNS koncentracidkat
nanofotométerrel (Nanophotometer 2210, Implen, Germany). Az RNS-t a felhasznalasig -80

°C-on taroltam.

A DNaz enzimmel kezelt mRNS reverz transzkripcidja ,,RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit”-tel (ThermoFisher Scientific, USA) tortént, a gyartdi protokoll szerint. A cDNS
szintézist az aldbbiak alapjan végeztem: steril 0,2 ml PCR csdvekbe 4 pul cDNS szintézis mixet
(5x Reaction Buffer), 1 pul reverz transzkriptaz enzimet (200 U/ul), 1 pl ,,RiboLock Rnase
Inhibitor”-t (20 U/ul), 2 ul ANTP mixet (10 mM), 1 pl ,,Random Hexamer” primer-t és 550 ng
totalRNS-t (a kiilonb6zd mintak koncentracioitol fiiggden ez eltérd térfogati RNS templatot
jelentett minden reakcidban) és a totdIRNS térfogatatol fiiggd 11-x pl (x: az RNS
koncentraciojatol fliggd térfogat) steril desztillalt vizet mértiink. A cDNS reakcioelegy
Ossztérfogata 20 pl. Az elegy az alabbi hdprofili kezelést kapta a szintézishez a Techne TC-
412 (Burlington, USA) tipust PCR késziilékben: 25 °C-on 5 perc, 42 °C-on 60 perc, 70 °C-on
5 perc. A szintetizalt CDNS-t felhaszndlasig -20 °C-on taroltam.

A kvantitativ valos idejli, QqRT-PCR termékek képzddésének detektalasat Stratagene Mx3000P
QPCR rendszeren (Agilent Technologies) végeztiik. Minden reakciot 25 pl végtérfogatban
végeztiink, amely 12,5 ul SYBR Green Master Mix reagenst (Applied Biosystems), 1 pul cDNS
mintat, 1-1 pl génspecifikus forward és reverse primert és 8 ul nukleaz-mentes vizet

tartalmazott.

A génexpresszios vizsgalatokhoz Elongacios faktor 1 o (Efla,), Hsp70 és Hsp90 specifikus
primer szekvencidkat hasznaltam. A qRT-PCR gépen az alabbi hdprofilt allitottam be: 95 °C-
on 15 perc, 40 ciklus 95 °C-on 30 masodperc, 59 °C-on 30 masodperc és 72 °C-on 20
masodperc, végiil 1 ciklus 95 °C-on 60 masodperc, 59 °C-on 30 masodperc és 95 °C-on 30
masodperc. A real-time PCR reakcidt egy mintara azonos koriilmények kozott, haromszori

ismétlésben végeztem el.
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Fv/Fm, sztoma konduktancia, H,O, és MDA koncentracio,
vizpotencial mérések

A levelek fotokémiai rendszereinek maximalis kvantumhatasfokat (Fv/Fm) Walz-PAM 2500
(Németorszag) miiszerrel Oxborough & Baker (1997) modszere alapjan hataroztuk meg 30 perc

sOtétadaptaciot kovetden.

A sztéma konduktanciat (Gs) egy hordozhat6 fotoszintézis mérd rendszerrel (CIRAS-2, PP
System Inc., Amesbury, USA) mértiik. Mindkét paramétert a hajtascsucstol szamitott harmadik

levélen hataroztuk meg.

A H20- tartalmat Alexieva et al. (2001) médszere alapjan hataroztuk meg. 500 mg tomeg friss
levélmintat dorgoltink el 5 ml hideg 0,1% (w/v) triklorecetsavban (TCA), majd a
homogenatumot 12000 g-n, 4 °C-on 15 percig centrifugaltuk. A reakcidelegy 0,5 ml
levélextraktum feliiliszojat, 0,5 ml 100 mM kalium-foszfatpuffert (pH=7,0) és 1 ml 1 M Kl-ot
tartalmazott. A reakcioelegyet egy oran keresztiil inkubaltuk sotétben, majd az abszorbanciat

390 nm hullamhosszon mértiik.

