Zarojelentés
A szalicilsavfiiggo védekezési mechanizmusok kapcsolata egyéb jelatviteli utakkal

kalaszos gabonafélékben (PD OTKA 83840)

Jelen palyazat célja a gazdasagilag jelentds gabonafélék stressz koriilmények kozott adott
valaszreakcidinak jobb megismerése. Munkank sordn kapcsolatot kerestiink a buza
genotipusok stressztiird képessége ¢és egyes védd vegyliletek mennyisége kozott, kiilonds

tekintettel a szalicilsavra.

A munkaterv a kovetkezd volt:

1. év

Novénynevelés, mintagylijtés nagyszami gabona genotipusbol (fajtdk, kromoszoma
szubsztiticios ¢és addicios vonalak), melyek eltérd stressztolerancidval rendelkeznek (biotikus
agensek, hideg- ¢és szarazsagtiirés). Szalicilsav- (SA) ¢és poliamintartalom (PA)
meghatarozasa. Magas és alacsony SA és PA-tartalommal rendelkezd genotipusok valogatasa

a tovabbi kisérletek szamara.

2.¢év

A magas illetve alacsony SA/PA tartalom hatasanak vizsgalata gabonafélék
stressztlir6képességére ¢és mads, a stresszelleni védelemben szerepet jatszo anyagok
mennyiségének alakulasara. 1. A kivalasztott genotipusokat kiilonb6z6 stresszeknek tessziik
ki (alacsony hOmeérséklet, szarazsag és az elsdé évi eredmények fliggvényében biotikus
stressz). A novények dallapotanak kovetéséhez kiillonbozd fotoszintetikus paramétereket
(gazcsere, klorofill-a fluoreszcencia indukcid) is mériink. 2. Kiilonbdzo anti-stressz anyagok
(SA, PA, aszkorbinsav, prolin, glutation metabolizmus komponensei, antioxidans enzimek,
stb) meghatarozasa. Az SA szintézis ¢és a kiilonb6zd genotipusok stressztiiroképessége kozti
korrelacié tanulmanyozasdhoz vizsgaljuk a korizmat- és izokorizmat-szintdz génjeinek

expressziojat RT-PCR-ral. Publikaciok irésa.

3.¢év
A kivalasztott genotipusok stressztiirés-mechanizmusainak tovabbi tanulméanyozéasahoz
vizsgaljuk a lipiddsszetétel valtozasait, hogy tovabbi informéciokat kapjunk az

alkalmazkodasi folyamatok ¢és a lipidkompozicidoban tortént valtozasok kozott. A ndvényi



hormonok mennyiségében bekovetkezett valtozasokat is vizsgalni kivanjuk. Tovabbi

ellendrzd kisérletek végzése, publikaciok irdsa.

Eredmények

Az els6é évben szanto6foldi koriilmények kozott neveltiink ismert stressztlird képességi

gabona genotipusokat Ezek kozott nagyszamba szerepeltek kozel izogén Thatcher buza
vonalak, valamint martonvasari 0szi €s tavaszi arpa, 0szi buza, Oszi durum ¢és tritikalé,
tovabba tavaszi zab fajtdk. Valamennyi esetén meghataroztuk a SA (szabad és kotott
formaban) és poliamin (PA) (putreszcin, cadaverin, spermidin és spermin) tartalmat, valamint
antioxidans enzimek aktivitasat (aszkorbat-peroxidaz, glutation-reduktaz, glutation-S-
transzferdz, guaiacol-peroxidaz, katalaz). Megallapitottuk, hogy mind a SA, mind a PA
tartalmat illetden a kiilonbozd fajokat felolelé 42 genotipus valtozatos képet mutat, de a
kiilonbségek nem fajfliggdek a SA és PA esetében. Figyelemre mélto kiilonbségeket talaltunk
azonban az antioxidans enzimeknél a fajok kozott, azon beliil is a gvajakol-peroxidaz (G-
POD) esetében. Az 8szi arpa, tavaszi arpa, tavaszi zab, 0szi tritikalé és 6szi durum fajok joval
alacsonyabb G-POD aktivitassal rendelkeztek az §szi blza valamint tavaszi btza fajokhoz
képest.
Annak érdekében, hogy a kezdeti SA és PA tartalmak mellett stressz hatasra bekovetkezo
valtozasokat is vizsgaljuk, 24 blza genotipus esetében lisztharmatfert6zést [Blumeria
graminis (DC.) Speer f.sp. tritici Em. Marchal] kdvetden is gytijtottiink mintat a novényekrél.
Az eredményeket annak tlikrében értékeltiik, hogy a fertdzés utan felvételeztiik a fertdzottség
mértékét. A SA és PA tartalom a fert6zés hatdsara megemelkedett szinte valamennyi, vizsgalt
genotipus esetén, tovabba az antioxiddns enzim aktivitdsokban bekdvetkezd valtozasok is
hasonld mintdzatot mutattak a kiilonb6z6 fajtdkban. A véddvegyiiletek kezdeti szintjei és a
fertézés hatasara bekovetkez6 valtozasai, valamint a lisztharmattal szembeni rezisztenciafok
kozott Osszefiiggést nem tudtunk kimutatni.

