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1. Bevezetés és kutatdsi cél

A ndvények egyszerre tobb kiilonbozé kornyezeti terhelésnek vannak kitéve, amelyek
csokkenthetik a varhatd mez6gazdasagi hozamot. Vilagszerte minden évben nagy mennyiségii
termésvesztést okoz a vizhiany, az extrém homérsékleti valtozasok, a szikes talajok magas s
koncentracioja, a nehézfémszennyezés illetve a korokozok és kartevok hatasa. Igy mind
elméleti, mind gyakorlati szempontbol nagy jelentdsége van azon, a természetben is el6fordulo
vegylletek vizsgalatanak, melyek a gazdasagi novények stresszérzékenységét csokkenteni
képesek.

Az abiotikus és biotikus stresszhatasokra adott valaszok jelatviteli utvonalainak
tobbségénél 1éteznek azonos elemek, amelyek a kereszthatas lehetséges csomopontjai. Az ilyen
kozos elemek {6 kapcsoldsi pontként szolgalhatnak, és szerepet jatszhatnak a stressztiirésben.
Egyre inkabb egyértelmii, hogy a poliaminok (PA-0K) is ilyen kapcsolasi pontok, és a PA-
indukalt valaszreakciok sok szinten Osszekapcsolddnak. A legnagyobb mennyiségben
eléforduld PA-ok, a putreszcin (PUT), a spermidin (SPD) és a spermin (SPM) kiilonféle
fiziologiai folyamatokat, példaul a fotoszintézist, az antioxidans rendszert és az ioncsatorndkat
is képesek befolyasolni stresszhatas alatt, de specifikussaguk és hatékonysaguk eltéré mértéki.
Felmeriil a kérdés, hogy vajon az egyes PA-ok felhalmozodasa elengedhetetlen-e a ndvények
toleranciaja és az abiotikus stresszvalaszok szempontjabol?

A poliaminok metabolizmusa dinamikus. Az abszorbealt exogén PA-ok vagy a
megnovekedett mennyiségii endogén PA-0K gyorsan atalakulhatnak egymasba a PA-ciklus
soran. A PA-ok metabolizmusa raadasul kapcsolodik a névényi hormonok és mas jelatviteli
molekuldk szintéziséhez is. A bioszintézisében €s katabolizmusdban részt vevo enzimekre is
hatassal lehet a PA-kezelés. Igy a valos helyzetet csak rendkiviil 6sszetett kisérleti koriilmények
kozott lehet felderiteni. Tovabbi nehézséget jelent, hogy a kezelés hat4sa genotipus-fiiggd lehet.

Mindezek alapjan jelen munkéban egyrészt az endogén PA-tartalom ¢és a
stressztolerancia mértéke kozotti dsszefliggést kerestiik, masrészrdl a kiilséleg adagolt PA-ok
altal kivaltott valtozasokat tanulmanyoztuk kiilonboz0 stresszhatasok soran, kiilonds tekintettel
arra, hogy mindekézben az endogén poliaminok szintje milyen kapcsolatban van mas
védovegyiiletekkel. Az eredményektdl azt reméljiik, hogy a PA-metabolizmus szabalyozasanak
megismerése 1) lehetoségeket mutat a gabonafélék kornyezeti valtozdsokkal szembeni
védelmében. A gyakorlati hasznosithatosagat elsdsorban abban latjuk, hogy alapot

szolgaltathatnak jobb stresszellenallosagti haszonnovények eldallitasahoz, illetve ezen
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vegylileteknek mint stressztolerancia-serkentéknek széleskorii, mezégazdasagi modszerként

torténd alkalmazasanak kidolgozéasahoz.

Csoportunk a PA-ok stressztiirésben betoltott szerepét tanulmanyozza, és célja azoknak

a kérdéseknek a vizsgalata, melyeket a témaban még nem sikertilt kielégitden megvalaszolni:

1. Az egyes PA-ok (PUT, SPD és SPM) felhalmozodasa, illetve a kiilonboz6 formak (szabad

¢és konjugalt) alapvetd fontossaguak-e a novények stressztiiréképessége és a stresszhatasokra

adott valaszreakciok szempontjabol? 2. A harom f6 PA szerepe hasonl6 vagy egyenrangu a

novények stresszvalaszaiban? 3. A betoltott szerepeik koziil melyek az igazan 1ényegesek? 4.

Hogyan vesznek részt a jelatvitelben? Az ehhez kapcsolodd kutatdsok egy része kertil

dolgozatomban bemutatasra.

e A kutatasok elsé részében a kiilonbozd, biotikus és abiotikus stresszfaktorok
(lisztharmatfertdzés, alacsony hémérséklet, UV-B  sugarzds, ozmotikus ¢&s
kadmiumstressz) hatasat  vizsgaltuk az endogén  poliamin-tartalomra
gabonandvényekben, keresve az 0Osszefliggést a PA-szint és a stresszrezisztencia/-
tolerancia mértékével. Kiemelt kérdés volt annak vizsgalata is, hogy az adott
stresszhatasok soran milyen korrelacios kapcsolat van a PA-ok és mas védovegyiiletek
kozott, mint pl. a szalicilsav (SA), abszcizinsav (ABA), glutation (GSH), aszkorbinsav,

antioxidans enzimek vagy a fitokelatinok (PC-ok).