A levelek lipidperoxidacios szintjét Heath és Packer (1968) mddszere alapjan hataroztuk meg.
500 mg tomegt friss levélmintat dorgdltiink el 5 ml hideg 0,1% (w/v) triklérecetsavban (TCA),
majd a homogenatumot 10000 g-n 5 percig centrifugaltuk. A reakcidelegy 1 ml levélextraktum
feliiluszo6jabol és 4 ml 0,5% 2-tiobarbituratsav (TBA) tartalmia TCA-bol allt. Ezt kdvetden 95
°C-on 15 percig inkubaltuk, majd rovid ideig hiitottiikk. A malondialdehid (MDA) tartalmat agy
hataroztuk meg, hogy az 532 nm-en mért abszorpciobol kivontuk a nem-specifikus 600 nm

hulldmhosszon mért elnyelést a 155 mM ‘cm™ abszorpciods koefficienssel.

A levelek vizpotencialja (Wlevél) nyomaskamraval lett meghatarozva Boyer (1995) leirasa

szerint.

Enzimatikus mérések

A folyékony N»-ben fagyasztott, majd -80 °C-on tarolt levelek, illetve gyokerek 3 ml 7,5%
(w/v) polivinil-pirrolidon K25 és 1 mM NaEDTA tartalmi 50 mM Tris-HCI pufferben
(pH=7,8) lettek homogenizalva, majd 10000 g-n, 4 °C-on 20 percig centrifugaltuk éket. A
feliiluszot antioxiddns enzimaktivitdis mérésére hasznaltuk fel az U-2900 UV-VIS

spectrofotométer (Hitachi) miiszer segitségével.

A peroxidaz (POD, EC 1.11.1.7) aktivitast Rathmell és Sequeira (1974) moddszerét kovetve

hataroztuk meg: 5 percen at kovettiikk az abszorpcid valtozasat 436 nm hulldmhosszon. A
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reakcidelegy (2,2 ml) 10 ul névényi extraktumot, 100 pl 12 mM H20»-t, 0,1 M nétrium-foszfat
puffert (pH=6,0) és 100 ul 50 mM gvajakolt tartalmazott. Az enzimaktivitast 25,5 mM™* cm™

extinkcios koefficienssel szamoltuk, és mmol ml™ min™ fehérje dimenzidban adtuk meg.

A katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) aktivitast Aebi (1984) modszerét kovetve hataroztuk meg. A
reakcioelegy 2 ml 50 mM kalium-foszfat puffert (pH=7,0), 1 ml 10 mM H2O.-t tartalmazott, a
reakcidiniciacié 20 ul névényi levélextraktum hozzaadasaval tortént. A 240 nm hullamhosszon
mért abszorbancia-csokkenést vettiik a H2O; alapvonalanak. Az enzimaktivitast 39,4 mM™cm

! extinkcios koefficienssel szamoltuk, és U ml™ min™ fehérje dimenzidban adtuk meg.

A szuperoxid-dizmutaz (SOD, EC 1.15.1.1) aktivitas Kit (CS0410, 19160, Sigma-Aldrich)

hasznélataval végeztiik. Az enzimaktivitast U mg™ fehérje dimenziéban adtuk meg.
Statisztika

Az adatokat RStudio hasznalataval értékeltem ki, amiben egytényezds variancianalizist
végeztem (One-way ANOVA-t). A varianciaanalizis alapjan szignifikans (P<0,005)
eredményeket Tukey-féle utoteszttel (P<0,005) tovabb elemeztem. A kapott eredményeket

tablazatban dbrazoltam, amit a munkam Fiiggelékek fejezetében jelenitek meg (3. tablazat).
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Eredmények ¢€s ertékelésiik

A mért értékeket 12-16. abran jelenitem meg a fiiggelékekben; a stresszmarkerekre,

enzimaktivitasokra és a génexpressziora mért adatokat a fliggelékekben talalhato 4. tablazatban

kozlom.

Fenologiai jellemzOk

Kezelés | Gyokér SZT | Hajtas SZT Gs Wievél RWC Fv/Fm

C 0,32 +0,02a 1,86 = 0,16a 0,24 £0,01b 0,49 +0,03a 0,91 +0,02b 0,77 £0,01b

CAM 0,34+0,01a 1,88 +0,15a 0,26 = 0,01b 0,48 +£0,04a 0,91 +0,02b 0,79 +0,01c

H 0,28 +0,03a 1,54 £0,18a 0,12+£0,01a 0,98 £ 0,12b 0,71 £ 0,06a 0,71 +0,01a

HAM 0,32 +0,02a 1,81 £0,07a 0,13 +0,03a 1,02 +0,09b 0,69 +0,09a 0,72 +0,00a
F=5,635 F= 3,464 F= 45,52 F=41,85 F=15,67 F=89,84
df=3 df=3 df=3 df=3 df=3 df=3
P=10,0226 P=0,071 P= 2,26e-05 P=3,09e-05 P=0,00103 P=1,68e-06
n.s. n.s. *k* *kk ** *kkx

