Zardjelentés (T37195 sz. palyazat)

Cim: Szalicilsav altal szabalyozott védekez6 mechanizmusok vizsgalata
gabonafélékben

A palyazat célja

Hazankban a ndvénytermesztoknek minden évben tobbféle stressztényezdre is
szamitaniuk kell. Ezek koz¢ tartozik az alacsony és magas homérséklet, a szarazsag, a
nehézfém szennyezés, valamint a kiilonb6z6 patogének tdmadasai. A ndvények tobbféle
védekezd mechanizmusokat dolgoztak ki az egyes stresszhatdsok kivédésére. Az utdbbi
idében deriilt ki, hogy a szalicilsav tobb élettani folyamatban szerepet jatszik, koztiik egyes
stresszhatdsok védelmének indukcidjaban is.

A palyazat egyik f6 célja annak felderitése, hogy vajon a szalicilsav altal kozvetitett
védekezé mechanizmusnak milyen kapcsolata van egyéb, kiilonb6z6 stresszhatasokra
indukélodd védekezd folyamatokkal. Vizsgalni kivanjuk tovabbé, hogy gabonafélékben
milyen szerepe van a szalicilsavnak a kiilonboz6, Magyarorszagon leggyakoribb biotikus
stresszhatasok elleni védelemben.

A palyazat tervezett iitemezése

1. év

Fiatal kukoricandvények membanlipid dsszetételének, valamint poliamin tartalmanak
exogén szalicilsav hatasara bekovetkezd valtozdsanak vizsgalata

2.¢év

Stressz-indukalta szalicilsav metabolizmus vizsgalata. Gabonafelek hidegedzése,
valamint szarazsag- so-, nehézfém-, valamint biotikus stresszek soran szalicilsav és
szarmazékaiban bekovetkezd valtozdsok tanulméanyozéasa. Szalicilsav hatasa
fitokelatin szintaz enzim miikodésére gabonafélékben.

3.év

Szalicilsav és abszcizinsav metabolizmus kapcsolatanak vizsgalata. In vitro
szalicilsav hatasara bekovetkez0 in vivo abszcizinsav valtozas (valamint vica versa).
4. ¢év

Szalicilsav ~ metabolizmusdban  résztvevé  anyagok  kiillonb6z6  biotikus
stresszhatasokra bekdvetkezo valtozasanak vizsgélata gabonafélékben.

Eredmények

Korabban kimutattuk, hogy szalicilsavval (€s bizonyos rokon vegyiileteivel) fiatal
kukoricandvény hidegtiirése fokozhato. Elszor tehat azt néztiik meg, hogy hidegstressz
soran mit befolyasolhat az in vitro szalicilsav.

Ismert, hogy a membranoknak jelentds szerepiik van az alacsony hémérséklethez
vald adaptacidban. Ezért megvizsgaltuk a szalicilsav hatdsat membranlipidek Osszetételére



hidegstressz soran. Kisérleteinket kukorica novényeken (Norma hibrid) végeztik. A
novényeket tapoldatban neveltiik a martonvasari fitotron PGV-36 tipusi novényneveld
kamrajaban. A két hetes novények egy részét 0,5 mM szalicilsavat tartalmazé tapoldatba
helyeztiik 1 napra a nevelési hdmérsékleten (22/20 °C). Ezutan 1 illetve 3 napig 2°C-ra
helyeztiikk Oket. Ezt kovetdn extrahaltuk a membranlipideket, szilikagél vékonyrétegen
elvéalasztottuk a kiilonboz6 lipidfrakciokat, majd a savasan hidrolizalt zsirsavakat metil-
észter formaban gazkromatografon analizaltuk. Az exogén szalicilsav hatdsdra nem
talaltunk jelentds valtozast a membranlipid frakcidok zsirsavosszetételében a nem kezelt
novényekhez viszonyitva. Tehat megallapithatjuk, hogy a szalicilsav valoszinlileg nem a
membranlipidek zsirsavisszetételének megvaltoztatasdval valtja ki a hideg elleni
védohatasat.

