Az exogén és endogén szalicilsav kozotti jelatviteli Ut tanulmanyozdsa buzdban
és modellndvényekben stresszkorilmények kozott (K101367)

Zarodjelentés

Régota ismert, hogy a szalicilsav (SA) jelatvivé molekula a névények védekezd
mechanizmusa soran. Ezenkivil a SA az abiotikus stresszérzékenység
csokkentésére is alkalmas vegyilet lehet. Mar szamos kezelési mod (magok SA
aztatasa vetés el6tt, vizkulturahoz adagolds, ontozés vagy permetezés SA-
oldattal) védelmet nyujtott szamos névényfajnak abiotikus stresszfaktorok ellen.
Az azonban nem ismert, hogy a kiils6leg adagolt SA kozvetlenilil véd-e, vagy az
endogén SA szintjének szabdlyozasan keresztll hat. Ezenkivil szamos egyéb
tényez6, mint pl. a genetikai hattér, is befolyasolhatja a SA hatdsat. Ezt
kiilonésen fontos figyelembe venni, ha a kétsziki novényekben (PI.
Arabidopsisban vagy dohdnyban) kapott eredményeket az egyszik(
gabonaféléknél is értelmezni szeretnénk. Ezen kérdések tisztazasa kozelebb
hozhat minket a szabalyozé mechanizmusok jobb megértéséhez.

Jelen palyazat f6 célja az volt, hogy a kiilonb6z6 SA kezelések hatasait tisztazzuk,
s ezen kivil még a SA-fuggd jelatviteli utak és mas védekez6 mechanizmusok
kozti 6sszefliggéseket is tanulmanyozzuk.

A kisérletekhez a munka kezdeti szakaszaban buzanovényeket kezeltlink
kiilonb6z6képpen szalicilsavval (SA): egyrészt a magvakat aztattuk, masrészt a
tapoldathoz adagoltuk a szalicilsavat. Vizsgaltuk a kétféle kezelés altal kivaltott
biokémiai/élettani  folyamatokat,  hasonldsagokat, kiilonbségeket. A
kisérletekhez Mv Emese (6szi) és a Nadro (tavaszi) fajtakat hasznaltuk. Mindkét
kezelés 0,5 mM SA-val tortént. A magaztatas soran 1 éjszakara SA oldatba és
desztillalt vizbe (kontroll) dztattuk a magokat. A tapoldathoz adagolt SA kezelés
soran az Ultetéstdl szamitott 7. napon adagoltuk a tapoldathoz a SA-t, 24 6ran at
rajta hagytuk, majd sima tapoldatra cseréltik. Szedtliink mintdkat a kezelést
koveté napon endogén SA-ra, ACC-re és lipidperoxidacidos mérésre is levélbél és
gyokérbdl. A megmaradt novényeket 1 hétig tdpoldatban neveltik és utana
megismételtik a mintaszedést. A mintakat feldolgoztuk, megmértiik és
kiértékeltik. A kiértékelés alapjan a levélben az endogén SA a tapoldathoz
adagolt SA hatasara megndétt, mind a szabad SA frakciéban, mind a metanolban
oldodo kotott SA frakcidoban és a metanolban nem oldodo kotott SA frakcidoban
is, mind a két fajta buza esetén. A gyokér esetén is a tapoldathoz adagolt SA



megnovelte az endogén SA szintjét mind a harom frakcidban, mind a két fajta
buzanal. A levélben és gyokérben az ACC és MACC szintek valtozdsanal is lathato
a tdpoldathoz adagolt SA hatdsa, valamint a két fajta buza esetén a mintazat
hasonld volt. A lipidperoxidacid mértékét MDA mérésével hataroztuk meg. A
levelek esetén szintén a tapoldathoz adagolt SA nodvelte meg az MDA
mennyiségét. A két fajta buza mintazata hasonld volt itt is. Az eredmények
tikrében a tovabbi vizsgalatokat leszlkitettik az Mv Emese (6szi) fajtara.