1. tablazat: A kontroll (C), nem hdstresszelt mikorrhizalt (CAM), hdstresszelt nem-
mikorrhizalt (H) és hostresszelt mikorrhizalt (HAM) névények fenologiai jellemzdinél mért
értékek szorassal korrigalt atlagai. SZT - szaraz tomeg (g); Gs - sztomakonduktancia (mol m-
2 s-1); ylevél - levél vizpotencialja (-MPa); RWC - relativ viztartalom (%); Fv/Fm -
fotokémiai rendszerek maximum kvantumhatasfoka. Az egytényez6s ANOVA ¢és Tukey post
hoc teszt (P<0,05) alapjan nem elkiilonithetd csoportot alkotd értékekhez azonos betliket
rendeltlink. Az adatok szignifikanciajat az aldbbiak szerint osztalyoztuk: n.s. nem
szignifikans; * szignifikans P<0,05 szinten; ** szignifikdns P<0,01 szinten; *** szignifikans

P<0,001 szinten.

A gyokérkolonizacidé mértéke a mikorrhizaval nem oltott novények esetében nulla volt, igy a C
¢s H kezelés statisztikdba vonésa irrelevans lett volna az elemzés szempontjabol. A kolonizacio
atlagos mértéke a nem hdstresszelt novényeknél (CAM) 73,6%, amig a hostressznek kitett
novényeknél (HAM) 67,9% volt. A statisztikai értékelés alapjan a ndvények gyokerének
kolonizacigjaban nem volt szignifikdns kiilonbség — azaz egyforma mértékben voltak

kolonizalva.

A sztdmakonduktancidnak statisztikai elemzése a kezelések kozott szignifikans eltérést
mutatott. A Tukey-féle post hoc teszt a héstressztdl megkimélt, illetve annak kitett névények
kozott mutatott szignifikdns kiillonbséget. Azok a novények, amelyek nem kaptak
hostresszkezelést magasabb sztomakonduktancia értékkel rendelkeztek, azaz nyitottabb
allapotban voltak a sztomaik, mint a hostressznek kitett paradicsomoké. A magas hdmérsékleti
stresszel kezelt paradicsomok Gs értéke atlagosan fele annyi volt, mint az ilyen kezelést nem

kapott novényeké.

26



A vizpotencidl statisztikai elemzése a kezelések kozott szignifikans eltérést mutatott. A Tukey-
féle post hoc teszt a hostressztdl megkimélt, illetve annak kitett ndvények kozott mutatott
szignifikans kiillonbséget. A hokezelésnek kitett ndvények atlagosan koriilbeliil kétszer (2,08-

szor) akkora vizpotenciallal rendelkeztek, mint azok a névények, amiket nem ért hdstressz.

A novények gyokerének és hajtasanak szaraz tdmegét dsszehasonlitva trendszerti eltéréseket
tapasztalhattunk a kezelési csoportok kozott, habar a statisztikai értékelés alapjan ezek nem
mutattak szignifikans eltérést. A nem mikorrhizalt, hostressznek kitett novények gyokerének,
illetve hajtasanak a szaraz tomege latszolag joval alulmarad a kontroll, valamint a héstresszel

kezelt mikorrhizalt ndvények értékeihez képest.

A relativ viztartalom mérése azt mutatta, hogy a hdstressznek kitett ndvényeknél kapott értékek
atlagosan 23,07%-kal maradtak alul a héstressz kezelést nem kap6 paradicsomokhoz képest. A
csoportok kozotti eltérést a statisztikai elemzés szignifikans eredménye is alatamasztotta,
valamint a Tukey-féle post hoc a hdstressztdl megkimélt, illetve annak kitett novények kozott
mutatott szignifikdns kiilonbséget — szintén megerdsitve az eredményt. Viszont a nem-
mikorrhizalt, hdstressznek kitett paradicsomok relativ viztartalma nem tért el szignifikansan a

kontroll és mikorrhizalt kontroll névényekétol.