Szant6foldi koriilmények kozott azonban szdmos elére nem lathatd stresszfaktor
jelentkezhet (egyéb biotikus stressz pl. levélrozsda, vagy szarazsag, stb), melyeket nem
tudunk befolyasolni, és eredményeinket moddosithatjak. Ezért a szant6foldi eredmények
alapjan kivalasztott genotipusokkal tliveghdzi, kontrollalt korilmények kozott beallitott
kisérlettel kivantuk kiegésziteni vizsgalatainkat. A felndttkori rezisztencia vizsgalathoz 4 buza
genotipust valasztottunk ki, melyek kiilonb6zé SA illetve PA tartalommal rendelkeztek a

korabbi szant6foldi adatok szerint (TC 19 és TC 33 magas, TC 9 és TC 26 alacsony SA



tartalommal). A névényeket cserépben neveltiink és felnéttkori (GS45) fertézést végeztiink. A
fertdzést kovetéen 3 és 7 nap elteltével végeztik a mintavételt, a kontroll és fertdzott
novényekbdl. Meghataroztuk a SA és PA tartalmat, illetve az antioxidans enzim aktivitasokat.
A 4 vizsgalt genotipus eltéré mértékli rezisztenciat mutatott a lisztharmatfert6zéssel szemben.
Két genotipus érzékenynek (TC26 és TC33), kettd pedig viszonylag toleransnak mutatkozott
(TC9 ¢és TC19). A hetedik napon, az érzékeny genotipusok egész feliileten megjelentek a
lisztharmat micéliumok és konidiumok, mig a toleransabb genotipusoknal csak az alsobb
leveleken, kozel a szarhoz. Habar PSII kvantum hatasfokat jellemzé AF/Fm’ klorofill
fluoreszcencia indukcido paraméter a fertézést kovetd hetedik napon sem csokkent,
kimutathatd élettani valtozasok indultak meg a levélben. A TC9 és TC26 genotipusokban
mind a szabad mind a kotott SA-tartalom fele annyi volt, mint a TC19 és TC33 fajtakban, a
kontroll novények esetében. A SA-tartalom kezdeti szintjei, eltérdek voltak, habar a SA-
tartalom fert6zésre bekovetkez6 valtozdsa nem. A poliaminok koziil a szabad kadaverin
(CAD), szabad és konjugalt spermidin (SPD), és konjugalt spermin (SPN) mennyisége
fertdzés hatasara felndttkorban megemelkedett. Az antioxidans enzimek aktivitasa kiilondsen
az aszkorbat peroxidaz (APX) és G-POD esetében a fertdzés hatasara megemelkedett. A
felnottkori kisérlet soran a G-POD izoenzimek gél -elektroforetikus vizsgalata soran
megallapitottuk, hogy a 4 genotipus eltérd mintdzatot mutatott, tovabba kimutattunk egy a
lisztharmat fert6zés hatasara specifikusan indukalédoé savot, mely kisebb intenzitassal csak
TC26 genotipusban volt jelen a fertdzes eldtt. Annak érdekében, hogy a vizsgalt paraméterek
kozotti kapesolatokat felfedjiik korrelacio analizis végeztiink. Megéllapitottuk, habar a SA- €s
PA-tartalom valtozésa tovabbé az antioxidans enzimek aktivitasa bizonyos esetekben szoros,
pozitiv, lineédris kapcsolatban van egymassal, ezeket az Osszefiiggéseket szamos faktor
befolyésolja, mint példaul az oregedés, vagy a fertdzés. A mért paraméterek, valamint a

vizsgalt genotipusok rezisztenciafoka kozott 6sszefiiggést nem tudtunk megallapitani.

