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NEHANY VEDEKEZO MECHANIZMUS KUKORICA NOVENYBEN
SOSTRESSZ SORAN

SZALAI GABRIELLA ES JANDA TIBOR

MTA Mezdgazdasagi Kutatdintézete, Martonvasar

A szalicilsav (SA) szintézist vizsgaltuk parhuzamosan az antioxidans enzimek
aktivitasanak valtozasaval sostressz soran fiatal kukorica novényekben. Kéthetes,
tapoldatban nevelt névényeket kezeltiink 50 és 100 mM NaCl-dal 7 napig. Az antioxidans
enzimek aktivitasat, a SA és az orto-hidroxi-fahéjsav (0HCA) mennyiségét a 3. és 7.
napon, valamint 4 nap helyreédllds utdn mértiik. 3 nap utan a glutation-reduktdz enzim
aktivitdsa mind a levelekben, mind a gyokerekben megnétt a 100 mM kezelésnél. Az
aszkorbat-peroxidaz aktivitasa csak a levelekben, mig a gvajakol-peroxidaz aktivitasa csak
a gyoOkerekben novekedett meg 7 nap kezelés utdn. A szabad SA szintje mind a
levelekben, mind a gydkerekben csak a helyreallas soran emelkedett meg. A 100mM
NaCl-dal kezelt n6vények levelében a szabad oHCA szintje mar a 3. naptol kis mértékben
emelkedni kezdett, és a helyreallas soran nagymértékii ndvekedést tapasztaltunk, mig a
gyokerekben csak a helyreéllas alatt ndvekedett meg a mennyisége.

Kulesszavak: antioxidans enzimek, orto-hidroxi-fahéjsav, szalicilsav, sostressz, Zea
mays

PROTECTIVE MECHANISMS IN MAIZE PLANTS DURING SALT
STRESS

G. SZALAIL T. JANDA

Agricultural Research Institute of the Hungarian Academy of Sciences, Martonvasar

The effect of salt stress on salicylic acid (SA) synthesis was investigated parallel
with the induction of antioxidant enzymes in young maize plants. Two-week-old maize
plants grown in hydroponic solution were treated with 50 or 100 mM NaCl for seven days.
Antioxidant enzyme activities, and the SA and o-hydroxy-cinnamic acid (oHCA) levels
were measured on the 3rd and 7th day of treatment and after four days of recovery.
Glutathione reductase activity increased both in the leaves and in the roots after the 3™ day
of 100 mM NacCl treatment. Ascorbate peroxidase activity increased in the leaves, but
changes in guaiacol peroxidase activity could only be detected in the roots after 7 days.
Free SA only increased during recovery in the leaves and roots. In the leaves of plants
treated with 100 mM NaCl a slight increase was observed in the free oHCA level, which
rose dramatically after recovery, while in the roots an increase could only be seen after
recovery.

Key words: antioxidant enzymes, maize, ortho-hydroxy-cinnamic acid, salicylic
acid, salt stress
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Bevezetés

A soéstressz, ezen beliil is a NaCl altal okozott stressz, vildgszerte az egyik
legjelentdsebb stresszféleség, mely csokkenti a gabonafélék termésmennyiségét.
A novények rezisztenciajat altalaban a talélési szazalékkal és/vagy a sostressz-
koriilmények kozotti ndvekedéssel jellemzik, habar ez komplex folyamat, mely
magaba foglal élettani és biokémiai folyamatokat, valamint morfoldgiai és
fejlodési valtozasokat is (Yildiz és Kasap 2007). A kukorica (Zea mays L.)
mérsékelten sotird névény (Maas és Hoffmann 1977). A ndvényi valasz
Osszetettsége a sostresszre azzal magyarazhatd, hogy a séstressz ion- és
ozmotikus stressz is egyben, mely membrandestrukciot és anyagcserezavarokat
okozhat, valamint reaktiv oxigénfajtadk képzodéséhez vezet, mely folyamat
oxidativ stresszt okoz.

A ndvényi sejtekben szamos védekez0 mechanizmus létezik, melyek
normal koriilmények kozott minimalisra csokkentik az oxidativ stressz karos
hatasait. Ilyenek példaul a reaktiv oxigénformakat ko6zOmbositd enzimek
(szuperoxid-dizmutaz, katalaz, peroxidazok), vagy az antioxidansok
regeneraciojat eldsegitd enzimrendszerek. A szalicilsav (SA) mar az abiotikus
stresszfolyamatok sorén is jol ismert jelatvivé molekula. A kiilséleg alkalmazott
SA szamos abiotikus stressz esetében, mint példaul a nehézfém, vagy a magas-
¢s alacsonyhomérdékleti stressz, védelmet nytjthat a ndvényeknek. Sostressz
alatt a szalicilsav hatasa nem egyértelmii: Arabidopsis névényekben azt talaltak,
hogy a szalicilsav fokozta a sostressz karositd hatasat (Borsani et al. 2001), mig
arpamagokat 1 mM SA-ba &ztatva védohatast tapasztaltak (El-Tayeb 2005).