A fotokémiai rendszerek maximum kvantumhatdsfokéanak statisztikai elemzése a kezelések
kozott szignifikans eltérést mutatott. A Tukey-féle post hoc a héstressztdl megkimélt, illetve
annak kitett ndvények kozott mutatott szignifikéns kiilonbséget — utdbbi kezelési csoportok
Fv/Fm értékei atlagosan mindossze 7,74%-kal voltak alacsonyabbak. Tovabba, a hdstressznek
nem kitett ndvények kozott is volt kiillonbség a mikorrhizéaltsag fliggvényében: a mikorrhizalt
novények fotokémiai rendszereinek maximum kvantumhatasfoka atlagosan 3,4%-kal volt

magasabb.

A fenologiai jellemzdk esetén kijelenthetd, hogy a hdstressznek nem, illetve kitett ndvények
értékei két jol elkiilonithetd csoportot alkotnak. A mért kvalitativ és kvantitativ adatok
megegyeztek a korabbi kutatasi eredmények alapjan vartakkal (Hasanuzzaman et al., 2013;
Hassan et al., 2021). Azaz a sztomakonduktancia csokkent, a vizpotencial nétt, a relativ
viztartalom csokkent, valamint az Fv/Fm érték csokkent — kimutathatéan negativan érintette a

novényeket a magas hdmérséklet okozta stressz.
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Stresszmarkerek és ROS eliminaldé enzimek
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9. abra: A H202 és MDA stresszmarkertartalom kontroll (C), nem hdstresszelt mikorrhizalt
(CAM), hostresszelt nem-mikorrhizalt (H) és héstresszelt mikorrhizalt (HAM) ndvényekben.
Az 4bran megjelenitett értékek a szorassal korrigalt nmol g Fw atlagok. Az egytényezos
ANOVA ¢és Tukey post hoc teszt (P<0,05) alapjan nem elkiilonithetd csoportot alkotd

értékekhez azonos betiket rendeltiink.
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10. dbra: A SOD, CAT ¢és POD enzimek aktivitasa kontroll (C), nem hdstresszelt mikorrhizalt
(CAM), hostresszelt nem-mikorrhizélt (H) és hdstresszelt mikorrhizalt (HAM) névényekben.
Az 4bran megjelenitett értékek a szorassal korrigalt Unit mI™ min és mmol ml* min™
atlagok. Az egytényezdés ANOVA ¢és Tukey post hoc teszt (P<0,05) alapjan nem elkiilonithetd

csoportot alkoto értékekhez azonos betiiket rendeltiink.
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A hidrogén-peroxid tartalom vizsgalatanal az valdszintsithetd volt a 14. dbra alapjan az, hogy
a hostressznek nem kitett, a mikorrhizalt héstresszelt és a nem-mikorrhizalt héstresszelt
novények kozott eltérés tapasztalhatd. Ezt a varianciaanalizis, illetve a Tukey-féle post hoc
vizsgalat is alatamasztotta. A C ¢s CAM kezelési csoportnal mind a HAM, mind a H atlagosan
joval magasabb (5,93-szor, valamint 3,43-szor) értékeket mutatott. Ezenkiviil stresszkezelést
kapd novények kozott is jelentds eltérés volt tapasztalhatd: a mikorrhizalt novények hidrogén-

peroxid tartalma a nem-mikorrhizalt paradicsomokénak 58%-a volt.

A malondialdehid tartalom statisztikai elemzése a kezelések kozott szignifikans eltérést
mutatott. A Tukey-féle post hoc teszt alapjan a hdéstressznek kitett nem-mikorrhizalt
paradicsomok malondialdehid tartalma szignifikdnsan magasabb a tobbi kezelési csoportnal
mért értékeknél — a H kezelésii paradicsomoknal a malondialdehid tartalom atlagosan 36%-kal

volt magasabb.

Mindkét stresszmarker molekuldandl a csak hdstressz-kezelést kapd nodvények értékei
kiilonboztek jelentdsen a tobbi kezelési csoport értékeitdl, amely megfelelt a szakirodalomban

leirt tapasztalatoknak (Asthir, 2015; Ding et al., 2010).