Mivel azt tapasztaltuk, hogy a SA kezelések oxidativ stresszt okoztak, ezért a
palyazat 2. évében vizsgdltuk az antioxidans hatasu flavonoidok mennyiségének
valtozasait is. A flavonoidok, a SA-hoz hasonléan, a fenil-propanoid uton
szintetizalodnak. A k6z6s pont a fahéjsav, ahonnan a flavonoidszintézis a SA-val
ellentétben nem az orto-, hanem a para-hidroxi-fahéjsavon at folytatodik. A
flavonoidok vizsgalata soran mértik a myrecetint, kaempferolt, quercetint és a
rutint is. A myrecetin a levélben a kezelések hatasara nem valtozott, minddssze
a 7 napos mintak esetén lattunk csokkentést, mind a kontrollban, mind a kezelt
mintak esetén. A gyokér mintaknal a szabad frakcioban a kezelések hatasara
megndtt 1 nappal az SA tapoldathoz adagolasa utan, 7 nappal kés6bb pedig még
mindig magas volt a kontrollhoz képest. A metanolban oldédo kotott frakcidoban
a tapoldathoz adagolt SA kezelés hatasara megnétt, de 7 nap utan lecsokkent a
myrecetin. A kaempferol a levélmintak esetén a szabad frakcioban nem
valtozott, mig a kotott frakcidban a tapoldathoz adagolt SA hatasara csokkent. A
gyokérben a kotott frakcidban a tapoldathoz adagolt SA hatasara az 1 napos
mintaknal csokkent, majd a 7 napos mintaknal megnétt a kaempferol tartalom,
mig a makromolekuldakhoz kapcsolddo kotott az 1 napos mintak esetén csokkent
és utana nem valtozott. A quercetin a levélben nem valtozott a szabad frakcid
kivételével, ahol a tapoldathoz adagolt SA hatasara a 7 napos mintakban
megndtt. A gyokérmintdknal a szabad frakcidban 7 nap utan csokkent a
tapoldathoz adagolt SA hatdsara és 1 nap utan szintén csokkent a kotott
frakcidban is. A rutin a szabad frakcidban a tapoldathoz adagolt SA hatasara kis
mértékben megndtt, és a kor elérehaladtaval a kotott frakcidban is megnétt a
levelek esetén. A gyokérben a szabad frakcidban a tapoldathoz adagolt SA
hatdsdra 1 nap utdn csdkkent, de 7 nap utdn megnétt. Osszességében azt
mondhatjuk, hogy a gyokérben megnétt a flavonoidok szintje a SA kezelés
hatdasara.

A masodik évben elkezdtik a microarray vizsgalatokat is. A kisérleti elrendezés
ugyanaz volt, mint a fent mar részletesen leirt flavonoidos kisérletnél. A mintakat
az 1 napos tapoldatos SA kezelés utdn szedtiik. A validalast, az adatok elemzését



és az adatok kiértékelését a pdlyazat 3. évében végeztik el. Az eredményekrél
megallapithatd, hogy 3 f6 anyagcsereut génexpresszidjara gyakorolt hatast a SA.
Az egyik ilyen a fenil-propanoid Utvonal, melynek a SA bioszintézis is részét
képezi, valamint a flavonolok is ide tartoznak. Ezenkivil még a fruktanok és a
glutation anyagcseréjéhez kapcsolddo gének is expresszalddtak. Ezek kozil a
palyazat hatralevé részében a fenil-propanoid Utvonal részletesebb vizsgalatat
végeztik el a palyazat hatralévd részében, megvizsgaltuk a kivalasztott gének
expresszidjanak valtozasat nem csak levélben, hanem a gyokerekben, valamint
csiranovényekben is. Az eredményeket 2016-ban a Frontiers in Plant Science
cim( folydiratban publikaltuk.