Ezek utdn, mivel a poliaminoknak szerepiik lehet a membran stabilizalasaban,
vizsgaltuk az exogén szalicilsav hatasara bekodvetkezd valtozasokat a poliaminszintben.
Kisérleteinkben szintén kukoricandvényeket hasznaltunk (Norma hibrid) és a fent leirt
modon neveltiik és kezeltiik szalicilsavval. Ezutan 3 napos 5 °C-os hideghatasnak tettiik ki
a novényeket. Hidegkezelés eldtt €s utan gyljtottiink mintat (levél). A poliaminokat HPLC-
vel vélasztottuk el. Detektdldsuk danzil-kloridos szdrmazékképzést kdvetden fluoreszcens
detektorral tortént. A putreszcin mennyisége megemelkedett a 3 napos hideghatés soran, de
ez az emelkedés nem volt olyan nagy mértékii, mint az egynapos szalicilsav kezelést
kovetden. Az egynapos, nevelési homérsékleten tortént szalicilsav kezelés hatisara a
putreszcin szint kb. haromszorosara emelkedett és ugyanezen a szinten maradt a
hidegkezelés alatt is. A spermidin mennyisége nem valtozott sem a 3 napos hidegkezelés,
sem az egy napos szalicilsav kezelés hatdsara nevelési hOmérsékleten. Viszont a
szalicilsavval el6kezelt ndvényekben a hidegkezelés soran megemelkedett a spermidin
mennyisége. A spermin mennyisége csokkent a hideg hatdsara. Szalicilsav hatdsara
(nevelési homérsékleten) ez a csokkenés még kifejezettebb volt. A legnagyobb mértéki
spermin csokkenést a szalicilsavval elokezelt ¢és hideghatdsnak kitett novényekben
tapasztaltunk. Korabbrol ismert, hogy a 0,5 mM szalicilsav kezeléssel fokozni lehetett a
fiatal kukorica novények hidegtiirését. Az is ismert, hogy a poliaminok szerepet jatszanak
az alacsonyhOmérsékleti stressz sordn is. A kapott eredményekbdl megallapithatjuk, hogy a
szalicilsav eldkezelés megemelte a putreszcin €és a spermidin szintjét, €s ez is hozzajarul
valoszintileg a szalicilsav véd6hatasdhoz (Németh és mtsai, 2002).

A hidegstressz vizsgalata utdn mas abiotikus stresszeknél tanulmanyoztuk a kiilséleg
adagolt szalicilsav hatasait. Mivel a szalicilsav hidegnél leirt védOhatasat csak ugy tudtuk
elérni, ha a tadpoldathoz adagoltuk a szalicilsavat (a fold ontozése szalicilsavas oldattal,
valamint a levelek permetezése nem volt hatasos), ezért a szdrazsagstresszes kisérleteket is
tapoldatban végeztiikk. Kukorica (Norma hibrid) és biiza (Mv Emma) ndvényeket neveltiink
tapoldatban 10 napig, majd a novények egy részét 0,5 mM szalicilsav oldattal kezeltiik egy
napig. Ezutdn a ndvények egy csoportjat szarazsagstressznek tettiik ki (15%-o0s PEG kezelés)
3 napig. Az egy napig szalicilsavval kezelt novények nettdé fotoszintézise kb. 25 %-kal
csokkent. A 15%-0s PEG kezelés kezdetben hasonlo csokkenést okozott, de 3 nap utdn mar
joval kisebb volt ez a paraméter. A PEG-gel ¢€s szalicilsavval is kezelt ndvények esetében mar
az elsd napon nagymértékii csokkenés volt megfigyelhetd a nettd fotoszintézisben. A sztdma
ateresztoképességnél is hasonld valtozasokat tapasztaltunk. A membranok allapotanak
jellemzésére egyik jol hasznalhato paraméter az ionkiaramlas mérés, de mivel anyagigényes,
ezért csak a kisérlet végén, a kezelés 3. napjan végeztiik el. Nem volt szignifikans valtozas a
csak PEG-gel vagy szalicilsavval kezelt novényekben a kontrollhoz képest, viszont a
szalicilsavval és PEG-gel is kezelt novények esetében az ionkiaramlas megnott, foleg a



kukorica novények esetében volt jelentds ez az emelkedés, buzanal csak kisebb mértékii volt.
Tehat megallapithatjuk, hogy esetiinkben a szalicilsav nemcsak, hogy nem nyujtott védelmet a
szarazsag stressz ellen, hanem még fel is nagyitotta annak kérositd hatasat (Németh és mtsai,
2002).