e Masodik lépésben kiilsdleg adagolt PA-kezeléseket alkalmaztunk normél nevelési
koriilmények ¢és stresszkoriilmények kozott (ozmotikus és kadmiumstressz). A PA-ok
lehetséges kedvezO hatasanak igazolasa mellett vizsgaltuk a PA-metabolizmusban
bekovetkezd valtozasokat és annak szerepét a stressztolerancidban, illetve kolcsonhatasat
mas véddvegyiiletekkel, mint a SA, ABA, PC-ok és prolin. Kiilon kérdés volt, hogy
melyek a kozos é€s eltérd pontjai a poliamin, abszcizinsav €s abiotikus stresszek 4ltal
indukalt jelatviteli és rezisztenciat szabalyozd folyamatoknak, ezért PA- és ABA-
kezeléseket is alkalmaztunk kontroll nevelési korilmények és ozmotikus
stresszkoriilmények kozott. Figyelembe véve, hogy a megndvekedett mennyiségii
endogén poliaminok gyorsan atalakulhatnak egymasba, kiilon kisérletben vizsgaltuk a
PUT-szintézis gatlasanak hatasait is kadmiumstressz soran. Vizsgalatainkat nemcsak

metabolit, hanem génexpresszioszinten is elvégeztiik.
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2. Anyagok és modszerek

2.1. A novénynevelés koriilményei és a novényi anyagok:.

A lisztharmatfert6zés hatasainak vizsgalatahoz tavaszi Thatcher-alapu kozel-izogén
buzavonalakat ~ (Triticum  aestivum L.) (TC9:  Thatcher*6/Transfer,  TC19:
Thatcher*7/Translocation4, TC26: Thatcher*6/ST-1.25, TC33: Thatcher*6/P.1.58548)
hasznaltunk, melyek eltéré endogén SA-szinttel rendelkeztek. A buzavonalak magoncait 2 °C-
0S, 28 napos vernalizaciot kovetden 2:1 aranya fold:homok keverékbe, 11x18 cm-es cserepekbe
(2 novény/cserép) iiltettiik, majd a martonvasari MTA ATK Mezbgazdasagi Intézet
iveghazaban 22/16 °C-on (nappal/éjszaka), természetes, illetve mesterséges fénnyel
kiegészitve, 16 oras fotoperiodus mellett neveltiik. A ndvényeken GS45 felnéttkori stadiumban
lisztharmatfertdzést (Blumeria graminis f.sp. tritici) végeztiink. A fert6zés a lisztharmat ismert
virulenciaspektrumu patotipusait tartalmazo keverékével tortént, a konidiumok levélfeliiletre
szérasaval. A mintaszedés soran minden vonal esetében 8-8 cseréprél, a zaszlos levelek alatti
els6, masodik és harmadik leveleket szedtiik le a mintavételhez, a fert6zést kovetéen 3 és 7
nappal, mind a kontroll, mind a fert6zott novények esetén. A Saari-Prescott skala szerinti
felvételezés soran a TC9 és TC19 genotipusok lisztharmattal szemben rezisztensnek, a TC26
¢s TC33 vonalak érzékenynek bizonyultak (Pal és mtsai. 2013).

Az alacsonyhémérsékleti stressz hatasainak vizsgalatahoz kivalasztottunk nyolc eltérd
vetésidejli és fagyérzékenységli gabona genotipust: két Thatcher-alapu kozel izogén tavaszi
buzavonalat (TC19 és TC33), valamint ketté martonvasari 6szi buzafajtat (Mv 8 és Mv
Hombar), két 6szi zab (Avena sativa: Kwant and Mv Pehely) és egy-egy tavaszi, illetve 6szi
arpa (Hordeum vulgare L.) valtozatot (Jubilant illetve Petra) mely utobbiakat mind a
martonvasari MTA ATK Mezégazdasagi Intézetében nemesitettek. A buzaszemeket 3:1 aranyt
fold:homok keverékbe, 11x11 cm-es cserepekbe (15 novény/cserép) iiltettiik, majd a cserepeket
véletlenszeri elrendezésben 20/18 °C-on 16/8 o6ras fény-sotét periodus mellett neveltiik
Conviron PGV-36 tipusu névényneveld kamraban 10 napos korig. A megvilagitas mértéke 250
umol m2 s PPFD, a relativ paratartalom 75% volt. A 10 nap elteltével valamennyi genotipus
esetén a cserepeket két csoportra osztottuk. Az egyik csoport tovabbra is az eddigi nevelési
kortilmények kozott maradt, mig a masik csoport cserepeit egy azonos tipust kamraba, 5 °C-ra
helyeztiik at, és a ndvénynevelést tovabbi 12 napig folytattuk. A kisérlet végén a kontroll és