Az eredményekbdl lathato volt, hogy a kiilonboz6 SA kezelések nem ugyanazt a
hatast valtjak ki. A SA hasznalatanal problematikus, hogy vizben nehezen
oldddik, de Na sdja, a natrium-szalicilat (NaSA) vizben kdnnyen oldédik, tehat a
hasznalata sokkal kényelmesebb lenne. Viszont el6tte tisztazni kellett, hogy
ugyanugy hat-e a névényekre, mint maga a SA. A kisérlethez kukoricat (Norma
hibrid) neveltiink tdpoldatban és a névényeket 7 napos korban a tapoldathoz
adagolt 0,5 mM SA-val és NaSAval kezeltik 1 napig. Ezt kdvetéen a ndvényeket
1 napos Cd stressznek tettiik ki, valamint voltak olyan névények, melyek a Cd-ot
egyltt kaptak a SA-val és az NaSA-val. Mértiik a Cd tartalmat, életképességet, és
az MDA mennyiségét is. A levélben relativ kevés Cd jutott fel, s a kezelés még
csokkentette ezt a mennyiséget. A gyokérben a Cd-mal egylitt adott NaSA
kezelés utan ugyanannyi Cd volt, mint a kezeletlen gytkérben, mig a tobbi
kezelés csokkentette a felvett Cd mennyiségét. Az MDA, mint oxidativ
stresszmarker, jol mutatja, hogy az el6kezelés nem okozott oxidativ stresszt
levélben. Az SA kezelések csokkentették az oxidativ stresszt a levélben, mig a
NaSA kezelésnek nem volt hatasa. A gyokerekben nem tapasztaltunk valtozast
Cd hatasara. Mértik az életképességet is: levélben az el6kezelések nem okoztak
valtozast. A SA kezelt novények leveleinek életképessége ugyanugy csokkent,
mint a csak Cd kezelt novényeké, viszont amikor a Cd-mal egylitt NaSA-t is
adtunk, akkor kisebb mértékd életképesség csokkenés volt megfigyelhetd, mig a
NaSA-val el6kezelt novények hasonld értékeket mutattak, mint a kontroll. A
gyokerek életképességét a SA el6kezelés kicsit csokkentette, de a NaSA-nak nem
volt ilyen hatdsa. A NaSA kezelt gyokerek életképesség ugyan csokkent a Cd
kezelés utan, de kevésbé, mint a csak Cd-mal ill. SA kezelt gyokerek
életképessége. Mivel mind a Cd, mind az MDA tartalomban, illetve az
életképességi értékekben kiilonb6z6 hatast tapasztaltunk a SA és NaSA esetén,



ezért a kovetkez6 évben vizsgadltuk ennek élettani hatterét. Mértlik az
antioxidans enzimek aktivitdsat, vizsgaltuk a fitokelatinok (véddévegyiletek)
szintézisét, s ehhez kapcsoléddan a gluationt és prekurzorait, mivel ezek a
fitokelatinok szintézisének kiinduld vegylletei, s emellett antioxidans
tulajdonsagokkal is rendelkeznek. A gyokerekben A NaSA kezelések emelték meg
a PC szintet, mig a levélben a SA kezeléseknek volt hasonld hatasa Cd kezelés
utan. Ami érdekes volt, hogy az SApreCd novényekben a PC szintaz aktivitasa a
gyokérben novekedett, a levélben nem, viszont csak a levélben nétt meg a PC
szint, tehat valdszinlleg a gyokérbdl kerilt fel transzporttal, mig az SA+Cd
novényeknél a levélben mértiink nagy PC szintaz aktivitast, tehat a kétféle SA
kezelés mds-mds mechanizmussal novelte a levél PC szintjét. A glutation
mennyisége NaSApre novényekben volt a legmagasabb, tehdat mar maga a
kezelés felhalmozddashoz vezetett a gyokerekben, mig Cd kezelés hatasara ez
nem volt megfigyelhetd, viszont PC felhalmozddas igen.A levelekben az NaSA+Cd
novényekben detektaltuk a legmagasabb GSH szintet. A glutation szintézisben
résztvevé  enzimek  (gamma-glutamil-cisztein-szintdaz,  glutation-szintdz)
aktivitasa a NaSA kezelések hatdsara novekedett meg a gyokerekben. A
glutationhoz kapcsolédd antioxidans enzimek (glutation reduktaz, glutation-S-
transzferdz) aktivitasa f6leg a gyokerekben nétt meg NaSA kezelések hatasara,
mig az aszkorbat-peroxiddz aktivitdsat az SA kezelés novelte meg. Az
aszkorbattartalom a levelekben nem valtozott, mig a gyokerekben Cd és SA
kezelések hatasara lecsokkent, mig az NaSA kezelés hatdsara nem vagy csak
kismérték( csokkenést tapasztaltunk. Tehat a NaSA és SA kulonbozé élettani
hatdsokat indukal a novényekben. Az eredményeket a PlosOne folydiratban
publikaltuk.

Osszegzésiil elmondhatjuk, hogy munkank sordn feltartuk a kiilénb6z6 médu SA
kezelések hatdsat, valamint a SA sav és sé formai kozotti védShatas kilonbségét
Cd stressz soran. Ezek a kilonbségek arra is felhivjak a figyelmet, hogy megfelel6
maodon csak ugy lehet interpretalni a SA hatasanak vizsgalatat novényeken, ha
odafigyeliink a kezeléshez hasznalt vegylilet pontos Osszetételére, valamint a
kezelés maddjara, mert mint lathatd, mas mechanizmus szerint hat, ha mas
formaban vagy mas mddon adagoljak a SA-t.