A ndvényi stresszvalaszban eldszor a megjelennek a reaktiv oxigénformak, amelyeket aztan a
szuperoxid-dizmutaz alakit ar hidrogén-peroxidda — amely tovabbra is oxidativ hatassal bir —
ezt késobb a katalaz vagy a peroxiddz enzim bontja el vizzé és oxigénné. A masik vizsgalt
vegytilet — a malondialdehid — megjelenése mar a stresszvalasz késGbbi szakaszara tehetd,
mivel a lipidperoxidacio6 egyik terméke. A magas hdmérsékletli kezelések hatasara megjelend
stresszmarkerek (H202 ¢s MDA) mennyisége egyértelmiien kiilonb6zott a mikorrhizalt, illetve
a nem-mikorrhizalt novényekben, raadasul az MDA szintje a mikorrhizalt paradicsomban
megegyezett a hostressztol megkimélt paradicsomokéval. Tehat a szakirodalommal megegyezd
eredmény olvashato ki az adatokbol, miszerint a mikorrhizaoltds jotékonyan hat a magas
hémeérsékleti stressz hatdsara termelddd reaktiv oxigénformak eliminacidjara, valamint igy a
membranok is kevésbé vannak kitéve oxidativ hatasoknak (Bienert & Chaumont, 2014; Dvotak

etal., 2021).

Az enzimaktivitasi értékek meghatdrozasat kovetd varianciaanalizis és Tukey post hoc teszt
alatdmasztotta, hogy a hostressz-kezelést kapd nodvényeknek valdban szignifikansan
elkiilonithetéek a hostressztdél megkimélt paradicsomoktol. A H és HAM kezelési csoportokba
tartozo novényeknél a ROS eliminald enzimek aktivitdsa nagyobb volta C, illetve CAM

csoportnal mérteknél. A legjelentdsebb kiilonbséget a peroxidaz enzimaktivitasanal lehetett
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tapasztalni, ami atlagosan 40,34%-kal volt kisebb a hdstressznek nem kitett novényeknél; ez az
aranyszdm majdnem ilyen magas volt a katalaz enzim aktivitdsdnal is, de itt a kiilonbség
38,49% volt. A szuperoxid-dizmutaz enzim aktivitasa szintén szignifikdnsan kiilonbozott a
kezelési csoportoknal annak fliggvényében, hogy ki voltak-e téve magas homérsékleti
stressznek, itt a C és CAM csoportok értékei atlagosan 21,56%-kal voltak kisebbek, mint a H
¢s HAM értékei. Tovabba, a statisztikai elemzés alapjan a POD enzim aktivitdsa minden egyes
kezelési csoportban jol elkiilonithetd mértékben jelent meg: a mikorrhizaltsag atlagosan
18,95%-kal magasabb enzimaktivitasal jart, amig a hipotézisiink szempontjabol leginkabb
izgalmas HAM kezelési csoport értékei atlagosan 11,17%-kal voltak magasabbak, mint a H
kezelési csoportéi. A SOD enzim hatéséara képz6dd H20: elbontasaban szerepet jatszoé POD és
CAT enzimek aktivitdsa nagyban fiigg a hidrogén-peroxid jelenlététdl, igy annak szintje
befolyasolja az enzimaktivitast. A ROS eliminalé enzimek emelkedett szintje a mikorrhiza
gombaval oltott novényeknél mar leirt hatas, a mi kisérletiink szignifikans kiilonbséget csak a
POD esetében mutatott ki, de a SOD ¢és a CAT enzimek aktivitdsdban is meg lehet figyelni
trendszeri emelkedést (Hashem et al., 2018; Saxena et al., 2017).

Génexpresszios jellemzok

2 HSP70 gén expresszi6 2 HSP90 gén expresszi6
25 3 3 b
a = b
2 25 i
2
1'5 - ' 15
1 I '
I 1
a
05 05 i\
0 0
CAM H HAM CAM H HAM

11. abra: A HSP70 és HSP90 gének relativ expresszidja nem hdstresszelt mikorrhizalt
(CAM), hostresszelt nem-mikorrhizalt (H) és hostresszelt mikorrhizalt (HAM) névényekben.
Az 4brdn megjelenitett értékek a szorassal korrigalt 222" atlagok. Az egytényezés ANOVA

¢és Tukey post hoc teszt (P<0,05) alapjan nem elkiilonithetd csoportot alkoté értékekhez

azonos betiket rendeltiink.

