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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AA: aszkorbat

ABA: abszcizinsav

ABRE: abscisic acid response element (ABA valaszelem)
ACN: acetonitril

ADC: arginin-dekarboxilaz

apoPAOQ: apoplasztikus poliamin oxidaz

APX: aszkorbat-peroxidaz

bZIP: basic leucine zipper domain (bazikus leucin-cipzar domén)
CBF: C-repeat binding factor (C-ismétlddést koté faktor)
Ci: intracellularis CO2 koncentracio

CRT/DRE: C-repeat/dehydration-responsive element (C-ismétlédés/dehidratacio valaszelem)
DAO: diamin-oxidaz

DAP: 1,3-diaminopropan

DBI: double bound index (kettéskotés index)

dcSAM: dekarboxilalt S-adenozilmetionin

DFMO: 2-(difluorometil)ornitin

DGDG: digalaktozil-diacilglicerol

DHA: dehidroaszkorbat

DREB: DRE binding protein (DRE-kot6 fehérje)

DTNB: 5,5’ -ditio-bisz-(2-nitro-benzoesav)

E: transzspiracio intenzitasa

Fm’: maximalis fluoreszcencia fényadaptalt allapotban
Fs: steady state fluoreszcencia fényadaptalt allapotban
G-POD: gvajakol-peroxidaz

GR: glutation-reduktaz

gs: sztomakonduktancia

GSH: redukalt glutation

GSSG: oxidalt glutation

GST: glutation-S-transzferaz

HMW: high molecular weight (nagy molekula tomegii)
HR: hiperszenzitiv reakcid

ICS: izokorizmat-szintaz

KAT: katalaz

LEA: late embryogenesis abundant

LHC: light harvesting comlex (fénygytijté komplex)
LMW: low molecular weight (alacsony molekula tomegii)
MDA: malondialdehid

MeOH: metanol

MGDG: monogalaktozil-diacilglicerol

MY C/MY B: myelocitomatosis/myeloblastosis viral oncogene homolog
NADPH: B-nikotinsavamid-adenin-dinukleotid-foszfat, redukalt
NahG: szalicilat-hidroxilaz enzimet kodold gén
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NCED: 9-cisz-epoxikarotenoid-dioxigenaz
0-ANI:orto-anizinsav

OAT: ornitin aminotranszferaz

ODC: ornitin-dekarboxilaz

oHCA: orto-hidroxi-fahéjsav

P5CS: Al-pirrolin-5-karboxilat szintaz

PA: poliamin

PAL: fenilalanin-ammonia-liaz

PAO: poliamin-oxidaz

PC: fitokelatin

PCD: programmed cell death (programozott sejthalal)
PCS: fitokelatin szintaz

PE: foszfatidil-etanolamin

PEG: polietilén-glikol

perPAQ: peroxiszomalis poliamin-oxidaz
PG: foszfatidil-glicerol

p-HBA: para-hidroxi-benzoesav

PI: foszfatidil-inozitol

Pn: nett6 fotoszintézis rata

PS I: els6 fotokémiai rendszer

PS II: masodik fotokémiai rendszer

PUT: putreszcin

RAB: responsive to abscisic acid

ROS: reactive oxygen species (reaktiv oxigénformak)
SA: szalicilsav

SAM: S-adenozilmetionin

SAMDC: S-adenozilmetionin-dekarboxilaz
SIPK: salicylic acid-induced protein kinase (szalicilsav-indukalt protein kinaz)
SPD: spermidin

SPDS: spermidin-szintaz

SPM: spermin

SPMS: spermin-szintaz

SQDG: szulfokvinovozil-diacilglicerol

t16:1: transz-A®-hexadekansav

TBA: tiobarbitursav

TCA: triklor-ecetsav

TFA: trifluor-ecetsav

UVRS8: UV RESISTANCE LOCUS 8 fehérje
WIPK: wound-induced protein kinase (sebzés-indukalt protein kinaz)
y-EC, y-Glu-Cys: y~glutamil-cisztein

16:0: palmitinsav

18:0: sztearinsav

18:1: olajsav

18:2: linolsav

18:3: linolénsav



dc_1647_19

1. BEVEZETES

A novények egyszerre tobb kiilonbozdé kornyezeti terhelésnek vannak kitéve, amelyek
csokkenthetik a varhaté mezdgazdasagi hozamot. Vilagszerte minden évben nagy mennyiségii
termésvesztést okoz a vizhidny, az extrém homérsékleti valtozasok, a szikes talajok magas sé
koncentracidja, a nehézfém-szennyezés, illetve a korokozok és kartevék hatasa. Igy, mind elméleti,
mind gyakorlati szempontbdl nagy jelentésége van azon, a természetben is el6forduld vegytiletek
vizsgalatanak, melyek a gazdasagi novények stresszérzékenységét csokkenteni képesek.

Az abiotikus és biotikus stresszhatasokra adott valaszok jelatviteli utvonalainak tobbségénél
léteznek azonos elemek, amelyek a kereszthatds lehetséges csomopontjai. Az ilyen kozos elemek 6
kapcsolasi pontként szolgdlhatnak, és szerepet jatszhatnak a stressztlirésben. Egyre inkabb
egyértelmi, hogy a poliaminok is ilyen kapcsolasi pontok, és a poliamin-indukalt valaszreakciok sok
szinten Osszekapcsolodnak. A legnagyobb mennyiségben el6forduld poliaminok, a putreszcin,
spermidin és spermin kiilonféle fiziologiai folyamatokat, példaul a fotoszintézist, az antioxidans
rendszert és az ioncsatornakat is képesek befolyasolni stresszhatas alatt, de specifikussaguk és
hatékonysaguk eltéré mértéki. Felmeriil a kérdés, hogy vajon az egyes poliaminok felhalmozddasa
elengedhetetlen-e a ndovények tolerancidja és a stresszvalaszok szempontjabol. A poliamin-
bioszintézisben szerepet jatszo gének thltermelésére képes transzgenikus novények létrehozasa
igéretes eszkozt biztosit a novények stressztlirésének javitdsadhoz. Ugyanakkor beszamoltak olyan
eredményekrdl is, amikor a poliaminszintek nem korrelaltak a stressztiiréssel, ami megerdsiti, hogy
a ,,min¢l tobb, annal jobb” elv nem igaz minden esetben. A poliaminok felhalmozddasa nem
bizonyitja feltétlentil, hogy egyedi szerepiik van a kozvetlen stresszvédelemben.

Ideje, hogy a poliaminokra ne csak direkt védémolekulaként tekintsiink, hanem olyan
sokoldalu vegyliletként, amely meghatdrozd szerepet jatszik a stressztlirés szabalyozasaban,
kozvetlen kolcsonhatasba keriil més anyagcsere-utvonalakkal és hormonalis kereszthatasokkal,
illetve aktivalja a stresszre valaszreakciot ado gének expresszidjat.

A poliaminok metabolizmusa dinamikus. Az abszorbedlt exogén poliaminok vagy a
megndvekedett mennyiségli endogén poliaminok gyorsan atalakulhatnak egymasba a poliamin-ciklus
soran. A poliaminok metabolizmusa rdadasul kapcsolddik a ndvényi hormonok és mas jelatviteli
molekuldk szintéziséhez is. A bioszintézisében és katabolizmuséaban részt vevl enzimekre is hatassal
lehet a poliaminkezelés. Igy a valos helyzetet csak rendkiviil dsszetett kisérleti koriilmények kozott
lehetne felderiteni, ahol az egyes poliaminszinteket kdzvetleniil befolyasoljak. Tovabbi nehézséget

jelent, hogy a kezelés hatasa genotipus-fiiggd lehet.
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Mindezek alapjan jelen munkaban egyrészt az endogén poliamin-tartalom ¢és a
stressztolerancia mértéke kozotti osszefliggést kerestiik, masrészrdl a kiils6leg adagolt poliaminok
altal kivaltott valtozasokat tanulmanyoztuk kiilonb6dz0 stresszhatasok soran, kiilonos tekintettel arra,
hogy mindekdzben az endogén poliaminok szintje milyen kapcsolatban van mas védévegyiiletekkel.
Az eredményektdl azt reméljiik, hogy a poliamin-metabolizmus szabalyozasanak megismerése 1j
lehetségeket mutat a gabonafélék kornyezeti valtozasokkal szembeni védelmében. A gyakorlati
hasznosithatosagat elsdsorban abban latjuk, hogy alapot szolgaltathatnak jobb stresszellenallosagu
haszonnovények eldallitasahoz, illetve ezen vegyiileteknek, mint stressztolerancia-serkent6knek,

sz¢éleskorl, mezOégazdasagi modszerként torténd alkalmazasanak kidolgozasahoz.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A névényi stressz

2.1.1. A novényi stresszfolyamatokrol dltalaban

A novényekben a helyhez kotott életmod bonyolult védelmi mechanizmusok kialakuldsahoz
vezetett a kiilonboz6é kornyezeti kihivasok melletti fennmaradéas érdekében. A stressztolerancia
kialakitdsaban egy - a stressz érzékelést a tényleges novényi valasz megjelenésével 0sszekoto -
komplex, szamos helyen elagazd, majd konvergal¢ jelatviteli itvonal aktivalasa segit a ndvényeknek
(Sewelam és mtsai. 2016).

Szamos szenzor l1étezhet, melyek egy része elsédleges illetve specifikus, mig masok tobbféle
stressz tényez6 esetén is aktivalodnak. Példaul a hdmérséklet valtozas jol ismert hatasa a membranok
fluiditasanak megvaltoztatasa (Konigshofer és mtsai. 2008), de ez nem feltétleniil az egyetlen jel,
hiszen az intracellularis fehérjék konformacidjanak valtozasa szintén részt vehet az érzékelésben. A
szenzorok fel8l a kezdeti jel, a mar nem specifikus masodlagos jelekre (Ca®* vagy névényi hormonok)
tovabbadddva inditja el azt a kaszkdd mechanizmust, melynek adott szintjein a kiilonbdzd szignal
molekulak egymassal oda-visszahat6 kapcsolatban jelatviteli halozatot alakitanak ki (Xiong és mtsai.
2002) (1. abra).

Fény J masodlagos stressz (ozmotikus és oxidativ stressz)

ozmotikus és ionegyé'nsﬁly felborulasa

uv-8 membranok és fehérjék szerkezeti és funkcionalis karosodasa
Magas ﬂ
h&mérséklet jelérzékelés és tovabbitas
(foszfolipazok, masodlagos hirvivék, MAP kinazok, hormonok)
Alacsony ﬂ
hémeérséklet ’
2 transzkripcios szabalyozas
Sstoson (CBF/DREB, ABF, HSF, Bzip, MYC/MYB)
ss 1
Szarazsag e g\ stressz gének aktivacioja - transzkripcios Ujraprogramozas
STER \\ (ozmotikus védelem, viz és ionmozgasok, detoxifikalas, chaperonok)
Nehézfém ’ ,}:‘_ vii %(‘ \ I
\(“/ AN ‘ \ stressztolerancia
il b

1. abra Novényi stresszvalaszok. (Wang és mtsai. 2003 nyoman)

Nyilvéanval6, hogy nincs minden egyes stresszre specifikus linedris jelatviteli itvonal, hanem

olyan Osszekapcsolt halozatok vannak, amelyek kozos elagazasokat tartalmaznak, melyeken
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keresztiil a kiilonb6z0 utak ,,athallasa” (crosstalk) valosulhat meg. Az egyik legtobbet kutatott k6zos
elagazasi pontot képviselik a reaktiv oxigénformak (ROS), melyek mind biotikus, mind abiotikus
strresszek esetén megjelennek (You és Chan 2015). Kozponti jelatviteli szerepiik abbol is adodik,
hogy az ,,upstream” és a ,,downstream” iranyban is bizonyitottan kapcsolatban allnak olyan mas
jelatviteli molekuldkkal, mint a membranok, a NADPH-oxidazok, a G-proteinek, a Ca?*, a redox
homeosztazis, a mitogén aktivalt protein kinazok (MAPK-0k), a névényi hormonok, a transzkripcios
faktorok (TF-0k) és a poliaminok (PA-0Kk).

Tekintettel arra, hogy jelen munka biotikus és abiotikus stresszfaktorok hatasat is vizsgalja, a
kovetkezokben az ezekkel kapcsolatos legfontosabb ismereteket tekintjiik at.

2.1.2. Lisztharmatfertozés

A lisztharmatok az Erysiphales rendbe tartozo externalis, biotrof aszkuszos gombak, melyek
a gazdasdgi novények egyik legkdzonségesebb és leggyorsabban modosuld korokozoi. A vilag
altaluk okozott fertdzés kisebb-nagyobb mértékben minden évben megjelenik, és mind maga a
fertdzés, mind a fertézés elleni vegyszeres védekezés komoly gazdasagi, utébbi kdrnyezeti és
egészségiigyi karokat is okozhat.

A biotroéf gombdk a megtamadott novényi sejteket nem azonnal pusztitjdk el, hanem
hausztériumaikat finoman a sejtbe bocsatva azokbdl nyerik a szdmukra sziikséges tapanyagokat.
Tehat a bitotrof gomba érdeke, hogy a gazdandvény minél tovabb életben maradjon, és fokozott
anyagcseréje révén taplalja a gombat. Minden gabonafajt a sajat specifikus lisztharmat patogénje
kérosit, amely mas ndvényfajt nem képes megtdmadni. A betegség mar a hosszll meleg 6sz folyaman
megjelenhet, ennek kovetkeztében a novény novekedése ¢és fejlodése csokken, attelelési esélyei
romlanak. Idével a micéliumbevonat piszkos fehérré majd sargava, barnassa valik, és még az aratas
elétt megjelenik a gomba termdteste, mely segitségével a korokozd képes attelni. Tavasszal az
elsddleges fertdzést a kazmotéciumbol kiszabadulo aszkospordk inditjak meg. A felndttkori fertézés
csokkenti a gabonafélék szemtermésének mennyiségét €s mindségét, kiilondsen akkor, ha a zaszlos
leveleket a kalaszolas és szemtelitddés iddszakdban tdmadta meg a lisztharmat. A buzalisztharmat
(Blumeria graminis (DC.) Speer f.sp. tritici Em. Marchal) erés fertdzéskor, fogékony biizafajtan akar
35%-o0s termésveszteséget is okozhat (Koméaromi és mtsai. 2015). Eppen ezért a buzanemesitési
programokban még mindig jelentds szelekcios feltétel a lisztharmattal szembeni ellenallosag. A
rezisztens fajtdk sikeres létrehozasahoz nélkiilozhetetlen a ndvények védekezd és szabalyozasi
folyamatainak alapos ismerete.

A fertézott ndvény természetesen probal a korokozoval szemben védekezni. Hagyomanyosan

a novényi valasz jellegétdl fliggden kétféle tipust védekezési mechanizmust kiilonboztetnek meg a
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korokozo—novény interakciokban. A legaltalanosabb védekezési forma a non-host (nem-gazda
tipusu) rezisztencia vagy alaprezisztencia, mely tobb gén altal meghatarozott mennyiségi tulajdonsag,
nem rasszspecifikus, és hosszu idon keresztiil tartos hatasu, illetve a host (gazdanovény) rezisztencia,
amelyre a gén-génnel szembeni kapcsolat a jellemzd. A lisztharmatgomba-névény kapcsolatokban,
mind a non-host, mind a host rezisztencia esetében megfigyelhetdk ugyanazok a névényi valaszok,
pl. a papillaképz6dés a behatolasi pontoknal, vagy a hausztériumképzédést kovetd hiperszenzitiv
reakcio (HR), és az abbdl kovetkez6 a programozott sejthalal (PCD), melyek egyiittesen korlatozzak
a gomba fejlodését (Kiraly 2004).

A novények legismertebb védekezési reakcidja a HR. A reakciot kdvetden 1étrejovo elhaldsok
altalaban a ROS-felhalmozddas karos hatasdnak kovetkezményei. Azonban az elhalt foltokban és
annak kornyékén nemcsak a reaktiv gyokok halmozddnak fel, hanem jelentdsen megnd az endogén
szalicilsav (SA) és nitrogénformak szintje is (de Pinto és mtsai. 2012). A HR jelatviteli rendszerének
tagjaként a SA fontos szerepet tolt be a patogéntamadassal szembeni védekezd folyamatokban
(Kumar és mtsai. 2015). A novényekben a SA legnagyobb mennyiségben hétermeld novények
viragzasakor, illetve patogén fertdzés utan mutathatd ki. Altaldban néhany pg/g friss tomeg
mennyiségben szabad, glikozilalt, metilalt, gliik6z-észter, valamint aminosav konjugidtum forméban
is el6fordulhat (Horvath és mtsai. 2007). A SA bioszintézise a sikiminsav-fenilpropanoid utvonalbodl
indul ki. A fenilalanin elészor fahéjsavva alakul a fenilalanin-ammonia-liaz (PAL) katalizalta
reakcioban. Majd a fahéjsavbol az aromas gytri hidroxilacios és az oldallanc oxidacios reakcidjanak
sorrendjétdl fiiggden orto-hidroxi-fahéjsavon (0HCA) vagy benzoesavon, mint koztes terméken
keresztiil szintetizalodik a SA (Métraux 2002). El6szor baktériumokban mutattak ki a SA szintézis
egy masik modjat, majd Arabidopsis kloroplasztiszban is azonositottak a szintézisért felelds
izokorizmat-szintazt (ICS) kodolo gént. Az is bizonyitast nyert, az ICS altal szintetizalt SA sziikséges
a szisztemikus szerzett rezisztencia kialakulasahoz (Wildermuth és mtsai. 2001).

Nemcsak a SA hatasara né meg a ROS mennyisége a sejtben, hanem a ROS-felhalmozddas is
SA-szintézist valt ki. Ez a megfigyelés vezetett egy ongerjesztd SA-H20: ciklus hipotézis¢hez, amely
ciklus a ROS-felhalmozoddast és a sejt halalat eredményezi (Van Camp és mtsai. 1998). Az SA-
indukalt jelatvitel kezdeti szakaszan egy oxidativ fazist figyelhetiink meg, amelyet a ROS-szintek
atmeneti novekedése, valamint a glutation (GSH) redukalt aranyanak csokkenése jellemez. Az
oxidativ fazis soran az SA-fliggd elsOdleges valaszgének, igy a kiilonbozd antioxidans enzimek
expresszidja figyelheté meg (Han és mtsai. 2013). Az oxidativ szakaszt egy késébbi, reduktiv szakasz
kovet, amely redox szabalyozas alatt all (Herrera-Vasquez és mtsai. 2015).

PA molekuldk, melyek jelentds szerepet jatszanak a ndvényi nitrogén molekuldk forgalmaéban,
lebontasuk révén szintén hozzajarulnak a H.O> mennyiségének emelkedéséhez (Jiménez-Bremont

eés mtsai. 2014; Pal és Janda 2017) (részletesebben a 2.2. fejezetben). A fertdzott, beteg ndvényben
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képzdd6 ROS, nemcsak a korokozo ellen hathat, de a gazdandvényt is karosithatja. Ezen stressz
helyzetben a szervezet kibillen eredeti egyenstlyi allapotabol ¢s alkalmazkodasra kényszeriil
ellenalloképessége hatarain beliil. Ebbdl kifolydlag a nagyobb antioxidans kapacitassal rendelkez6
novények rezisztensebbek lehetnek tobbféle stressz okozta betegségtiinettel szemben. A ndvényi
védelem szerves részét képezik az antioxidans rendszer tagjai, valamint mas védévegyiiletek is, mint
pl. a PA-ok. Feltételezhetd, hogy a PA-ok bioszintézisének és katabolizmusanak egylittes emelkedése
¢s/vagy egyensulya fontos szerepet jatszik biotikus stressz soran (Prabhavathi és Rajam 2007; Pal és
Janda 2017).

2.1.3. Szdrazsdgstressz

A kornyezetbdl felvehetd viz mennyiségének csdkkenése a novényi szervezetben vizhidnyt
okoz. Amennyiben a vizhiany a ndévény korai ndovekedési periodusaban enyhe formaban és lassan
alakul ki, a novények az akklimatizaciés folyamat részeként, a metabolizmusuk, fizioldgiai
folyamataik és morfologiajuk megvaltoztatasaval reagalhatnak. A stressz befolyasolhatja a névények
novekedését, a levelek expanzidjat, befolyasolja a gyokérndvekedést, is, igy a hajtas-gyokér aranyt.
Ha a stresszhatas a novényi novekedés befejezédése utan vagy hirtelen 1ép fel, a novény gyors és
haté¢kony valaszreakciora kényszeriil. Az egyik legelsd, legaltalanosabban tanulmanyozott
valaszreakcio a sztdomazarodas, ami a relativ viztartalom csokkenés elkeriilését eredményezi. Ennek
a folyamatnak a szabalyozasanak a legfontosabb komponense az abszcizinsav (ABA)(Vishwakarma
és mtsai. 2017). Az ABA-bioszintézis kiindulasi vegyiilete a zeaxantin a kloroplasztiszban. Az utolsd
plasztidban torténd Iépesként pedig a transz-violaxantin és transz-neoxantin hasitasa az elso
elkotelezett és egyben sebesség korlatozo reakcid, melyet a 9-cisz-epoxikarotinoid-dioxigenaz
(NCED) katalizal és a 1étrejovo xantoxinbol a citoplazmaban szintetizalodik az ABA (Finkelstein
2013). A korabbi tanulmanyok szerint az ABA a gyokérben szintetizalodik a vizpotencial csokkenését
kovetden, majd a gyokérbol a xilémen keresztiil jut el a hajtas kiilonb6zé részeibe, mint egy
hosszutavu stresszjelként (Hartung és mtsai. 2002). Azonban egyre vilagosabba valt, hogy a hajtas
vizhianyra adott vélaszreakcidit nem befolyasolja a gyokér ABA szintetizalé kapacitasa, sokkal
inkabb a hajtasban torténd ABA-szintézis és jelatvitel indukalja (Christmann és mtsai. 2007)

A széarazsadg soran aktivalodo géneket két csoportra oszthatjuk, ABA-fliggd és ABA-
fiiggetlen gének. Az ABA indukalta, szdrazsagra aktivalodo gének promoterében egy konzervativ
ACGT magot tartalmaz6 un. ABA valaszelem (abscisic acid response Element: ABRE) talalhat6. igy
ezen gének expresszidja dontden a bazikus leucin-cipzart tartalmazo transzkripcids faktorok (bZIP)
kozé tartozo ABRE-kot6 proteinek vagy ABRE-kot6 faktorok révén aktivalodik. Egy masik csoport
a MYC/MYB transzkripcios faktorok altal bekapcsolt szekunder valaszgének, melyek promoterében
nincsenek ABRE-elemek (Tari és mtsai. 2003; Liu és mtsai. 2018). Az ABA-fliggetlen gének
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szabalyozasa a C-ismétlddés és a dehidraciora valaszold cisz-hato elemek (C-repeat/dehydration-
responsive element: CRT/DRE), valamint a C-repeat koté faktorok (CBF) és a DRE-k6t6 fehérjék
(DREB) egyiittm{ikodése révén valosul meg (Liu és mtsai. 2018). A DREBI ¢és homologjai a
hidegkezelésre, mig a DREB2 az ozmotikus stresszre specifikusak. Bizonyos esetekben azonban a
CRT/DRE motivumok ABA-fligg6 jelatvitel soran valo aktivalodasat is leirtak (Lata és Prasad 2011).
Maga a szarazsag, mint stressz nem jar egyediil, ozmotikus és oxidativ stressz-szeel egylitt
jelentkezik, és ezek egyiittes hatdsa a novényi szervezetet szamos szinten befolyasolja. Az
indukalodott gének hatasara szamos olyan funkcionalis vegyiilet és fehérje jelenik meg, melyek
védenek a deszikkaciotol pl.: LEA (late embryogenesis abundant), RAB (responsive to abscisic acid),
prolin, és dehidrin, illetve a ROS detoxifikalasban szerepet jatszo antioxidans enzimek, valamint a
névényi hormonok szintézisben résztvevo enzimek (Wang és mtsai. 2016).
fenntartasaban az ozmotikus potencidl megvaltozasa soran. A prolin a leggyakrabban el6forduld
ozmolit (Szabados & Savouré 2010). A prolin glutaminsavboél és ornitinbél is képzédhet. Az el6bbi
esetben a glutaminsav foszforilalodik és glutamil-szemialdehiddé redukalodik, mely reakciot a Al-
pirrolin-5-karboxilat szintetaz (P5CS) katalizal. Majd a glutamil-szemialdehid spontan médon Al-
pirrolin-5-karboxilattd alakul, melyet a Al-pirrolin-5-karboxilat-reduktdz prolinna alakit. Az
ornitinb6l  kétféleképpen  szintetizalodik a  prolin. Az ornitin  a-aminocsoportjanak
transzaminalddasaval el6szor a-keto-6-aminovajsav keletkezik, mely ciklizalodas és redukcio utan
alakul prolinna, vagy a 3-aminocsoport transzaminalodasa soran glutamil-szemialdehid az ornitin-o-
aminotraszferaz (OAT) katalizalta reakcioban és a fent leirt modon keletkezik prolin (Majumdar és
mtsai. 2016). Nemrégen kimutattak, hogy a kationos tulajdonsaga révén szintén ozmolitként is
viselked6 putreszcin (PUT) kiilséleg adagolva, megemelte a prolinszintet, igy védelmet nyujtott
szarazsagstressz esetén (Kotakis és mrsai. 2014). A prolin és a PUT kapcsolatat szintézis utjuk

osszekapcsolodasa teszi érdekessé (lasd 2.2.1. pontban 2. abra).