Jelen munkaban az endogén SA, valamint egyik prekurzoranak, az orto-
hidroxi-fahéjsav szintjének valtozasait, valamint az antioxidans enzimek
mikodését.tanulmanyoztuk sostressz soran.

Anyag és mddszer

Kisérleteinkhez 2 hetes tapoldatban (médositott Hoagland-oldat, Pdl et al. 2005) nevelt
kukoricandvényeket (Norma hibrid) haszndltunk. A ndvénynevelés az MTA Mezdgazdasagi
Kutatointézetének fitotronjaban Conviron PGR-15 ndvénynevelé kamrakban tortént az alabbi
koriilmények kozott: A novények 22/20 °C-on néttek, 16/8 ora fény/sotét periddussal, a
fényintenzités 340 umol m™ s™', a relativ paratartalom 75% volt. A 2 hetes névények 50 illetve 100
mM NacCl-dal voltak kezelve 7 napig. A leveleket és a gyokereket a kezelés 3. és 7. napjan,
valamint 4 nap helyreallas utan gyijtottiik be SA- illetve enzimmérésekhez.

Az enzimmérésekhez 0,5 g ndvényi anyagot dorzsoltiink el 12,5 ml jéghideg 0,5 M Trisz-
HCI1 (pH 7,5) pufferben, mely 3 mM MgCl,-ot és 1 mM EDTA-t tartalmazott. A katalaz (KAT) és
aszkorbat-peroxidaz (APX) mérés a Janda és munkatarsai (1999) altal leirtak szerint tortént. A
gvajakol-peroxiddz (GPX) Adam és munkatarsai (1995), a glutation-reduktdz (GR) Smith és
munkatarsai (1988), a glutation-S-transzferaz (GST) pedig Kocsy és munkatarsai (2005) szerint
volt mérve.

Az oHCA ¢és SA mérésekhez 1,5 g ndvényi részt hasznaltunk, a mintael6készités és mérés
Pal és munkatarsai (2005) alapjan tortént.

A statisztikai analizishez kétmintas t-probat hasznaltunk.
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Eredmények és kovetkeztetések

mérsékelt stresszt okoz. Kordbban 150 és 200 mM oldatokkal is folytattunk
elokisérleteket, de a novények par nap utan elpusztultak. Az 50 és 100 mM NaCl
stressz mind a gyokér, mind pedig a hajtas friss- és szaraztomegét szignifikdnsan
csokkentette.

A KAT és GST enzimek aktivitasa sem a stressz, sem a helyreallas soran
nem valtozott (az adatok nincsenek feltiintetve). Az antioxidans enzimek koziil a
GR aktivitdsa mind a levélben, mind a gyokérben megndtt (/. tabldzat). A
levélben a 100 mM kezelés esetében mar 3 nap utan lathatd volt a ndvekedés,
mig 7 nap utdn mar az 50 mM sdkoncentracional is. A helyreallas soran az
enzim aktivitasa csokkent, de a 100 mM kezelés esetében még mindig magasabb
volt a kontroll novényekben mérteknél. A gyokerekben mar az 50 mM
kezelésnél is lathato volt a novekedés 3 nap utan, és az aktivitasértékek még a
helyreallas idGtartama alatt is hasonl6 szinten maradtak.

1. tablazat. Glutation-reduktaz aktivitasanak valtozasa (AA4/perc) NaCl stressz
soran (*:p<0,05; **:p<0,01 szinten szignifikans a kontrollhoz viszonyitva)
Levél Gyokér
3 nap 7 nap 4 nap 3 nap 7 nap 4 nap
helyreallas helyreallas

Kontroll  0,030+0,004 0,025+0,004 0,030+0,009 0,041+0,012 0,055+0,003 0,055+0,010
50mM  0,032+0,007 0,041+0,009 0,035+0,007 0,071+0,019 0,082+0,010 0,069+0,005

*% * *%
100 mM  0,040+0,006 0,064+0,024 0,052+0,013 0,090+0,020 0,082+0,007 0,078+0,007
*% * *% *k *% *%