Az altalam vizsgalt két chaperon fehérje kozponti szereppel bir a hdstresszvalaszban. A HSP70
és HSP90 gén a stresszvalasz korai szakaszdban, magas szinten expresszalodnak, igy azt vartuk,
hogy a kozvetleniil a stresszhatds utan begytijtott levelekben a kontrollndl magasabb szinteket

tapasztalunk (Chaudhary et al., 2019; Efeoglu, 2010).
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A statisztikai értékelés alapjan a HSP70 gén kifejezddésében nem volt szignifikans kiilonbség
a kezelések kozott. Viszont a HSP90 gén expresszdjanal tapasztalhatunk eltérést a kezelési
csoportok kozott, amit a varianciaanalizis és a Tukey-féle utoteszt is aldtdmasztott. A
mikorrhizalt hdstressznek nem kitett ndvények génexpresszids szintje joval — atlagosan 77,3%-
kal — alacsonyabb volt a nem-mikorrhizalt héstresszelt paradicsomokénal. A HAM kezelési
csoportba tartozd novényeket a HSP90 gén expresszidja alapjan statisztikailag nem lehetett
elkiiloniteni a H csoportba tartozoktol, de az atlagos (23,97%-o0s) kiilonbségiik alapjan

trendszeri eltéréseket tapasztalhatunk.

A HSP70 gén expresszaldodasa alapjan a kezelési csoportok nem voltak jol elkiilonithetéek. A
hdstressz korai fazisara jellemzé expresszios szint emelkedése a HSP70 esetében nem volt
megfigyelhetd a kisérletiinkben. Ennek oka lehet részben a relativ hosszu stresszkezelés, amit
alkalmaztunk, mivel az akut hostresszt alkalmaz6 kisérletek altalaban nem érik el a 6 6ras
idotartamot (Ferradini et al., 2015; Hahn et al., 2011). Elképzelhetd, hogy a stresszvalasz ezen
szakaszaban mar megfelelé6 mennyiségii HSP70 fehérje van jelen a névényben a sériilt fehérjék
lehetne ellendrizni. Nem figyeltiink meg mikorrhiza altal eldidézett valtozast a leirt
folyamatban. A HSP90 gén expresszidja a magas homérsékleti stressz hatasara a H kezelési
csoportban elvartak szerint magasabb volt, mint a stressznek nem kitett CAM novényekben.
Viszont a mikorrhizaoltas és hdmérsékleti stressz egyiittes alkalmazasdnak hatasdra a
paradicsomok HSP90 génjének expresszios szintje nem jol elkiilonithetd, sem a kontroll
mikorrhizalt, sem a csak hdstresszben részesitett novények csoportjatoél. Habar a 16. 4bra
alapjan azt lehetne feltételezni, hogy a HAM kezelési csoportba tartozok génexpresszidja a
hémeérsékleti stressz hatdsara megemelkedett, de nem érte el a nem-mikorrhizalt névényekének
a szintjét. Ezen megfigyelések alapjan feltételezhetjiik a mikorrhiza stressz tompitd hatésat,
habar a jelenség csupan tendencia szintjén volt felfedezhetd. igy érdemes lenne nagyobb
mintaszamon génexpresszios vizsgalatot végezni, amivel megbizhatobb statisztikai

elemzésekkel lehetne ellendrizni a hipotézisiinket.

A munkam eredményeinek ismeretében szeretném tovabb folytatni a téméban rejlé potencial
kiaknézéasat. Célszerli lenne a mikorrhizaoltds hdsokkfehérjék expresszidjara vald hatdsanak
alaposabb megismerése tobb hdsokkfehérje csalad vizsgalataval. Valamint mas gazdaséagilag
hasznos novények is kitettek a magas hdmérsékleti stressznek, igy érdemes lenne minél tobb
faj esetében feltérképezni a mikorrhizaoltas altal indukélt hdstressz-tolerancia lehetdségét.

Tovabba mind tudomanyos, mind az ipari alkalmazés szempontjabol érdekes ismeret lehetne a
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mikorrhizaoltas kedvezé hatasanak bizonyitasa mas modszertani koriilmények kozott — akar
tobbszori hdsokk-kezelés alkalmazasaval, akar hosszi ideig tartdé magas hdémérsékletii

kezeléssel, amely a kimertilési fazis hosszarol adhatna értékes informaciokat.

Osszefoglalas

Munkéam soran célom volt, hogy bovitsem az ismereteinket a magas homérsékleti stressz altal
novényben eldidézett valtozasok és az arbuszkularis mikorrhizaoltas kapcsolatarol. Ismert,
hogy az arbuszkularis mikorrhizaképz6 gombak pozitivan befolydsoljadk a ndvények
¢letfolyamatait, amely elsésorban a ndvekedésben ¢és a tapelemfelvétel fokozasdban nyilvanul
meg. Egyre tobb adat van arra vonatkozoan is, hogy példdul szdrazsagstressz esetén a
mikorrhizalt novények ellendlld képessége novekedett. A szarazsag mellett a homérsékleti
stressz igen gyakori és jelentds terméskiesést okoz a mezdgazdasdgban. A hdmérsékleti stressz
kutatdsok azonban fbéleg a hideg stresszre fokuszalnak, amig a magas homérséklet relative
kevés figyelmet kap. A klimavaltozas hatdsdnak novekedése miatt, azonban egyre inkabb

kozponti szerepet kapnak a hdstressz kivédésében szerepet jatszo folyamatok, vizsgalatok.