2.1.4. Alacsony hémérsékleti stressz

A hidegstressz az anyagcsere valamennyi miikodését befolyasolja, hiszen minden biokémiai
folyamat sebessége hOmérsékletfiiggd. Egyes anyagcsere folyamatok esetében az alacsony
homérséklet hatasa csak a hidegstressz alatt jelentkezik, majd miutan a novény visszakertil optimalis
hémeérsékletre, a funkcid helyredll. Ezzel szemben maés folyamatok tartdsan karosodhatnak a
hideghatds megsziinésé utan is. A tropusi, szubtropusi eredetii fajok jelentds hidegérzékenységgel
birnak, mig a mérsékeltovi novények nagy részében akklimatizacios (edzddési) folyamatok mennek
végbe a hideg hatasdra, melyek biztositjak a novény ellenallosdgat az alacsony hdmérséklettel

szemben. A télallo novényeknél ez a folyamat még a fagypont alatti hdmérséklet tilélésére is képessé
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teszi a novényt. Egyes novényfajoknal pedig nemcsak a fagyallosag, hanem a viragzas indukciojdhoz
(vernalizacio) is sziikséges a hideghatas.

A kiilonboz6 eredetii novényfajok az alacsony, fagypont feletti homérsékletre eltérd
érzékenységet mutatnak. A hideg karositd hatdsaval elsésorban a ndvény fejlodésének kezdeti
szakaszaban kell szamolni, melyek jol lathato jelei pl. a hervadés, a novekedés csokkenés, szoveti
elhalds. Azonban az anyagcsere zavara ¢és a fotoszintetikus rendszer karosoddsa mar azelOtt
jelentkezik, hogy a ndvényen a lathatd tiinetek megjelentek volna. Tekintettel arra, hogy az
anyagcserefolyamatok jelentds része membranhoz kotott, a membranok allapotanak megvaltozéasa
kiemelkedd szerepet jatszik a hidegstressz, illetve az alacsony hdmérséklethez valod alkalmazkodas
soran (Baumann 2017).

A plazmamembran lipidekbdl és fehérjékbol épiil fel. A lipidek pedig telitetlen és telitett
zsirsavakat tartalmaznak. Ez utobbiak viszonylagos aranya meghatarozza a membran fluiditasat. A
hidegérzékeny novények plazmamembranjaban altaldban nagyobb aranyban vannak a telitett
zsirsavak, ebb6l adodoan, magasabb fazisatmeneti hdmérsékletet mutatnak. Ez alapjan érthet6 modon
a membrandsszetétel kiilonbségei részben megmagyarazhatjadk a hidegérzékenységben tapasztalt
eltéréseket. Azok a novények, melyek képesek a hideg akklimatizacidra, tobbszorosen telitetlen
zsirsavakat halmoznak fel hidegstressz soran. Irodalmi adatok szerint a kloroplasztisz membran
telitett foszfatidil-glicerin (PG) tartalma Osszefiiggésben lehet a fazisatalakulasi hdmérséklettel, és
ezaltal a novények alacsony hémérsékletli alkalmazkodoképességével (Iba 2002). Hideg ellenallo
novények esetében a telitett zsirsavakat (palmitinsav: 16:0; sztearinsav: 18:0) tartalmazo PG
mennyisége kevesebb, mint 20%, de hidegérzékeny névények esetében ez 40% vagy ennél is tobb
(Murata és mtsai. 1992). A tobbszordsen telitetlen zsirsavak szintjének fenntartasa sziikséges az
alacsony homérsékleti stressz tuléléséhez és a kloroplasztisz membranok normél szervezddéshez
hidegstressz soran (Upchurch 2008). Kimutattak, hogy novényi levél lipidextraktumanak PG
frakciojaban a transz-A3-hexadekansav (t16:1) mennyisége forditott aranyban van a fagyallosaggal
buzaban (Szalai és mtsai. 2001). A megemelkedett fluiditas hatterében egyrészt a telitetlen lipidek
aranyanak novekedése all, bar feltételezik, hogy tilakoid membranok esetében - ahol a telitetlen
lipidek aranya éltaldban eleve magasabb - a fluiditasvaltozas a lipid/fehérje arany megvaltozasanak
az eredménye (Chapman és mtsai. 1983).

Hideghatas szempontjabdl a fotoszintetikus apparatus a névény egyik legérzékenyebb pontja.
Hidegstressz hatasara a leveleken klorotikus foltok jelennek meg, melynek oka, hogy alacsony
homérsékleten gatolt a klorofill molekulak bioszintézise, az etioplasztiszok és kloroplasztiszok
fejlodése (Boddi és mtsai. 1997). A fénygatlas (fotoinhibicid) jelensége, melynek soran a magas
fényintenzitasnak kitett ndvény fotoszintetizal6 képessége karosodik, alacsony homérséklet hatasara
mar viszonylag alacsony fényintenzitason is, par ora elteltével felléphet (Szalai és mtsai. 2018).

Kimutattdk tovabba, hogy az alacsony homérséklet altal indukalt fotoinhibici6 nemcsak a
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fotoszintetikus folyamatok, hanem egyéb stresszmarkerek, ugymint szabad aminosavak és PA-ok
szintjén is megnyilvanul (Szalai és mtsai. 1997). PA-ok polikationos tulajdonsaguk révén, erésen
tudnak kotddni negativ toltésit makromolekuldkhoz, pl. fehérjékhez, lipidekhez, igy képesek
stabilizalni a foszfolipid-kett6sréteget, valamint a tilakoidok molekularis komplexeit. A PA-ok és a
fotoszintézis kozotti kapcesolatot szamos eredmény bizonyitja. A PA-szintézis fény altal szabalyozott
¢és az ATP szintjével korrelal (Hamdani, Yaakoubi, és Carpentier 2011), de a PA-ok is képesek
befolyasolni a fotoszintézist. Putrescinnel (PUT) tortént kezelés megemelte a fotoszintetikus pigment
tartalmat (Mahgoub, Abd El Azis, és Mazhar 2011), lipid-felhalmozodast okozott és novelte a
plasztoglobulusok szamat a kloroplasztiszokban (Shu, Guo, és Yuan 2012). A PUT képes
fotoszintetikus komplexekhez is kotddni pl. novelve az LHCII antenna komplex méretét, vagy a PSI
¢s PSII magproteinjeihez kotédve azok stabilitasat (Navakoudis és mitsai. 2007). A PA-ok
fotoszintetikus komplexekhez és fehérjékhez kotodését a transzglutaminaz enzim katalizélja,
melynek aktivitasa megemelkedik magasabb Ca?" illetve fény hatasara (Hamdani és mtsai. 2011).

Az alacsony hdmérséklethez vald akklimatizéacio kialakuldsa hormonadlis szabalyozas alatt all.
A novényekben hideg hatasara megnétt az ABA szintje (Miura és Furumoto 2013), mely a
leggyakrabban vizsgélt ndvényi hormon a stresszfizioldgiaban. Kiilonb6zd kukorica genotipusokban
azt is kimutattak, hogy szoros 0sszefliggés van a hidegtolerancia és az ABA-akkumulacio kozott
(Janowiak és mtsai. 2002). Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a hideg-tolerancianak feltétele, hogy a
ndvény gyorsan ¢és hatékonyan tudjon ABA-at szintetizalni. Tovabba, az ABA-kezelés képes
csokkenteni a hideg okozta karosodasokat (Bakht és mtsai. 2006). Mindezek ellenére, habar az ABA-
fliggd jelatvitel és transzkripcios szabalyozas sziikséges, de onmagaban nem elégséges a sikeres hideg
akklimatizaciohoz, mivel nem valamennyi hideg-indukalta gén aktivalhato ABA-val (Theocharis,
Clément, és Barka 2012; Li és mtsai. 2014). Arrdl is megoszlanak a vélemények, hogy az ABA
akkumulacié kozvetleniil a hideg hatasanak koszonhet6, vagy pedig az alacsony hémérsékleten
felléepd vizhiany okozza.

Az alacsony hOmérséklet indukalta endogén SA-szint, kiilondsen kotott formajanak
valtozasait szamos ndvényfaj esetén leirtak (Pal és mtsai. 2013). A SA-szintézisben, vagy a SA-nak
a kloroplasztiszba torténd transzportjaban deficiens mutansok, illetve a SA felhalmozasra képtelen
transzgenikus Arabidopsis novényekkel (NahG) folytatott kisérletekben bizonyitottak, hogy habar
ezen genotipusokban a SA mennyisége alacsonyabb, mint a vad tipusban, de hidegkezelés hatasara a
kotott SA szintje ezekben is megemelkedik, és szoros, negativ kapcsolat mutathato ki a SA-szint és
az alacsony hémérsékleten fenttartott ndvekedés kozott (Majlath és mtsai. 2011). Ezzel szemben a
megfeleld koncentracioban, kiilsdleg adagolt SA szdmos esetben védelmet nytjtott a hideg okozta
karosodassal szemben (Janda és mtsai. 1999; Horvath és mtsai. 2007).

A hideg akklimatizacio a lipid és hormonalis szinten torténé valtozasok mellett komplex

metabolikus folyamatokat foglal magaban, igy olyan stressz-reszponziv vegyiiletek felhalmozodasat
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is, mint az oldhatdé cukrok, aminosavak és PA-ok, illetve az antioxidans védekezd rendszer
aktivalodasat (Yadav 2010; Chen és mtsai. 2014). Tekintettel arra, hogy az alacsony hémérséklet
karosito hatasanak is egyik f6 oka a ROS-felhalmozodas, az antioxidans rendszer valasza kiilonleges
fontossagu a hidegstressz elleni védelemben is. Kiiloénb6zo gabonafélék 0sszehasonlitasa soran az
antioxidans enzimek koziil legszorosabb korrelaciot a fagytoleranciaval a gvajakol-peroxidaz (G-
POD) ¢és az aszkorbat peroxidaz (APX) enzimek mutattdk (Shu és mtsai. 2012). Rizs névényekben
alacsony homérséklet hatasara szintén gyors novekedést tapasztaltak az APX és a G-POD
aktivitasaban (Oidaira és mtsai. 2000). A PA-ok direkt antioxidans tulajdonsaguk mellet, képesek
aktivalni az antioxidans enzimeket, s6t azok génjeinek expresszios szintjét is megemelni (Kuznetsov
¢és Shevyakova 2007). Kimutattak tovabba, hogy a PA szintézisgének magasabb génexpresszioja
miatt, nagyobb mértékii PA-halmozdodast mutatd transzgenikus Arabidopsis novények magasabb
fagytolerancia szinttel rendelkeztek (Kuznetsov és Shevyakova 2007). Ezzel szemben, olyan mutans
Arabidopsis novényekben, melyek nem tudtak PUT-t szintetizalni, csokkent a hidegtiirés, de ez
kiilséleg adagolt PUT-nel vagy ABA-val kivédhetd volt. Erdekes modon azoknal a mutdnsoknal,
melyek nem tudtak ABA-t szintetizalni, a kiils6leg adagolt PUT nem védett a hideg ellen, csak ha a
novény ABA-t is kapott. Ebbdl arra kdvetkeztettek, hogy az ABA-szintézis a PUT szabalyozasa alatt
all (Cuevas és mtsai. 2008).

Azon vegyiiletek jelentds része, melyekrdl kideriilt, hogy a hideghatasra adott vélaszban
factor) transzkripcios faktorok voltak. A szamos hidegstressz-szel kapcsolatos jelatviteli utvonal
koziil a legjobban tanulmanyozott a CBF/DREB1-fiiggd utvonal. Azonban az alacsony homérséklet
altal befolyasolt gének jelentds részének szabalyozisiban Ca®*, ABA, ROS-fiiggs, illetve MAPK
(mitogén aktivalt protein kinaz) aktivalt jelatviteli utak is részt vesznek (Miura és Furumoto 2013).

2.1.5. Kadmiumstressz

A kadmium (Cd) legnagyobb mennyiségben az erdmiivek, kohok, iizemek tevékenysége
révén, a szennyviziszappal és egyéb hulladékokkal keriil a kornyezetbe, de nagy forgalmu utak
mentén is nagyobb mennyiségben keriil a talajba, a levegébe (Kacholi és Sahu 2018). A nem
szennyezett talajokban a Cd koncentracidja atlagosan 0,04—0,32 pM, mérsékelten szennyezett
talajokban 0,32—1 puM koriili. Azonban az ett6l nagyobb mennyiségli Cd-ot tartalmazo talajokon mar
csak a Cd-ot toleralni, illetve hiperakkumulalni képes fajok, példaul egyes disznoparéjfélék
(Amaranthus retroflexus L.), pillangosviraguak (Phaseolus acutifolius A. Gray), keresztesviraguak
(Thlaspi caerulescens, Arabidopsis halleri) és fiizfafélék (Salix viminalis L.) élnek meg (Cosio és
mtsai. 2004; Schmidt 2003).
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A Cd, mint kétértékli fémion képes mas, szintén kétértékli fémionokat helyettesiteni, példaul
az esszencialis elemek kozz¢ tartozo cinket és vasat, ezért mar kis koncentracioban is nagyon mérgezo
a novények, az allatok és az emberek szdmara egyarant. Mivel a Cd-ot a novények képesek
felhalmozni a szervezetiikben, az a taplaléklancon keresztiil bekeriilhet az allatokba és az emberekbe,
ahol tobbek kozott karositja a mitokondriumokat és apoptdzis vagy nekrozis altali sejthalalt indukal,
ami késobb szovetgyulladashoz és fibrozishoz vezethet, ezen kiviil a m4aj, a vesék, a csontok, az
ivarszervek, az idegrendszer koros elvaltozasat okozza (Rahimzadeh és mtsai. 2017).

A Cd bejutva a ndvényi sejtbe, a citoszolban és a sejtorganellumokban szamos ndévényi
anyagcsere folyamatot befolyasol. Kolcsonhatasba 1éphet fehérjékkel, igy csokkentve az enzimek
aktivitasat (Sanita Di Toppi és Gabbrielli 1999). Gatlo hatasat kifejtheti azaltal, hogy a fehérjék
szulfhidril csoportjaihoz kotédik, vagy a metalloproteinek esszencidlis fémionjait (Zn®*, Ca®")
helyettesiti, ugyanakkor konformécio-valtozast indukalva is csdkkentheti az enzimek hatékonysagat
(Van Assche és Clijsters 1990).

A Cd gatolja az egyik legfontosabb metabolikus folyamatot, a fotoszintézist. Karositja a
kloroplasztiszokat, dontéen a granumtilakoidokat érinté membran dezorganizacié révén (Souza és
Rauser 2003). Gatolja a klorofill bioszintézisét, és csokkenti a teljes klorofill- és karotinoid-tartalmat.
A PSII koriili elektrontranszportot a tilakoid membran €s polipeptid-Osszetétel megvaltoztatasaval,
¢és zsirsavak felszabaditasaval gatolhatja, de a vizbontd komplex miikddését is gatolja (Parmar és
mtsai. 2013). A fotoszintézis hatékonysagat a Calvin-ciklus kulcsenzimeinek gatlasaval is csokkentik
a nehézfémionok. Kimutattak, hogy a Cd gatolja a foszfoenolpiruvat-karboxildaz (Vojtechov és
Leblov 1991), a ribuloz-1,5-bifoszfat-karboxilaz (Krantev és mtsai. 2006), a glik6z-6-foszfat-
dehidrogenaz, izocitrat-dehidrogenaz és malat enzim aktivitasat is (Lagriffoul és mtsai. 1998). Mivel
a Cd a Calvin-ciklus enzimeit gatolja, csokken a NADPH felhasznalas és a PSI redukal6 oldalan az
oxigén molekulak egy elektronos redukcidja kovetkezik be, igy hatasat itt indirekt modon fejti ki.

Szamos abiotikus stressz, igy a nehézfémstressz soran is megnd a ROS-koncentracio a
sejtekben (Kohli és mtsai. 2017). A Cd?* kation mas fémekkel (Cu, Fe) ellentétben nem képes részt
venni a Fenton-reakcioban, ennek ellenére oxidativ stresszt és lipidperoxidaciot indukal (Shah és
mtsai. 2001). Nehézfémstressz soran az antioxidans enzim-aktivitasoknak mind indukciojat, mind
gatlasat szamos novényfajban, kiilonboz6 szovetekben leirtak, igy bizonyitott, hogy az antioxidans
rendszer a nehézfémstressz érzékeny szenzora (lannelli és mtsai. 2002; Pal és mtsai. 2005; Krantev
és mtsai. 2006; Mishra és mtsai. 2006; Hasan és mtsai. 2015; Cheng és mtsai. 2016).

A SA egyik legfontosabb szerepe a névényi stresszvalaszok szabalyozasaban az antioxidans
kapacitas novelése (Ghanta és mtsai. 2014). A SA szerepét a nehézfém-toleranciaban mind a Cd-
indukalta SA-felhalmozodas (Pal és mtsai. 2005; Krantev és mtsai. 2008; Chao és mtsai. 2010), mind
a SA-kezelés Cd-stressz-szel szembeni véd6hatasa bizonyitja (Pal és mtsai. 2002; Metwally és mtsai.
2003).
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Az antioxidans védekez6 rendszer, az aszkorbat-glutation ciklus nem enzimatikus elemének,
a GSH-nak kozponti feladata van a sejt megfeleld redox allapotanak fenntartasaban, igy
stresszkoriilmények kozott szerepe megnd. A GSH bioszintézise soran az elsé 1épesben ciszteinbdl
¢és glutaminsavbol a y-glutamil-cisztein szintetdz enzim katalizalt reakcidban jy-glutamil-cisztein (-
EC) szintetizalodik, majd GSH szintetaz egy »-EC ¢és glicin ligalasaval hozza létre a GSH-t. Eltéro
irodalmi adatok vannak arra vonatkozoan, hogyan befolyasolja a Cd-kezelés a cisztein, a ~EC ¢és a
GSH szintjét kukoricaban. Az irodalmi adatok eltérdek lehetnek az alkalmazott Cd-koncentracio, a
kezelés idejének fliggvényében, illetve a ndvény kora is befolyasolja (Drazkiewicz és mtsai. 2003;
Souza és Rauser 2003; Mendoza-Coézatl és mtsai. 2005; Pal és mtsai. 2006; Lopez-Climent és mtsai.
2014; Tarhan és Kavakcioglu 2016). Cd-stressz soran a GSH-szintézis két limitalé reakcidjat
katalizal6 enzim a -EC szintetaz és GSH szintetaz aktivalodasat (Szalai és mtsai. 2002), valamint a
GSH védo hatasat irtak le a novekedési paraméterekre és a klorofill molekulakra (Drazkiewicz és
mtsai. 2003).

A Cd-stresszre adott valaszreakcid soran a névényi sejt szamos védelmi rendszert vehet
igénybe. Az altaldnos stresszelmélet analdgiajara a nehézfém-tolerancidt eredményezd
mechanizmusok egyik csoportjat az elkeriilési-stratégiat, a masikat a tolerancia-stratégiat alkalmazé
novények alkotjak (Hall 2002). Az elkeriilési mechanizmust a nehézfém felvételének korlatozasaval
— igy azok kizarasaval a szovetekbdl — valositjadk meg a novények. A tolerancia mechanizmust
alkalmazok a nehézfémek aminosavak, fehérjék, peptidek altali lekdtésével képesek a nehézfémeket
akkumulalni, tarolni és immobilizalni.

A GSH SH-csoportja révén maga is képes a nehézfémek megkotésére, de az aktivalddott
bioszintézise a Cd-stressz soran tapasztalt megnovekedett fitokelatin (PC) produkcio soran is fontossa
valik. A fitokelatinokat novényekben eldszor Grill és misai. (1985) izolaltak Silene cucubalis
sejtszuszpenzids kulturabol. A fitokelatinok struktaraja: (-Glu-Cys)s-Gly, ahol az n a »-Glu-Cys
egységek ismétlodésének a szama, mely altalaban 2-11. Elsédleges struktarajukat: [Cdz(PCa)a],
amely kiilonallo Cd(SCys)s egységeket tartalmaz, Strasdeit és mtsai. (1991) hataroztak meg. A peptid
SH:Cd molarany 3,78, amely a komplex Cd-mal valo telitése utan 1,01-re csokken (Rauser és
Meuwly 1995). Ez utobbi aranyt irtak le kukoricagyokérben is, ami azt jelenti, hogy minimalis SH
mennyiséggel, maximalis Cd-megkdtésre képes a gyokérben képzddott PC, mig kukoricalevélben ez
az arany 3,41 — 4,73, ami a fitokelatinok taltermelésére utal (Drazkiewicz és mtsai. 2003). A
szintézisiikért felelés enzim a <EC dipeptidil transzpeptidaz (fitokelatin szintaz: PCS), melynek
szubsztratja a GSH. A PC-szintézis elsé 1épése, a »<EC dipeptid 1étrehozasa a GSH-bol fémion
jelenlététdl fliggetlen, mig a masodik 1épés fémion-fiiggd transzpeptidacid. Az enzim
nehézfémstressztdl fliggetleniil expresszalodik, de elsddlegesen a nehézfém jelenléte aktivalja
(Cobbett 2000).
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A PC-ok kis molekulatomegii komplexeket (LMW) képeznek a Cd-mal, majd ATP-fiiggd
ABC-transzporterek juttatjdk az LMW PC-Cd komplexeket a vakudlumokba (Brunetti és mtsai.
2015). Ezek a komplexek savlabilis kénnel (S¥) és tovabbi Cd megkotésével hozzak létre a nagy
molekulatomegi (HMW) komplexeket, melyek stabilabbak, nagyobb az affinitasuk a Cd-ra és
tobbnyire hosszabb peptidekbdl allnak (Rauser 2003). A vakudlumban savas pH uralkodik, igy a
HMW komplexek disszocialnak. A Cd vakuolaris szerves savakkal (citrat, oxalsav, malat), és
valdsziniileg aminosavakkal képez komplexet, mig az apo-PC-ok vagy hidrolazok éltal lebontodnak,
vagy visszajutnak a citoszolba (Sanita Di Toppi és Gabbrielli 1999).

Mar egészen alacsony Cd-koncentracié (0,05 uM), 24 éra elteltével elegendének bizonyult a
PC-szintézis serkentéséhez, magasabb koncentraciok esetében pedig par ora elteltével megjelennek
a 2-4 tagszamu PC-ok (Tukendorf és Rauser 1990). A Cd jelent6s része a gyokérben akkumulalodik,
¢s a PC-ok jelent6ségét mutatja, hogy a gyokér Cd-tartalom 88-89%-a LMW és HMW
komplexekben fordul elé. A hajtasba altataban kevesebb Cd transzportalodik és annak is csak 27%-
a van jelen PC-nal kotott formaban. Ugyanakkor a hajtas nagyobb koncentracioban tartalmaz PC-
okat, mint a gyokér (Souza és Rauser 2003).

Kimutattuk, hogy Cd-kezelés hatasara a kukorica levelében az in vivo PC,-szint nem valtozott,
de az in vitro PCS-aktivitas megemelkedett. Ellenben a gyokérben az in vivo PCz-szint
megemelkedett, és ez a megemelkedett PC-szint felel6s lehet a Cd hatékony detoxifikalasaért és
vakuolaris kompartmentalizacidjaért. A gyokérben tapasztalt in vitro PCS-aktivitas csokkenés a
azt a feltételezést, hogy mig a gyokérben a PCS enzim jelenléte konstans, addig a levélben a Cd
jelenléte sziikséges a szintézisének indukcidjahoz (Pal és mtsai. 2006).

Napjainkig ellentmondasok tapasztalhatok az irodalomban a nehézfém-tolerancia és a PC-
szintézis kozotti kapcsolatot illetéen (Yadav 2010; Pal és mtsai. 2018a). Tovabba mivel a PC-ok
GSH-bdl szintetizalodnak, a PC-szintézissel parhuzamosan a GSH-szint csokkenhet, igy PC-ok
szintézise energiaigényes folyamat, mivel sejteknek helyre kell allitaniuk a GSH-szintet. A PC-
szintézis ,,koltsége” akar a gyokérnovekedés csokkenése is lehet (Meuwly és Rauser 1992).

A PC-ok szintézise dsszefliggésben van a PA-ok szintézisével (lasd a 2.2.1. pontban 2. abra).
A lehetséges antagonista viszony mellett pedig a PA-ok is rendelkeznek nehézfém megkotd
képességgel (Lomozik és mtsai. 2005). A PA-ok nehézfém stressztoleranciaban betdltott szerepét
bizonyitja, hogy a szintézisiik aktivalodik nehézfém kitettség soran, illetve hogy a kiilséleg adagolt
PA-ok védelmet nyujthatnak a nehézfém kivaltotta oxidativ stressz soran dontéen az antioxidans

rendszer serkentése révén (Groppa és mtsai. 2001; 2007; Tang és mtsai. 2005; Zhao és Yang 2008).
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2.1.6. UV-B sugdrzas

Az ultraibolya (UV) sugarzas a fény hullamhosszatol fliggéen négy tartomanyra oszthato:
UV-A-ra (315-425 nm), UV-B-re (280-315 nm), UV-C-re (185-280 nm) és UV-V-re (100-185 nm).
A sztratoszférikus 6zonréteg elnyeli az UV-V és UV-C egészét, valamint az UV-B sugarzas
alacsonyabb hullamhossza részét, de az elvékonyodasa, valamint az 6zonlyukak miatt jelentds
mennyiségil, az él0 szervezetre karos hatasu UV sugarzas éri a foldfelszint (Herndon és mtsai. 2018).

Bar az UV-B valtozatos mddon befolyasolja a magasabbrendii ndvényeket, legaltalanos
hatasa, hogy csokkenti a novekedést (Zuk-Golaszewska 2003). Az elmult évtizedekben szamos
tanulmany mutatta be az UV-B sugarzas hatdsat a novényi sejten beliil, igymint a genomot, a
fotoszintetikus apparatust, a membranokat érinté karosodasok (Fedina és Velitchkova 2009; Zlatev
és mtsai. 2012; Fu és Shen 2017). Azonban a természetben is eléforduld, valos UV-B dozis hatasainak
vizsgalatakor arr6l szamoltak be, hogy a szarazfoldi novények novekedésére nincs negativ hatassal
(Ballaré és mtsai. 2011). Kisebb dozisban az UV-B sugarzas szamos jelatviteli folyamatot képes
szabalyozni kdrositas nélkiil. Ezek a folyamatok leginkabb ndvekedéssel kapcsolatos valaszok,
valamint a fénystressz elleni akklimacids, vagy hosszabb tavon adaptacios folyamatok részei. Az UV-
B sugarzas altal elinditott jelatviteli folyamatokban kulcsszerepet jatszik az UV RESISTANCE
LOCUS 8 (UVRS) fehérje, amit UV-B specifikus fotoreceptorként azonositottak (Rizzini és mtsai.
2011). Bizonyitott, hogy az alacsony dozisi UV-B sugarzas indukalja az antioxidans rendszer
enzimatikus elemeit (Majer és mtsai. 2014; Czégény és mtsai. 2016), de a szintén antioxidans
tulajdonsagu flavonoidok felhalmozodasat is (Gondor és mtsai. 2014). Azonban Ggy tlinik, hogy nem
az alacsony UV-B dozis hatasara modosuld antioxidans metabolizmus képezi a hidat a
génexpresszios valtozasok felé, hanem az UVRS altal vezérelt jelatviteli halozat (Hideg és mtsai.
2013).