Nemrégiben mutattdk ki, hogy egyes nehézfémek hatasara un. fitokelatinok
szintetizal6édnak, melyek segitik a nehézfémek ,,artalmatlanna tételét”. Vizsgalni kivantuk a
szalicilsavnak a hatasat a fitokelatin szintdz enzimre, mely kulcsfontossédggal bir a ndvénynek
az egyes nehézfémek elleni védekezésében. A szalicilsav fitokelatin-szintaz enzimre
gyakorolt hatdsat kukoricaban (Norma hibrid) néztiik. 1 napig 0,5 mM szalicilsavval kezelt
kukorica novény gyokerében lecsokkent a fitokelatin-szintaz aktivitds. Ha a szalicilsavas
elékezelés mellé még Cd-ot is kapott a ndvény, akkor ez a csokkenés még nagyobb mértékii
volt. Levélben viszont mind szalicilsav kezelés hatasara, mind szalicilsav+Cd hatéasara
megndtt az enzim aktivitasa (Pal és mtsai, 2002).

A tovabbiakban a kiilonbozd stresszhatasokra bekovetkezd endogén szalicilsav szint
valtozasokat vizsgaltuk.

A hidegstressz hatasara bekovetkezd valtozasokat buiza fajtdkban ((Cheyenne (Ch),
Chinese Spring (CS), CS/CH 5A) valamint zabban (Gerald) néztiik. A szabad szalicilsav
szint a Ch/CS5A kromoszdma szubsztituciés vonalban 10 napon at tartdé 5 °C-os hideghatas
utdn megnott, mig a tobbi genotipusban €s a zabban nem valtozott. A Geraldban (zab) mar
eredetileg is magasabb volt a szabad szalicilsav szint, mint a buzdkban. A kotott szalicilsav
mennyisége 10 napos hidegkezelés utdn szintén a CS/ChSA genotipusban nétt meg
jelentdsen, de a Geraldban is lathattunk kismértékii emelkedést.

A tovéabbi stresszek hatdsat kukorican (Norma hibrid) vizsgaltuk. A szarazsag
stressznél a tapoldathoz 11 illetve 21% polietilén-glikolt (PEG) adtunk, ezzel idézve el a
szarazsadgot. 1 ¢és 2 napos PEG-es kezelést kovetden gylijtottiink mintat (levél, gyokér)
szalicilsav méréshez. A szabad szalicilsav szint csak 2 napos 21 %-o0s PEG kezelés hatasara
nétt meg a levelekben (a tobbi kezelésnél valtozatlan maradt), mig a gyokérben minden
esetben csokkent a kontrollhoz képest. A kotott szalicilsav levélben a 11%-o0s PEG hataséara
mind az 1, mind a 2 napos kezelés hatasara lecsokkent, a 21%-0s PEG-nél az elsé nap
csokkent, mig a masodik nap megndvekedett a mennyisége. A gyokérben minden esetben
csokkent.

A sostresszt 50 ill. 200 mM NaCl-ot adva a tapoldathoz 1 ill. 2 napig vizsgaltuk. A
levélben a szabad szalicilsav szint nem valtozott az S0mM NaCl-dal kezelt novényekben, mig
a 200 mM-osokban kis mértékben megnétt. A gyokérben nem tapasztaltunk valtozast. A
kotott szalicilsav szint mindkét kezelésnél mind levélben, mind gyokérben lecsokkent (Szalai
¢és mtsai, 2004, 2005).

Cd stressznél 10, 25 és 50 uM-os oldatokat hasznaltunk, mellyel egy hétig kezeltiik a
ndvényeket. A levélben mind a szabad, mind a kotott szalicilsav szintje megemelkedett mind
harom koncentraciondl. A gyokérben a szabad szalicilsav tartalom a 25 és 50 uM-os

kezeléseknél megndtt, mig a kotott csak az 50 pM-osnal. A tobbi esetben nem tapasztaltunk
valtozast (Pal és mtsai, 2005, 2006a,b).

Bar a pontos mechanizmus még nem tisztdzott, az abszcizinsav (ABA) részvétele
kiilonb6zé védekezd folyamatokban (pl. alacsony hdmérséklet, szarazsag ellen) régota



elfogadott. Valaszt kerestiink arra a kérdésre, hogy van-e kapcsolat a szalicilsav, valamint
az abszcizinsav altal indukal6do folyamatok kozott.

Vizsgalni szerettilk volna az in vitro abszcizinsav hatasara bekovetkezd in vivo szalicilsav
valtozas (valamint vica versa). Ebbdl sajnos csak az abszcizinsav kezelés hatisara
bekovetkezo in vivo szalicilsav valtozas mérése valosult meg, mivel a lecsokkentett pénziigyi
tdmogatds miatt az abszcizinsav mérésére szolgald kittek ardt mar nem tudtuk kigazdalkodni
az egyébkeént is draga HPLC-s mérések mellett.