Ezzel parhuzamosan tobb éven at magaztatdasos szantofoldi kisérleteket
folytattunk. Vetés el6tt a magvakat 0,5 mM SA-ba aztattuk egy éjszakan at. A
magaztatas pozitiv hatdsait féleg a korai vetésnél tapasztaltuk. Itt kicsit



emelkedett a termés mennyisége. Az eredményeket a Cereal Research
Communications folydiratban publikaltuk 2016-ban.

Mivel a palyazat célja a kiilonb6z6 SA kezelések Gsszehasonlitasa volt, ezért
kiprobaltunk egy masik tipusu SA kezelést is. Izraeli partnerek metil-jazmonattal
(MelA) kezelnek novényeket lanolinba emulgealva, biotikus stresszt figyelve. A
MelA-hoz hasonléan a metil-szalicildt (MeSA) is illékony, novényben is
megtalalhatd jelatvivé molekula, igy egy olyan kezelést csinadltunk, ahol lanolinba
emulgealtuk a MeSA-t és utana az 1 hetes buzanovények leveleit kentiik be vele.
A koncentracié6 megfelel6 megallapitasahoz 0,1 mM, 0,5 mM és 1 mM
koncentracidkkal valamint tiszta lanolinnal kezeltiik. MDA mennyiségét mértiik
és ugy talaltuk, hogy a 0,5 mM-os koncentracid mar mérhetd valtozast okoz, igy
ezzel a koncentracidval folytattuk a kisérleteket. Kiilon kezeltik az elsé levelet és
a masodik-harmadik leveleket mind lanolinnal, mind 0,5 mM-os MeSA-lanolin
emulzidval és a kezelés utan 24 éraval 1 mM kadmiumos tapoldatot kaptak 24
oran keresztil. Utana kilon szedtiik mintaként a kilénbozd levélszinteket és a
gyOokeret is, endogén SA-ra és antioxidans enzimekre is. A mintakat
el6készitettiik és megmeértik. Az endogén SA mérés alapjan az lathato, hogy a
szabad SA és a metanolban nem oldddé kotott SA frakcidk esetén nem volt
valtozas, viszont a metanolban oldédd kotott SA frakcidjaban a MeSA kezelés
hatasara és a kadmium hatasara is megndétt az SA szintje. A kezelés hatasanak
megfelel6 megismeréséhez tovabbi vizsgdlatokat terveziink, esetlegesen mas
stresszfaktorok bevonasaval is.

Irodalmi adatokbdl ismert, hogy sokan SA-as permetezést hasznalnak. Ezt a
kezelést is kiprobaltuk Brachypodium novényeken. A magvak egy részét 0,5 mM
SA oldatba aztattuk egy éjszakan at, a tobbi magot pedig desztillalt vizbe. A
novényeket foldben neveltik kontrolldlt korlilmények kozott PGR-15 tipusu
Conviron novényneveld kamraban. Hat hét utan a desztillalt vizbe aztatott
novények harmadat 0,5 mM SA oldattal permeteztiik. Korabbi tapasztalatunk az
volt, hogy a SA nem igazan tapad a levelekhez, ezért, hogy a SA megtapadjon a
novények feliletén, kilonboz6 fellletaktiv anyagokat probaltunk az oldathoz
adni. Egyik kisérletben felliletaktiv anyagként 1 % Triton-X-et adtunk, s teszteltiik
csak a Triton-X hatdsait is. Mar maga a Triton-X lathatd karosoddst okozott a
novényen, SA-val kiegészitve pedig ez fokozddott. A kovetkez6 kisérletben 1%
glicerinnel prébalkoztunk, sajnos hasonlé eredménnyel. Ezek utan csak 0,5 mM



SA-val kezeltlik a novényeket, de a SA itt is kdrositott még stressz nélkil is, igy itt
még tovabbi munkdra van szlikség a pontos kisérleti koriilmények beallitasahoz.
A kisérleteket a novények lassu novekedése is késleltette, hisz itt kozel 2 hénap
volt egy kisérlet id6tartama 6sszehasonlitva a buzas illetve kukoricas kb. 3 hetes
kisérletekkel.