hidegkezelt novények valamennyi levelét felhasznaltuk a mintavételhez.
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Az UV-B sugarzas, az alacsony hdmérséklet vagy a PEG-indukalta ozmotikus stressz
hat4sanak vizsgalata sordn a buza, kukorica vagy rizs novényeket iiveg f6z6poharban neveltiik,
rozsdamentes acél halon vagy milanyag edényekben, tapoldatban. Az elénevelés bizonyos
kezdeti koriilményeinek eltéréseit, illetve azonos fazisait az alabbiakban foglalhatjuk Gssze. A
buzanovények vizsgalata soran 6t buza genotipust hasznaltunk: két Thatcher-alapu kozel
izogén tavaszi buzavonal (TC19 és TC33) viszonylag magas endogén SA-tartalommal, és
harom martonvasari 6szi buzafajta (Mv Emese, Mv 8 és Mv Hombar) viszonylag alacsony SA-
szinttel. A magokat 3 napig desztillalt vizzel nedvesitett szlir6papiron, sététben, 22 °C-on
csiraztattuk. A Kkukoricaszemeket (Zea mays L., Mv 255) 30 percig 0,5%-0s Neomagnol
oldatban fertétlenitettiik, majd desztillalt vizzel nedvesitett sziirépapirban csiraztattuk 3 napig
24 °C-on. A rizs (Oryza sativa L.) (Sanghaji Akadémia, Sanghaji Mezégazdasagi Génbank,
Kina) genotipusokat eltérd szarazsag-tolerancia szintjik és eltér6 endogén SA-tartalmuk
alapjan valasztottuk Ki (Pal és mtsai. 2014). A szarazsaggal szemben toleransabb genotipusok
koziil a KN361-1-8-6 és Zhonghan No. 3 alacsonyabb kezdeti SA-tartalommal, mig a szintén
toleransabb 1AC1246, valamint az érzékenyebb N22 genotipusok alacsonyabb kezdeti SA-
szinttel voltak jellemezhetéek. Osszehasonlitd elékisérletek sordn kivalasztasra keriilt egy
magyar rizsvaltozat is (Janka), melyet a szarvasi Halaszati és Ontdzési Kutatdintézettdl
kaptunk. A csiraztatas soran a rizsszemeket desztillalt vizzel nedvesitett sziirGpapiron egy napig
37 °C-on, majd tovabbi 5 napig 27 °C-on inkubaltuk. A kicsirazott novényeket féz6poharakba
vagy milanyag edényekbe iiltettiik (7 kukoricandvény/edény, 12 biuza novény/edény és 15 rizs
novény/edény), és 250 ml tapoldatban (Pal és mtsai. 2005) az MTA ATK Mezogazdasagi
Intézet Fitotron épiiletének Conviron tipusi noévénynevelé kamraiban neveltik. A
novénynevelés koriilményei 20/18 °C a buza és 22/20 °C a kukorica esetén, 16/8 oras fény-
sotét periodus mellett a Conviron GB-48 novénynevel$ kamraban, ahol a megvilagitas mértéke
250 umol m?2 s PPFD, a relativ paratartalom 75% volt. A rizsndvények esetében a Conviron
PGV-36 tipust novénynevel$ kamrat hasznaltuk, melynek beallitasai az alabbiak voltak: 28/26
°C, 13/11 oras fény-sotét periodus, 250 pmol m2 s PPFD, és 70%-os relativ paratartalom. A
novényneveld edények kétnaponta a tdpoldatok teljes cseréjére kozben ismételten Uj
elrendezésbe kertiltek.

Blizanovények kadmiumkezelése soran 17 napig normal koriilmények kdzott neveltiik
a novényeket, majd egyik felét 7 napig a tapoldathoz adagolt 50 uM Cd(NOs)2-tal kezeltiik,
masik felét pedig tovabbra is kontroll kdriilmények kozott tartottuk. A 24 napos kontroll és Cd-

kezelt novényekrol levél- és gyokérmintat szedtiink.
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A jéarulékos UV-B sugérzds vizsgalatdhoz a buzandvények egyik felét normal
megvilagitasnak (fehér fény, PPFD: 250 pmol m™ s™), mig a masik csoportot fehér fénynek és
egyidejlileg alkalmazott UV-B sugarzasnak tettiik ki. Az UV-B-t 7 darab UV-B Narrowband
TL 100W/01 tipusu Philips lampa szolgaltatta, melynek maximalis sugarzasa 311 nm-nél
talalhato. Az UV-B sugarzas dézisa a kontroll ndvények esetében 38 pWatt/cm?, mig az UV-
B-kezelteknél 430 pWatt /cm? volt. A két hét elteltével mindkét megvilagitds esetén ujabb
harom csoportot hoztunk 1étre. A névények egy része volt a kontroll, masodik része 50 uM
Cd(NOz3).-ot kapott 7 napig, a harmadik része 15% PEG-6000-et kapott 5 napig a tapoldathoz
adagolva. A kezelések végén az elsd, masodik és harmadik levelekbdl, illetve a gydkerekbdl
szedtlink mintat.

A rizsszemeket megfeleld csiraztatast kovetéen tivegpoharakba tiltettiik és specialis rizs
tapoldaton neveltiik (Pal és mtsai. 2014). 20 nap elteltével a f6z6poharakat harom csoportra
osztottuk. Az els6 csoport ndvényeit tovabbra is kontroll koriilmények kozott tartottuk, a
masodik csoport egyedeit 15%-0s PEG-6000 kezelésnek tettiik ki, mig a harmadik csoport
féz6poharait azonos tipusi ndvénynevelé kamraba helyeztiik at 10 °C-ra. A kezelések
kezdetétol szamitott 1 és 6 nap elteltével mindharom csoportbdl levélmintat szedtiink.

A PA-kezelések soran kukorica- (Mv 255) és buza- (TC33) novényeket neveltiink 7
napos korig, majd a tapoldatot 0,1, 0,3 vagy 0,5 mM PUT-t, SPD-t vagy SPM-t tartalmazora
cseréltiik, melyet kétnaponta a kezelésnek megfeleld, frissen elkészitett oldattal cseréltiink,
akércsak a kontroll névények esetén. 7 napos kezelés kdvetden a legfiatalabb, teljesen kifejlett
leveleket és a gyokereket hasznaltuk a mintavételhez. A 0,5 mM PUT eldkezelés védohatasanak
vizsgalatahoz az elébbi kukorica és buza genotipusokat hasznaltuk. A 7 napos kontroll, illetve
PUT-elokezelt novények két csoportra osztottuk. Az egyik csoportot normal tapoldatra
helyeztiik, ez a PUT-el6kezelés esetében, egy un. ,recovery” periodusnak tekinthetd, mig a
masik csoportot 15%-0S PEG-6000 kezelésnek tettiik ki, ozmotikus stressz kivaltasara. A PEG-
kezelés a kukorica- és buzandvények eltérd ozmotikus stressz érzékenysége miatt, a kukorica
esetén 5 nap, a buza esetén pedig 7 nap volt.