Az UV-B hatasai a természetben mds stresszekkel, példaul szdrazsaggal, extrém
hémérséklettel, mas hullamhosszi és/vagy dozisi fénnyel, antropogén hatasokkal egyiitt
jelentkeznek. Mivel az alacsonyabb dozisi UV-B sugarzas, mint eustressz morfoldgiai, anyagcsere
¢és génexpresszios valtozasokat okoz, pl. az antioxidans rendszer stimulalasan is keresztiil, ami a
(Hideg és mtsai. 2013).

UV-B-valaszok kialakulasahoz az UVRS jelatviteli haléozat mellet nagyban hozzajarul a
hormonalis rendszer is. Osszességében elmondhato, hogy a ndvekedésre hatd hormonok mitkddését
az UV-B sugarzas gatolja, mig a stresszvalaszokhoz kapcsolt hormonok miikodését eldsegiti
(Vanhaelewyn és mtsai. 2016). Az egyik legfrissebb tanulmany szerint példaul a szalicilsav- és a
jdzmonsav-kezelések hasonld génregulacios folyamatokat inditanak el, mint az UV-B sugarzas

(Vandenbussche és mtsai. 2018). Emellett az UV-B sugarzas SA-felhalmozodast kivaltd hatasa
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(Bandurska és Cieslak 2013), valamint a SA-kezelés UV-B stressz csokkentd hatasa is ismert (Martel
¢és Qaderi 2016).

A szabad és kotott PA-tartalmat is befolyasolja az UV-B sugérzas kiilonb6z6 ndvényekben
(Mapelli és mtsai. 2008). Direkt védéhatasukat kifejthetik mind a DNS, mind a fotoszintetikus
komplexek stabilizalasa altal UV-B stressz soran (Sfichi és mtsai. 2004; Esmer és mtsai. 2017).

2.2. Poliaminok

2.2.1. Poliaminok a novényekben, szintézisiik és altalanos élettani szerepiik

A PA-0k minden ¢é16 sejtben eléforduld alifas aminok. A névényekben a legelterjedtebb PA-
ok a viszonylag nagy mennyiségben megtalalhato PUT, spermidin (SPD) és spermin (SPM). Azonban
a kevésbé gyakori PA-ok, példaul az agmatin, a kadaverin (KAD) és a termospermin esetében is
kimutattak kiilonboz6 specifikus szerepiiket. A természetben a PA-0k altalaban szabad formaban
fordulnak eld, de 6sszekapcsolddhatnak kis molekulakkal, példaul fenolsavakkal konjugalt formét
vagy kiilonb6z6 makromolekulakkal kotott format alkotva. A novényi hormonoknal joval nagyobb
mennyiségben eléforduldo PA-0k szintje jelentds eltérést mutat a névényfaj, a szerv és a fejlédési
szakasz fliggvényében.

A PA-ok metabolizmusanak bioszintetikus utjarol és fobb enzimjeirdl 4tfogd adatokkal
rendelkeziink (Tiburcio és mtsai. 2014). Roviden, a PUT Iétrejohet az ornitin dekarboxilezésével, az
ornitin-dekarboxilaz (ODC) katalizalta reakcidban, vagy kozvetetten az agmatinon keresztiil, az
arginin dekarboxilezésével, az arginin-dekarboxilaz (ADC) hatasara. A magasabbrendi PA-ok (SPD
¢s SPM) a PUT-bél keletkeznek aminopropil-csoportok sorozatos kapcsolodasaval, a spermidin-
szintaz (SPDS), valamint a spermin-szintaz enzimekkel (SPMS) katalizalt reakcidkban. A PA-ok
lebontasat a diamin-oxidaz (DAO) és a poliamin-oxidazok (PAO) katalizaljak az apoplasztban.
Elébbiek a PUT-re és - a lizinb6l szintetizal6dé - KAD-re, utobbiak pedig a SPD-re és SPM-re
specifikusak és a reakci6 soran 1,3-diaminopropan (DAP) képzédik. A PA készlet idoben
dinamikusan valtozik, és a PA-ok egymas kozti atalakuldsa gyorsan végbemegy a PA-ciklus soran.
A SPD és SPM végso lebontasat katalizalo oxidazok (DAO és PAO) mellett az Arabidopsisban 6t, a
rizsben hadrom olyan PAO enzimet mutattak ki, amelyek részt vesznek a SPM SPD-n¢, és a SPD PUT-
né torténd részleges és/vagy teljes visszaalakitasaban a peroxiszomakban (Takahashi és mtsai. 2010;
Liu és mtsai. 2014) (2. A éabra).

A PA-ok szintézisiik révén szamos mas védévegyiilet metabolizmusaval kapcsolatban allnak.
A magasabbrendi PA-ok (SPD és SPM) szintéziséhez sziikséges amino-propil csoport a
dekarboxilalt S-adenozilmetioninbol szarmazik (dcSAM), melyet az S-adenozilmetionin-
dekarboxilaz enzim (SAMDC) SAM-bél képez, mely utdbbi pedig metioninbdl szintetizalodik. Mivel
mind a metionin, mind a GSH prekurzora a cisztein, a PA-ok szintézis nem csak a GSH, de a PC-ok
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szintézisével is kapcsolt (2. B 4bra). A prolin és a PUT szintézise szintén kozds prekurzorral

rendelkezik, mivel mindkett6 a glutaméatbol indul ki (2. C abra).

Prolin  4——> Pifr0|i|_1"5' +——  Glutamat
karboxilat

OAT \ 1 A

Ornitin Arginin
C }
Agmatin

Putreszcin - Al-pirrolin + H,0,
Cisztein ===p Metionin =—p| SANM =P dcSAM m 1
l Spermidin -m
gamma-glutamil-cisztein \
1 1 DAP + H,0,+ amino aldehidek
-~
Glutation =—p Fitokelatinok Spermin

2. abra A poliamin-metabolizmus (A) a fitokelatin-szintézissel (B) illetve a prolinszintézissel
(C) osszefliggésben. ADC: arginin-dekarboxilaz; PAQO: poliamin oxidaz; DAO: diamin-oxidaz;
DAP: 1,3-diaminopropan; dcSAM: dekarboxilalt S-adenozilmetionin; OAT: ornitin
aminotranszferaz; ODC: ornitin-dekarboxilaz; P5CS: Al-pirrolin-5-karboxilat szintaz; PCS:
fitokelatin szintdz; SAM: S-adenozilmetionin; SAMDC: S-adenozilmetionin-dekarboxilaz;
SPDS: spermidin-szintaz; SPMS: spermin-szintaz.

A PA-oknak korabban egyszerii véd6 hatast tulajdonitottak. A fizioldgias pH-tartomanyban

mutatott kationos jellegiik miatt képesek reverzibilis kolcsonhatasba lépni a negativ toltésti

makromolekuldkkal, ezaltal stabilizaljak szerkezetiiket, kiilondsen stresszhatds alatt. Képesek

kotddni a membranok foszfolipid fejcsoportjahoz, igy befolyasolva azok permeabilitasat. Kiilonféle

fehérjékhez i1s kotddhetnek nem specifikus Uton, és a szerkezetiikben igy bedllt valtozas révén

modosul mitkddésiik. Szabalyozzédk az iontranszportot, részben kozvetlen moédon az ioncsatornakhoz

kotédésiik révén (Pottosin és Shabala 2014). Szintén direkt kotédésnek koszonhetden képesek az

antioxidans enzimeket is serkenteni (Liu és mtsai. 2015) A PA-ok és a fotoszintézis kozotti

kapcsolatra szintén szamos bizonyiték létezik, pl. a PA-0k, a transzglutaminaz hatasara,

fotoszintetikus komplexekhez kapcsolodnak (Hamdani és mtsai. 2011), aminek eredményeként

stresszhatas alatt fokozodik a fotoszintézis (loannidis és mtsai. 2012). Ha kromatinhoz k&tédnek,
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megvaltozik a genom adott pontjainak érzékenysége a DNS- vagy RNS-polimerazokkal szemben,
ami modosult DNS- és RNS-szintézishez vezet (Lightfoot és Hall 2014). Kozvetlen védé szerepiik
mellett a PA-ok jelatviteli molekulaként is részt vesznek a kiilonféle alapveté sejtfolyamatok
szabalyozasaban, ugymint sejtosztodas, differencialodas, proliferacio, sejthalal, DNS- és protein-

szintézis, valamint génexpresszio (Alcazar és mtsai. 2010).

2.2.2. Poliaminok szerepe a novényi stressztiirésben

Szamos tanulmany (Liu és mtsai. 2014; Fariduddin és mtsai. 2013; Minocha és mtsai. 2014)
vizsgalta mar a kapcsolatot a stressztlirés és a PA-ok stresszhatas alatti fokozott szintézisének
képessége kozott. A PA-ok szintézisében szerepet jatszo egyes gének (ADC, SPDS, SPMS, SAMDC)
promoter régidjaban stressz valaszreakciot ado elemeket is azonositottak, igazolva a stressz hatasara
gyorsan beindulo PA-bioszintézis pozitiv szerepét (Parvaiz és mtsai. 2012; Pottosin és Shabala 2014).
Azokban a novényekben, amelyekben a PA-ok bioszintézisében részt vevo enzimeket kodold gének
tulexpresszalodtak, nagyobb mértéki volt a PA-ok akkumulacidja és ellenallobbnak bizonyultak a
kiilonféle stresszhatasokkal szemben (Kasukabe és mtsai. 2004; Ye és mtsai. 1997; Pillai és Akiyama
2004). Ez arra utalhat, hogy a PA-ok erételjesebb szintézise mindenféle stresszhatdssal szemben
haté¢kony. Az eddig elvégzett vizsgalatok tobbsége a PA-ok jotékony hatdsaira 6sszpontositott, s a
stressztlirés valamint a megnovekedett PA-tartalom kozotti dsszefiiggést hangstlyozta. Azonban a
valos helyzet ennél bonyolultabb. Mig egyes novényeknél stresszhelyzetben a PA-0k fehalmozodasa
figyelhetd meg, addig masoknal az endogén PA-tartalom alland6 marad, vagy éppen csokken, és az
egyes novényfajok is eltérd valaszreakciokat mutatnak az egyes PA-ok szintjének tekintetében is. A
1. tablazat a teljesség igénye nélkiil mutatja be néhany novényfaj esetén - egyes esetekben a
stressztolerancia mértéke is fel van tiintetve — a harom legaltalanosabban tanulményozott PA (PUT,
SPD és SPM) mennyiségében tapasztalt valtozasokat adott stresszkoriilmények kozott.

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy nehéz kozvetlen Osszefiiggést kimutatni a PA-0K,
kiilonosen az egyes PA-ok magasabb szintje és a stressztiirés kozott. A sotiirés rizsben a SPD-szinttel
pozitiv, a SPM-szinttel viszont negativ korrelaciot mutatott (Do és misai. 2014). Csicseriborsonal a
szarazsagra érzékeny termesztett valtozatnal stresszhelyzetben nagyobb volt a PUT, SPD és SPM
kezdeti akkumulacidja, mint az aszalytiiré vad fajban (Nayyar és mtsai. 2005). Hidegedzés soran a
PUT-tartalom az Gszi buzaban jelentdsen novekedett, mig a tavaszi buzaban csokkent, a SPD-
tartalom ugyanakkor mindkét novényben ndvekedett, a SPM-szint viszont csak a tavaszi
buzafajtakban novekedett (Szalai és mitsai. 2009). Az alacsony hémérséklet a hidegérzékeny
fajokban, példaul a kukoricaban is ndvekedést eredményezett a PUT-szintben (Szalai és mtsai. 1997).
Ugyanakkor, bar a Thellungiella esetében a jobb fagytiirést osszefiiggésbe hoztak az alacsonyabb
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SPM-szinttel, addig a vele rokon Arabidopsis esetében ez nem volt megfigyelheto (Lee és mtsai.
2012).

A PUT korai felhalmozddasa, valamint az ADC/ODC génexpressziojanak indukcidjat irtak le
nem csak abiotikus stresszkoriilmények kozott, hanem Fusarium graminearum fertézést kovetéen
buzaban (Gardiner és mtsai. 2010). Tovabba, lisztharmatfert6zés esetén arpaban a rezisztens arpa
valtozatokban nagyobb mértékii PUT- és SPD-felhalmozddast tapasztaltak (Asthir és mtsai. 2004),
mig Blumeria graminis f.sp. avenae fertézés soran zabnovényekben szintén osszefiiggést allapitottak

meg a rezisztencia mértéke és a SPD mennyisége kozott (Montilla-Bascon és mtsai. 2016).

1. tablazat A poliamin-tartalom (PUT: putreszcin, SPD: spermidin és SPM: spermin) valtozasanak
néhany példaja stresszkoriilmények kozott kiilonboz6 novényekben. T: emelkedik, 4: csokkent, —:
nem valtozik.

Stressz PUT SPD SPM Novényfaj Referencia
Hideg T - — kukorica Németh és mtsai. 2002
0 T — 8szi buza Szalai és mtsai. 2009
d 0 0 tavaszi buza Szalai és mtsai. 2009
T — J Arabidopsis Cuevas és mtsai. 2008
0 0 T hidegtiird uborka Zhang és mtsai. 2009
T N — hidegérzékeny uborka Zhang és mtsai. 2009
Szarazsag J \’ T vagy — rizs Do és mtsai. 2013
0 0 0 szarazsagtlir® buza Liu és mtsai. 2004
T — — szarazsagra érzékeny buza Liu és mtsai. 2004
Kadmium 0 — 0 kukorica Pal és mtsai. 2006
0 — — buiza Groppa és mtsai. 2003
N — — napraforgd Groppa és mtsai. 2003
Réz 0 — — blza Groppa és mtsai. 2003
N — — napraforgd Groppa és mtsai. 2003
UV-B 0 0 0 uborka An és mtsai. 2004
d — N bab Smith és mtsai. 2001
Sé — — — spenot Zapata és mtsai. 2004
— 0 0 salata Zapata és mtsai. 2004
— — 0 dinnye Zapata és mtsai. 2004
— T T paprika Zapata ¢és mtsai. 2004
_ 0 T brokkoli Zapata és mtsai. 2004
— T — cékla Zapata és mtsai. 2004
d 0 0 paradicsom Zapata és mtsai. 2004
T T — buza Igbal és mtsai. 2006
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Habar a PA-szintek azonnali ndvekedése a stresszre adott gyakori valaszreakcio,
mennyiségiik idével akkor is lecsokkenhet a nem stresszelt névények szintjére, ha a stresszhelyzet
tovabbra is fennall (lgbal és mtsai. 2006a). Az is eléfordulhat, hogy a megndvekedett PA-tartalom
valt ki stresszhatast, esetleg kdrosodast, igy nem altalanosithaté az a kijelentés, hogy minél magasabb
a PA-ok szintje, annal jobb. A sdstressz hatasara megvaltozhat a SPD ¢és SPM egyiittes aranya a PUT-
hez képest, és megallapitottak, hogy a sotlir6 novényfajok kevesebb PUT-t halmoznak fel, hiszen a
novény akar karosodhat is, ha tobb PUT akkumulalodik, és emiatt a SPD és SPM ardnya alacsonyabb
lesz (Zapata és mtsai. 2004). Ugy tiinik, hogy a stressztiirésért felelés f6 tényezé nem is igazan a PUT
megemelkedett szintje, hanem annak fokozott 4talakuldsa, valamint a SPD és SPM erételjesebb
felhalmozéasanak képessége. Bar megallapithatd, hogy a PA-ok sok faj esetében vitathatatlan részét
képezik egy adott stressztényezohdz valo alkalmazkodasnak, azok tényleges mennyisége talan nem
jatszik olyan kulcsfontossagt szerepet, mint ahogy altalanosan feltételezték. A stressztlirés és a PA-
szintek kozotti korrelacio nem altalanos érvényii. Egyre inkabb bebizonyosodik, hogy az abiotikus
stresszhatasok tiirésében elsdsorban nem a PA-ok akkumulacioja, hanem a jelatviteli folyamatokban

valo szerepe gyakorol dont6 hatést.

2.2.3. A poliaminok és a stresszvilaszok kozotti kapcsolatot biztosito jelatviteli komponensek

A PA-ok egy masik fontos vonatkozasa a kett6s szerepiik, hiszen ROS-forrasok és potencialis
ROS-kioltok is egyben, és szerepet jatszanak a novényi redox-homeosztazis szabalyozasaban (Saha
es mtsai. 2015). A PA-ok DAO ¢és PAO enzimek altali teljes lebontasa illetve visszaalakitasa soran is
H20: termelddik az apoplasztban és a peroxiszomakban (Pottosin és Shabala 2014). Régota ismert,
hogy a H20> olyan szignalmolekula, mely képes az ioncsatornak befolyasolasaval kozvetleniil hatni
kiilonbozé folyamatokra, példaul a sztomazarddasra, és az MAPK kaszkddon keresztiil konkrét
stresszvalasz-folyamatokat is tud aktivalni (Moschou és mtsai. 2008). A PA-ok, kiilondsen a SPD, a
NADPH-oxidaz aktivélasaval a szuperoxid anion (O?~) képz&dését is indukdljak. A O?~ azonban
spontan mdédon vagy enzimatikus uton H,02-d4 alakul. A O?~ és a H.O> aranya fontos transzkripcios
jel (Andronis és mtsai. 2014), és a PA-ok mediatoraként része lehet abban, hogy a ndvények
alkalmazkodni tudjanak a kedvezotlen koriilményekhez (3. abra).

A PA-ok nem csak a reaktiv oxigéngyokok, hanem a nitrogén-monoxid (NO) keletkezésével
is kapcsolatban allnak. Kis méretii, konnyen diffundalé gazmolekulaként a NO olyan intra- €s
intercellularis hirvivé, amely kiilonféle folyamatokat, példaul stresszvalaszokat valt ki a
novényekben. Arabidopsis névényekben SPD- és SPM-kezelést kovetéen gyors NO-akkumulaciot
mutattak ki, mig a PUT-nek kevés hatasa volt (Tun és mtsai. 2006). Ezzel szemben a szdjaban exogén
PUT hatasara termelddott NO (Yang és mtsai. 2014). DAO-1 knockout Arabidopsis mutansokban
csokkent NO-kibocsatast figyeltek meg. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a DAO-nak szerepe
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lehet az NO PA-ok altal indukalt bioszintézisében (Wimalasekera, Villar, és mtsai. 2011). A PA-ok
befolyasoltak az arginin-fiiggé NO-szintaz és nitrat-reduktaz reakcioit is (Rosales és mtsai. 2012; Shi
¢s Chan 2014). Citrus novényekben 271 S-nitrozilalt fehérjérél mutattak ki, hogy a PA-ok
szabalyozasa ala esnek. Mivel a PA-ciklusban képz6dé H202 upstream molekula a NO-hoz képest,
az elobbi felhalmozddasa szintén NO képzddését valthat ki a ndvényekben (3. abra). A NO altal
befolyasolt S-nitrozilacio is kapcsolat lehet a PA-ok és a stresszvalaszok kozott (Wimalasekera,
Tebartz, és mtsai. 2011), de azt is meg kell emliteni, hogy az NO kdzbenso jelatviteli molekulaként
miikodik a citokinin-, ABA-, auxin-, citokinin és etilén-indukalta jelatvitelben is (Tanou és mtsai.
2014).

STRESSZY, - o
N\

NADPH-
oxiddz

apoplaszt

- < s]
s y
8 % | TELIES
poliaminok ( VISSZAALAKULAS \f\ LEBONTAS
"4 N peroxiszoma
Ol ¥
Niwe [ | 2

protein kindzok J

S-nitrozilalt

roteinek
g )’

GENEXPRESSZIO /
> —> >~ MAPK kaszkad /

3. abra A poliamin jelatvitel sematikus bemutatasa. (ABA: abszcizinsav; GABA: y-amino-
vajsav; PLC: foszfolipaz C; PLD: foszfolipaz D). (Pal és mtsai., 2015 nyoman).

T

A stresszhatasokra adott valaszok szoros kapcsolatban allnak az iontranszport és az
ionhomeosztazis szabalyozasdnak képességével. A PA-ok jelatviteli hatdsmechanizmusat jol
szemlélteti az ioncsatorndkra gyakorolt hatasuk, amelyet kozvetlen kotéssel és PA indukalta
jelatviteli molekuldkon (ROS ¢és NO) keresztiil egyarant kifejtenek. A PA-ok kozvetetten, a
membranok depolarizaciojaval is szabalyozhatjdk az ioncsatornak aktivitasat. Ca2* influxot és
intracellularis Ca?* kibocsatast kivaltva, s ezzel megemelve a citoplazmatikus Ca?*-koncentraciot, a
sztdmamozgasokat képesek befolyasolni (Pottosin és mtsai. 2014). Szerepet jatszanak a vakuolum
Ca?" szintjének szabalyozasaban is, tovabba, képesek a sostressz soran tamogatni a Na* elkiilonitését
a vakuolumban (Yamaguchi és mtsai. 2006). Koncentraciofiiggd modon gatoljak a befelé

egyeniranyito K* csatornakat a zardsejt-membranban, mely korrelal a sztomazarodassal (Pottosin és
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Shabala 2014). Raadasul a PA-ok nem csak a termel6dé H2O2 vagy NO altal képesek befolyasolni
az ioncsatornakat, hanem nitrozilaciod révén gatoljak a kifelé egyeniranyitd K* csatornakat és emellett
aktivaljak a plazmamembran H*-ATP-azt (Pottosin és mtsai. 2014; Baronas és Kurata 2014).

A PA-ok kozvetleniill vagy szabalyozo fehérjék példaul transzkripcios faktorok
foszforilacigjanak serkentésével is befolyasolhatjak a génexpressziot. A rizsben OSPDK-ként
karakterizalt, Ca®'-fiiggetlen SnRK2 kindz a stresszvalaszt szabalyozo kiilonbozé molekulak
aktivalasaban, példaul a bZIP-tipusu ABRE-ko6t6 transzkripcids faktor, az OSBZS foszforilacidjaban
jatszik szerepet. Az OSPDK génexpressziojat a SPD transzkripcids €s transzlacios szinten egyarant
szabalyozza (Gupta és mtsai. 2012). Kimutattak azt is, hogy a SPM példaul serkenti a WIPK-t (sebzés
hatasara indukalodo protein kinaz) és felelés a SIPK (szalicilsav indukalta protein kinaz)

poszttranszlacios aktivalasaért (Takahashi és mtsai. 2003).

2.2.4. A poliaminok kapcsolata novényi hormonokkal és mds, kisméretii védovegyiiletekkel

Mivel a NO nem csak a PA-ok esetében funkcional kdzbensd jelatviteli molekulaként, a NO
lehet a kulcsa a PA-ok és novényi hormonok altal kivaltott atfedé valaszoknak. Ezen tilmenden,
microarray vizsgalatok kimutattdk, hogy a megnovekedett endogén PA-tartalom moddositotta a
kiilonb6z6 névényi hormonok szintézisében illetve jelatvitelében részt vevd gének expresszidjanak
szintjét.

Az ADC tulexpresszalasa befolyassal volt az APETALA2/etilén reszponziv faktor
doméncsaladhoz tartoz6 transzkripciods faktorokat (pl. DREB1C, DREB2A) kodol6 gének, az auxin,
etilén, ABA, gibberellin és SA bioszintézisében szerepet jatszo gének, az auxintranszportért felelds
gének ¢és az auxinreszponziv fehérjéket, etilén és ABA-reszponziv transzkripcios faktorokat, valamint
a jazmonat hatisira termel6dd fehérjéket kodold gének szabalyozasara. Erdekes modon eltérd
transzkriptom profilt talaltak azoknal a transzgenikus Arabidopsis névényeknél, amelyekben vagy a
SAMDCI1 vagy a SPMS gének expresszalodtak feliil. Bar ezekben a genotipusokban a jdzmonsav és
az ABA bioszintézisében szerepet jatszd gének, jazmonsav- ¢s ABA-fliggd gének, receptor-szerii
kindzok, MAP kinazok, a Ca?" szabdlyozasaban szerepet jatszo gének és a transzkripcios faktorok
génjei hasonloképpen viselkedtek (Marco és mtsai. 2011). Ezek az eredmények megerdsitik a PA-ok
kettds szerepét: kozvetlen védelem és az alkalmazkodas jelatviteli tvonalaiban valo részvétel.

A novényi hormonként az ABA szdmos ¢€lettani folyamatot szabalyoz és kiilonb6z6 abiotikus
stresszfaktorokkal szembeni tolerancia kialakitasaban van szerepe (Vishwakarma és mtsai. 2017). Az
irodalmi adatok alapjan a PUT és az ABA abiotikus stresszkoriilmények kozott egy pozitiv
visszacsatolasi korbe keriilnek egymassal (Shi és Chan 2014). Az ABRE vagy ABRE-hez
kapcsolodd motivumok megjelennek az ADC2, SPDS1 és SPMS prométereiben, amelyek szintén

erdsen érzékenyek a szarazsagstresszre (Minocha és mtsai. 2014). Az ABA hatassal van a PA-o0k
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lebontasara is, hiszen indukalja a PAO expresszidjat (Guo és mtsai. 2014), mikdzben a PA-ok hatassal
vannak az ABA szintézisére (Marco és mtsai. 2011). Az ABA bioszintézisében részt vevo f6 enzimet
kodolod gén, az NCED transzkripcids szabalyozasat figyelték meg az ADC-t tiltermeld transzgénikus
novényekben stresszhatas alatt, mely parhuzamos volt a PUT-felhalmozddassal (Espasandin és mtsai.
2014; Alet és mtsai. 2011). Azonban az NCED3 csokkentett expressziot és az ABA-fliggd gének
alulszabalyozottsagat figyelték meg mind az adcl, mind adc2 mutans névényekben, melyek aztan
exogén PUT-kezelés utan jobban tirték az alacsony homérsékleti koriilményeket (Cuevas és mtsai.
2008).