Az APX aktivitasa csak a 7. napon nétt meg a levelekben, és hasonlo
szinten maradt a helyreallas idején is. A gyokerekben APX esetében nem
tapasztaltunk szignifikans valtozadst. A GPX esetében viszont csak a
gyokerekben novekedett meg az aktivitas, de mar a 3. naptol, és a helyreallas
végéig ugyanazon a szinten maradt. Irodalmi adatokbdl ismert, hogy halofita
ndvényekben sostressz hatasara megné az APX aktivitasa (Ben Amor et al.
2006). Transzgenikus dohany ndvényekben, melyek megemelkedett GR
aktivitast mutattak, emelkedett a redukalt glutation szintje, és toleransabbak
voltak oxidativ stresszel szemben (Broadbent et al. 1995). Esetiinkben is
megnott mindkét enzim aktivitdsa a sonak kitett ndvényekben, s a mérsékelt
sostressz alkalmazasa, valamint az enzimaktivitasokban tapasztalt valtozasokbol
arra kovetkeztethetiink, hogy ez az adaptaciés folyamatok része lehet. Az is
ismert, hogy szamos karosodasi tiinet nem a stressz idején, hanem az azt kovetd
helyreallas alatt jelentkezik (Szalai et al. 1996). A reaktiv oxigénformak
mennyisége a stresszt kovetden is megemelkedhet, s ezért fontos, hogy a
novények az Un. poszt-stressz periddusban is megfeleld antioxidans kapacitassal
rendelkezzenek. Esetlinkben is azt tapasztaltuk, hogy a helyreallas soran az
APX, GPX ¢és GR enzimek aktivitasa magasabb volt az el6z6leg NaCl-dal kezelt
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ndvényekben a kontrollhoz viszonyitva.

A szabad SA szint a levelekben csak a 100 mM sokezelés hatasara, és csak
a helyreallas alatt emelkedett meg (2. tdblazaf). A gyodkerekben hasonld
helyreallas folyaman mind az 50, mind pedig a 100 mM-lal kezelt névényeknél
magasabb volt a SA szint a kontrollhoz képest. Szamos kozlemény szamol be a
SA védo hatasarol a sostressz idétartama alatt. A SA eldkezelés megnovelte a
talélési szazalékot, kevésbé csokkent a hajtasnovekedés és a fotoszintézis arpa és
paradicsom novényekben az eldkezelés hatasara (El-Tayeb 2005). Kevesebb
publikacioban olvashatunk az endogén SA hatasairdl stresszkoriilmények kozott.
Azt talaltak, hogy a megemelkedett endogén SA fokozta a reaktiv oxigénformak
hatasat (Borsani et al 2001), valamint a benzoesav-2-hidroxilaz enzim gatlasa,
mely az SA bioszintézisben vesz részt, védte a rizs novényeket sostressz
folyaman (Sawada et al 2006). Esetlinkben a sostressz soran nem tapasztaltunk
endogén SA emelkedést, valosziniileg ez a mértéki stressz inkabb az adaptacios
folyamatokat inditja be, és nem annyira a karosodasi tiineteket latjuk.

2. tablazat. SA és oHCA mennyiségének (nmol/g friss tomeg) valtozasa NaCl
stressz soran (*:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001 szinten szignifikans a
kontrollhoz viszonyitva)

Levél Gyokér
3 nap 7 nap 4 nap 3 nap 7 nap 4 nap
helyreallas helyreallas

SA

Kontroll  0,36£0,09  0,67+0,19  0,54+0,14  0,53+0,17  0,48+0,04  0,51+0,09

50mM  040+0,07  048+0,04  0,66£0,04  0,56£0,11  0,57+0,09  0,69+0,12
*

100mM 0,41+0,07  0,6040,29  1,14+0,33  0,45+0,10  0,91+0,34  0,91+0,13
Kk * skksk

oHCA

Kontroll 0,59+0,16 1,11£0,26 1,31+0,24 1,38+,21 1,52+0,23 1,54+0,59

50mM  0,74£0,27  0,90+0,20  2,22+0,60  2,14+0,79  2,16%1,14  221+0,73

ok

100mM 1274022 2,59+046  534+1,84  1,97+0,88  1,79£0,44  3,92+1,13

ok sk sk ok

A szabad oHCA szint mar a 3. naptdl emelkedett a 100 mM soval kezelt
novények leveleiben (2. tablazat), és ez az érték a helyreallas alatt a kontollhoz
viszonyitva négyszeres volt. A gyoOkerekben csak a helyreallas soran
tapasztaltunk kisebb mértékii emelkedést. Az oHCA a SA egyik prekurzora, de
mint fenolsav antioxidans tulajdonsaggal is rendelkezik (Gallado et al. 2006).
Kimutattak, hogy a hidroxifahéjsavak (melyek a fenolsavak kozé tartoznak), s
koztik az oHCA is, képesek kozombositeni a szinglet oxigént, és a SA
bioszintézistdl fiiggetleniil antioxidansként is jelen lehetnek a sejtekben (Foley et
al. 1999). Jelen munkaban is az oHCA szintje mar a kezdetektdl emelkedett a
sostressz soran és a helyreallas alatt még kifejezettebb volt. Ez szintén az
adaptacios folyamat része lehet.
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