Kisérletiink soran azt vizsgaltuk, hogy az ABA kezelés milyen hatissal van normal
nevelési koriilmények (22/20°C) kozott €s alacsony hdmérsékleti stressz (5°C) soran a
kukorica novényre, valamint hogyan befolydsolja az abszcizinsav az emlitett koriilmények
kozott az endogén szalicilsav és o-hidroxi-fahéjsav (oHCA) tartalmat a kukorica levélben és
gyokérben.

Kukorica magokat (Norma hibrid) 3 napig csiraztattuk 26°C-on, majd 10 napig
neveltiik 22/20°C-on, 16/8 o6ras fény/sotét periodussal, 200mikromol m-2 sec-1 fényintenzitas
mellett. A novényeket négy csoportra osztottuk és a kontroll mellett harom koncentraciéban
(50, 75, 100 uM) 1 napos abszcizinsav kezelést alkalmaztunk. A gyokerek lemosasa utan a
ndvényeket abszcizinsavat nem tartalmazo tapoldatba és 5°C-ra helyeztiik at, egész napos
megyvilagitas mellett egy napra.

Az egy napos ABA kezelés optimalis hdmérsékleti koriilmények kozott nem okozott
lathato valtozast. Viszont a PSII aktudlis fotokémiai hatékonysagat jelz6 AF/Fm’ klorofill
fluoreszcencia indukcids paraméter csokkent. Az abszcizinsavas kezelés egyik
koncentracidban sem befolyasolta jelentdsen a szabad szalicilsav és szabad oHCA tartalmat a
levélben és a gyokérben.

Az egy napos chilling legnagyobb mértékben a kontroll csoportot karositotta, mig az
egy napos ABA elékezelés csokkentette a hideg okozta tiineteket. Ezen védo hatést a lathato
kiilonbségek mellett a PSII maximalis fotokémiai hatékonysagot jellemzd Fv/Fm klorofill
fluoreszcencia indukcidés paraméterben és az elektrolit kiaramlasban mért eltérések is
alatamasztjak.

Az egy napos hidegkezelés minden esetben novelte a szabad szalicilsav tartalmat, és
az ABA eldkezelést kapott novényekben ez a ndvekedés kifejezettebb volt a kontrollhoz
képest, mind a levélben, mind a gyokérben. A szabad oHCA szint csak az ABA eldkezelt
novények levelében ¢és gyokerében emelkedett meg a hideg stressz hatasara.
A kotott szalicilsav és oHCA tartalom a levelekben az ABA kezelést kovetéen nem valtozott.
Az ezt kovetd chilling hatdsdra mind a kotott szalicilsav, mind a kotott oHCA tartalom
megnovekedett. Viszont az ABA elékezelés a kotott szalicilsav akkumulaciot kis mértékben,
mig a kotott oHCA akkumulacidt majdnem negyedére csokkentette.

A szalicilsav egyik legismertebb szerepe a nodvények patogénekkel szembeni
rezisztenciajanak kialakitdsdban van. Szalicilsavval (és acetil-szalicilsavval) egyes PR-
proteinek (pathogenesis related) szintézise, valamint patogénekkel szembeni ellenallosag
indukélhat6. A jelenséget el6szor dohanyban fedezték fel, de azéta mas novényfajokban is
kimutattdk. Bar az exogén mddon alkalmazott szalicilsav hatdsat foként a bejuttatds helye
kozelében fejti ki, tobb, a szizstematikus szerzett rezisztencia (SAR) szerepet jatsz6 PR-
protein mRNS-ét is kimutattak dohanyban szalicilsav hatdsara.