Régota ismert a SA molekula szerepe a novényi védekezd mechanizmusok kivaltdsaban; s6t
az a tény is, hogy az abiotikus stresszhatasok soran részt vesz a jelatvitelben (Pal és mtsai. 2013).
Csak néhany tanulmany tesz arrdl emlitést, hogy stresszhatas alatt a SA- és a PA-tartalom egymassal
parhuzamosan hogyan valtozik, de a kézelmultban végzett vizsgalatok eredményei arra utalnak, hogy
a SA-kezelés befolyasolja a PA-ok szintézisét és/vagy lebontasat. A SA kiilonb6z6 koncentracioi
nyilvanvaloan eltéré hatast gyakoroltak a PA-anyagcserére (Wang és Zhang 2012). Ezenkiviil a
SPD-nel vagy SPM-nel végzett vetdmag-elokezelés nagyon hatasos volt sostressz kozben a buiza SA-
tartalmanak novelésében (Igbal és mtsai. 2006a,b). Masfel6l kimutattak, hogy a MAP-kinaz (MEK2)
- SIPK/ WIPK kaszkad transzkripcids Szinten szabalyozza a PA-ok, kiilonosen a PUT szintézisét
dohanyndvényben (Jang és mtsai. 2009). A fenti eredmények alapjan Osszefiiggést feltételezhetiink
az endogén SA- és a PA-tartalom kozott, de a koztiik mikoddé lehetséges kapcsolat abiotikus
stresszhelyzetben még mindig nem tisztazott.

A flavonoidok szdmos élettani szerepet toltenek be, tobbek kozott pl. antioxiddnsként
gyokfogok, hidegstressz soran szén-raktarként miikodnek, és membranstabilizalo hatasuk is van
(Korn és mtsai. 2008). A PA-okkal konjugalt format alkoto fenolos vegyiiletek pedig még
hatékonyabb antioxidansnak bizonyultak (Velikova és mtsai. 2007). Habar megemelkedett flavonoid-
szintet mértek mind stresszmentes (Ali, Abbas, és Kamal 2009), mind sostressz alatt (Ghosh és mtsai.
2012), tovabba a flavonoid-szintézis egyik kulcs enzimének a fenilalanin-ammonia-liaz (PAL) enzim
magasabb aktivitasat tapasztaltadk PA-kezelést kovetden (Hao és mtsai. 2012), a PA-ok és a
flavonoidok kozotti Gsszefiiggést nem tanulmanyoztak részleteiben.

A PA-ok képesek antioxidans enzimek aktivitasat is serkenteni nem csak kozvetlen hatdsuk
révén (Cakmak és Atici 2009; Ghosh és mtsai. 2012), vagy transzkripcios szinten (Parvin és mtsai.
2014; Li és mtsai. 2014), hanem az S-nitrozilacio révén is (Wimalasekera és mtsai. 2011) illetve a
PA-ok oxidéciodja soran felszabaduld H20: révén kozvetetten is.

Habar a PA- és GSH/PC-tartalom valtozasair6l szamos tanulméany beszamol nehézfémstressz
soran, kevés irodalmi adat van arra vonatkozoan, hogy hogyan befolyasoljak a PA-ok a PC-szintézist,
kiilon tekintettel arra a tényre, hogy szintézisiik bizonyos mddon Gsszefiiggésben van egymassal.

SPM-kezelés Cd-stressz soran csOkkentette a GSH és PC tartalmat a Canavalia lineata levelében,
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mig a gyokerében egy olyan PC-forma megjelenését indukalta, melynek Cd megkdtd képessége
alacsony volt (Yun és mtsai. 1997). SPDS taltermel6 transzgenikus novényekben, a megemelkedett
SPD-tartalom egyiitt jart a GSH-szint csokkenésével a vad tipushoz képest nehézfémstressz soran
(Wen és mtsai. 2010). Nyarfa és flizfa névények Osszehasonlitasakor azt tapasztaltak, hogy a Cd
megemelte a PC-szintet a nyarfa levelében, de nem a fiizfaéban, mig a PA-tartalomban Iényegében
ellentétes valtozast figyeltek meg, azaz megemelkedett a fiizfaban, de a nyarfaban csak a PUT, és
csak a gyokérben (Zacchini és mtsai. 2011). Habar a SPM-kezelésrdl kimutattak, hogy véd a Cd
okozta oxidativ stressz-szel szemben, mégsem képes megakadalyozni a GSH-tartalomban mért
csokkenést (Groppa és mtsai. 2007). Mindezek alapjan a PA-ok és PC-ok ko6zotti kapcsolatrol még
mindig csak ellentmondasos eredmények allnak rendelkezésre.

Mivel a prolin mennyisége nem csak szarazsagstressz soran, illetve ABA-kezelés hatasara,
hanem PA-kezelés utan is megemelkedik (Shevyakova és mtsai. 2013; Zeid és Shedeed 2007),
valamint a PUT, DAO altal katalizalt lebontasa is 6sszefiiggésbe hozhat6 a prolinfelhalmozodassal
(Su és Bai 2008), mig szintézisiik pedig a kozos prekurzor glutamatbol indul ki, egyértelmii, de

részleteiben még nem vilagos kapcsolat 1étezik a prolin és a PA-ok kozott is.

28



dc_1647_19

3. KUTATASI CEL

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

kérdéseknek a vizsgalata, melyeket a témaban még nem sikeriilt kielégitden megvalaszolni: 1. Az
egyes PA-ok (PUT, SPD és SPM) felhalmozodasa, illetve a kiilonb6z6 formak (szabad, konjugalt és

kotott) alapvetd fontossagiak-e a novények tiirOképessége 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 kapcsolodo kutatasok egy része keriil dolgozatomban bemutatasra.

A kutatasok elsé részében a kiilonbozo, biotikus és abiotikus stresszfaktorok
(lisztharmatfert6zés, alacsony homérséklet, UV-B sugarzas, ozmotikus és Cd-stressz)
hatasat vizsgaltuk az endogén PA-tartalomra gabonandvényekben, keresve az
Osszefliggést 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 védovegyiilet kozott, mint pl. a SA, ABA, GSH,

aszkorbinsav, antioxidans enzimek vagy a PC-ok.

Masodik 1épésben kiils6leg adagolt PA-kezeléseket alkalmaztunk normal nevelési
koriilmények és stresszkoriilmények kozott (ozmotikus és Cd-stressz). A PA-ok
lehetséges kedvez6 hatasanak igazolasa mellett vizsgaltuk a PA-metabolizmusban
bekovetkez6 valtozasokat és annak szerepét a stressztoleranciaban, illetve
kolcsonhatasat mas védovegyiiletekkel, mint a SA, ABA, PC-ok és prolin. Kiilon
kérdés volt, hogy melyek a kozos és eltérd pontjai a PA, ABA és abiotikus stresszek
altal indukalt jelatviteli és rezisztenciat szabalyozé folyamatoknak, ezért PA- és ABA-
kezeléseket is alkalmaztunk Kkontroll nevelési koriilmények ¢és ozmotikus
stresszkoriilmények kozott. Figyelembe véve, hogy a megndvekedett mennyiségii
endogén PA-ok gyorsan atalakulhatnak egymasba, kiilon kisérletben vizsgaltuk a
PUT-szintézis gatlasanak hatasait is Cd-stressz soran. Vizsgalatainkat nemcsak

metabolit szinten, hanem génexpresszioszinten is elvégeztik.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. A novénynevelés koriilményei és a novényi anyagok

4.1.1. Buzandévények nevelése és lisztharmatfertozése iiveghazi koriilmények kizott

Korabban szant6foldi kisérleteink soran tesztelt 22 buza (Triticum aestivum L.) genotipusbol
(Kovacs és mtsai. 2012) kivalasztottunk kettd-ketté olyan levélrozsdaval szemben ismert
rezisztenciagént  hordoz6, tavaszi  Thatcher-alapi  kozel-izogén  buzavonalat  (TCO:
Thatcher*6/Transfer, TC19: Thatcher*7/Translocation4, TC26: Thatcher*6/ST-1.25, TC33:
Thatcher*6/P.1.58548) melyek eltér6 endogén SA-szinttel rendelkeztek. A TC9 és TC26
alacsonyabb, mig a TC19 és TC33 magasabb kezdeti szabad, illetve kotott SA-tartalommal volt
jellemezhetd. A Thatcher-alapt kozel-izogén vonalak szaporité anyagat Dr. James A. Kolmer-t6l
kaptuk (Cereal Disease Laboratory, USDA St. Paul, MN, USA). Ezek a vonalak jol ismert
levélrozsda-rezisztenciaért felelés géneket hordoznak (Lr9, Lrl9, Lr26 és Lr33) és kiilonbozo
mértékil rezisztencidt mutatnak levélrozsdaval szemben.

A buzavonalak magjait 2 °C-0s, 28 napos vernalizaciot kovetéen 2:1 aranyu fold:homok
keverékbe, 11x18 cm-es cserepekbe (2 novény/cserép) iltettiik, majd a martonvasari MTA ATK
Mezobgazdasagi Intézet tiveghazaban 22/16 °C-on (nappal/éjszaka), természetes, illetve mesterséges
fénnyel kiegészitve, 16 oras fotoperidodus mellett neveltiik.

A novényeken GS45 felnodttkori stadiumban (Zadoks és mtsai. 1974) lisztharmatfertézést
(Blumeria graminis f.sp. tritici) végeztiink. A fertézés a lisztharmat ismert virulenciaspektrumu
patotipusait (melyet kiilonb6z6 hordozé gének segitségével hataroztak meg: Pmo, 1, 2, 3a, 3b, 3¢, 3d,
3f, 4a, 4b, 5, 6, 7, 8, 17, 2+6, 2+4b+8, 1+2+9 és 2+MId) tartalmazé keverékével, a konidiumok
levélfeliiletre szorasaval tortént.

A mintaszedés soran minden vonal esetében 8-8 cseréprél, a zaszlos levelek alatti elsd,
masodik és harmadik leveleket szedtiik le a mintavételhez, a fertézést kovetéen 3 és 7 nappal, mind
a kontroll (kontroll 3d és kontroll 7d), mind a fert6zott névények esetén (fert6zott 3d és fertézott 7d).
A leszedett mintakat azonnal folyékony nitrogénben fagyasztottuk, majd feldolgozasig -80 °C-on
taroltuk. A leszedett ndvényi mintakkal a tovabbi kisérletek mintavételezései esetén is hasonldan
jartunk el. A Saari-Prescott skala (Saari és Prescott, 1975) szerinti felvételezés soran a TC9 és TC19
genotipusok lisztharmattal szemben rezisztensnek, a TC26 és TC33 vonalak érzékenynek bizonyultak
(Pal és mtsai. 2013).
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4.1.2. Buza-,zab- és arpandvények nevelése és alacsony homérsékleti kezelése fitotroni
koriilmények kozott

Kivalasztottunk nyolc eltéré vetésidejii és fagyérzékenységli gabona genotipust: a 4.1.1.
pontban emlitett két Thatcher-alapt kozel izogén tavaszi buzavonalat (TC19 és TC33), valamint
kett6 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 és Petra) mely
utobbiakat mind a martonvasari MTA ATK Mezbégazdasagi Intézetében nemesitettek. A
buzaszemeket 3:1 aranyu fold:homok keverékbe, 11x11 cm-es cserepekbe (15 novény/cserép)
iiltettiik, majd a cserepeket véletlenszerii elrendezésben 20/18 °C-on 16/8 oras fény-sotét periddus
mellett neveltiik Conviron PGV-36 tipusu ndvényneveld kamraban (Controlled Environments Ltd,
Winnipeg, Canada) 10 napos korig. A megvildgitdss mértéke 250 umol m? 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 koriilmények kozott maradt, mig a mésik
csoport cserepeit egy azonos tipusu kamraba, 5 °C-ra helyeztiik at, és a novénynevelést tovabbi 12
napig folytattuk. A kisérlet végén a kontroll és hideg kezelt novények valamennyi levelét

felhasznaltuk a mintavételhez.

4.1.3. Buza-, kukorica- és rizsnévények nevelése és kezelése fitotroni koriilmények kozott
tapoldatban

A kisérletek ezen részében a kezeléstdl fliggden fézOpoharban, rozsdamentes acélhalon vagy
milanyag edényekben tapoldatban nevelt novényeket hasznaltunk. Az UV-B sugarzas, az alacsony
homérséklet vagy a PEG-indukalta ozmotikus stressz hatasanak vizsgalata soran a btza-, kukorica-
vagy rizsnovényeket iiveg féz6poharban neveltiik. Mivel a Cd, mas fémekhez hasonldan, kénnyen
kotédhet és le is valhat a mtianyag feliiletekrél (Munier és Bendell 2018), a Cd-kezeléseket iiveg
féz6poharakban végeztiik. Ezzel szemben, a PA-ok az liveg feliiletekhez képesek jobban kotddni, igy
a PUT-, SPD- és SPM-kezelések soran a novényeket milanyag edényekben neveltiik (Linskens és
Jackson 1987). Az elénevelés bizonyos kezdeti koriilményei azonban azonosak voltak, ezeket az
alabbiakban foglalhatjuk 6ssze.

Az eldkisérleteink eredménye alapjan (Kovacs és mtsai. 2012) kivalasztottunk 6t buza
genotipust. A 4.1.1. pontban jellemzett két Thatcher-alapu kozel izogén tavaszi buzavonal (TC19 és
TC33) viszonylag magas endogén SA-tartalommal, mig a harom martonvasari 6szi buzafajta (Mv
Emese, Mv 8 és Mv Hombar) viszonylag alacsony SA-szinttel jellemezheté. A magokat 3 napig

desztillalt vizzel nedvesitett sziir6papiron, sotétben, 22 °C-on csiraztattuk.
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A kukoricaszemeket (Zea mays L., Mv 255 hibrid) 30 percig 0,5%-0s Neomagnol oldatban
fert6tlenitettiik, majd desztillalt vizzel nedvesitett sz{irGpapirban csiraztattuk 3 napig 24 °C-on.

Arizs (Oryza sativa L.) genetikai anyagokat egy egylittmiikodés keretében Dr. Mei Hanwei
bocsatotta rendelkezésiinkre (Sanghaji Akadémia, Sanghaji Mezégazdasagi Génbank, Kina). A rizs
genotipusokat eltéré szarazsag-tolerancia szintjik és eltéré6 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
IAC1246, valamint az érzékenyebb N22 genotipusok alacsonyabb kezdeti SA-szinttel voltak
jellemezhetéek. Osszehasonlito elSkisérletek soran kivalasztasra keriilt egy magyar rizs valtozat is
(Janka), melyet a szarvasi Halaszati és Ontdzési Kutatointézettdl kaptunk. A csiraztatds soran a
rizsszemeket desztillalt vizzel nedvesitett sziirépapiron egy napig 37 °C-on, majd tovabbi 5 napig 27
°C-on inkubaltuk.

A kicsirazott novényeket fozépoharakba vagy miilanyag edényekbe iiltettik (7
kukoricandvény/edény, 12 bizandvény/edény és 15 rizsnovény/edény), és 250 ml tapoldatban (a
kukorica és buza esetén: 2. tdblazatban, mig a rizs esetén a 3. tablazatban leirtaknak megfeleld
Osszetételi tapoldatban) az MTA ATK Mezdgazdasagi Intézet Fitotron épiiletének Conviron tipust

novényneveld kamraiban (Controlled Environments Ltd, Winnipeg, Kanada) neveltiik.

2. tablazat. Modositott Hoagland-tdpoldat 6sszetétele.

Makroelem osszetétel: Mikroelem osszetétel:
0,3125 mM KNO3 11,92 mM HBO3
0,45 mM Ca(NO3)2 4,57 mM MnCl,-4H,0

0,0625 mM KH2PO4 0,191 mM ZnSO4-7H,0
0,125 mM MgSO4-7H.0O 0,08 MM CuS0O4-5H0

0,024 mM (NH4)sM07024-4H20
15,02 mM FeSO4-7H20
23,04 mM Na2EDTA-5H.0

3. tablazat. Rizs tapoldat osszetétele.

Makroelem osszetétel: Mikroelem osszetétel.
364,76 uM (NH4)2SOs 9,85 uM Fe-EDTA
182,23 uM KH2PO4 46,25 uM H3BO4

182,98 uM KNOg4 0,32 uM CuS0O4-5H,0
365,04 uM Ca(NOs3)2-4H.0 0,76 uM ZnSO4-7H0
2,4 mM NaSiO; 9,14 uM MnCl;-4H,0

0,38 uM Na;MoOa-2H,0

pH: 5 bedllitashoz HoSOs-t hasznaltunk.
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A novénynevelés koriilményei 20/18 °C volt a biza és 22/20 °C a kukorica esetén, 16/8 oras
fény-so6tét periodus mellett a Conviron GB-48 ndvénynevel$ kamraban, ahol a megvilagitas mértéke
250 umol m2 st PPFD, a relativ paratartalom 75% volt. A rizsndvények esetében a Conviron PGV-36
tipusu novényneveld kamrat hasznaltuk, melynek beallitasai az alabbiak voltak: 28/26 °C, 13/11 o6ras
fény-sotét periddus, 250 umol m2 s PPFD és 70%-os relativ paratartalom.

A novénynevel6 edényeket a kamrakban véletlenszeriien helyeztiik el, valamint a névények
megfeleld tdpanyag- és levegd-ellatottsaga miatt kétnaponta a tapoldatok teljes cseréjére kozben

ismételten Uj elrendezésbe kertiltek.

4.1.3.1. Kadmiumkezelés vizsgalata eltérd szalicilsav-tartalmi biiza genotipusokban

A Kkét viszonylag magas endogén SA-tartalommal jellemezheté6 TC19 és TC33, valamint az
alacsonyabb kezdeti SA-szinttel rendelkez6 Mv 8 és Mv Hombar genotipusokat hasznaltuk a Cd-
kezelés hatasainak vizsgalatara. A 17 napig normal koriilmények (4.1.3. alatt buzanovényekre leirt
nevelési paraméterekkel) kozott neveltiik a buzandvények, azutan a ndvények egyik felét 7 napig a
tapoldathoz adagolt 50 uM Cd(NOs3).-tal kezeltilk, masik felét pedig tovabbra is kontroll
koriilmények kozott tartottuk. A 24 napos kontroll és Cd-kezelt novényekrdl levél- és gyokérmintat
szedtiink. A gyokéreket a mintavételezés eldtt el6szor desztillalt vizzel, utana 3 mM EDTA-oldatban,
majd Milli-Q vizben mostuk, annak érdekében, hogy a gyokereken maradd Cd-ot eltavolitsuk, és a

Cd-tartalom meghatarozasat, valamint PC-szint és PCS-aktivitas mérését ne befolyasolja.

4.1.3.2. UV-B sugarzas modosito hatasa a PEG-indukdlta ozmotikus illetve kadmiumstresszre

buzandévényekben

A martonvasari Mv Emese buzafajta magjait a 4.1.3. pontban leirtak szerint csiraztattuk,
eliiltettiik és a fézOpoharakat két csoportra osztottuk. Az elsd csoportot normal megvilagitasnak (fehér
fény, PPFD: 250 umol m™ s), mig a masik csoportot fehér fénynek és egyidejiileg 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 mérhet. Az UV-B sugarzas dozisa a kontroll
novények esetében 38 pWatt/cm?, mig az UV-B-kezelteknél 430 uWatt /cm? volt. A két hét elteltével
mindkét megvilagitds (kontroll és UV kontroll) esetén ujabb harom csoportot hoztunk Iétre. A
novények egy része volt a kontroll, masodik része 50 uM Cd(NO3z).-ot kapott 7 napig (Cd éd UV+Cd),
a harmadik része 15% PEG-6000-et kapott 5 napig (PEG és UV+PEG) a tapoldathoz adagolva. A
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kezelések végén az elsd, masodik és harmadik levelekbdl, illetve a gydkerekbdl szedtiink mintat. A

gyokerek mosasa a 4.1.3.1. pontban leirtaknak megfelelden tortént.

4.1.3.3. Alacsony hémérséklet és PEG-indukalta ozmotikus stressz hatasa eltéro szalicilsav-

tartalmu rizs genotipusokban

N22, KN3611-8-6, Zhonghan No. 3 és IAC1246 genotipusok rizsszemeket a 4.1.3. pontban
leirtaknak megfeleld csiraztatast kovetden livegpoharakba iiltettiik €s az adott nevelési koriilmények
kozott neveltiik a 2. tdblazatban megadott rizs tapoldaton. 20 nap elteltével a f6zOpoharakat harom
csoportra osztottuk. Az elsé csoport novényeit tovabbra is kontroll kériilmények kozott tartottuk, a
masodik csoport egyedeit 15%-0s PEG-6000 kezelésnek tettikk ki, mig a harmadik csoport
fézdpoharait azonos tipust ndvényneveld kamraba helyeztiik a4t 10 °C-ra. A kezelések kezdetétol

szamitott 1 és 6 nap elteltével mindharom csoportbdl levélmintat szedtiink.

4.1.3.4. Poliamin-kezelések hatdsa kukorica- és buzandvényekben

Kukorica (Mv 255) és buza (TC33) novényeket neveltiink a 4.1.3. pontban leirtak megfelelden
7 napos korig. Ekkor a ndvényeket, a PA-kezelések eldkészitéseként az liveg fézépoharakbol
mianyag edényekbe helyeztiik at. A tapoldatot pedig 0,1, 0,3 vagy 0,5 mM PUT-t (PUT-kezelt),
SPD-t (SPD-kezelt) vagy SPM-t (SPM-kezelt) tartalmazora cseréltiik, melyet kétnaponta a
kezelésnek megfeleld, frissen elkészitett oldattal cseréltiink, akarcsak a kontroll névények esetén. 7
napos kezelés kovetden a legfiatalabb, teljesen kifejlett leveleket és a gyokereket hasznaltuk a

mintavételhez (4. abra).

mintavétel

— kontroll kérilmények
i | PUT kezelt

7nap 0,1, 0,3 vagy 0,5 mM PUT

kontroll

3 nap 7 nap :
} I i | sPD-kezett

| :
! “g kontroll kériimények 7nap 0,1,0,3 vagy 0,5 mM SPD
SPM -kezelt

7nap 0,1,0,3 vagy 0,5 mM SPM §

SR

4. abra. Poliamin-kezelések menete kukorica- és buzandvényeken.
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4.1.3.5. Putreszcin-eldkezelés hatasa a PEG-indukdlta ozmotikus stressz sordn kukorica- és biiza
novényekben

A 4.1.3.4. pontban leirtak szerint nevelt 0,5 mM PUT-nel kezelt kukorica- és buzandvényeket
hasznaltuk tovabbi kezelésekre. A 7 napos kontroll, illetve PUT-el6kezelt ndvények gyokereit
desztillalt vizzel kétszer Ovatosan mostuk, majd a novényeket a milanyag edényekbdl iiveg
fé6z6poharakba helyeztiik. Mind a kontroll, mind a PUT-el6kezelt novényeket két csoportra osztottuk.
Az egyik csoportot normal tapoldatra helyeztik (K), ez a PUT-el6kezelés esetében, egy un.
»recovery” periddusnak tekinthetd (PUT), mig a mdsik csoportot 15%-0s PEG-6000 kezelésnek
tettiik ki, ozmotikus stressz kivaltasaira (PEG és PUT+PEG). A PEG-kezelés a kukorica- és
buzandvények eltéréd ozmotikus stressz érzékenysége miatt, a kukorica esetén 3 nap, a buza esetén
pedig 5 nap volt. A tapoldatokat 2 naponta cseréltiik, a kezelés végeztével a mindkét névényfaj esetén

a négy csoport levél és gyokér mintai keriiltek feldolgozasra (5. abra).

mintavétel

kontroll korilmények

I

7 nap 0,5 mM PUT

I
l i [ Put+PEG
3 nap

| | 7 nap kukorica: 3 nap PEG
|

] buza: 5 nap PEG
é@g kontroll kdrlilmények

7 nap kontroll kériilmények

kontroll

kontroll kériimények

5. abra. Putreszcin-el6kezelés hatasa PEG-indukalta ozmotikus stressz soran kukorica- és
bluzandveényekben.