A PUT el6kezelést hasonloképpen alkalmaztuk a rizsndvényeken is (Janka). 7 nap
elteltével 6 csoportra osztottuk a novénynevelési koriilményeket. Négy csoport tovabbra is
kontroll nevelési koriilmények kozott nott, mig két csoport 7 napon at 0,5 mM PUT-eldkezelést
kapott. Ezek utan, mind a kontroll, mind a PUT-el6kezelt csoport egy-egy alcsoportjat 50 pM
Cd(NO3)2 kezelésnek tettiik ki. A PUT-elokezelést kapott masik alcsoportot egy 7 napos
,recovery” periodusként kontroll nevelési koriilmények kozé helyeztiik vissza. A tovabbi

harom csoport 14 napos korig nétt kontroll koriilmények kozott. Ezt kovetden az egyik

6
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alcsoport tovabbra sem kapott semmilyen kezelés sem, egy masik csoportot 0,5 mM 2-
(difluorometil)ornitinnel (DFMO), mig a harmadik csoportot kombinalt 0,5 mM DFMO és 50
uM Cd(NOs). kezelésnek tettiik ki. A ndvények leveleirdl a 14. és 21. napon, a gyokerekrdl a
21. napon vettiink mintat.

Az ABA- ¢és PUT-kezelés 0Osszehasonlitd vizsgalatdhoz TC33 btza genotipust
buzanovényeket neveltiink 14 napos korig. Ekkor a novényeket 0,15 mM ABA-val vagy 0,5
MM PUT-nel kezeltiik 1 napig és az aznapi kontroll ndvényekkel egyiitt egy résziikrol levél és
gyOkér mintat vettiink. A novények masik részébdl hat csoportot képeztiink. Mind a kontroll,
mind az ABA- illetve PUT-clékezelt novények egyik felét kontroll koriilmények kozott
neveltiik tovabb, masik felét pedig 15%-0s PEG 6000 kezelésnek tettiik ki 5 napon at. Az 5

nap elteltével mind a 6 kezelésbol levél és gyokér mintakat szedtiink.

2.2. Fiziologiai, biokémiai és génexpresszios mérésék:

Klorofill-a fluoreszcencia indukciéo mérése: A PSy kvantumhatasfokat jellemz6 AF/Fm’
klorofill-fluoreszcencia indukcios paramétert PAM-2000 (Walz, Effeltrich, Németorszag)
miszerrel (Janda és misai. 1994) az adott nevelési koriilmények kozott a novényneveld
kamraban mértiik. A mérések az adott kisérletekben a legfiatalabb teljesen kifejlett levélen

torténtek.

A fotoszintetikus aktivitas mérése: A fotoszintetikus aktivitds mérése szintén a ndvények
legfiatalabb teljesen kifejlett levelein, nyitott rendszeri LI-6400 tipusu infravords
gazanalizatorral (LI-COR Inc, Lincoln, Nebraska, USA) tortént (Szalai és mtsai. 2017; Pal és
mtsai. 2018).

Lipidperoxidacio meghatdrozdsa: A lipidperoxidacid meghatarozasa a malondialdehid-
tartalom (MDA) mérésén alapszik. Az MDA-tartalom meghatarozasa spektrofotometriasan,
(Shimadzu UV-VIS 160A) Thomas és mtsai. (2004) modszere szerint tortént.

Hidrogénperoxid-tartalom meghatarozasa: A HO»-tartalom meghatarozasa az ammonium
vasszulfat/xylenol orange (FOX-1) médszer szerint spektrofotometriasan tortént (Gay és mtsai.
1999).

Antioxidans enzimaktivitasok meghatarozdsa: A katalaz és az aszkorbat-peroxidaz (APX)
Janda és mtsai. (1999), a gvajakol-peroxidaz Adam és mtsai. (1995), a glutation-reduktaz Smith
es mtsai. (1988), mig a glutation-S-transzferaz aktivitasa Guthenberg és Mannervik (1981)

modszere szerint spektrofotometriasan keriilt meghatarozasra.
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Kadmiumtartalom meghatarozasa: A mintak fémtartalmat ICAP-61E tipust atomabszorpcids
késziilékkel hataroztuk meg (Hegedis és mtsai. 2001).
Prolintartalom meghatarozasa: A prolintartalmat ninhidrin reagens segitségével Bates és

mtsai. (1973) modszere szerint spektrofotométerrel mértiik.

Szalicilsav, flavonoid és abszcizinsav-extrakcio és mennyiségi analizis: A mintael6készités és
a mérés Meuwly és Metraux (1993) valamint Pal és mtsai (2005) altal leirtak szerint tortént
kukoricandvények esetén 1 g, bluza- és rizsndvények esetén 0,5 g ndvényi minta
felhasznalasaval. A szarazra parolt mintakat kozvetleniil mérés el6tt 0,5 ml 15% acetonitrilben
oldottuk vissza, majd membransziirést kovetden analizaltuk. A méréshez Waters tipusit HPLC-
t hasznaltunk, mely a kovetkezd részegységekbdl allt: W2690 pumparendszer (mely
tartalmazott egy automata mintaadagolot, oszloptermosztatot és gradiens keverésre alkalmas
pumparendszert), egy W474 scanning fluoreszcens detektor és W996 fotodiddasoros detektor.
Az elvalasztas 4 um szemcseméretii, 150x4,6 mm méreti Synergi 4u Fusion-RP 80A
(Phenomenex) analitikai oszlopon tortént. A mérési adatok kiértékeléséhez Millenium32
programot hasznaltunk.