A masodik évben az el6z6 évi eredmények alapjan kivalasztott 4 buza genotipust; két 0szi

buzat (Mv Hombar és Mv 8), illetve két tavaszi Thatcher buza vonalat (TC19 és TC33)

kiilonb6z6 abiotikus stresszeknek (alacsony hdmérseklet, szdrazsag valamint nehézfém) tettiik
ki. Vizsgalni kivantuk, hogy milyen kapcsolat van a kiillonb6z6 véddvegyiiletek mennyisége
és az abiotikus stressztlird képesség kdzott.

A 9 napig tartd, 5 °C-on torténd edzés hatasara a SA tartalom, a poliaminok koziil a SPD és
SPN mennyisége az edzés soran megemelkedett a kezelés kezdetén mért értékhez képest

valamennyi genotipusban. Azonban ezen véddvegyiiletek kezdeti szintjei illetve a kezelés



hatasara tortént valtozasok €és az 1 napos -10 °C-os fagyasztasi teszt utan tapasztalt talélési
arany kozott Osszefliggést nem tapasztaltunk a kiilonbozd genotipusokban. Az antioxidans
enzimek koziil csak az APX aktivitdsa volt eltérd, igy az Oszi buzdkban csokkent, mig a
tavaszi buzakban nem valtozott a hideg kezelés soran a kezdeti szinthez képest.

A nehézfém stressz vizsgéalatahoz kadmium kezelést végeztiink haromféle
beallitasban. 0,5 mM Cd kezelés a SA, valamint a poliaminok koziil a putreszcin (PUT) és
SPD tartalmat megemelte valamennyi genotipusban. Ez a koncentracid olyan nagymértékii
stressz volt, hogy kiilonbséget nem talaltunk a tolerancia fokban. Ezt kovetden a novények
egyik részét 0,05 mM Cd koncentracion neveltiik 17 napig, mig masik résziik 17 naposan
kapta ezt a kezelést egy héten at. Mindkét beallitasban, a mért stressz markerek (hajtas és
gyOokér hossz, hajtas és friss tomeg, lipid peroxidacié, AF/Fm' fluoreszcencia indukcios
paraméter) alapjan, az Mv Hombar bizonyult a legtoleransabbnak. A kovetkezokben az egy
hetes 0,05 mM Cd kezelés hatdsai 6sszegeztiik. Bar a négy vizsgalt genotipus kezdeti endogén
SA tartalma TC19 btza vonalban bizonyult a legmagasabbnak, a kadmium kezelés
valamennyi genotipusban megemelte mind a szabad, mind a kotott SA tartalmat. A
legnagyobb SA akkumulaciot a TC19-ben tapasztaltuk. Az antioxidans enzimek vizsgélata
soran megallapitottuk, hogy kontroll koriilmények kozott a glutation-reduktaz (GR) aktivitasa
az Mv Hombaér levelében a legnagyobb, mig a katalaz (KAT) aktivitads ugyanezen genotipus
gyokerében a legalacsonyabb. Az Mv Hombér genotipusban a kezelés hatasara a GR, a KAT
¢s a glutation-S-transzferaz (GST) aktivitasa a kevésbé tolerans genotipusokétol eltérd
valtozasokat mutat. Tovabba az aszkorbat tartalom meghatirozdsa soran kontroll
koriilmények kozott legnagyobb mennyiséget mind a levél, mind a gyokér esetén az Mv
Hombarban mértiink, mely 0,05 mM Cd stressz hatdsdra ezen genotipus gyokerében
emelkedett meg leginkabb. A glutation és prekurzorainak valamint a fitokelatinok (PC)
mennyiségi analizise soran kimutattuk, hogy a glutation (GSH), PC, és PC; szint a
martonvasari fajtak gyokerében annak ellenére, hogy kezdeti szintjiik alacsonyabb volt a TC
vonalakhoz képest, Cd kezelés hatasara jelentésen megemelkedett. A fitokelatin szintaz (PCS)
aktivitasa az Mv Hombar levelében volt a legalacsonyabb a 4 genotipus koziil, mely a Cd
kezelés hatasara szintén megemelkedett, mig a gyokérben a PCS aktivitasa csak az ¢szi buza
fajtakban emelkedett meg. A korrelaciéo analizis a SA ¢€s prekurzorainak, valamint az
antioxidans és nehézfém detoxifikdlé rendszer tagjai kozott szdmos szoros Osszefliggést
mutatott ki. {gy megallapithatd, hogy habéar a SA kezdeti szintje illetve Cd kezelés hatasara
bekovetkezd felhalmozodas mértéke és a Cd tolerancia mértéke kozott nincs dsszefliggés, a