4.1.3.6. Putreszcin-eldkezelés, illetve putreszcin-szintézist gatloszer hatdsa kadmiumstressz sordan
rizsnovényekben

A 4.1.3. pontban leirtaknak megfeleld koriilmények kozott nevelt rizsndvényeket (Janka) 7
nap elteltével 6 csoportra osztottuk a novénynevelési koriilményeket szemléltetdé 6. abranak

megfelelden. Négy csoport tovabbra is kontroll nevelési kortilmények kozott nétt, mig két csoport 7
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napon at 0,5 mM PUT-el6kezelést kapott. Ezek utan, mind a kontroll, mind a PUT-elékezelt csoport
egy-egy alcsoportjat 50 uM Cd(NO3)2 kezelésnek tettiik ki (Cd és PUT-el6kezelés+Cd). A PUT-
elokezelést kapott masik alcsoportot egy 7 napos ,recovery” periodusként kontroll nevelési
koriilmények kozé helyeztiik vissza (PUT-el6kezelés). A novények gyOkerein valamennyi esetben
kétszeres desztillalt vizes mosast végeztiink az el6kezelés ideje utan. A tovabbi harom csoport 14
napos korig nott kontroll koriilmények kozott. Ezt kovetden az egyik alcsoport tovabbra sem kapott
semmilyen kezelést sem (K), egy masik csoportot 0,5 MM DFMO-val (DFMO), mig egy harmadik
csoportot kombinaltan 0,5 mM DFMO-val és 50 uM Cd(NOs)2-tal kezeltik (DFMO+Cd). A
tapoldatokat 2 naponta a kezelésnek megfeleld friss oldatokkal cseréltiik. A ndvények leveleirdl a
génexpressziods elemzésekhez a 14. és 21. napon, mig a tovabbi mas elemzésekhez a levelekrdl és
gyokerekrél a 21. napon vettiink mintat. A gyokerek mosdsa a 4.1.3.1. pontban leirtaknak

megfelelden tortént.

csiraztatas mintavétel génexpressziéra

|

] [ I I I I [ I [ I I [ [ [T I I [ [ I I I I kontroll

— I I [ [ [ | [ I [ [ [ I | Cd
—— 1 T T T T 7 I 1 ] I [ ] PUT-elékezelés
—— . ] 1 I I [ | PUT-el6kezelés+Cd
L1 osiraatatés 37 °C-on, 1 nap —— T N DFMO
[ ] csiraztatas 28 °C-on, 5 nap — | I I I I I I ] | | | | | | | DFMO+Cd

[ ] kontroll kérilmények kazott eltelt napok
I 0,5 mM putreszcin (PUT) -elékezelés 7 napon &t miianyag edényben
[] 50 uM Cd kezelés 7 napon &t iiveg féz8pohérban

B 0.5 mM 2-(difluorometil)ornitin (DFMO) 7 napon &t Giveg féz8poharban
I kombindlt 50 uM Cd és 0.5 mM 2-(diflucrometiliornitin (DFMO) kezelés 7 napon &t Givegedényben

6. abra. Putreszcin-elokezelés, illetve putreszcin-szintézist gatloszer hatasa kadmiumstressz
soran rizsndvényekben

4.1.3.7. Abszcizinsav-kezelés hatdsanak vizsgadlata putreszcin-kezeléssel 6sszehasonlitasban kontroll

koriilmények kozott és PEG-indukalta ozmotikus stressz soran buzanévényekben

A 4.1.3. pontban leirtaknak megfelelden, TC33 buiza genotipusu buzandvényeket neveltiink
14 napos korig. Ekkor a ndvényeket 0,15 mM ABA-val (ABA) vagy 0,5 mM PUT-nel (PUT) kezeltiik
1 napig €s az aznapi kontroll novényekkel (K) egyiitt egy résziikrdl levél és gyokér mintat vettiink. A
ndvények masik részének gyokerét desztillalt vizzel mostuk, majd hat csoportot képeztiink. Mind a

kontroll, mind az ABA- illetve PUT-el6kezelt névények egyik felét kontroll kériilmények kozott
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neveltiik tovabb (K+5d, ABA+5d és PUT+5d) masik felét pedig 15%-0s PEG 6000 kezelésnek tettiik
ki 5 napon at (K+5dPEG, ABA+5dPEG és PUT+5dPEG). A tapoldatokat 2 naponta cseréltiik a
frissen elkészitett megfeleld oldatokkal. Az 5 nap elteltével mind a 6 kezelésbol levél és gyokér

mintakat szedtink.

4.2. A novények fiziologiai allapotanak meghatirozasa

4.2.1. Klorofill-a fluoreszcencia indukcié mérése

A PSII kvantumhatasfokat jellemz6 AF/Fm’ klorofill-fluoreszcencia indukcids paramétert
(AF/Fm’ = (Fm’ — Fs)/ Fm’, ahol az Fm’ a maximalis, mig az Fs a steady state klorofill-fluoreszcencia
szinteket jelolik fény adaptalt allapotban) PAM-2000 (Walz, Effeltrich, Németorszdg) miiszerrel
(Janda és mtsai. 1994) az adott nevelési koriilmények kozott a novényneveld kamraban mértik. A

mérések az adott kisérletekben a legfiatalabb, teljesen kifejlett levélen torténtek.

4.2.2. A fotoszintetikus aktivitas mérése

A fotoszintetikus aktivitds mérése szintén a novények legfiatalabb, teljesen kifejlett levelein,
nyitott rendszeri L1-6400 tipusu infravorés gazanalizatorral (LI-COR Inc, Lincoln, Nebrasca, USA)
tortént. Megvilagitdé fényforrasként a mérdfejhez csatlakoztathaté 6400-02 LED lampat (LI-COR,
Lincoln, Nebrasca, USA), a hdmérséklet szabalyozasara a beépitett Peltier elemet hasznaltuk. A CO>
referencia szint 380 pL L volt, a méréseket a ndvénynevel$ kamraban az adott fényintenzitas és
adott nevelési hdmérsékleten végeztilk. A mért viz- €s széndioxidmennyiség valtozasanak értékei
segitségével a kiilonboz6 gazcsere paraméterek, mint a nettd fotoszintetikus aktivitas (Pn), a
gazcserenyilasok vezetoképessége (gs), az intercellularis CO2-koncentracio (Ci) és a transpiracio (E)

meghatarozasa tortént (von Caemmerer és Farquhar 1981).

4.2.3. Lipidperoxiddcio meghatdrozdsa

A lipidperoxidaciéo meghatarozasa a malondialdehid-tartalom (MDA) mérésén alapszik. Az
elokészités soran 0,2 g novényi mintat dorzsmozsarban 900 ul 0,1%-0s (w/v) triklor-ecetsavval
(TCA) eldorzsoltink, majd 12 000 g-vel 10 percig centrifugaltuk. A feliiliszo 450 pl-éhez 2 ml 0,5%
(w/v) tiobarbitursavat (TBA) tartalmazo 20%-0s (w/v) TCA-t adtunk és az elegyet 90 °C-on 30 percig

inkubaltuk. Az MDA-tartalom meghatarozasa spektrofotometridsan, 532 nm-en tortént, a 600 nm-en

crcr
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tartalombo6l a 155 mM™ cm? extinkciés koefficiens segitségével szamoltuk ki és nmol gt friss
tomegben adtuk meg (Thomas és mtsai. 2004).

4.2.4. Hidrogénperoxid-tartalom meghatdarozdsa

A H>0O;-tartalom meghatarozasa az ammonium vasszulfat/xylenol orange (FOX-1) modszer
szerint tortént (Gay és mtsai. 1999). 0,2 g ndvényi mintat homogenizaltunk 1 ml 10% (w/v) H3PO4
segitségével, majd 15 percig centrifugaltuk 15 000 g-vel. A feliilaszohoz 50 ul-hez 950 ul FOX
reagens adtunk, majd 30 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten. A fotometralast 560 nm-en végeztiik
Shimadzu UV-VIS 160A (Kyoto, Japan) spektrofotométerrel. A mintak H2O2 tartalmat mM g* friss

tomegben adtuk meg a kalibracid elvégzését kovetden.

4.2.5. Antioxidans enzimek kivondsa és az aktivitisok meghatdrozdsa

Az izolalas soran 0,5 g ndvényi anyagot kvarchomokkal dorzsoltiink el 2,5 ml jéghideg 0,5
mM TRIS pufferben (pH 7,4), 3 mM MgClz> és 1 mM EDTA jelenlétében dorzsmozsarban. A
homogenizatumot hiittt centrifugaban 20 percig centrifugaltuk 15 000 g-vel. A feliilaszot Eppendorf
csovekbe osztottuk szét. A glutation-reduktaz aktivitasat a friss, mig a tovabbi enzimeket a -20 °C-
on tarolt fagyasztott feliilluszobol mértilk. Az enzimaktivitdsokat fotometridsan hataroztuk meg
(Shimadzu UV-VIS 160A). Me¢érésig a mintakat jégen tartottuk, a méréseket pedig
szobahdmérsékleten végeztiik. Az enzimaktivitasokat nkatal g friss tomegre adtuk meg.

4.25.1. Katalaz (KAT) (EC 1.11.1.6)

A KAT aktivitdsdt 240 nm-en mértiik, a H20, fogyasat nyomon kovetve. A reakcioelegy
Ossztérfogata 3 ml volt, és 0,44 mM TRIS puffert (pH 7,4) 0,0375% H202-t és 50 pl ndvényi mintat
tartalmazott (Janda és mtsai. 1999). A reakciot a H>O2 hozzaadasaval inditottuk el.

4.2.5.2. Gvajakol-peroxidaz (G-POD) (EC 1. 11.1.7)

A gvajakol oxidacigja nyoman bekovetkezd abszorbancia novekedést 470 nm-en
spektrofotométerrel nyomon kovetve mértiik (Adam és mtsai. 1995), H,0; oldattal inditva a reakciot.
A 3 ml reakcioelegy Osszetétele a kovetkezoé volt: 88 mM Na-acetat puffer (pH 5,5), 0,88 mM
gvajakol, 0,0375% H202 és 50 pl névényi minta.
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4.2.5.3. Aszkorbdt-peroxidaz (APX) (EC 1.11.1.11)

Az APX aktivitasat a kovetkezd Osszetételll reakcioelegyben mértiik: 0,2 M TRIS puffer (pH
7,8), 5,625 mM aszkorbinsav és 0,042% H20,. A reakcidelegy 2,25 ml volt, mely 50 ul mintét
tartalmazott, és a reakciot H,O. hozzaadasaval inditottuk. Az aszkorbinsav fogyasat 290 nm-en

kovettiikk nyomon (Janda és mtsai. 1999).

4.2.5.4. Glutation-reduktdz (GR) (EC 1.6.4.2)

A GR aktivitasanak meghatarozasakor a 5,5"-ditio-bisz-(2-nitro-benzoesav) (DTNB) redukciojat
mértiik 412 nm-en (Smith és mtsai. 1988). A reakcioelegy 1 ml Ossztérfogata 75 mM Na-foszfat
puffert (pH 7,5), 0,15 mM dietiléntriamin-pentaecetsavat, 0,75 mM DTNB, 0,1 mM NADPH, 1 mM
GSSG. A reakcidt 50 pl minta hozzaadasaval inditottuk.

4.2.5.5. Glutation-S-transzferdz (GST) (EC 2.5.1.18)

A GST aktivitasinak meghatarozdsa 340 nm-en spektrofotometridsan tortént az S-2,4-
dinitrofenil-glutation képz6dését nyomon kovetve (Guthenberg és Mannervik 1981). A 2,75 ml
reakcioelegy 72,5 mM Na-foszfat puffert (pH 6,5), 2,6 mM GSH-t, 1 mM 1-kloro-2,4-dinitrobenzént

tartalmazott és a reakciot a 100 pl mintaval inditottuk.

4.3. Kadmiumtartalom meghatarozasa

0,1 g széraz elporitott ndvényi részt 2 ml 30%-0s H202 és 2 ml 65%-os salétromsav elegyével
roncsoltuk (1 napig 25 °C-on, majd 20 percig 120 °C-on tulnyomason forraltuk). A mintdk
fémtartalmat ICAP-61E tipust atomabszorpcids késziilékkel hataroztuk meg (Hegedis és mtsai.
2001).

4.4. Prolintartalom meghatarozasa

0,5 g ndévényi anyagot kvarchomok segitségével 5 ml Milli-Q vizben homogenizaltuk, majd
10 percig 4 °C-on és 10 000 g-vel centrifugaltuk. A reakcidelegy 0,5 ml feliiluszot, 250 pl 96%-0s
ecetsavat és 250 ul ninhidrin reagens tartalmazott (Bates és mtsai. 1973). 0,5 ml toluollal torténd
extrahdlas utan a prolintartalmat 518 nm-en Shimadzu UV-VIS 160A (Kyoto, Japan)
spektrofotométerrel mértiik. A prolintartalmat standard kalibracios egyenes segitségével pg g friss

tomegre vonatkoztatva adtuk meg.
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4.5. Szalicilsav, flavonoid és abszcizinsav-extrakcié és mennyiségi analizis

Kukoricandvények esetén 1 g, buza- és rizsnovények esetén 0,5 g ndvényi mintat folyékony
nitrogénben, a ndvényi mintdhoz képest feleannyi mennyiségli kvarchomok segitségével
dorzsmozsarban homogenizaltuk, majd 2 ml 70%-0s metanolt adtunk hozza, mely 250 ng orto-
anizinsavat (0-ANI: belsé standard) és 25 pg para-hidroxi-benzoesavat (p-HBA: extrakcios Karrier)
tartalmazott. Vortexelést kovetden 4 °C-on 10 000 g-vel 10 percig centrifugaltuk és a feliiliszot
felretettiik. A csapadékot 2 ml 90%-os metanollal Gjra extrahéltuk, vortexeltiik, és a fentiek szerint
ismét centrifugaltuk. Az igy képzddott feliiluszot a korabban félretetthez hozzaontottiik. Ezzel az
eljarassal a novényben 1évé szabad fenolos vegyiileteket, illetve a kotottek koziil a metanolban
oldodokat lehet kinyerni (Meuwly és Metraux 1993). Az 0Osszegyijtott feliiluszokat
vakuumbeparloban vizes fazisig paroltuk. Ezutan 1 ml 5%-0s (w/v) TCA-t adtunk a mintakhoz,
vortexeltiik, 4 °C-on 10 percig 10 000 g-vel centrifugaltuk. A feliiluszokat 4 ml ciklohexan: etilacetat
= 1:1 (v/v) elegyével particionéltuk. A felsd szerves fazis a szabad fenolos vegyiileteket, mig az also6
vizes fazis a metanolban old6do kotott fenolos vegylileteket tartalmazta. A felsé fazist Pasteur-
pipettaval ivegfiolakba helyeztiik at és vakuumbeparloban szarazra paroltuk, majd a mérésig -20 °C-
on taroltuk. A kotott fenolos vegyliletek savas hidrolizise a kovetkezoképpen tortént. Az alsd vizes
fazishoz 250 pl 0,1 mg/ml p-HBA-t, 5 ul 0,05 mg/ml , 0-ANI-t és 1,3 ml 8N HCI-t adtunk, majd 80
°C-on 60 percig inkubaltuk. Ezt kdvetden a fent leirt mddon particionaltuk, és a fels6 szerves
fazisokat beparlas utan -20 °C-on taroltuk.

Az igy eldkészitett és tarolt mintakat a folyadékkromatografias mérés elott az ,,A” szolvens
500 pl-ben visszaoldottuk és 0,45 pm porusméretic PTFE membransziirén atszirtiik. A méréshez
Waters tipusi  HPLC-t (WATERS, Milford, MA, USA) hasznaltunk, mely a kovetkez6
részegységekbdl allt: W2690 pumparendszer (mely tartalmazott egy automata mintaadagolot,
oszloptermosztatot és gradiens keverésre alkalmas pumparendszert), egy W474 scanning
fluoreszcens detektor és W996 fotodiddasoros detektor. A mérési adatok kiértékelése Millenium32
program (WATERS, Milford, MA, USA) segitségével tortént. A mintabol 40 pl-t injektaltunk a 4 pm
szemcseméretil, 150x4,6 mm méretli Synergi 4u Fusion-RP 80A (Phenomenex, Inc. Kalifornia, USA)
analitikai oszlopra. A mérés soran kétféle szolvenst hasznaltuk (A: MilliQ viz, 0,1% hangyasav, B:
100% ACN, 0,1% hangyasav). Az elvalasztashoz hasznalt gradiens program a 4. tablazatban
talalhato.

Az oszlophémérséklet az elemzés soran 40 °C volt. A SA detektalasa 305 nm gerjesztési és
407 nm kisugarzasi hullamhosszon, mig az OHCA detektalasa 317 nm gerjesztési és 436 nm

kisugarzasi hullimhosszon tortént.

40



dc_1647_19

4. tablazat A szalicilsav elvalasztashoz hasznalt gradiens program.

1dé Aramlasi
( el?c) sebesség A % B %
b (ml/perc)
1 0 1 85 15
2 10 1 50 50
3 11 1 0 100
4 15 1 0 100
5 16 1 85 15
6 28 1 85 15

A flavonoidok (rutin, miricetin, kvercetin és kempferol) detektalasahoz a diddasoros UV/VIS
detektorral (W996 fotodiddasoros detektor, Waters, USA) 230 és 300 nm kozott teljes spektrumot
vettiink fel, melynek célja az volt, hogy minden vegyiiletet a maximalis abszorbancianal tudjunk
kiértékelni, igy a jellemz6 UV-spektrum és a retencios id6 alapjan értékelhetd ki a kromatogram. Az
ABA detektalasa 265 nm-en tortént szintén a fent emlitett UV-VIS detektorral.

4.6. Poliaminok mennyiségi analizise

A mintael6készités soran 0,2 g ndvényi mintat folyékony nitrogénben eldorzsoltiink, 2 ml
0,2 M jéghideg perklorsavval extrahdltunk, majd 20 percig jégben allni hagytuk. Ezutan 4 °C-on 20
percig 10 000 g-vel centrifugaltuk. A poliaminok mennyiségi analizise soran a szarmazékképzéshez
a feliltszot hasznaltuk (Németh és mitsai. 2002). A feliiliszo 100 pl-hez 200 pl telitett natrium-
karbonatot és 400 ul acetonban oldott danzil-kloridot (5 mg ml™) adtunk. A reakcidelegyet vortexelés
utan 60 °C-on, sdtétben 60 percig inkubaltuk, majd 100 pl 100 mg ml™? tdménységii prolin oldatot
adtunk hozza, és tovabbi 30 percig szobahOmérsékleten, sotétben inkubaltuk. Ezutan a
danzilszarmazékokat 500 pul toluollal 30 masodpercig extrahaltuk, majd a fels6, szerves fazist vakuum
alatt beparoltuk. A maradékot 0,5 ml 100% metanolban felvettiik 0,45 um porusméretii PTFE
membransziirén atsziirtiik kozvetleniil a kromatografias analizis el6tt. Folyadékkormatografiés
rendszer a kovetkezd egységekbol allt: Waters 2690 rendszer, mely tartalmaz egy automata
mintaadagolot, oszloptermosztatot és gradiens keverésre alkalmas pumparendszert (WATERS,
Milford, MA, USA) és egy W474 tipust scanning fluoreszcens detektor.

A mérési adatok kiértékelése Millenium32 program (WATERS, Milford, MA, USA)
segitségével tortént. A fent leirt modon eldkészitett mintakbol 5 pl-t injektaltunk az 5 pm
szemcseméretii, C18 toltetii, 100x2.1 mm méretii Kinetex oszlopra (Phenomenex, Inc. Kalifornia,
USA). A mérés soran kétféle szolvenst hasznaltuk (A: 44% ACN és B: ACN:MeOH = 7:3). Az
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elvdlasztdshoz hasznalt gradiens program az 5. tdblazatban talalhat6. Az elemzés sordn az
oszlophémérséklet 40 °C volt. A danzil-kloriddal szarmazékképzett PA-ok detektalasa fluoreszcens

detektorral 340 nm-es gerjesztési €s 515 nm-es kisugarzasi hullamhosszon tortént.

5. tablazat Poliaminok elvalasztasdhoz hasznalt gradiens program.

1dé Aramlasi
( el?c) sebesség A % B %
b (ml/perc)
1 0 0,5 100 0
2 13 0,5 3 97
3 14 0,5 0 100
4 18 0,5 0 100
5 19 0,5 100 0
6 31 0,5 100 0

4.7. Diamin-oxidaz (EC 1.4.3.6.) és poliamin-oxidaz (EC 1.5.3.3.) aktivitasok mérése

0,2 g novényi mintat folyékony nitrogénben homogenizaltunk, majd 600 pl jéghideg
extrakcios puffert adunk hozza, mely a kovetkezdket tartalmazta: 0,2 M TRIS (pH: 8), 10% (v/v)
glicerol, 0,25% Triton X-100, 1 uM peptin és 0,5 mM fenil-metil-szulfonil-fluorid. A mintakat 20
percig jégen tartottuk mikdzben 5 percenként vortexeltiik, ezt kdvetden 10 percig centrifugaltuk 15 000
g-vel 4 °C-on. A reakcidelegy 600 pl 100 mM Na-foszfat puffert (pH 6,6), 150 pl feliiliszot valamint
a 7,5 ul szubsztratot tartalmazott, mely a DAO esetében 1 M PUT, mig a PAO esetében 1 M SPD. A
reakciokat az adott szubsztrattal inditottuk, majd 90 perces 37 °C-on tortént inkubacié utan 50 pl
20%-0s TCA-val allitottuk le. A megfeleld szinképzédéshez 22,5 ul 0,1 M-0s 0-aminobenzaldehidet
adtunk a mintakhoz és vortexeltiik, majd 20 percig jégen hagytuk. A fotometralas el6tt a mintakat
centrifugaltuk 10 percig 4 °C-on 15 000 g-vel. Az enzimaktivitasokat 430 nm-en Shimadzu UV-VIS
160A (Kyoto, Japan) spektrofotométerrel mértilk vak oldattal szemben, mely a reakcioelegy
valamennyi komponensét tartalmazta a feliiluszo kivételével (Takacs és mtsai. 2016). A DAO és PAO

enzim-aktivitasokat U mg™ friss tomegre adtuk meg.
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4.8. A glutation-, y~glutamil-cisztein- és cisztein-tartalom meghatarozasa

A minta el6készités soran 0,4 g ndévényi mintat folyékony nitrogénben 2 ml 0,1 M HCl és 1
MM Na2EDTA jelenlétében eldorzsoltiink. A mintakat 10 000 g-vel 20 percig centrifugaltuk 4 °C-
on. A total tioltartalom meghatarozasahoz a feliiliszo 120 pl-éhez 180 ul 0,2 M HEPES (2-
(ciklohexilamino)etanszulfonsav) puffert (pH 9,3) és 30 pl 3 mM ditiotreitolt mértiink. A
reakcidelegyet szobahdmérsékleten 60 percig inkubaltuk, mialatt a diszulfid hidak redukalodtak.

A diszulfidok mennyiségének meghatarozasdhoz a szabad tiolok blokkolasara volt sziikség,
mely soran a 200 ul extraktumhoz 300 ul 0,2 mM-os HEPES puffert (pH 9,3) és 15 ul 50 mM-0s N-
etilmaleimidet (NEM) pipettaztunk és szobahémérsékleten 15 percig allni hagytuk. Ezt kdvetden
toluolos extrakcioval tavolitottuk el a felesleges NEM-et. Az igy kapott kivonatbol 300 pl-t 0j csébe
mértiink és diszulfidok redukalasa céljabol 30 ul 3 mM-os DTT-t adtunk hozza és a total tiol
frakcional leirtak szerint inkubéltuk. A szarmazékképzéshez 20 pl 15 mM monobromobimant adtunk
a reakcioelegyhez és soOtétben, szobahOmérsékleten 15 percig inkubaltuk. A tiolcsoportok
szarmazékképzése ez id6 alatt tortént meg, majd a reakciot 350 pl 0,25%-os (v/v) metanszulfonsavval
allitottuk le (Kocsy és mtsai. 2001).

A tiolvegyiiletek meghatarozasanak folyadékkromatografias méréséhez Waters tipusi HPLC-
t (WATERS, Milford, MA, USA) hasznaltunk, mely a kdvetkezo részegységekbdl allt: W2690
pumparendszer (automata mintaadagoloval, oszloptermosztattal és gradiens keverésre alkalmas
pumparendszerrel) és egy W474 scanning fluoreszcens detektor. A mérési adatok kiértékelése
Millenium32 program (WATERS, Milford, MA, USA) segitségével tortént. A mintakbol 40 pl-t
injektaltunk a 10 pm szemcseméretii, 250x4 mm méreté BST Rutin 10 C18 BD oszlopra. A mérés
soran az alabbi szolvenseket hasznaltuk: A: 90% viz, 10% MeOH, 0,25% ecetsav (pH 3,9) B: 90%
MeOH, 10% viz, 0,25% ecetsav. Az elvalasztas az 6. tablazatban taldlhato gradiens programmal
tortént. Az oszlophdmérséklet 30 °C volt. A szarmazékképzett mintak detektalasa fluoreszcens

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

6. Tablazat. Tiolok elvalasztasahoz hasznalt gradiens program.

1dé Aramlasi
(perc) sebesség A% B %
P (ml/perc)
1 0 1,5 100 0
2 10 1,5 92 8
3 15 1,5 86 14
4 175 1,5 0 100
5 255 1,5 0 100
6 265 1,5 100 0
7 31 1,5 100 0
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4.9. Fitokelatin-szintaz enzim aktivitasanak mérése és fitokelatinok mennyiségi
meghatarozasa

A 750 mg névényi mintat kvarchomokkal dérzsmozsarban dorzsoltiik el 750 ul 50 mM TRIS
(pH 8,0) pufferrel, mely 10 mM B-merkaptoetanolt és 14% (v/v) glicerolt tartalmazott. A
homogenizatumot 13 000 g-vel 10 percig centrifugaltuk 4 °C-on. Az in vitro PCS aktivitasméréshez
¢s az in vivo PC-szint méréséhez a feliiliszot hasznaltuk, és a kovetkezé modszerrel végeztiik (Chen
és mtsai. 1997). A 300 ul végtérfogath reakcioelegy Osszetétele a kovetkezd volt: 200 mM TRIS (pH
8,0), 10 mM B-merkaptoetanol, 10 mM GSH, 0,5 mM Cd(NOz3)2 és 200 pl ndvényi minta. A reakciot
a ndvényi minta hozzdadasaval inditottuk és 60 percig 35 °C-on inkubaltuk. A reakci6 leallitdsdhoz
30 ul 50%-0s 5-szulfoszalicilsavat hasznaltunk, majd 10 percig jégen inkubaltuk. A kicsapodott
fehérjéket 15 000 g-vel tortént 5 perc centrifugalassal tavolitottuk el, és a feliilliszot hasznaltuk a
HPLC analizishez.