A biotikus stresszre bekdvetkezd endogén szalicilsav valtozdsokat buza ndvényekben
vizsgaltuk. Elsoként levélrozsda (Buccinia triticina) fertézés hatasat vizsgaltuk iiveghazi
koriilmények kozott egy érzékeny (Alcedo) és egy rezisztens (LR9) buzafajtan. A
novényeket 10 napig neveltiik cserépben iiveghazban, majd az elso levelet fertdztik. A



novényeket a fert6zés utan két héttel gyujtottik be, kiillon-kiilon szedve a kiilonb6zo
levélszinteket €s azonos koru kontroll ndvényeket is szedtlink. Mértiik kiilonb6zd antioxidans
enzimek aktivitasat (glutation reduktaz, glutation-S-transzferaz, aszkorbat peroxidaz, katalaz,
guajakol peroxidaz) és az endogén szalicilsav szintet. Az aszkorbat és guajakol peroxidaz
aktivitasokban kismértékli novekedés volt megfigyelhetd fertézés hatdsara, de ez nem volt
jelentds. A szalicilsav szint nem valtozott jelentdsen a fertdzés hatdsara. Vizsgalatainkat
kiterjesztettiik szantofoldre is. Thatcher alapu kozel izogén torzsek koziil vizsgaltuk az LR1
(TC1), LR9 (TC9), LR19 (TC19), LR26 (TC26) és LR 34 (TC34) gént hordoz6 torzseket,
valamint az Alcedot, az liveghazban is hasznalt szenzitiv kontrollt. Ebbdl a TC1, TC26 és az
Alcedo szenzitiv, mig a TC9, TC19 rezisztens, a TC34 pedig felndttkori rezisztens volt.

A kontroll leveleket a kdozvetleniil a fert6zés eldtt szedtiik, mert nem tudtuk volna biztositani,
hogy ne fertézddjenek a ndvények. A fertdzott mintakat két honappal késdbb gyiijtottiik,
amikor mar jol kifejlodott a fert6zés. Itt is mértiikk az antioxidans enzimek aktivitasat és az
endogén szalicilsav szintet. A glutation reduktdz aktivitidsa nem valtozott egyik esetben sem.
A glutation-S-transzferaz, a guajakol peroxiddz ¢és az aszkorbat peroxidaz aktivitdsa megndtt
a fert6zés hatasara. A kataldz aktivitdsban kismértékli csokkenés mutatkozott az érzékeny
TCl1, TC 26 fajtakban, mig az Alcedoban nem tortént valtozas. A rezisztensekben megnott a
katalaz aktivitasa (1. abra).

CAT aktivitas buza levélben levélrozsda fet6zés soran
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1. abra. Kataldaz enzim aktivitasa buza levélben levélrozsda fert6zés soran szantofoldi
koriilmények kozott.

A szabad szalicilsav szint az érzékeny TCI1, TC26 fajtdkban megemelkedett, mig az
Alcedoban nem tortént valtozas, a rezisztens fajtakban viszont csokkent (2. abra). A kotott
szalicilsav mind a szenzitiv (TC1, TC26), mind a rezisztens (TC19, TC34) fajtaban megndtt,
kivéve az Alcedot és a TC9-et. Az o-hidroxi-fahéjsavat is mértiikk. Ez a szalicilsav egyik
prekurzora novényekben. A fert6zés hatasara lecsokkent a szintje, kivéve az Alcedot, amiben
megemelkedett (3. abra).



Szabad szalicilsav tartalom valtozasa buiza levélben levélrozsda fert6zés soran
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2. 4abra. Szabad szalicilsav szint valtozasa buza levélben levélrozsda fert6zés hatasara
szant6foldi koriilmények kozott.

Szabad o-hidroxi-fahéjsav mennyiségének valtozasa buza levélben levélrozsda
fert6zés hatasara
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3. é4bra. Szabad o-hidroxi-fahéjsav mennyiségének valtozasa buza levélben levélrozsda
fertdzes hatasara szant6foldi koriilmények kozott.

A fenti eredményekbdl latszik, hogy az liveghazi kisérletekhez sikeriilt kivalasztanunk azt az
érzékeny fajtat, az Alcedot, amiben gyakorlatilag alig volt valtozas az antioxidans enzimek
aktivitasaban ¢s a szalicilsav szintben fertdzés hatasara. Valasztasunk azért esett ra, mert




altalaban levélrozsdanal ezt hasznaljak szenzitiv kontrollként. Ez a tulajdonsaga
magyarazhatja azt, hogy a védekezési reakcidi alig miikodnek.

A palyazat mindenekeldtt néhany abiotikus és biotikus stresszfaktor, és azok kivédésére
szolgalo folyamatok jobb megismerésére iranyult, igy dontden alapkutatds jellegii volt.
Osszegzésiil megallapithatjuk, hogy az exogén szalicilsav abiotikus stresszek soran
befolyasolja a novények stressztlird képességét, és hogy mind abiotikus, mind biotikus
stresszek hatédst gyakorolnak a szalicilsav metabolizmusra.
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