Poliaminok mennyiségi analizise: A mintaelokészités és a mérés 0,2 g ndvényi minta
felhasznalasaval tortént (Németh és mtsai. 2002). Az elvalasztashoz 5 pm szemcseméretii, C18
toltetii, 100x2.1 mm méretii Kinetex oszlopot (Phenomenex) és W2690 szeparaciés modult
hasznaltunk. A danzil-kloriddal szarmazékképzett poliaminok detektalasa fluoreszcens
detektorral (W474) 340 nm-es gerjesztési és 515 nm-es kisugarzasi hullamhosszon tortént.
Diamin oxidaz (DAO) és poliamin oxidaz (PAO) aktivitasanak mérése: Az enzimaktivitasokat
430 nm-en Shimadzu UV-VIS 160A (Kyoto, Japan) spektrofotométerrel mértiik, megfeleld

szinképzddéshez 0-aminobenzaldehidet hasznalva (Takacs és mtsai. 2016).

A glutation-, yglutamil-cisztein- és cisztein-tartalom meghatdarozdsa: A mintael6készités és a
mérés 0,4 g névényi minta felhasznalasaval késziilt Kocsy és mtsai. (2001) leirasa alapjan. A
komponensek elvalasztasa 250x4 mm méret6 BST Rutin 10 C18 BD oszlopon tortént egy
W2690-es szeparacios modullal. A szarmazékképzett mintak detektalasa fluoreszcens

detektorral 380 nm-es gerjesztési és 480 nm-es kisugarzasi hullamhosszon tortént.

Fitokelatin-szintdz enzim aktivitdsanak mérése és fitokelatinok mennyiségi meghatdrozdasa:. A
mintaelkészitést 750 mg novényi mintabol végeztiik Chen és mtsai. (1997) altal leirtak szerint.
A méréshez Waters tipusi HPLC-t hasznaltunk (W2690 pumparendszer, W 501 pumpa (a
szarmazékképzéshez), W996 diddasoros UV/VIS detektor) post-column szarmazékképzéssel,

a mérési adatok kiértékelése Millenium32 program segitségével tortént (Szalai és mtsai., 2013).
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Aszkorbat-tartalom meghatarozasa: A redukalt és oxidalt aszkorbat tartalmat 0,5 g novényi
minta felhasznalasaval Szalai és mtsai. (2014) modszerével hataroztuk meg

folyadékkromatograftal.

Lipid extrakcio és zsirsav analizis: A lipid extrakcio és a zsirsav analizis Pal és mtsai. (2007)
modszere szerint tortént 1 g ndvényi anyagbol. A kdvetkez6 membranfrakciokban vizsgaltuk a
zsirsav-Osszetételt, a kettds kotés indexet valamint a telitetlenségi szazalékot: monogalaktozil-
diacilglicerol, digalaktozil-diacilglicerol, foszfatidil-etanolamin és foszfatidil-glicerol.

Génexpresszio vizsgalata valos idejii PCR-rel: A vizsgalni kivant gének expresszios
mintazatdnak vizsgéalatahoz levél- és gyOkérmintakat szedtink (a 3 filiggetlen biologiai
ismétlésen kiviil 3-3 technikai ismétlést alkalmaztunk). Az RNS izolalasa TRIzol reagenssel
(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), a mintak kezelése DNase I-gyel, tisztitasa Direct-
zol™ RNA MiniPrep Kit-tel (Zymo Research, Irvine, CA, USA) tortént a gyartd utasitasai
szerint. Az izolalt RN'S mennyiségét és tisztasagat fotometriasan (NanoDrop ND-1000 UV-Vis
spectrophotometer, NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA) hataroztuk meg. A cDNS
szintéziséhez M-MLV Reverse Transcriptase-t (Promega Corporation, Madison, WI, USA)
hasznaltunk. A valds idejii polimeraz lancreakcié (real-time PCR) kivitelezése a vizsgalni
kivant génekre és a haztartasi génekre specifikus primerek (Sigma-Aldrich Co. LLC.), PCRBIO
SyGreen Mix (PCR Biosystems, London, UK) és CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection
System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) segitségével, a gyartd altal mellékelt leiras szerint
tortént. A célgének expresszidjat a referenciagén expresszidjahoz viszonyitottuk, az expresszios

kiilonbségeket a 224t modszerrel szamoltuk ki (Livak és Schmittgen 2001).

Statisztikai analizis: Az eredmények 10 ismétlés atlagai a klorofill-a fluoreszcencia indukcios
¢s a fotoszintézis aktivitasmérések, 3-5 ismétlés atlagai fotometrids mérések és a HPLC-S ¢és
GC-s analizisek, 3 ismétlés atlagai a génexpresszios elemzések meghatarozasa soran. A
paraméterek valtozasait az azonos napos kontroll novényekben mért értékekhez hasonlitottuk.
A szignifikancia vizsgalathoz Student-féle kétmintds t-probat hasznaltunk. A vizsgalt
paraméterek kozotti kapcsolat vizsgalatdhoz a paraméterek korrelacios elemzését SPSS 16.0

programmal végeztiik.
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3. Eredmények

A PA-ok minden €16 sejtben megtalalhatok, és egyre inkabb egyértelm, hogy kozvetlen
védo szereplik mellett kapcsolasi pontokként kiilonb6zo celluléris folyamatokat szabéalyoznak,
a PA-indukalt valaszreakciok pedig sok szinten 0sszekapcsolodnak. A legelterjedtebb PA-ok,
azaz a PUT, SPD ¢s SPM kiilonféle fiziologiai folyamatokat, példaul a fotoszintézist, az
antioxiddns rendszert és az ioncsatorndkat képesek befolyasolni stresszhatas alatt, de
specifikussaguk és hatékonysaguk eltéré mértéki. Mindezek alapjan jelen munkaban egyrészt
az endogén PA-tartalom ¢és a stressztolerancia mértéke kozotti Osszefiiggést kerestiik,
masrészrdl a kiilsdleg adagolt PA-ok altal kivaltott valtozasokat tanulmanyoztuk kiillonb6zo
stresszhatasok soran, kiilonds tekintettel arra, hogy mindekdzben az endogén PA-ok szintje

milyen kapcsolatban van mas véddvegyiiletekkel.