A folyadékkromatografias méréshez Waters tipusa HPLC-t (WATERS, Milford, MA, USA)
hasznaltunk, mely a kdvetkez6 részegységekbdl allt: W2690 pumparendszer, (mely tartalmazott egy
automata mintaadagolot, oszloptermosztatot és gradiens keverésre alkalmas pumparendszert), egy W
501 pumpa (a szdrmazékképzéshez) és egy diddasoros UV/VIS detektor (W996). A mérési adatok
kiértékelése Millenium32 program (WATERS, Milford, MA, USA) segitségével tortént. A mintabol
100 pl-t injektaltunk a forditott fazisu, 5 um szemcseméretii, 100x2,1 mm méretii Hypersil ODS
analitikai oszlopra. A mérés sordn az alabbi szolvenseket hasznaltuk: A: viz, 0,1% trifluor-ecetsav
(TFA); B: viz, 20% acetonitril (ACN), 0,1% TFA. Az elvalasztas a 7. tablazatban talalhato gradiens
programmal tortént. Az oszlophdmérseklet 25 °C volt. A fitokelatinok mennyiségi meghatarozasa
,post-column” szarmazékképzéssel tortént, a kovetkez6 Osszetételit Ellman-reagenssel: 50 mM Na-
foszfat pufter (pH 8), 10% ACN és 74,5 uM DTNB. A reagens aramlési sebessége 1,5 ml/perc volt.
A reagens ¢és a minta egy 10 cm hosszii és 1 mm atmérdjii tefloncsOben keveredett. A
szarmazékképzeés utdn az elegy abszorbancidjat 410 nm-en mértiik az UV detektorral.

A »-Glu-Cys egységeket tartalmazo fitokelatinok (PCz, PCs és PCs) koncentracidjat a GSH-
ra felvett kalibracids gorbe segitségével hataroztuk meg. A PCS specifikus aktivitasat a képz6dott PC

nmol mint g friss tomegre adtuk meg.
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7. tablazat. A fitokelatinok HPLC analizise soran hasznalt gradiens program.

1dé Aramlasi
(perc) sebesség A% B %
P (ml/perc)
1 0 0,5 100 0
2 2,5 0,5 75 25
3 175 0,5 0 100
4 18 0,5 0 100
5 19 0,5 100 0
6 25 0,5 100 0

4.10. Aszkorbat-tartalom meghatarozasa

0,5 g névényi mintat folyékony nitrogénben homogenizaltunk, majd hozzaadtunk 3 ml 1,5%-
0s meta-foszforsavat. Az 6ssz aszkorbat-tartalom (AA) meghatarozasa a dehidroaszkorbat-tartalom
(DHA) ditiotreitol altali teljes redukalasa utan tértént meg, majd az 6ssz AA és a DHA kiilonbségébol
szamitottuk ki az AA-tartalmat. Az elvalasztast Hyperprep HS C18 oszlopon hajtottunk végre
(250x4.6 mm, 8 um) (ThermoFisher Scientific Inc.) Alliance 2690 rendszer segitségével (Waters,
Milford, MA, USA). A kimutatashoz W996 fotodidédasoros detektorral (Waters, Milford, MA, USA)
248 nm-en tortént (Szalai és mtsai. 2014).

4.11. Lipid extrakcio és zsirsav analizis

A lipid extrakcio €s zsirsav analizis a kovetkez6 1épésekben tortént (Pal és misai. 2007). 1 g
névényi mintat folyékony nitrogénben eldorzsoltiink, majd 3x4 ml metanol: kloroform = 2:1
elegyével centrifugacsovekbe atmostuk, 4 ml vizet adtunk hozza, és alaposan Osszeraztuk, illetve
vortexeltliik. A dorzsmozsarat még egyszer 4 ml kloroformmal 4tmostuk a centrifugacsébe és 4 ml
2%-0s NaCl oldatot mértiink hozza. Az extraktumot Osszeraztuk, vortexeltiik és 10 percig 5 000 g-
vel centrifugéltuk. Az alsé kloroformos fazist Pasteur pipettaval iivegfiolaba pipettaztuk, és a
csapadékot 2,5 ml kloroformmal jra extrahaltuk, azaz 6sszeraztuk, vortexeltiik és 5 percig 5 000 g-
vel centrifugaltuk. Az als6 kloroformos fazist Pasteur pipettaval leszivtuk, és az el6z0hoz adtuk. A
mintakat vakuumbeparléban szarazra paroltuk, majd 500 pl toluol: etanol = 4:1 elegyével
visszaoldottuk, és a mérésig -20 °C-on taroltuk.

Az 0Osszlipid extraktumbol a lipid frakciok szétvalasztisa vékonyréteg kromatografiaval

tortént. Az extraktumbol 4 x 50 pl-t vittiink fel Hamilton fecskendével a 20 x 20 cm-es szilikagél
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(szilikagél 60, Merck, Darmstadt, Germany) rétegre. Szaradas utan a futtatas a kovetkezo osszetételia
elegyben tortént: 50 ml kloroform, 20 ml aceton, 10 ml metanol, 10 ml ecetsav és 5 ml viz. Futtatas
utan a réteget megszaritottuk, majd primulinnal (100 mg primulin/100 ml aceton:viz = 4:1) leftjtuk.
Szaradas utan UV-fényben a szétvalt frakciok foltjai ceruzaval koriilrajzolhatok. Az egyes foltokat
lekapargattuk és tivegfiolaba raktuk.

A zsirsavak metilészterezéséhez a lekapargatott szilikagélhez 3 ml kénsavas metanolt (97,5
ml metanol és 2,5 ml kénsav) és belsd standardként, 10 pl heptadekansavat (1 pug/ pl) adtunk. Az
elegyet 45 percre 70 °C-0s vizfiirdébe, ezutan 10 percig jégre helyeztiik. A mintakhoz 1 ml vizet és
0,5 ml heptant adtunk ¢és vortexeltiik. A fazisszétvalas utan a felsé heptan fazist Pasteur pipettaval
gazkormatografias fiolakba pipettaztuk és az elemzésig -20 °C-on taroltuk.

A zsirsavak metilésztereinek analizise Shimadzu GC-FID2010 (Shimadzu Co., Kyoto, Japan)
gazkromatograffal tortént, SP-2380 kapillaris oszlopon (30 m x 0,25 mm I.D., df= 0,20 um;
Supelco/Sigma-Aldrich Co., St.Louis, MO, USA). Injektor hdmérséklete 200 °C volt, mig a mérés
soran a kollonnatér hdmérséklete a kovetkezoképpen valtozott: a kezdeti 175 °C-os hémérséklet,
nyolc perc elteltével 50 °C/perc sebességgel 240 °C-ra emelkedett, és ezt 5 percen at tartotta. Az
injektalas split modban 1/5 split arannyal tortént. A vivogazként héliumot hasznaltunk, sebessége:
37,8 cm/perc volt. A kiértékeléshez a heptadekansavat hasznaltuk, mint bels6 standard. Az adatok
kiértékelése a GC 2.10 szoftverrel tortént (Shimadzu C., Kyoto, Japan).

A kettéskotés indexet (DBI) a kovetkezOképpen szamoltuk: a telitetlen zsirsavak mol %-a
szorozva az egyes telitetlen zsirsavakban 1évd kettOskotések szdmaval [1x(18:1%) + 2x(18:2%) +
3x(18:3%)]. A telitetlenségi szazalék értékeket (telitetlenségi %) a 18:1% + 18:2% + 18:3% képlet
segitségével a mol % értékekbdl szamitottuk. A t16:1 zsirsav ugyan tartalmaz telitetlen kotést, de
szerkezetébdl adodoan teletett zsirsavként viselkedik a ndvényekben, igy ennek a mennyiségét nem
vettiik figyelembe sem a DBI, sem a telitetlenségi % szadmitasakor.

A kovetkez0 membranfrakciokban vizsgaltuk a zsirsav-Osszetételt (t16:1, 16:0; 18:0; 18:1:
olajsav; 18:2: linolsav és 18:3: linolénsav): monogalaktozil-diacilglicerol (MGDG), digalaktozil-
diacilglicerol (DGDG), foszfatidil-etanolamin (PE) és PG.

4.12. Génexpresszio vizsgalata valés ideji PCR-rel

A vizsgélni kivant gének expresszids mintdzatanak vizsgalatdhoz levél- és gyokérmintakat
szedtiink (a 3 fliggetlen biologiai ismétlésen kiviil 3-3 technikai ismétlést alkalmaztunk). Az RNS
izolalasa TRIzol reagenssel (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), a mintak kezelése DNase |-
gyel, tisztitasa Direct-zol™ RNA MiniPrep Kit-tel (Zymo Research, Irvine, CA, USA) tortént a
gyarto utasitasai szerint. Az izolalt RNS mennyiségét és tisztasagat fotometriasan (NanoDrop ND-
1000 UV-Vis spectrophotometer, NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA) hataroztuk meg.
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A cDNS szintéziséhez M-MLV Reverse Transcriptase-t (Promega Corporation, Madison, W1, USA)
hasznaltunk. A valds idejii polimeraz lancreakcio (real-time PCR) kivitelezése a vizsgalni kivant
génekre és a haztartasi génekre specifikus primerek (Sigma-Aldrich Co. LLC.) (8. tablazat), PCRBIO
SyGreen Mix (PCR Biosystems, London, UK) és CEX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) segitségével, a gyarto altal mellékelt leiras szerint tortént. A cél gének

expressziojat a referencia gén expressziodjahoz viszonyitottuk, az expressziods kiilonbségeket a 2744

modszerrel szamoltuk ki (Livak és Schmittgen 2001).

8. tablazat. Buza- ¢és rizsnovényekhez hasznal primer szekvenciak.

Gén Primer szekvenciak (5' — 3') Referencia
Ta30797 Forward GCCGTGTCCATGCCAGTG (Paolacci és mtsai.
(foszfogliikonat dehidrogendzhoz hasonld) — Reverse TTAGCCTGAACCACCTGTGC 2009)
TAADC Forward  TCTACCCCGTCAAGTGCAAC erverett
Reverse GACGAGGCAGCTCATGGT
Ta0DC Forward CGTGCGTGGAGGTGATAGG tervezett
Reverse AGCTGAGGGTGCCGTAGA
TaOAT Forward TGATGATCGCTCGGCTTTACA tervezett
Reverse CAGTAGCACCCATTGTTGCAG
Forward AGGCTGGGTATGAGAGTGC
TaPSCsl Reverse TAAGGCATCAGGTCGGGAC tervezett
Forward  CCAGCCTCCAGCTCCGCAAC . ,
TaPAO Reverse  GCCCAGCTCCTCCACCTCGTC — (Xiong és misai. 2017)
Forward ACAGCCTTCTCCACACAAGA
TaSAMDC Reverse TCCAGACCAGTCATGCACA tervezett
TaSPDS Forward  AGGTATTCAAGGGTGGCGTG erverett
Reverse TGGGTTCACAGGAGTCAGGA
Forward CCTCGAAGCCCAGCACTAAT o .
TaNCED Reverse ~ GAGAGCGAGAGGTCCAATGG (Gallé és misai. 2013)
Forward ACCACTTCGACCGCCACTACT L, .
OsUBQS Reverse ACGCCTAAGCCTGCT GGTT (Jain és misai. 2006)
Forward  TCTCCACGTCCAACATGAAGAC ) _
0sODC3 Reverss ~ GGCACTTTCCCAGTGATCTAGC (Do és misai. 2013)
Forward  AATCATCCCAATCCAGTGCCTT ) ,
OsADC3 Reverse TGCCTCCCGCTGATGAAGT (Do és misai. 2013)
Forward AGAGCATGTGGTTGCATACGC , .
OsSPDS/SPMS3 Reverse ~ AACCCTTGAATGTCTCACGGC (Do és misai. 2013)
F AT AGGTCCATGA
0sPCS9 orward GGEGEECCGAGGTCCATG (Shen és mtsai. 2010)

Reverse  TCAATGCAAGGTTCTAGGAGTGA

4.13. Statisztikai analizis

Az eredmények 10 ismétlés atlagai a klorofill-a fluoreszcencia indukcids €s a fotoszintézis
aktivitasmérések, 3-5 ismétlés atlagai fotometrids mérések, a HPLC és GC analizisek, 3 ismétlés
atlagai a génexpresszios elemzések meghatarozasa soran. A paraméterek valtozasait az azonos napos
kontroll novényekben mért értékekhez hasonlitottuk. A szignifikancia vizsgéalathoz Student-féle
kétmintas t-probat hasznaltunk. A vizsgalt paraméterek kozotti kapcsolatok vizsgalatahoz a

paraméterek korrelacios elemzését SPSS 16.0 programmal végeztiik.
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5. EREDMENYEK

5.1. Poliamin-tartalom valtozasa és annak mas védovegyiiletekkel valo kapcsolata Kiilonb6z6
stresszhatasok soran

A PA-k mennyiségi valtozasait szamos stresszhatas esetén, tObb novényfajban is leirtak.
Bizonyos esetekben a PA-ok mennyisége €s a stressztolerancia mértéke kozott pozitiv dsszefliggést
irtak le, azonban ezek a megallapitasok a névényfajtol, az alkalmazott stresszfaktortol és az adott PA-
vegyllettdl fiiggben is eltéré képet mutattak. A PA-tartalom és a stressztolerancia mértéke kozotti
Osszefliggés tisztazasa érdekében kiilonboz6 stresszhatasok sordn vizsgaltuk a legéltalanosabban
eléforduld PA-ok (PUT, SPD, SPM ¢és KAD) kezdeti, illetve stresszhatasra bekovetkezé mennyiségi
valtozasat gazdasagilag jelentds gabonandvényekben. Kiilon kérdésként kerestiik a valaszt arra, hogy

milyen kapcsolatban allnak a PA-ok mas védévegyiiletekkel és novényi hormonokkal.

5.1.1. Lisztharmatfertozés vizsgdlata buzanévényekben

A korabbi szant6f6ldi megfigyelésiink alapjan négy buza genotipust valasztottunk ki az eltérd
lisztharmattal szembeni toleranciajuk alapjan: a TC9 és TC19 lisztharmattal szemben toleransabb,
mig a TC26 és TC33 érzékenyebb vonalnak mutatkozott. A ndvénynevelés a 4.1.1. pontban leirtaknak

megfelelden tortént.

5.1.1.1. A poliamin-tartalom valtozasa lisztharmatfertézést kdvetéen buzanévényekben

A poliaminok koziil a KAD, a PUT, a SPD és a SPM szabad és konjugalt (a kis molekulakhoz
kotott) formait elemeztiik. Az egyedi PA-vegyiiletek szabad és konjugalt formai ugyanabban a
nagysagrendben voltak kimutathatok a buzalevelekben, és mindkét frakcioban a SPD szintje volt a
legnagyobb (7-8. abra).

A szabad KAD-tartalom kontroll kériilmények kozott koriilbeliil kétszerese volt a TC9 és
TC33 vonalakban, mint a masik két genotipusban, bar a TC26 esetén a 7 napos kontrollban
emelkedést tapasztaltunk a 3 naposhoz képest (7. A abra). A lisztharmatfert6zést kovetden 3 nappal
a szabad KAD-tartalom a TC19 és TC26 vonalakban, mig 7 nap elteltével valamennyi genotipus
esetén megemelkedett. A legnagyobb mértékli emelkedést a TC33 vonalban mértiik (7. A dbra).
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7. abra A szabad poliamin-tartalom valtozasa (kadaverin (KAD): A, putrescin (PUT): B,
spermidin (SPD): C és spermin (SPM): D) lisztharmatfertézést kovetden 3 illetve 7 nappal eltérd
lisztharmat rezisztenciaji btiza genotipusokban. *, ** és ***: szignifikans P<0,05, 0,01 és 0,001
szinten az azonos napi kontrollhoz képest (n=5).
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A szabad PUT mennyisége a 3 napos kontroll ndvényekben nem kiilonbozott egymastol
jelentdsen, szignifikans eltérést csak a TC9 és TC26 vonalak k6zott tapasztaltunk. A 7 napos TC26
¢s TC33 kontroll ndvények esetén a szabad PUT-tartalom szignifikans emelkedést mutatott a 3 napos
kontrollhoz képest. A fertdzés az azonos napi kontrollokhoz képest csak a 3 napos TC26 esetén
okozott a szabad PUT-szintben emelkedést (7. B abra).

A szabad SPD mennyisége valamennyi vonal 3 napos kontroll névényeiben hasonlo értékeket
mutatott és a 7. napon a TC9 kivételével emelkedést mutatott a 3. naphoz képest (7. C abra). A
lisztharmatfert6zés mind a 4 genotipusban a szabad SPD mennyiségének szignifikans emelkedését
eredményezte mar a 3. napon. A legnagyobb mértékli emelkedés a 7 napos fert6zést kovetden a TC33
vonal esetén mértiik.

A szabad SPM-tartalom a TC19 genotipusban kozel kétszer akkora volt, mint amit tobbi
harom esetében mértiink, és ez a tendencia mind a 3 napos, mind a 7 napos kontroll ndvények
esetében megmutatkozott (7. D abra). A fert6zést kovetden 3 nappal a TC19 és TC33 vonalakban a
szabad SPM szintje csokkent, mig a 7. napon valamennyi genotipusban szignifikdnsan
megemelkedett, legnagyobb mértékben a TC26 esetében.

A konjugalt PA-tartalmak kezdeti szintjei hasonldé mintazatot mutattattak ahhoz, mint amit a
szabad frakcid esetén fent leirtunk. A konjugalt KAD szintje a TC9 és TC33 kontroll novények
esetén a 7. napon csokkent a 3. naphoz képest, de a fert6zés nem befolyasolta (8. A dbra). A konjugalt
PUT-tartalom a 7 napos kontroll TC26 és TC33 vonalakban megemelkedett a 3 napos kontrollhoz
viszonyitva, de a fert6z¢és itt sem okozott jelentds valtozast (8. B abra). A konjugalt SPD mennyisége
a szabad frakcio esetén leirtakkal megegyezéen megemelkedett a kontroll 7 napos TC19, TC26 és
TC33 genotipusokban a 3. napi kontroll értékekhez képest, tovabba a fertdzés szignifikdns
emelkedést eredményezett mar 3 nap elteltével valamennyi btizavonalban (8. C abra). A konjugalt
SPM-tartalom valtozasa a kontroll és lisztharmat-fert6zott vonalakban a szabad SPM-szinttel
megegyezO mintazatot mutatott (8. D abra). A TC19 kezdeti konjugalt SPM szintje magasabb volt,
mint a tobbi harom vizsgalt genotipusé, valamint a fertézés hatasara 3 nap elteltével a TC19 és TC33
esetén csokkenést, mig 7 nap utan emelkedést tapasztaltunk valamennyi genotipusba.

A PA-ok kezdeti illetve fertdzést kovetden mért mennyisége és a fertdzéssel szembeni

rezisztenciafoka kozott 6sszefiiggést nem tudtunk kimutatni.
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8. abra A konjugalt poliamin-tartalom valtozasa (kadaverin (KAD): A, putrescin (PUT): B,
spermidin (SPD): C és spermin (SPM): D) lisztharmatfert6zést kovetden 3 illetve 7 nappal eltérd
lisztharmat rezisztenciaji buza genotipusokban. *, ** és ***: szignifikans P<0,05, 0,01 és 0,001
szinten az azonos napi kontrollhoz képest (n=5).
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5.1.1.2. A szalicilsav-tartalom valtozasa lisztharmatfertézést kovetéen biizandvényekben

Bar a SA kotott formaban 2-5-sz6r nagyobb mennyiségben fordult eld, mint a szabad
frakcioban, mind a szabad, mind a kotott endogén SA-tartalom szignifikansan nagyobb volt a TC19
¢s a TC33 vonalakban, mint a TC26 és TC9 vonalakban kontroll koriilmények kozott. A
lisztharmatfert6zést kovetéen a szabad SA-tartalom a harom napos ferté6zott TC9 kivételével nem
valtozott, mig a kotott SA 3 nappal a fertézést kovetden csokkent a TC33-ban, de 7 nap elteltével a
TC33 és a TC19 vonalakban is szignifikansan emelkedett. A masik két genotipus esetében -

fiiggetleniil a lisztharmat rezisztencia fokara - szignifikans valtozas nem volt megfigyelhet6 (9. abra).
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9. abra A szabad (A) és kotott (B) szalicilsav-tartalomban (SA) mért valtozasok
lisztharmatfertézést kovetden 3 illetve 7 nappal eltérd lisztharmat rezisztencidju buza

genotipusokban. * és **: szignifikans P<0,05 és 0,01 szinten az azonos napi kontrollhoz képest
(n=5).

5.1.1.3. Az antioxidins enzimek aktivitasainak valtozdsa lisztharmatfertézést — kovetéen

buzanovényekben

Az antioxidans enzimek aktivitasainak kezdeti értékei nem mutattak nagy eltérések a
genotipusok kozott, kifejezett kiilonbséget csak a G-POD enzim értékeiben talaltunk. A 3 napos
kontroll novényekben a G-POD aktivitasa feleakkora volt a TC19 és TC26 vonalakban, a masik két

genotipushoz képest (10. E abra), azonban ez az eltérés a 7. napon mar nem volt kimutathato.
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10. abra A glutation-reduktaz (GR: A), a glutation-S-transzferaz (GST: B), az aszkorbat-
peroxidaz (APX: C), a katalaz (KAT: D) és a gvajakol-peroxidaz (G-POD: E) enzimek aktivitas
valtozasa lisztharmatfert6zést kovetden 3 illetve 7 nappal eltéré endogén szalicilsav-tartalmu
buza genotipusokban. *, ** ¢s ***: gzignifikans P<0,05, 0,01 és 0,001 szinten az azonos napi
kontrollhoz képest (n=5).
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A lisztharmatfert6zés valamennyi enzim aktivitasara hatdssal volt, de a négy genotipusban
eltéréd modon. A GR-aktivitas a fertézést kovetd 7. napon megemelkedett a TC19 és TC26 vonalakban
(10. A abra). A GST-aktivitas a TC33 genotipusban mar a fert6zés 3. napjan megemelkedett és ez a
7. napon is kimutathat6 volt, mig a TC19 és TC26 vonalak esetén a GST enzim indukcioja csak a 7.
napon volt mérhetd (10. B abra). Az APX enzim aktivalodasa a fertdzés utan 7 nappal valamennyi
genotipusban kimutathato volt, és a TC26 esetén mar a 3. napon is (10. C 4bra). A KAT-aktivitas
valtozasa hasonlo tendenciat mutatott a GR esetében leirtakkal (10. D abra). A lisztharmatfertzés a

G-POD enzimaktivitasat mar 3 nap elteltével valamennyi vonalban serkentette (10. E abra).

5.1.1.4. A vizsgalt paraméterek korrelacios elemzése

A vizsgalt paraméterek kozott a korrelacid iranyanak és mértékének feltdrasara SPSS 17.0
statisztikai programot hasznaltunk. A korrelacio elemzés eredményét a Fiiggelék 1. tablazata mutatja,
a vastagon kiemelt értékek a szignifikans korrelacios kapcsolatokat jelolik.

A szabad SA-tartalom szoros, pozitiv korrelacios kapcsolatot mutatott a szabad és konjugalt
SPD- és SPM-tartalommal. A PA-ok szabad frakcidiban tapasztalt valtozasok nemcsak az azonos
vegyiiletek konjugalt frakcioival mutattattak pozitiv Osszefiiggést, hanem a kiilonb6z6 PA-vegyiilet
egymas kozott is szignifikdns kapcsolatot mutattak. Az antioxidans enzimek aktivitas értékei a
legtdbb esetben szoros, pozitiv Osszefiiggést mutattak a PA-tartalmakkal. A legtobb szignifikdns
kapcsolat a SPD illetve a GR esetében volt kimutathato.

Megallapithatjuk, hogy habar a PA-ok és SA, valamint a PA-ok és az antioxidans enzimek
kozott tobb szignifikansan pozitiv kapcsolat volt kimutathato, egyik PA-vegylilet mennyisége és

annak valtozéasa sem indokolta a lisztharmat rezisztencidban tapasztalt kiilonbségeket.

5.1.2. Alacsony homérséklet hatdisainak vizsgdlata buza-, zab- és arpandvényekben

A alabbi vizsgélathoz az el6zéekben mar vizsgalt magasabb SA-tartalommal rendelkez6
TC19 ¢és TC33 tavaszi biza mell¢ kivalasztottunk tovabbi hat eltérd fagyérzékenységli gabona
genotipust: az Mv Hombar és Mv8 6szi bliza, a Kwant és Mv Pehely tavaszi zab, a Petra 6szi arpa és
a Jubilant tavaszi arpa genotipusokat. A ndvénynevelés a 4.1.2. pontban leirtaknak megfeleléen

tortént.
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5.1.2.1. Alacsony hdmérséklet hatasa a poliamin-tartalomra buza-, zab- és drpanévényekben

A PA-ok koziil a KAD fordult el6 a legalacsonyabb mennyiségben a vizsgalt névényekben.
A buiza és zab genotipusokban a KAD hasonld mennyiségben volt mérhetd, és a hidegkezelés hatasara
is hasonlo mértékben emelkedett meg. Kivételt csak az Mv Pehely képezett, melyben mennyisége
valtozatlan maradt (11. A abra). A Petra, 6szi arpaban a KAD szintje kiemelkedéen magas, ellenben
a Jubilant, tavaszi arpaban kimutathatdsagi hatar alatt volt, és mennyiségiiket a hidegkezelés sem
befolyasolta (11. A abra).

Kontroll névénynevelési koriilmények kozott a két zab genotipusban volt a legmagasabb a
PUT-szint. Az arpandvényekben a zabhoz képest kortilbeliil fele akkora volt a PUT mennyisége, mig
a legalacsonyabb PUT-tartalom a buzavonalakban volt mérhetd fiiggetleniil a vetés tipusatol (11. B
abra). Az alacsony homérsékleti kezelést kovetden nagymértékii PUT-felhalmozodast figyeltiink
meg, mely kevésbé volt latvanyos az arpandvényekben, mint a buza- vagy zabndvényekben (11. B
abra).

A Kkezdeti SPD-szint a btza- és zabnovényekben hasonld volt, de alacsonyabb volt a két
arpandvényben (11. C dbra). Az alacsony homérsékleti kezelés hatdsara a SPD szintje megemelkedett
a buza és arpa genotipusokban. Annak ellenére, hogy a zabnovényekben a SPD-szint viszonylag
magas volt, a hidegkezelés csak kismértékii novekedést (Kwant) vagy egyaltalan nem okozott
valtozast (Mv Pehely) (11. C dbra). A SPM-tartalom a biza genotipusokban kissé nagyobb volt, mint
a tobbi gabonandvényben (11. D abra).