Kontrollalt koriilmények kozott nevelt paradicsom (Solanum lycopersicum L.) var.
Moneymaker novényekkel végzett hdsokk kezelések hatasat vizsgaltuk Septoglomus

constrictum arbuszkularis mikorrhizaképzé gomba jelenlétében, illetve hianyaban.

Eredményeink alapjan sikeriilt megerdsiteni az irodalombol mar ismert tobb véltozast is: igy a
H202 és MDA ¢és ROS eliminalé enzimek (POD, SOD, CAT) megnovekedett termelddését a
stressz hatdsara. Ugyanakkor a mikorrhiza stresszhatast tompito jelenségét mar egyértelmiien
jelzi a nem-mikorrhizalt névényekhez képest mért alacsonyabb értékek a stresszmarkerek
esetében. A POD enzim aktivitdsa minden kezelési csoportban eltért mind a mikorrhizaoltas,

mind a hosokk-kezelés tekintetében.

A hostressz kivédésében a novények hosokkfehérjéinek igen nagy szerepe van. A HSP-k
expressziojanak valtozasat két ismert és jellemzett hdsokkfehérjén (HSP70 és HSP90) keresztiil
vizsgaltuk. Ezek a fehérjék a stresszvalasz korai szakaszdban magas szinten expresszalddnak
¢s a fehérjék, DNS, illetve lipidmembréanok tartds kdrosodasat megel6zo funkcioval birnak. A
HSP90 gén expressziodjat tekintve igéretesek az eredményeink, mert a mikorrhizalt és a nem-
mikorrhizalt ndvények génexpresszidja latszolag eltér a hdsokk hatdsara, habar az eltérés nem

szignifikans, de tovabbi vizsgalatokat tartanék sziikségesnek egyrészt a HSP70
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génexpresszional mért értékek okan, masrészt sziikkségesnek latom nagyobb mintaclemszammal

megismételni a molekularis vizsgélatokat.

Ezen megfigyelések alapjan feltételezhetjiik a mikorrhiza stressz tompitd hatasat, habar a
jelenség csupan tendencia szintjén volt felfedezhetd. Osszességében a mikorrhizaval oltott,
magas homérsékleti stressznek — hdésokknak — Kitett paradicsomokban a stresszmarkerek
jelenléte alacsonyabb szintet mutatott, mint a hdstresszelt nem mikorrhizalt ndvényekben; a
mért védelmi enzimaktivitdsok (SOD, POD ¢és CAT) és a HSP90 génexpressziok tekintetében
trendszert eltérésekre figyelhettiink fel. Eredményeink ismeretében szeretném tovabb folytatni
a témaban rejld potencidl kiakndzasat a mikorrhizaoltds hdsokkfehérjék expresszidjara
gyakorolt hatdsanak alaposabb megismerését, valamint mas hdsokkfehérje csalad vizsgalataval

tovabb bdviteni ismereteinket.
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12. dbra: A gyokérkolonizacio szazalékos mértéke nem hdstresszelt mikorrhizalt (CAM) és

hoéstresszelt mikorrhizalt (HAM) novényekben. Az abran megjelenitett értékek a szorassal
korrigélt szazalékok.
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13. abra: A kontroll (C), nem hdstresszelt mikorrhizalt (CAM), héstresszelt nem-mikorrhizalt
(H) és hostresszelt mikorrhizalt (HAM) novények fenologiai jellemzdinél mért értékek. SZT -
szaraz tomeg (g); Gs - sztdomakonduktancia (mol mz s+); ylevél - levél vizpotencialja (-MPa);
RWC - relativ viztartalom (%); Fv/Fm - fotokémiai rendszerek maximum kvantumhatésfoka.
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Hidrogénperoxid tartalom MDA tartalom
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14. abra: A kontroll (C), nem hostresszelt mikorrhizalt (CAM), hdstresszelt nem-mikorrhizalt
(H) és hostresszelt mikorrhizalt (HAM) novények stresszmarkereinél (H202 és MDA) mért

értekek (nM/g).
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SOD enzim aktivitasa
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15. abra: A kontroll (C), nem hdstresszelt mikorrhizalt (CAM), hdstresszelt nem-mikorrhizalt
(H) és hostresszelt mikorrhizalt (HAM) névények CAT, POD és SOD enzim aktivitasanal
meért értékek (U ml: min-).