3.1. Poliamin-tartalom viltozdsa és annak mas védovegyiiletekkel valo kapcsolata
kiilonbozo stresszhatdsok sordn

Kutatasaink elsé részében biotikus €s abiotikus stresszfaktorok hatdsat vizsgaltuk az
egyedi endogén PA-tartalomra kiilonboz6 stressztoleranciaju gabonandvényekben. A SA
szerepe szamos biotikus, majd késdbb abiotikus stresszvalasz sordn bizonyitott. Mivel a
célkitlizéseink egyike a PA-ok és mas novényi hormonok kapcsolatanak jellemzése volt, igy jo
kiindulési alapként szolgalt a korabbi kisérletiink soran tesztelt nagyszamu blizagenotipusbol
kivélasztott eltérd endogén SA-szinttel rendelkezd genotipusok vizsgélata, melyek eltérd
stressztlird képességgel is rendelkeztek.

Lisztharmatfert6zés soran a PA-o0k, kiilonosen a SPD mennyisége mar a 3. naptol
megemelkedik, és bar néha szoros, pozitiv korrelaciét mutattunk ki a SA- és PA-szintek,
valamint a PA-tartalom és az antioxidans enzimaktivitasok kozott, nem talaltunk kozvetlen
Osszefiiggést PA-szintek, azok valtozésai és a lisztharmat-rezisztencia kozott az eltérd kezdeti
SA-tartalommal jellemzett buzavonalakban.

A kiilonb6z6 fagytoleranciaju gabonafajok levelében, az alacsonyhémérsékleti (5 °C)
kezelésre indukalodo, fagytolerancidban szerepet jatszo vegyiiletek mintazataban szignifikans
eltéréseket talaltunk. A legjelentdsebb kiilonbségeket a tavaszi zabfajtdk mutattdk a tobbi
gabona genotipushoz képest, ugyanis ezek képtelenek voltak a hidegkezelés soran SPD-t
felhalmozni. A SPD-szint, flavonoidokkal, ABA-val, transz-A3-hexadekansavval és APX-zal
kimutatott szoros kapcsolata azt mutatja, hogy a SPD dontd szerepet jatszhat a gabonafélék

hideg akklimatizacios jelatviteli folyamataiban.

10



dc_1647_19

50 uM Cd-stressz soran, a PUT mennyisége emelkedett meg a bizandvények levelében
¢és gyoOkerében, a magasabbrendii PA-ok felhalmozddasara nem kertiilt sor. A Cd-tolerancia
eltérd mértéke a PUT-tartalom emelkedésével nem mutatott dsszefiigést, de a PC-szintézis
kiilonb6zé mértékli indukciojaval a buzandvények gyokerében szoros kapcsolatban allt.
Eredményeink azt sugalltak, hogy habar a PC-ok szintézise egylitt jar a SPD/SPM-
felhalmozddas hianyaval, de a y-glutamil-cisztein szintézisét kovetd 1épések szabalyozasaban
mar mas, a PA-ok szintézisétdl fliggetlen folyamatok vehetnek részt. A szabad és kotott SA
pozitiv korrelaciot mutatott a PC szintaz-aktivitassal (PCS), mind a levélben, mind a gyokérben,
tovabba szintén pozitiv korrelaciés kapcsolatban allt a PUT-, mig negativ kapcsolatban SPM-
tartalommal a levélben.

Kimutattuk, hogy a 430 pWatt /cm? dézisu UV-B sugarzas ugyanolyan feltételek mellett
pozitiv vagy negativ hatést is gyakorolhat ugyanolyan feltételek mellett a buzaban, attol
fliggden, hogy milyen tipusit masodlagos abiotikus stressztényezot alkalmaztunk. A megfigyelt
kedvez6 vagy karos hatasok pedig kapcsolatban voltak a PA-tartalomban megfigyelt
valtozasokkal. Az 50 uM Cd-stressz UV-B sugarzassal kombinalva, mint egy Osszegz6
hatasként nagymértékli PA felhalmozdodast okozott, mellyel parhuzmosan a legnagyobb
mértékli SA-akkumulécid szintén az UV+Cd-kezelt novények gyodkerében volt kimutathato.
Ezzel ellentétben az UV-B sugérzas csokkentette a 15%-0S PEG-indukalta ozmotikus stressz
tiineteit, mely soran a SA felhalmozdodas mellett karos mennyiségli PA-akkumulacié nem volt
megfigyelhetd.

Rizsnovényekben vizsgalni tudtuk, hogy a még kifejezetebb kezdeti SA-tartalombeli
kiilonbségek hogyan befolydsoljak a stresszérzékenységet. Bar a szarazsagérzékeny
genotipusok rendszerint enyhén nagyobb SA-szinttel rendelkeztek, mint a toleransak, a SA-
tartalom és a szdrazsag-tolerancia mértéke ko6zott nem volt szoros 0Osszefliggés a
rizsnévényekben. Hasonloan, bar az egyedi PA-szintek stressz-specikusan valtoztak a hideg-
és szarazsagstressz soran (10 °C és 15% PEG), de a vartakkal ellentétben a PA-tartalom sem
korrelalt a stressztolerancia mértékével, tovabba a PA-ok mennyiségi valtozasai nem mutattak
Osszefliggést a SA-tartalommal sem.