A SPM-tartalom erdteljes emelkedését eredményezte az alacsony hdmérsékleti stressz az 6szi
¢s tavaszi buzavonalakban, de ez az emelkedés aranyaiban még kifejezettebb volt a zabnovényekben.
Az arpanévényekben mind a kontroll, mind a hidegkezelést kovetéen mért SPM mennyisége alacsony
volt (11. D abra).

Osszeségében elmondhatd, hogy a PA-tartalomban tapasztalt kiilonbségek illetve valtozasok

szorosabb dsszefliggést mutattak a névényfajhoz valo tartozassal, mint a fagytoleranciaval.
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11. abra A poliamin-tartalom valtozasa (kadaverin (KAD): A, putrescin (PUT): B, spermidin
(SPD): C és spermin (SPM): D) 6szi biza (Mv Hombar és Mv8), tavaszi buza (TC33 és TC19),
tavaszi zab (Kwant és Mv Pehely), 6szi arpa (Petra) és tavaszi arpa (Jubilant) novények levelében
hidegkezelést kovetden. *, ** és ***: szignifikans P<0,05, 0,01 és 0,001 szinten az azonos napi
kontrollhoz képest (n=5).
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5.1.2.2. Alacsony hdmérséklet hatasa a szalicilsav-tartalomra biiza-, zab- és darpanévényekben

A SA kezdeti mennyisége, mind szabad, mind kotott formaban magasabb volt a tavaszi
buzavonalakban, az dszi buzakhoz képest (12. A 4bra). A szabad SA tartalma kicsit alacsonyabb, mig
a kotott SA szintje koriilbeliil kétszer akkora volt a Kwant genotipusnak, mint a masik, Mv Pehely,
tavaszi zabvonalnak. A Petra 3szi arpa esetében mértiik a legnagyobb 6ssz SA-szintet, mig a tavaszi
arpa, a Jubilant kotott SA tartalma a tavaszi buzavonalakhoz hasonlo értéket mutatott. A szabad SA
mennyisége a hidegkezelés soran egyik genotipusban se valtozott, mig szignifikians novekedést
tapasztaltunk a hidegkezelést kovetéen az Mv Hombar, Mv8, TC33, Mv Pehely és Jubilant, kiilonos
tekintettel az Gszi buza és az Mv Pehely tavaszi zabvonalakra (12. A abra). A tavaszi genotipusok
koziil a TC19 buza, a Kwant zab és a Jubilant arpa, valamint az 6szi genotipusok koziil a Petra
arpavonalak, mind viszonylag magasabb kezdeti SA-tartalommal jellemezhetdk, igy az alacsony

hémérsékleti stressz ezt mar nem Vvolt képes fokozni (12. A abra).
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12. abra A szalicilsav- (SA: A) és orto-hidroxi-fahéjsav- (0HCA: B) tartalom valtozasa 6szi buza
(Mv Hombar és Mv8), tavaszi buza (TC33 és TC19), tavaszi zab (Kwant és Mv Pehely), 6szi arpa
(Petra) és tavaszi arpa (Jubilant) novények levelében hidegkezelést kovetGen. *, ** és ***:
szignifikans P<0,05, 0,01 és 0,001 szinten az azonos napi kontrollhoz képest (n=5).
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A kezdeti szabad és kotott oOHCA-tartalom a Petra, dszi arpaban volt a legnagyobb (12. B
abra), mig a bliza genotipusok esetén a szabad OHCA a kimutathat6sagi hatar alatt volt (12. B 4bra).
Az alacsony hémérsékleti kezelés drasztikus emelkedést eredményezett a kotott oHCA-szintben
valamennyi vizsgalt vonalban, melynek tendencidja hasonl6 volt ahhoz, amit a kotott SA-tartalom

valtozasanal tapasztaltunk (12. B abra).

5.1.2.3. Alacsony hdmérséklet hatasa az abszcizinsav-tartalomra buza-, zab- és drpandvényekben

Kontroll koriilmények kozott a legalacsonyabb ABA-szint a zabndvényekben, valamint a
tavaszi arpaban (Jubilant) volt megfigyelhetd (13. abra). A hidegstressz hatdsara az ABA mennyisége

megemelkedett a biza- és arpandvényekben, de nem valtozott a zabndvényekben (13. dbra).
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13. abra Az abszcizinsav-tartalom (ABA) valtozasa 6szi buza (Mv Hombar and Mv8), tavaszi
buza (TC33 és TC19), tavaszi zab (Kwant és Mv Pehely), 6szi arpa (Petra) és tavaszi arpa
(Jubilant) névények levelében hidegkezelést kdvetden. ** és ***: szignifikans P<0,01 és 0,001
szinten az azonos napi kontrollhoz képest (n=5).

5.1.2.4. Alacsony hdomérséklet hatasa a flavonoid-tartalomra biiza-, zab- és arpanovényekben

A vizsgalt flavonoidok (rutin, miricetin, kvercetin és kempferol) kozil a legnagyobb
mennyiségben a kvercetin volt jelen, mig a kempferol a kimutathatosagi hatar alatt volt (9. tdblazat).
A hidegkezelés a legnagyobb valtozast a kvercetin esetében eredményezte, bar ezek a valtozasok nem

minden esetben voltak szignifikdnsak. Az alacsony hdmérsékleti stressz szintén megemelte a legtobb
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esetben a rutin tartalmat féként a kotott frakcioban, illetve a kotott miricetin tartalmat az Mv Hombar,
Mv 8, TC19 ¢és Jubilant genotipusokban (9. tablazat).

9. tablazat Hidegkezelés hatasa a rutin-, miricetin- and kvercetin-tartalomra 6szi biza (Mv Hombar
és Mv8), tavaszi buza (TC33 és TC19), tavaszi zab (Kwant és Mv Pehely), 6szi arpa (Petra) és tavaszi
arpa (Jubilant) ndvények levelében. *, ** ¢s ***: szignifikans P<0,05, 0,01 és 0,001 szinten az azonos

napi kontrollhoz képest (n=5).

Mg g1FW  kezelés Mv Hombar Mv 8 TC33 TC19 Kwant Mv Pehely Petra Jubilant
szabad kontroll ~ 0,66+0,06 0,36+0,04 0,26+0,19 0,49+0,002  0,02+0,002 0,10+0,07 0,31+0,03 0,19+0,03
rutin hideg 1,06+0,27 0,56+0,20 0,54+0,08 0,90+0,06*** 0,02+0,01  0,34+0,04** 0,63+0,19* 0,62+0,05***
szabad kontroll  0,05+0,01 0,07+0,05 0,06+0,01 0,09+0,02 0,06+0,003 0,08+0,02 0,21+0,04 0,08+0,01
miricetin hideg  0,12+0,03** 0,05+0,02 0,09+0,03 0,08+0,002  0,03+0,005 0,040,008 0,16+0,04 0,26+0,01***
szabad kontroll  1,43+0,18 1,22+0,29 0,82+0,19 1,30+0,26 1,72+0,30 1,20+0,25 1,15+0,19 0,94+0,16
kvercetin hideg 2,714+0,28*** 229+0,50** 3,44+0,30*** 3,05+0,45*** 2 51+0,13** 0,34+0,12*** 0,90+0,23  2,39+0,05***
kotott kontroll  0,23+0,04 0,19+0,05 0,22+0,07 0,27+0,06 0,46+0,11 0,43+0,08 0,88+0,08 0,21+0,07
rutin hideg 3,17+0,13*** 3,95+0,28*** 3,12+0,14*** 3,58+0,69*** 1,2240,57  1,93+0,23** 2,94+0,80** 2,94+0,37***
kotott kontroll ~ 0,94+0,35 0,89+0,18 2,19+0,56 1,48+0,54 0,93+0,23 0,42+0,16 1,08+0,51 0,53+0,13
miricetin hideg 4,99+0,43*** 5,64+0,41***  2,78+0,10  4,85+0,36*** 0,60+0,18 1,12+0,50 0,7240,18  4,04+£1,25%**
kotott kontroll 16,1+2,9 30,7+10,8 9,74+3,05 10,6+3,1 17,8+5,3 17,2452 5,98+1,44 6,89+2,91
kvercetin hideg  49,0+9,0%** 47,1451 38,447 5%** 42 3+8 9***  20,7+12,8 33,0+1,0** 16,4+8,5 29,745, 4%**

5.1.2.5. Alacsony hdmérséklet hatasa az antioxiddans enzimekre buiza-, zab- és arpandvényekben

Bar valamennyi genotipus hasonléan valaszolt a hidegkezelésre, mégis eltérd tendencidkat
mutatott az antioxidans enzimek aktivitasanak kezdeti szintje (10. tablazat). A GR-, GST- és KAT-

aktivitds alacsonyabb volt az arpandvényekben, mig a G-POD-aktivitas a zabnovényekben volt

alacsonyabb a tobbi genotipushoz képest. A hidegkezelés megemelte a GR-, GST-, KAT- és APX-

aktivitasat, de csokkentette a G-POD-aktivitast. A legnagyobb mértékli valtozast az arpa KAT

esetében tapasztaltuk, mivel ott, a kezdetben alacsony aktivitds ellenére hasonld szintre emelkedett,

mint a tobbi genotipus esetén (10. tablazat).
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10. tablazat Hidegkezelés hatasa a glutation-reduktaz (GR), glutation-S-transzferaz (GST), katalaz
(KAT), aszkorbat-peroxidaz (APX) és gvajakol-peroxidaz (G-POD) antioxidans enzimek aktivitasara
6szi buza (Mv Hombar és Mv8), tavaszi buza (TC33 és TC19), tavaszi zab (Kwant és Mv Pehely), 6szi
arpa (Petra) ¢és tavaszi arpa (Jubilant) novények levelében. *, ** és ***: szignifikdns P<0,05, 0,01 ¢és
0,001 szinten az azonos napi kontrollhoz képest (n=5).

”I‘f{‘/f/g'l kezelés My Hombar My 8 TC33 TC19 Kwant ~ MvPehely  Petra Jubilant

GR kontroll ~ 59233 46258  459+58  488+33 51004 51323 30349 28,0+3,6
hideg ~ 637+3,7  57,5:05% 57,0439%  57,543,6% 654442%%  602+70  46,9+5,6%% 44,5+l 1%

GST kontroll 5,9+1,0 5,3+1,2 5,9+1,6 6,6+0,2 8,7+0,8 11,0+0,1 2,1+0,7 2,5+0,3

hideg 7,8+1,0 7,340,2* 8,6+0,6 10,0£0,5*** 13,6+0,5*** 15,1+0,6*** 5,7£0,9*** 5,5+2,1

KAT kontroll 77401039  6163+1522 4515£1580 66701622  7903+£832  8161£1082 1956+172 3373+1167
hideg 10536+364*** 9011£1415 8385£165**  8944+668 9159+724  9365+1004 7621+£949*** 8261+796%**

APX kontroll ~ 91,0+15,0 113+18,9 95,9+£7,9 95,9+18,9 77,2£7,7 66,4+4,1 60,0<11,7 98,8+8,4
hideg ~ 167+19,9***  15242,3** 160+20,9***  139+6,3**  1004+8,1** 98,34£8,2*** 103+15,6*** 118+25,5

G-POD  kontroll 339+51,8 368+56,6 443+6,6 446+15,9 116+2,2 100+20,8 416+43,1 489+42,6
hideg 359+57,5 291+33,2  331+£33,7**  237+£34,9*** 652+8,9%** 73,8+12,8 263+104 352+67,0*

5.1.2.6. Alacsony hdmérséklet hatasa a lipid frakciok zsirsav dsszetételére buiza-, zab- és

drpanovényekben

A galaktolipid frakciokban (MGDG ¢és DGDG) a tobbszordsen telitettlen linolénsav aranya
olyan magas a kontroll névényekben (89-96% az MGDG és 82-86% a DGDG esetén), hogy a
hidegkezelés ezt mar nem tudta befolyasolni. Ennek megfelelden a kettds kotés index és a
telitettlenségi szézalék ebben a két lipid frakcidban nem valtozott az alacsony hdmérsékleti
stresszhatast kovetden (11. tablazat).

A PE foszfolipid frakcid esetén viszonylag magas telitettlenségi fokot mutattunk ki a két
tavaszi buzaban (TC19 és TC33), a két tavaszi zabban (Kwant é¢s Mv Pehely) €s az dszi arpa, Petra
genotipusban (11. tablazat folytatas). A hidegkezelés hatasara a 16:0 aranya csokkent az Mv
Hombarban, ¢s kevésbé kifejezett csokkenést tapasztaltunk az Mv8 és TC19 vonalak, valamint a
Jubilant tavaszi arpa esetén. Szignifikansan csokkent a 18:0 ardnya az Mv Hombaér és TC33, a 18:2
mennyisége a TC19 és TC33 novényekben hidegkezelést kovetden. Ezzel szemben a 18:3 szintje a
Kwant tavaszi zab és Petra 6szi arpa kivételével a tobbi gabona genotipusban megemelkedett a
kezelés hatdsira. Ezen zsirsav-Osszetételben bekovetkezett valtozdsok a DBI megemelkedéséhez

vezettek a 4 buzavonal, illetve a Jubilant tavaszi arpa esetében.
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11. tablazat. Alacsony hdmérsékleti kezelés hatdsa a szabad zsirsav-Osszetételre (mol%), a kettds kotés
indexre (DBI) és a telitettségi szazalékra (%unsat) a monogalaktozil-diacilglicerol (MGDG), digalactozil-
diacilglicerol (DGDG), foszfatidil-etanolamin (PE) és foszfatidil-glicerol (PG) lipid frakcidoban az 6szi
blza- (Mv Hombar és Mv8), tavaszi buza- (TC33 és TC19), tavaszi zab- (Kwant és Mv Pehely), 6szi
arpa- (Petra) és tavaszi arpandvények (Jubilant) levelében. 18:2: linolsav; 18:3: linolénsav; 18:1: olajsav;
16:0: palmitinsav; 18:0: sztearinsav. ** ¢s ***: szignifikans P<0,01 és 0,001 szinten az azonos napi
kontrollhoz képest (n=5).

frakcié kezelés C16:0 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 DBI unsat%
kontroll Mv Hombar ~ 1,11+0,52 0,1+0,06 0,17+0,09  2,52+1,12 96,1+5,11 293,46+7,89 98,78+1,97
hideg Mv Hombar 1,34+0,41 0,49+0,11 **  0,29+0,12 1,65+0,97 96,23+2,6 292,28+6,41 98,17+2,17
kontroll Mv 8 1,62+0,57 0,49+0,07 0,33+0,27 3,19+1,42 94,36+5,74 289,79+7,47 97,88+2,08
hideg Mv 8 1,9+0,45 0,72+0,17 0,67+0,31 2,09+1,31 94,6145,42 288,69+5,64 97,37+1,64
kontroll TC33 1,93+0,37 0,86+0,18 0,11+0,07  2,35+1,17 94,74+6,22 289,05+7,11 97,21+1,57
hideg TC33 1,82+0,49 0,72+0,14 0,62+0,27  1,49+0,74 95,34+4,7 289,64+6,52 97,46+1,39
kontroll TC19 1,52+0,61 0,4140,15 0,44+0,13  2,76+1,21 94,86+4,51 290,54+7,84 98,06+1,2
8 hideg TC19 2,02+0,5 0,83+0,17 **  0,52+0,24 1,54+0,75 95,09+3,89 288,87+5,18 97,15+2,87
‘é kontroll Kwant 1,39+0,38 0,21+0,14 0,87+0,3 2,77+1,2 94,7545,61 290,67+8,4 98,4+2,41
hideg Kwant 2,33+0,64 1,65+0,15 ***  0,53+0,14 0,92+0,6 94,57+4,58 286,1+7,53 96,02+3,27
kontroll Mv Pehely 1,6+0,5 2,12+0,1 1,01+0,59 42+1,3 90,87+4,29 282,03+6,08 96,28+2,9
hideg Mv Pehely 1,38+0,47 0,53+0,09 ***  0,53+0,24 2,09+1,14 ** 95,46+5,67 291,1145,24 98,09+2,1
kontroll Petra 2,36+0,42 0,940,07 0,54+0,35  3,74+1,34 92,46+2,36 285,41+4,83 96,74+2,39
hideg Petra 2,63+£0,47 1,284+0,19 ***  0,89+0,27 2,48+1,27 92,7244,31 284,01+7,64 96,09+2,47
kontroll Jubilant 2,34+0,51 4,3+0,1 0,42+0,32 3,5+1,41 89,43+5,43 275,72+5,29 93,36+2,97
hideg Jubilant 3,52+0,74 1,2840,15 *** 1+£0,5 2,6+1,27 91,6+4,78 281+7,13 95,2+3,54
kontroll Mv Hombér  10,48+1,42 1,34+0,56 0,6+0,24 2,36+1,02 85,22+4,7 261+5,69 88,18+2,57
hideg Mv Hombar 9,7+1,74 1,73+0,48 0,72+0,12 2,31+1,19 85,53+2,53 262+6,47 88,56+2,71
kontroll Mv 8 10,06+1,61 1,18+0,51 0,56+0,22 2,91+1,35 85,29+4,21 262,26+7,45 88,76+3,5
hideg Mv 8 9,95+1,18 2,340,57 1,39+0,64  2,04+1,08 84,31+4,58 258,41+8,41 87,74+4,3
kontroll TC33 9,6+1,34 1,09+0,29 1,18+0,3 2,42+1,34 85,7+6,21 263,12+4,87 89,3+2,97
hideg TC33 9,19+1,08 1,64+0,67 0,6+0,25 1,94+1,01 86,63+5,43 264,37+5,61 89,17+5,04
kontroll TC19 9,84+1,45 1,28+0,51 1,1940,21 3,3+1,5 84,39+4,1 260,97+5,36 88,88+4,6
8 hideg TC19 9,75+2,07 1,99+0,61 1,06+0,11 2,3+1,21 84,9+4,71 260,36+5,49 88,26+3,21
8 kontroll Kwant 9,21£1,9 0,84+0,47 1,41+0,14 2,55+1,07 85,98+3,27 264,46+5,67 89,94+3,61
hideg Kwant 9,46+1,58 1,07+0,38 1,69+0,09 2,13£1,12 85,65+2,6 262,9+4,51 89,47+4,2
kontroll Mv Pehely 10,07+2,3 2,24+0,6 1,74+0,16 3,9+1,32 82,04+2,31 255,67+6,57 87,68+2,52
hideg Mv Pehely 9,83+1,74 1,02+0,42 1,29+0,37 2,06+1,08 85,8+2,39 262,78+6,31 89,14+3,17
kontroll Petra 10,92+1,28 1,5+0,52 0,89+0,17 3,24+1,1 83,44+4,21 257,7+7,15 87,57+3,54
hideg Petra 11,23+1,67 2,78+0,61 0,91+0,16 2,51£1,3 82,56+2,37 253,63+7,5 85,99+4,7
kontroll Jubilant 10,94+1,21 1,5+0,39 1,31+0,25 3,6+1,41 82,64+2,64 256,44+8,17 87,56+4,1
hideg Jubilant 11,46+1,37 1,85+0,43 1,01+0,08 3,22+1,24 82,46+2,47 254,82+5,61 86,69+3,49
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11. tablazat (folytatas). Alacsony homérsékleti kezelés hatdsa a szabad zsirsav-Osszetételre (mol%), a
kettds kotés indexre (DBI) és a telitettségi szazalékra (%ounsat) a monogalaktozil-diacilglicerol (MGDG),
digalactozil-diacilglicerol (DGDG), foszfatidil-etanolamin (PE) és foszfatidil-glicerol (PG) lipid
frakcidban az Oszi buza- (Mv Hombar és Mv8), tavaszi biza- (TC33 és TC19), tavaszi zab- (Kwant és

Mv Pehely), 6szi arpa- (Petra) és tavaszi arpandvények (Jubilant) levelében. 18:2: linolsav;

18:3:

linolénsav; 18:1: olajsav; 16:0: palmitinsav; 18:0: sztearinsav. *, ** és ***: szignifikans P<0,05, 0,01 és

0,001 szinten az azonos napi kontrollhoz képest (n=5). nd: nem detektalhato.

frakcié kezelés C16:0 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 DBI unsat%
kontroll Mv Hombar 30,37+2,54 11,23+0,94 3,23+1,23  29,08+2,58 26,09+1,81 139,66+5,1 58,4+2,37
hideg Mv Hombar  22,35+2,19 **  8,48+1,1 ** 4,5140,49  34,06+3,45 30,6+1,25 * 164,42+4,87 *** 69,16+4,51
kontroll Mv 8 33,23+3,1 6,8+1,21 3,6£1,16  35,87+4,21 20,5+1,1 136,82+4,58 59,96+3,2
hideg Mv 8 30,27+2,74 6,53+1,06 2,6+1,31 31,3343,18  29,26+1,9 ***  153,0645,14 ** 63,2+3,57
kontroll TC33 25,47+2,13 7+1,32 532+1,4 36,1+2,67 26,11£2,3 155,85+6,4 67,53+2,87
hideg TC33 23,43+3,04  3,37+0,08 ***  436+1,15 28,8+3,41** 40,04+2,47 *** 182,07£5,17 *** 73,1943,16
kontroll TC19 25,88+2,41 4,66+1,18 4,05+1,37  36,26+3,28 29,15+1,05 164+4,91 69,45+2,4
w hideg TC19 21,76+2,15 5,64+1,07 4214£1,04 29,25£2,7* 41,134£2,71 *** 186,12+6,04 *** 73,14+3,17
& kontroll Kwant 22,1342,62 2,26+0,18 5,25+1,23 3444,61 36,36+1,23 182,32+4,87 75,6+£2,87
hideg Kwant 20,17+2,48 2,52+0,16 4+1,51 34,63+3,27 38,67+1,87 189,29+5,61 7731442
kontroll Mv Pehely ~ 25,66+2,83 4,83+0,47 6,23+1,18  35,544+2,31 27,74+1,18 160,51+4,08 69,5+3,24
hideg Mv Pehely 24,69+1,58 5,08+0,88 4,49+1,27  30,4543,74  35,29+1,37 *** 171,25+5,64 70,22+3,7
kontroll Petra 29,47+2,28 2,340,69 2,83£1,4  32,73+2,33 32,66+2,05 166,29+4,18 68,23+2,58
hideg Petra 30,6242,71 3,7+0,5 1,95+£0,09  31,2+2,18 32,53+1,96 161,95+6,78 65,68+3,04
kontroll Jubilant 35,09+2,34 3,63+0,71 4+1,41 31,3+2,38 25,98+2,7 144,54+4,56 61,28+3,5
hideg Jubilant 30,22+1,85 2,98+0,49 1,96+1,27 3242,84 32,8542,08 ***  164,5+5,12 *** 66,8+2,41
kontroll Mv Hombér  12,36+1,02 1,58+0,08 1,58+1,14 4,1+1,38 56,87+1,34 180,39+4,28 62,55+3,45
hideg Mv Hombar  18,15+1,57 *** 1,66+0,47 1,34+0,079  4,81+0,09 60+2,18 190,93+4,42 * 66,14+2,59
kontroll Mv 8 15,37+1,34 2,89+1,03 1,59+0,08 6,1£1,2 51,4+3,08 167,98+5,14 59,08+3,2
hideg Mv 8 18,89+1,11 ***  3,27+1,21 2,2+1,04 5,4+1,45 54,4+1,97 176,19+4,34 62+3,4
kontroll TC33 16,11+1,08 2,48+1,14 1,32+0,7 5,52+1,37 44,7143 146,5+5,61 51,55+2,19
hideg TC33 17,87+1,84 3,54+1,04 2,01£0,94  531£1,09 523241,47 ***  169,644,05 ***  59,64+2,89 ***
kontroll TC19 14,66+1,36 2,5+1,04 1,76£1,12  6,06+1,54 47,93+1,25 157,68+4,12 55,75+4,4
o hideg TC19 19,341,25 *** 4,49+1,27 2,35+1,08 5,04+1,18 49,5+1,37 160,95+6,1 56,9+4,78
& kontroll Kwant 16,45+1,41 2,77+1,2 1,88+1,4 3,9+1,05 50+2,3 159,68+4,21 55,78+2,84
hideg Kwant 21,62+1,24 ***  2,06+1,34 2,14+1,34 4,08+1,48 47,344+4,71 152,33+4,79 53,57+4,4
kontroll Mv Pehely 20,62+2,08 4,81+1,54 4,08+2,54 5,35+1,39 39,6+2,01 133,57+4,58 49,0243,61
hideg Mv Pehely 20,28+0,98 2,04£1,1 * 2,18+1,48 3,9+1,87 46,26+2,37 ***  148,76+6,7 ** 52,34+2,51
kontroll Petra 14,25+1,2 3,33+1,21 2,44+1,29 5,17+0,08 53,2+1,48 172,4+4,51 60,82+3,7
hideg Petra 20,734+2,3 ***  8,87+1,5***  2,52+1,19 5,13£1,07  46,5542,19 ***  152,45+5,29 ** 5421£2,1 *
kontroll Jubilant 14,72+1,6 7,63+1,36 nd 10,71£2,3 39,71+1,89 140,54+5,18 50,4243,27
hideg Jubilant 22,35+1,32 *** 10,41+1,17 * 5,5+1,25 7,16+3,41 41,23+1,47 143,52+6,23 53,9+2,41
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Az 8szi buza- és Oszi arpandvényekben kontroll koriilmények kozott a PG lipid frakciora eleve
magasabb telitettlenség volt jellemz6 a magasabb 18:3 ardnyanak kdszonhetden, mig az 5 tavaszi
gabona genotipus alacsonyabb telitettlenségi szinttel rendelkezett (11. tablazat folytatas). A
hidegstressz hatasara a DBI értéke szignifikdnsan megemelkedett a 2 6szi buza, a tavaszi TC33 buza
¢és a tavaszi Mv Pehely zab esetében, ellenben csokkenést mértiink az dszi Petra arpandvényekben.
Ez a kiilonbség a zsirsav-Osszetételben bekovetkezett eltérd valtozasokbol eredtek. A telitett 16:0
szintje az Mv Pehely és TC33 kivételével megemelkedett, mig a masik telitett zsirsav, a 18:0 ardnya
a Petra és Jubilant novényekben emelkedett meg. Ezzel szemben, a 18:3 mennyisége a TC33 és Mv
Pehely esetén megemelkedett, de csokkent a Petra genotipusban (11. tablazat folytatas). A t16:1
mennyisége, mely csak a PG lipid frakcioban kimutathato ¢és telitett zsirsavakhoz hasonld

tulajdonsagokkal rendelkezik, csokkent valamennyi genotipusban, kivéve a két tavaszi zab genotipust

(14. 4bra).
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14. abra A transz-A3-hexadekansav-tartalom (t16:1) valtozasa szi buza (Mv Hombar and MvS8),
tavaszi biza (TC33 és TC19), tavaszi zab (Kwant és Mv Pehely), 0szi arpa (Petra) és tavaszi arpa
(Jubilant) novények levelében hidegkezelést kovetden. ***: szignifikans P< 0,001 szinten az
azonos napi kontrollhoz képest (n=5).