SA jelatvitel a tolerancia mértékét sokkal inkdbb meghatidroz6 antioxidans vegyiiletekkel



(GSH, C-vitamin) és nehézfém detoxifikaldé komponensekkel (PC) kapcsolatban van. A
fenilalanin-ammonia liaz (PAL), a SA szintézis kulcs enzimének, aktivitasat és a SA
prekurzorainak (benzoesav és ortho-hidroxi-cinnamic acid) mennyiségében bekdvetkezd
valtozasokat, valamint a kloroplasztiszban jelenlévé masik utvonal két enzim, izokorizmat- és
izokorizmat-szintdz, génexpresszids szintjének tanulmanyozasat is elvégeztiik. Eredmnyeink
arra engednek kovetkeztetni, hogy a PAL szintézis ttvonal, illetve a SA prekurzorainak a
gyokérbol levélbe torténd transzportja sokkal inkabb szerepet jatszik a Cd hatasara indukald
SA akkumulacioban, mint a korizmat utvonal.

Széarazsag stressz kivaltasara 15%-os PEG kezelést alkalmaztunk 5 napon keresztiil. A
négy vizsgalt genotipus kozott (TC 19, TC 33, Mv 8 és Mv Hombdr), eltéré kezdeti SA
tartalma ellenére, a AF/Fm’ klorofill-a floureszcencia indukcidés paraméter nem mutatott
kiilonbséget a kezelés hatdsara, bar a kezelés indukalta prolin felhalmozodds a TC 33
genotipus levelében volt a legnagyobb mértékli. Az antioxiddns enzimek vizsgalatakor
megallapitottuk, hogy az Mv Hombar genotipusban a GR, APX és KAT aktivitasa a kezelés
hatasara eltér6 valtozast mutatott a tobbi genotipushoz képest. A GSH metabolizmus
komponenseinek (cisztein, y-glutamil-cisztein, hidroximetil-glutation, glutation) mennyisége
azonban valamennyi genotipus gyokerében megemelkedett a kezelés hatasara.

Ezek utan kivancsiak voltuk, hogy vajon a szintén gabondk kozé tartozo rizsben, mely
koztudottan magas SA tartalommal rendelkezik, a buzaval ellentétben, van-e Gsszefiiggést a
SA tartalom és a rezisztencia fok kozott. 6 rizs genotipusban hatéroztuk meg a kontroll SA
szintet, majd kivalasztottunk négyet, 2 alacsony ¢és kettd magas SA tartalommal rendelkez6
genotipust a tovabbi vizsgilatokhoz. A szarazsag stressz soran az egyik magas SA
tartalommal rendelkezé genotipus érzékenyebbnek, mig a masik harom genotipus, mind
alacsony, mind magas SA tartalommal rendelkezdk toleransabbnak bizonyultak. Azonban
sem a 15%-os PEG, sem a 10 °C-os hideg kezelés nem okozott valtozast a SA tartalomban
még 6 nap elteltével sem. Az RT-PCR mérések eredményei azt mutattak, hogy sem a
korizmat- sem az izokorizmat-szintdz génjeinek expresszidjaban nem allt be valtozas a hideg
¢s széarazsag kezelés hatdsara. A PA tartalomra mindkét stressz hatdssal volt, bar eltéréen
befolyésolta, azonban a kezdeti illetve a stressz hatasra bekdvetkezd valtozasok €s a tolerancia

fok  kozott a  rizs  esetében sem  tudtunk  Osszefiiggést  megallapitani.

Természetes koriilmények kozott a novények szamtalan egyidejli stressz hatdsnak
vannak kitéve. Tobb abiotikus stressz faktor szimultan hatisara kiilonbozd stressz valasz

utvonalak egylittesen aktivalédnak, melyek egymadst erdsithetik, illetve gatolhatjak. A



harmadik évben munkank soran természetes koriilmények kozott eléfordulo UV-B sugarzas