Az irodalmi adatok alapjan felmeriilt kérdésre tehat, hogy vajon az egyes PA-ok
felhalmozddasa elengedhetetlen-e a ndvények tolerancidja és a stresszvalaszok szempontjabol,
eredményeink alapjan a kdvetkezo valaszt adhatjuk. A PA-ok felhalmozodasa nem bizonyitja
feltétlentil, hogy egyedi szerepiik van a kdzvetlen stresszvédelemben. Raadasul a kiillonbozo

PA-ok mennyiségi valtozasai eltérd iranytak lehetnek. Ugyanakkor, habar nincs kozvetlen
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Osszefiiggés a stressztolerancia és a PA-ok mennyiségi valtozasai kozott, azok szamos
védovegyiilettel (pl. flavonoidok, antioxidansok, PC-ok, novényi hormonok) korrelaciot
mutattak. Ebbdl kifolyolag, ideje, hogy a PA-okra ne csak direkt védémolekulaként tekintsiink,
hanem olyan sokoldalu vegyiiletekként, amely meghatarozo szerepet jatszanak a stressztiirés
szabalyozasaban, kozvetlen kolcsonhatasba keriilnek mas anyagcsere-utvonalakkal és
hormonalis kereszthatasokkal, illetve aktivalhatjak a stresszre valaszreakciot ado gének

srer

expresszidjat is.

3.2. Poliamin-kezelések hatdsa kontroll és abiotikus stressz korviilmények kozott

Az elébbi eredményekre alapozva, masodik Iépésben kiils6leg adagolt kiilonbozé PA-
kezeléseket alkalmaztunk normal nevelési és stresszkoriilmények kozott gabonandvényeken.
Bar a PA-okat altalaban hasonld molekulak csaladjaként tekintik, a kiilonb6z6 PA-ok kiilséleg
adagolva eltéré vagy akar ellenkezd hatdstak lehetnek, tovabba a hatdsmechanizmusuk az
alkalmazott novényfajtol is fiigg. Vizsgalataink sordn megcéfoltuk a kordbban a PA-okrol
kialakult ,,minél t6bb, annal jobb” elvet. A magasabbrendii PA-okkal (SPD és SPM) tortént
kezelések soran, kiilondsen a magasabb koncentraciok (0,3 és 0,5 mM) esetén, és buzaval
Osszehasonlitva, a kukoricdban még inkabb, a felhalmozoddo PA-ok mennyisége
Osszefiiggésben volt a novények novekedésének gatlasaval, a fotoszintetikus hatékonysag
romlaséaval, az oxidativ stressz és a SA-felhalmozodas mértékével. A novények megprobaltak
fenntartani az optimalis PA aranyt, ennek érdekében a PA-ciklus intenziven miikodott mind a
levelekben, mind a gydkerekben a buza- és a kukoricandvények esetében is, de kiilonbségeket
mutattunk ki a ciklus egyes Iépéseinek intenzitdsaban. A PA-ok és az SA kozott megfigyelt
pozitiv kapcsolatok feltarasa a PA-ok stresszkoriilmények kozotti szerepének és
hatasmechanizmusainak mélyebb megértéséhez vezethetnek. Ugyanakkor a PUT-kezelés,
ugyanazon koriilmények kozott, azonos koncentracioban (0,5 mM) ndvényi ndvekedést és
fotoszintézis serkentd hatdsa mellett, eld-kezelésként alkalmazva védelmet nytjtott az
ozmotikus stressz-szel szemben, de hatasa kedvezObb volt a buzandvények esetében, mint a
kukoricaban.

Bar bizonyos esetekben a PA-ok védelmet nyujtanak a nehézfémstressz soran pl.
buzandvényekben, de rizsben ugyanazon koriilmények kozott alkalmazva a 0,5 mM PUT
fokozta az 50 uM Cd-indukalta oxidativ stressz, sot a legnagyobb mértékii PA-felhalmozodas
a PUT-eldkezelt novényekben egyiitt jart a Cd-stressz soran tapasztalt csekély mértékii PC-

szintézissel. A hattérben meghuzodo folyamatok vizsgalatahoz figyelembe kell venni, hogy a
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magasabbrendi PA-ok és PC-ok szintézise antagonista kapcsolatban allhat. Azonban az is
lehetséges, hogy a PA-ok kelatképzoként a PA-Cd kotés révén csokkentik a PC-szintézis
indukcigjat (mind enzimatikus szinten, mind génexpresszios szinten). Raadasul a PUT
kozvetleniil is hatassal lehet a PCS génexpressziojara.

0,15 mM ABA- és 0,5 mM PUT-kezelések 0sszehasonlitd vizsgalata soran kimutattuk,
hogy 0sszefliggés van a PA-ok anyagcseréje és az ABA-jelatvitel kozott, ami a SPD- és SPM-
tartalom szabalyozott szinten vald fenntartasat eredményezte ozmotikus stressz (15% PEG)
alatt a buzandvényekben. Az ABA komplex modon befolyéasolta a PA-metabolizmust, igy a
megjelend PA-mintazat a transzkripcios szabalyozas, masrészt a katabolizmus és/vagy a
visszaalakulds eredményének megnyilvanulasa, mind kontroll koriilmények kozott, mind
ozmotikus stressz soran. Annak ellenére, hogy az ABA és az ozmotikus stressz hasonlé hatassal
volt a PA-készletre, kiilonboz6 hatast fejtettek ki a prolinszintézisre. A prolin és a PA-0k
szintézise részben fiiggetleniil és nem antagonista modon szabalyozott; emellett a PA-
katabolizmus és a PA-ciklus is kapcsolatban lehet a prolinszintézissel.