37



HSP70 gén expresszidja

HSP70 gén expresszidja

HSP90 gén expresszidja
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16. abra: A nem hdstresszelt mikorrhizalt (CAM), héstresszelt nem-mikorrhizalt (H) és
héstresszelt mikorrhizalt (HAM) novények HSP70 és HSP90 gének relativ expresszidjanal

mért értékek (2-4)
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ANOVA ¢s Tukey-féle utotesztek eredményei

vizsgalati szempont CAM-C H-C | HAM-C H-CAM HAM-CAM HAM-H
Gs n.s. Fkk | rxx Fkk Fkk n.s.
ylevél n.s. Tk | xxx Fkk Fkk n.s.
RwWC n.s. foled foled faled faled n.s.
Fv/IFm faled bl Bk falakad folall n.s.
H202 n.s. bl et folaked folail folall
MDA n.s. ** n.s. ** n.s. *
CAT n.s. skx | Hax — — *k
POD * NUPIS [ — — *ok
SOD n.s. Frk [ xex ** ** n.s.
HSP90 falaied * n.s.

3. tablazat: A kontroll (C), nem hdstresszelt mikorrhizalt (CAM), héstresszelt nem-
mikorrhizalt (H) és hdstresszelt mikorrhizalt (HAM) kezelési csoportok kozotti kapcsolatok
vizsgalata egytényezos ANOVA-t kovetd Tukey-féle post hoc teszttel. A gyokérkolonizacio,

gyOkér és hajtas szaraz tomege és a HSP70 gén expresszidjanak variancianalizisei nem
mutattak szignifikdns eredményt, igy post hoc teszt hijan nem keriiltek be a tablazatba. A
tablazatban alkalmazott jelolések és roviditések: Gs — sztomakonduktancia ; ylevél — levél
vizpotencidlja ; RWC — relativ viztartalom; Fv/Fm — fotokémiai rendszerek maximum
kvantumhatasfoka; H2O2 — hidrogén-peroxid; MDA - malondialdehid; CAT — katalaz; POD -
peroxidaz; SOD — szuperoxid-dizmutaz. A adatok szignifikanciajat az alabbiak szerint
osztalyoztuk: n.s. nem szignifikans; * szignifikans P<0,05 szinten; ** szignifikdns P<0,01
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CAM

HAM

MDA

1,32+0,06a

1,34+0,11a

1,89+0,15b

1,50+0,18a

F=11,56
df=3
P=0,0028

**

H,O,

1,00+£0,01a

0,98+0,10a

5,87+0,46¢

3,40+0,31b

F=206,2
df=3
P =6,51e-08

*k*

POD

1,94+0,04a

2,23+0,07b

3,29+0,12¢

3,70+0,16d

F=178,4
df=3
P=1,15e-07

**k*

SOD

1,90+0,10a

2,03+0,15a

2,48+0,11b

2,53+0,06b

F= 24,99
df=3
P = 0,000204

***x

CAT

1,63+0,15a

1,71£0,02a

2,50+0,10b

2,93+0,12b

F=101
df=3
P =1,07e-06

**k*

HSP70

0,99+0,20a

1,44+0,66a

1,34+0,85a

F=0,705
df=2
P=0,514

n.s.

HSP90

0,51+0,14a

2,24+0,59b

1,70+0,71b

F=13,43
df=2
P=0,000868

**k*k

4. tablazat: A kontroll (C), nem hdstresszelt mikorrhizalt (CAM), hostresszelt nem-
mikorrhizalt (H) és hdstresszelt mikorrhizalt (HAM) novényeknél mért stresszmarkerek,
enzimaktivitasok €s génexpressziok értékének szorassal korrigalt atlagai. Az egytényezos

ANOVA ¢és Tukey post hoc teszt (P<0,05) alapjan nem elkiilonithetd csoportot alkoto
értekekhez azonos betliket rendeltiink. Az adatok szignifikancidjat az alabbiak szerint
osztalyoztuk: n.s. nem szignifikéans; * szignifikans P<0,05 szinten; ** szignifikans P<0,01
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