hatasat vizsgaltuk mas abiotikus stressz faktorok (nehézfém és szarazsag stressz) altal
kivaltott akklimatizacidos folyamatokra. Buzandvények (Mv Emese) egy részét normal
fényviszonyok kozott neveltiik, mig a masik részénél a normal fény mellett UV-B sugarzast
(430 puWatt /cm2) alkalmaztunk a nevelési fény hattérében. Ezt kovetden az el6z6 évi kisérleti
beallitasok tapasztalata alapjan 50 uM kadmium ¢és 15%-os PEG kezelést alkalmaztunk.
Meértiik a SA és annak prekurzoranak, az ortho-hidroxi-fahéjsavnak (OHCA) mennyiségét,
valamint, a SA szintézis kulcs enzimének, a PAL aktivitdsat. Mindemellett az antioxidans
enzimek aktivitasat illetve a poliamin szintet is vizsgaltunk. Onmagéaba a szirazsig stressz
prolin akkumulaciot eredményezett a buzandvények gyodkerében, mig a kadmium kezelés
novekedésgatlast, csokkent klorofill tartalmat, és megemelte a lipid peroxidacid6 mértékét a
levélben. Az UV-B eldkezelés szintén hajtasndovekedést eredményezett, emellett a levélben
fokozta a lipid peroxidacid6 mértékét, jelezve az indukalodott oxidativ stresszt. Az UV-B
elokezelés meggatolta a szarazsadg stressz okozta lankadast a buzandvények levelén, és
jelentds SA felhalmozodashoz vezetett, mely védelmet nyajthatott a PEG kezeléssel szemben.
Ellenben, a tapasztalt nagymértékii SA felhalmozdodast a kadmiummal kezelt névényekben az
UV-B eldkezelés tovabb nem emelte, de kifejezettebb oxidativ stresszt, az antioxidans
enzimek aktivalodasat valamint poliamin szintézist indukalta. A kombinalt UV-B+Cd kezelés
additiv hatdsa a lipid peroxidacié mértékében mutatkozott meg. A fenolos vegyiiletek
mennyiségi valtozasa kapcsolatban volt a PAL aktivitdsanak valtozasaval a gyokérben, de a
levélben nem. A SA ¢és OHCA mennyiségi valtozasaban tapasztalt hasonld mintazat azt
sugallja, hogy a SA dontd szerepet jatszik az OHCA-an keresztiil. Az eredményeink azt
mutatjak, hogy az UV-B sugarzasnak lehet pozitiv és negativ hatdsa is azonos koriilmények
kozott, a masodlagos stressztdl fliggden. A védd illetve karositd hatds a fenolos vegyiiletek
mennyiségi valtozasaval lehet 6sszefliggésben.

Vizsgaltuk az UV-B sugarzas befolydsolo hatisat a szarazsag illetve kadmium stressz
indukalta lipid Osszetétel valtozasra is. A palmitinsav, transz-As-hexadekansav, olajsav,
linolsav, és linolénsav aranyat hataroztuk meg a monogalaktozil-diacilglicerol (MGDG),
digalactozil-diacilglicerol (DGDG), foszfatidil-etanolamin (PE) és foszfatidil-glicerol (PG)
membran frakciokban. Megallapitottuk, hogy a PEG, kadmium és UV-B kezelésnek eltérd
hatdsa van a zsirsav Osszetételre a kiilonb6z6 membran frakcidkban, tovabba bizonyos
esetekben eltérd a levél illetve a gyokér esetén. Az UV-B sugarzas dnmagaban megemelte a

kettés kotés indexet (DBI) a levél PE, de csokkentette a levél PG frakcioban. Erdekes modon,



az UV-B sugarzas hatédssal volt a gyokérre is, csokkentette MGDG ¢és PE, de megemelte a
DGDG frakciok telitettlenségi szintjét. A PEG kezelés mind a levélben, mind a gyokérben
novelte a telitettlenségi szintet. Kombinalt kezelés esetén az UV-B sugédrzas DBI csokkentd
hatasa a levél PG frakcioban erdteljesebb volt a PEG kezelés noveld hatasa felett, tovabba a
telitettlenségi szint csokkent a levél MGDG frakcidban is, jelezve a fotoszintézisben fontos
szerepet jatszO membran frakciok karosoddsat, mig a gyokérben lényeges valtozast nem
okozott. A kombinalt UV-B+Cd kezelés mind a levélben, mind a gydkérben a kadmium
kezeléshez képest eltérd hatast eredményezett, a telitettlenség csokkenése a levél MGDG és
PG frakcidkban, illetve a gyokér PG és DGDG frakciokban jelezte a két stressz additiv
karositd hatasat. Emellett vizsgaltuk bizonyos flavonoidok szintjét, mint a rutin, miricetin, és
kvercetin, mely vegyliletek tobbek kozt, mint antioxidansok gatoljak a lipid peroxidaciot.
Eredményeink szerint, mig a levélben a PEG és UV-B, addig a gyokérben a kadmium és UV-
B stressz stimulalo hatasa volt dominans, tovabba az UV-B+PEG illetve UV-B+Cd additiv

hatasat mutattak mind a levélben és gyokérben.