Kutatasaink soran igazoltuk a PA-metabolizmusban a PA-ciklus kulcsfontossagat.
Eredményeinkbdl kitlinik, hogy a PA-ok metabolizmusa dinamikus. Az abszorbealt exogén
PA-ok vagy a megndvekedett mennyiségli endogén PA-ok gyorsan atalakulhatnak egymasba a
PA-ciklus soran, és a ciklus egyes lépéseinek intenzitasa kiilonbozik a novényfajoktol, a
szervektl és a stressz koriilményektSl fiiggen. Igy a lehetséges kedvezé hatas sem
egyértelmiien varhatd. A PA-készlet PA-cikluson keresztiil megvaldsulo finomhangolasa lehet
a kulcs a kedvezd és kedvez6tlen hatasok kozotti egyensiily megteremtésére, és ami felelds
lehet a kiilonb6z6 novényfajokban tapasztalt kiilonbségekért. A PA-0k bioszintézisében és
katabolizmusaban részt vevd enzimek tehat fontos szerepet jatszanak. Kisérleteink soran pl.
kimutattuk, hogy a PUT szintézis gatlasa DFMO-val rizsben kedvezé volt Cd-stressz soran.
Ugyanakkor, mig az apoplasztikus DAO/PAO enzimek hatékonysagat sokkal inkabb a
szubsztratok mennyisége, mint a tényleges aktivitds valtozas befolyasolja, addig a
peroxiszomalis PAO génexpresszidja érzékenyen reagalt az alkalmazott kezelésekre.

A PA-ok védOhatdsa egyrészt molekuldris szinten direkt modon valdsulhat meg, de
metabolizmusuk mas vegyiiletek szintézisével (pl. prolin, és PC-ok) vald Osszefiiggése miatt
Osszetett modon. Masrészt, a PA-ok novényi hormonokkal (pl. SA és ABA) egylittmiikodve,
valamint a microarray analizistink soran tapasztaltak alapjan igazoltan a génexpresszios szinten
kifejtett hatasuk altal a jelatvitelben betoltott szerepiik is mind hangsulyosabb. A PA-
metabolizmus szerepének és szabalyozasanak tanulmanyozasa hozzasegithet a jobb

stresszellenallosagl haszonnovények eldallitasahoz.
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4. Uj tudomdnyos eredmények

J Habar szoros, pozitiv korrelaciot talaltunk a SA- és PA-szintek, valamint a PA-tartalom
¢s az antioxidans enzimaktivitasok k6zott, nem talaltunk kozvetlen 6sszefiiggést PA-szintek,
azok valtozasai ¢és a lisztharmat-rezisztencia k6zott buzandvényekben.

. Kiilonb6z6 fagytoleranciaju gabonafajok esetén kimutattuk, hogy a tavaszi zab
fajtakban a hidegkezelés soran hianyzik a SPD- felhalmozédas. A SPD-szint, flavonoidokkal,
ABA-val, t16:1-tal és APX-zal kimutatott szoros kapcsolata azt mutatja, hogy a SPD dont6
szerepet jatszhat a gabonafélék hideg akklimatizacios jelatviteli folyamataiban.

o A Cd-tolerancia mértéke a GSH/PC-metabolizmus eltéré intenzitasaval volt
Osszefliggésben buzandvényekben, azonban a PA-szintek valtozasa csak a y-EC-tartalommal
mutatott 6sszefliggést.

o Kimutattuk, hogy az UV-B sugarzas pozitiv vagy negativ hatast is kifejthet ugyanolyan
feltételek mellett a blizaban, attol fliggden, hogy milyen tipusu a masodlagos stresszfraktor. A
védé hatas megléte, vagy hianya pedig kapcsolatban volt a PA-tartalomban megfigyelt
valtozasokkal.

o Bar az egyedi PA-szintek stressz-specikus valtozast mutatta a hideg- és szarazsagstressz
soran rizsnovényekben, a vartakkal ellentétben a PA-tartalom nem mutatott osszefiiggést a
stressztolerancia mértékével, tovabba a PA-ok mennyiségi valtozasai nem mutattak kapcsolatot
a SA-tartalommal sem.

. Ellentétben a PUT-nel, a magasabbrendii PA-ok (SPD és SPM) koncetraciofiiggd
modon karos hatast fejtettek ki kukorica- és buzandvényekben is. A kukoricanovények
érzékenyebbnek bizonyultak ezen kéaros hatassal szemben, melynek hatterében a buzatol eltérd
PA- metabolizmus allt.

J A PUT-eldkezelés védelmet nytjtott az ozmotikus stressz-szel szemben kukorica- és
buzandvényekben. A kedvezd hatas 6sszefliggésben volt a PA-tartalommal €s metabolizmussal,
valamint a SA-tartalom valtozasaival.

J A PUT-elOkezelés fokozta, mig a PUT-szintézis gatlasa csokkente a Cd karositod hatasat

rizsnovényekben. A PUT gatolta a PC szintézist enzimatikus és génexpresszids szinten is.

° A PA-metabolizmus és az ABA-jelatvitel kozott meglévo kapcsolat vezet a PA és a
prolin szintjének megfeleld szinten szabalyozott fenntartasahoz 0zmotikus stressz koriilmények

kozott buizanovényekben.
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