5.1.2.7. Alacsony hdmérséklet hatasainak vizsgadlata sordan mért paraméterek korreldcio elemzése

A Korrelacidanalizis eredményét a Fiiggelék 2. és 3. tablazata mutatja be. Kontroll
koriilmények kozott, illetve a 12 napos 5 °C-on tortént hidegkezelést kovetden a vizsgalt paraméterek
eltérd korrelacios mintazatot mutattak. Kontroll névénynevelési koriillmények kozott a kotott SA- és

kotott oHCA-tartalom pozitiv kapcsolatot mutatott a KAD-tartalommal, mig a szabad oHCA ¢és a
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SPD szintjei kozott negativ irdnyt Osszefliggést tapasztaltunk. Egyéb szignifikdns korrelacios
viszonyok csak szorvanyosan fordultak eld (Filiggelék 2. tablazat).

A legkifejezettebb kiilonbség a fentiekhez képest a hidegkezelést kdvetéen abban mutatkozott
meg, hogy a SPD mennyisége Szoros, pozitiv kapcsolatot mutatott a flavonoid és az ABA-
tartalommal, mig negativ iranyt kolcsonhatasban allt a t16:1 szintjével. Szignifikans osszefliggése
volt kimutathatd tovabba az flavonoidoknak az oHCA-tartalommal, az APX- és G-POD-
aktivitasokkal, valamint az ABA ¢és a flavonoidok kozott pozitiv, mig az ABA és t16:1 kdzott negativ
Osszefliggést talaltunk. Szintén negativ kapcsolatot mutatott a korrelacidelemzés a t16:1-tartalom és
az APX- vagy G-POD-aktivitasok kozott (Fiiggelék 3. tablazat).

Megallapithatjuk, hogy habar a PA-ok mennyisége €s a hidegtiirés mértéke kozott direkt
Osszefiiggést nem tudtunk kimutatni, a PA-ok koziil a SPD szoros korrelacios kapcsoltban allt a
hidegtolerancidban szerepet jatszo vegyliletekkel, ugymint ABA, antioxidans enzimek, flavonoidok
¢és 116:1.

5.1.3. Kadmiumkezelés vizsgalata buzanévényekben

Lisztharmatfertézés soran igazoltuk a PA-oknak a biotikus stressztoleranciaban szerepet
jatsz6 SA-val, valamint az antioxidans enzimekkel valo kapcsolatat, tovabba alacsony homérsékleti
kezelés soran a PA-oknak a fagytiirés mértékével 6sszefiiggésbe hozhatd vegyiiletekkel. Mivel a SA-
felhalmozodas egyik legjobb kivalto stressztényezdje a Cd, az alabbi kisérlet soran a PA-ok és a SA
mennyiségi Osszefliggéseit kivantuk tovabb tanulmanyozni, eltéré Cd-toleranciafokot mutato
buzavonalakban. A PA-ok szintézisével kozos prekurzoruk révén kapcsolatban all a GSH és az abbol
képzdd6 PC-ok szintézise - melyek a nehézfém-detoxifikacioban jatszanak szerepet — ezért kiilon
kérdés volt a kozottiik lehetséges Osszefiiggés megallapitasa. A ndvénynevelés koriilményei a4.1.3.1.

illetve a 4.1.3.2. pontban leirtak szerint tortént.

5.1.3.1. Kadmiumkezelés hatasa a poliamin-tartalomra

Kontroll novénynevelési koriilmények kozott az egyes PA-ok hasonld mennyiségben
fordultak el6 a négy genotipusban, kivéve a TC33 esetén a SPM-tartalom, mely koriilbeliil feleakkora
volt, mint a tobbi harom genotipusban (15. A-C abra). A Cd-kezelés csak a PUT-tartalmat
befolyasolta - fliggetleniil a novények fiziologiai allapotatol illetve a Cd-mal szembeni
toleranciafokatol - mely a levél esetében valamennyi vizsgalt genotipusban szignifikansan

megemelkedett, a gyokérben pedig a TC19 kivételével szintén felhalmozddott (15. A ébra).
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15. abra 7 napos 50 uM kadmiumkezelés hatasa a poliamin-tartalomra (putreszcin: PUT,;
spermidin: SPD; spermin: SPM) kiilonb6z6 kadmium-toleranciaju buzandvényekben . *, ** és
***: szignifikans P<0,05, 0,01 és 0,001 szinten az azonos napi kontrollhoz képest (n=5).

5.1.3.2. Kadmiumkezelés hatasa a szalicilsav-tartalomra

A legnagyobb 6ssz-SA szint (szabad+kotott) a TC19 genotipusban volt mérheté kontroll
koriilmények kozott (16. A-B abra). Osszeségében megallapithatd, hogy a TC vonalak SA-tartalma
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magasabb volt a martonvasari vonalakéhoz képest. A Cd-kezelés hatasara a mind a szabad, mind a
kotott SA-tartalom megemelkedett a vizsgalt genotipusok levelében, fliggetleniil a Cd-tolerancia
szintjétdl. A gyokér esetében a SA a szabad és a kotott frakcioban is megemelkedett, de csak az Gszi
buzavonalakban (Mv 8 és Mv Hombar), melyek a TC vonalakhoz képest toleransabbnak bizonyultak.

ng kotott SA g F'W
e ee e -
[T S T N e = - TR NS RN
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16. abra 7 napos 50 uM kadmiumkezelés hatasa a szabad (A) és kotott (B) szalicilsav-tartalomra
kiilonb6z6 kadmium-toleranciaju buzandvényekben . *, ** és ***: gzignifikans P<0,05, 0,01 és 0,001
szinten az azonos napi kontrollhoz képest (n=5).

5.1.3.3. Kadmiumkezelés hatasa a glutation-tartalomra

A total GSH szintje illetve a redukalt és oxidalt glutation aranya (GSH/GSSG) normal nevelési
koriilmények kozott a négy buzavonal levelében azonos volt és a Cd-kezelés ezen paramétereket nem
befolyasolta (17. A-B abra). A gyokerek esetében azonban a tavaszi buzavonalakban (TC19 és TC33)
koriilbeliil kétszer akkora volt mind a GSH-tartalom, mind a GSH/GSSG arany, mint az §szi buza
genotipusokban (Mv 8 és Mv Hombar). Az eleve magasabb GSH értékekre a Cd-kezelés nem volt
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hatassal a tavaszi, mig megemelte az 6szi buza genotipusokban, mely utobbiak a Cd-stressz-szel

szemben toleransabbnak bizonyultak.
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17. abra 7 napos 50 uM kadmiumkezelés hatasa a glutation-tartalomra (GSH) (total: A,
redukalt/oxidalt arany: B) kiilonbdz6 kadmium-toleranciaji buzandvényekben . *, ** és ***:
szignifikans P<0,05, 0,01 és 0,001 szinten az azonos napi kontrollhoz képest (n=5).

A fentiekkel ellentétben azonban, a glutation-szintézisben sebességkorlatozoként ismert y~-EC

mennyisége nem mutatott kiilonbséget a négy vonal esetében, valamint felhalmozddasa a gyokérben

a Cd-kezelést kovetden valamennyi genotipusban azonos mértéki volt (18. abra).
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18. abra 7 napos 50 uM kadmiumkezelés hatasa a j-glutamil-cisztein (<EC) tartalomra
kiilonb6z6 kadmium-toleranciaju bizandvényekben . *, ** és ***: szignifikans P<0,05, 0,01 és
0,001 szinten az azonos napi kontrollhoz képest (n=5).

5.1.3.4. Kadmiumkezelés hatasa a fitokelatin-szintézisre

A PC; szintjének kiilonbségei illetve valtozasai a GSH-tartalomnal leirtakhoz hasonléan
alakultak, azaz a levélben mért kontroll értékekben nem volt kiilonbség, mig a gyokérben magasabb
kontroll értéket mértiink a tavaszi TC vonalakban, mint a martonvasari vonalakban (19. A abra). A
Cd-kezelés csak az Mv Hombar esetében emelte meg szignifikansan a levél PCo-szintet, de a
gyokérben mindkét 6szi bizavonal esetében nagymértékii felhalmozodast tapasztaltunk, mely a
kontroll értékhez képest 28-szoros, illetve 24-szeres volt az Mv 8 és Mv Hombar esetében. A PC3
mennyisége a két martonvasari genotipus levelében magasabb volt kontroll koriilmények kozott, és a
Cd-kezelés nem befolyasolta (19. B abra). Ezzel szemben a gyokérben a stresszmentes koriilmények
kozott mért PCs értékekhez képest drasztikus emelkedést mutattunk ki az Mv 8 és Mv Hombar
vonalakban. A PCS-aktivitas a PC-tartalomnak megfeleld valtozasokat mutatott (19. C abra). A levél
PCS-aktivitas csak az Mv Hombar, a gyokér PCS aktivitds mind az Mv 8, mind az Mv Hombar
esetében megemelkedett. Megallapitottuk, hogy a toleransabbnak bizonyult genotipusokban a PC-ok

szintézise nagyobb mértékben indukalodott a kezelés kovetden.
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19. abra 7 napos 50 uM kadmiumkezelés hatasa a fitokelatin-tartalomra (PC2: A, PC3: B) és a

fitokelatin szintaz-aktivitasra (PCS: C) kiilonb6z6 kadmium-toleranciaju blizanévényekben . *,**

és ***: gzignifikans P<0,05, 0,01 és 0,001 szinten az azonos napi kontrollhoz képest (n=3).

5.1.3.5. Kadmiumkezelés hatasa az aszkorbat-tartalomra

Mivel az aszkorbat-glutation ciklusban a GSH ¢és az AA mennyiségi valtozasai
Osszefliggésben allnak egymassal, és a két-két buza genotipus eltéré Cd-tolerancia szintje
Osszefliggést mutatott a GSH-szintben bekovetkezett valtozasokkal, megvizsgaltuk a Cd-kezelés

hatdsat az AA szintjére is. Bar az 6ssz AA-tartalom a levélben a két martonvasari vonal esetében
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magasabb volt, minta TC vonalakban, a Cd-kezelés nem befolyasolta (20. A abra). A gyokér esetében
a kontroll koriilmények kdzott mért AA-tartalom kozel azonos volt és a Cd-kezelés utan mind a négy
vonalban megemelkedett. A legalacsonyabb kezdeti AA/DHA aranyt a levélben az Mv Hombar
esetén mértiik, és a Cd-kezelés ezt nem volt képes befolyasolni, mig a tobbi genotipus esetén a Cd-
stressz csOkkentette értékét (20. B abra). A gyokérben a Cd-kezelés szignifikans valtozast csak az Mv

Hombar esetében okozott az AA/DHA aréanyban.
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20. abra 7 napos 50 uM kadmiumkezelés hatasa az aszkorbat-tartalomra (total: A,
redukalt/oxidalt arany: B) kiilonb6z6 kadmium-toleranciaji buzandvényekben . *** ¢s ***:
szignifikans P<0,05, 0,01 és 0,001 szinten az azonos napi kontrollhoz képest (n=3).

5.1.3.6. Kadmiumkezelés hatasainak vizsgdlata sordan mért paraméterek korreldcio vizsgalata

A levélben szignifikans korrelacid volt kimutathato a PUT és SPD, valamint a SPD és SPM
mennyisége kdzott, tovabba érdekes modon a PA-ok koziil a PUT-tartalom valtozésa pozitiv, mig a
SPM negativ kapcsolatot mutatott a SA-tartalom valtozésaval (szabad és kotott formaban is)

(Fuggelék 4. tablazat). Hasonld6 mddon eltéréen viszonyult a PUT- és a SPM-tartalom a »EC
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mennyiségéhez illetve PCS-aktivitashoz. Habar a SA pozitiv korrelacidt mutatott a -EC-tartalom ¢és
a PCS-aktivitassal, negativ 0sszefliggését tapasztaltunk az AA szintjével. Szintén negativ korrelaciot
mutattunk ki, az AA mennyisége és a »-EC-tartalom illetve a PCS-aktivitas kozott.

A gyokérben a levélhez képest tobb korrelacios kapcsolat volt kimutathatd, és utdbbihoz
viszonyitva eltéré6 modon (Fiiggelék 5. tablazat). A PUT negativ kapcsolatban 4llt a SPD- és SPM-
tartalommal, mig a két utobbi egymassal pozitiv korrelaciét mutatott. Ennek megfelelden az adott
kisérlet soran a Cd-toleranciaban szerepet jatszo, azért felelds vegyiiletekkel (~EC, PCz, PCs és AA
¢s PCS) a PUT szignifikans, pozitiv kapcsolatot mutatott, mig a SPD ¢és SPM negativ korrelacioban
allt a y~EC szintjével. Bar a SA- és PA-tartalom kozott 0sszefiiggést nem tudtunk kimutatni, érdekes
modon a SA, mind szabad, mind ko6tott formaban szignifikans, pozitiv viszonyban allt a fent felsorolt
PUT-rel is 0sszefliggésben allo védovegyiiletekkel. A nehézfém-méregtelenitésben szerepet jatszo

vegyiiletek egyébként egymassal is szoros, pozitiv kapcsolatot mutattak.

5.1.4. UV-B sugdrzds modositisa hatdsa ozmotikus és kadmiumstressz sordn buzandévényekben

Tobbféle stresszhatas (lisztharmatfert6zés, alacsony hémérsékleti stressz és Cd-stressz) soran
vizsgaltuk a PA-ok és a SA mennyiségi valtozasai kozotti lehetséges Osszefliggést kiilonbozo
novényfajok, illetve adott novényfajon belil eltéré genotipusok vizsgalata soran az adott
stresszkoriilmények kozott. Az aldbbiakban egyetlen genotipust vizsgaltunk, de harom kiilonb6z6
stresszhatas alatt, illetve ezek kombinéacidja esetében. A ndvénynevelés koriilményei a 4.1.3.2.

pontban leirtaknak megfelelden tortént.

5.1.4.1. UV-B sugarzas modosito hatasa a poliamin-tartalomra ozmotikus illetve kadmiumstressz

soran

A kisérlet soran a szabad PA-frakcid mellett a konjugalt és kotott frakcid is meghatarozéasra
keriilt, de mivel a konjugalt frakci6 mintdzata a szabad frakcioban tapasztalt valtozasokat kovette,
valamint a kotott forma nagysagrendje a szabad és konjugalt frakcidhoz képes alacsony volt, itt csak
a szabad frakci6 adatai keriilnek bemutatasra. Mindhdrom frakciéban a SPD volt a legnagyobb
mennyiségben eléfordulé PA.

A Cd, PEG és UV-B stressz eltérd valtozasokat indukalt a PA-ok mennyiségében, valamint
kismértékben eltérd hatasok érvényesiiltek a levélben a gyokérhez képest (21. A-B ébra). A KAD
tartalom a levélben csak a Cd-kezelés hatasara emelkedett meg, a tobbi kezelés semmilyen hatassal

nem volt ra. Ellenben a gyokér KAD szintje megemelkedett mind a normal fényen, mind a UV-B
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sugarzasnak kitett novények esetén Cd-kezelést kdvetden, raadasul utobbi esetben ez az emelkedés

még kifejezettebb volt.
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21. abra UV-B sugarzas és/vagy 50 uM kadmium illetve 15% PEG-kezelés hatasa a poliamin-
tartalomra (levél: A, gyokér: B) Mv Emese buzangvényekben. PUT: putrescin, KAD: kadaverin,
SPD: spermidin, SPM: spermin. A kiilonbozé betlijelek a P<0,05 szinten szignifikans
valtozasokat jelolik a kezelések kozott (n=5).

A Cd- és PEG-kezelés hatasara PUT-felhalmozodast figyeltiink meg a levelekben, melyet az
UV-B sugarzas nem befolyasolt, bar az UV+Cd-kezelés soran kisebb mértékii volt 6nmagaban a Cd-
kezeléshez képest. A gyokér PUT-tartalom azonban nem valtozott a Cd-, csokkent a PEG-, UV- és
UV+PEG-kezelést kdvetéen, mig megemelkedett az UV+Cd-kezelés hatasara. A levél SPD szintjét
kismértékben, de szignifikansan megemelte az UV-B kezelés, mig a gyokér SPD mennyiségét csak a
kombinalt UV+Cd-kezelés volt képes megemelni. A SPM szintje a levélben, mind a Cd, mind a PEG-
kezelést kovetden csokkent normdl fényviszonyok kozott, de az UV-B sugdrzasnak Kkitett
novényekben ez a csokkenés kisebb mértéki volt. Ezzel szemben a gyokérben a SPM-tartalmat az
UV+PEG kivételével egyik kezelés sem befolyasolta.
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5.1.4.2. UV-B sugdrzds modosito hatdsa a szalicilsav-tartalomra ozmotikus illetve kadmiumstressz

Soran

A Cd-kezelés olyan nagymértékii SA-felhalmozodashoz vezetett mar normal fényviszonyok
kozott nevelt buzandvényekben is, hogy bar az UV-B sugarzas 6nmagéaban is megemelte a SA-
tartalmat, a Cd-kezelés indukalta valtozast mar nem tudta befolyasolni sem a levélben, sem a
gyOkérben (22. A-B é4bra).

2.5 1 c
A
z 7] |
£
= 1,5 4
=T
%
0 1 A ab
=
0,5 -ﬂ Q g_’
. I E
kontroll PEG UVkontrull UV+Cd UV+PEG
1 - C
B
B bc
= c
&0
3 A
| | D
wn
50
) . D
L
kontroll PEG UVkontroll UvV+Cd UV+PEG
mszabad SA Okotott SA

22. abra UV-B sugarzas és/vagy 50 uM kadmium- illetve 15% PEG-kezelés hatasa a szalicilsav-
tartalomra (SA) (levél: A, gyokér: B) Mv Emese blizanovényekben. A kiilonb6zé betiijelek a
P<0,05 szinten szignifikans valtozasokat jelolik a kezelések kozott (n=5).

A PEG-kezelés a levélben nem befolyasolta a SA-tartalmat, de a gyokérben kismértékben
megemelte, tovabba mind a levélben, mind a gydkérben 6sszeadddo hatast tapasztaltunk a kombinalt

UV+PEG stressz esetében.
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5.1.4.3. Az UV-B sugdrzas és/vagy ozmotikus illetve kadmiumstressz sordan mért paraméterek
korreldcio elemzése

A levélben szoros pozitiv kapcsolat allt fent a két diamin, a PUT és KAD mennyiségi
valtozasai kozott, valamint a két magasabbrendii PA, a SPD és SPM szintje kozott, mig negativ
korrelacio volt kimutathatdé a PUT vagy a KAD ¢és a SPM mennyisége kozott. A gyokérben szintén
pozitiv Osszefiiggésben allt egymassal a PUT és KAD, a KAD ¢és SPD, illetve a SPD- és SPM-
tartalom valtozasai. Pozitiv kapcsolatot mutatott Ki a korrelacio elemzés a PA-ok koziil a PUT-
tartalom €s a SA szintje (mind a szabad, mind kotott formajaban) kozott a levélben, mig a gyokérben
a PUT kivételével valamennyi Vvizsgalt PA (KAD, SPD és SPM) és a szabad SA szintje kozott
(Fuiggelék 6. tablazat).

5.1.5. Alacsony homérséklet és PEG-indukdlta ozmotikus stressz hatdsa eltérd rizsnovényekben

Mivel az eddig vizsgalt gabonafélekhez képest a rizsnévényekben a SA mennyisége akar két
nagysagrenddel is magasabb lehet (Raskin és mtsai. 1990), a kdvetkezo kisérletben a PA-ok és a SA
viszonyanak még alaposabb feltdrasara rizsndvényen alkalmaztunk ozmotikus és alacsony
hémérsékleti stresszhatdsokat. A novénynevelés a 4.1.3.3. pontban leirtak szerint tortént. Az eldzetes
kisérletek alapjan a KN361-1-8-6, az IAC1246 és a Zhonghan No. 3 genotipusok szarazsagtolerans,
mig a N22 genotipus szarazsagra érzékeny genotipusnak bizonyult. A 10 °C-0s hidegkezelés mint
enyhe stressz, késleltetett novekedést okozott a ndvények szamara, de a genotipusok kozott nem

tudtunk kiilonbségeket kimutatni.

5.1.5.1. Alacsony hémeérsékleti és PEG-indukadlta ozmotikus stressz hatdsa a poliamin-tartalomra

rizsnovényekben

A genotipusok PA-tartalma nem mutatott kiilonbséget az 1 napos kontrollok (1d kontoll)
esetében (23. dbra). A szarazsagérzékeny N22 genotipusban szignifikdnsan alacsonyabb PUT-
tartalmat mértiink a KN361-1-8-6 és IAC246 genotipusokhoz képest, mig szignifikansan magasabb
SPM-szintet a Zhonghan No. 3-ban mért értékhez képest (23. A-C abra), bar ez a kiilonbség a 6. napra
(6d kontroll) elttint.

Az 1 napos PEG-kezelés nem befolyasolta a PUT-tartalmat egyik genotipusban sem, mig a 6.
napon a KN361-1-8-6 és Zhonghan No. 3 esetében csokkent, de megemelkedett a IAC1246
genotipusban (23. A abra). A SPD-szintet a PEG-indukalta ozmotikus nem befolyasolta még 6 nap
elteltével sem (23. B 4bra), ezzel szemben a SPM mennyisége megemelkedett a 6. napon valamennyi

genotipusban (23. C abra). Az alacsony homérsékleti stressz 1 nap utan megemelte a PUT-tartalmat
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az N22, majd 6 nap utan valamennyi genotipus levelében. A SPD-tartalom, a PUT-hez hasonl6
modon a 6. napon mind a négy genotipusban megemelkedett (23. A-B abra), mig ezzel ellentétben a
SPM szintje csokkent (23. C abra). A PA-ok mennyisége nem mutatott kozvetlen Osszefliggést a
szarazsag-tolerancia mértékével, valamint a hidegkezelés soran hasonlé modon valtozott valamennyi

genotipus esetében.
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23. abra 15% PEG vagy 10 °C-os kezelés hatasa a poliamin-tartalomra (putreszcin: A, spermidin:
B és spermin: C) kiilonb6z6 rizsnovények levelében. A kiilonbozé betiijelek a szignifikans
eltéréseket jelolik P<0,05szinten a kezelések kozott az adott genotipuson beliil (n=5).
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5.1.5.2. Alacsony hdmérsékleti és PEG-indukalta ozmotikus stressz hatdasa a szalicilsav-tartalomra

rizsnovényekben

A SA kezdeti mennyisége a N22 és IAC1246 genotipusokban tobb mint kétszer akkor a
KN361-1-8-6 és Zhonghan No. 3 genotipusokban mért értékekhez képest, mind a szabad, mind a
kotott frakcid esetében (24. A-B abra). Habar néhany esetben szignifikans kiillonbségek jelentkeztek
a kontrollhoz képest, a szabad SA szintje alapvetden nem valtozott a kezelések soran (24. A abra). A
kotott SA esetében csak az N22 genotipusban volt kimutathat6 szignifikdns emelkedés 6 nappal a
PEG-kezelés kezdetétdl (24. B abra).
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24. abra 15% PEG vagy 10 °C-os kezelés hatasa a szalicilsav-tartalomra (szabad: A és kotott: B)
kiilonbozd rizsndvények levelében. A kiilonbozd betlijelek a szignifikdns eltéréseket jelolik
P<0,05 szinten a kezelések kozott az adott genotipuson beliil (n=5).
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5.1.5.3. Alacsony hdmérsékleti és PEG-indukalta ozmotikus stressz sordan rizsnovényekben mért

parameéterek korrelacio elemzése

Habar a szabad és kotott SA-tartalom kozott valamint a PUT és SPD kozott pozitiv,
szignifikans kapcsolat volt kimutathat6, tovabba a negativ 0sszefiiggést tapasztaltunk a SPM és PUT
vagy SPD kozott, a SA és PA-ok kozott szignifikans korrelacios kapcsolatot jelen kisérletben nem
talaltunk (Fiiggelék 7. tablazat).

5.2. Poliamin-metabolizmus vizsgalata poliamin-kezelések és Kiilonb6z6 stresszhatasok soran
mas védévegyiiletekkel osszefiiggésben

A PA-ok pozitiv, véd6hatasat a legtobb esetben altalanositjak. Pedig a PA-kezelés hatésa fligg
a vizsgalt novényfajtol, az alkalmazott PA-vegyiilettdl, illetve a stresszfaktortol. Az alabbi
kisérletekben PUT-, SPD- vagy SPM-kezeléseket hasznéltunk Onmagukban, vagy mas
védévegyiilettel, mint az ABA, torténd kezeléssel Gsszehasonlitasban, illetve ozmotikus vagy Cd-

stressz-szel kombinalva kiilonb6z6 gabonandvényekben.

5.2.1. Poliamin-kezelések hatdsa buza- és Kukoricanovényekben

5.2.1.1. 4 kiilonbo6zo poliamin-kezelések hatasa a novekedési paraméterekre és a lipidperoxidaciora

buza- és kukoricandvényekben

Mig a 7 napos 0,1, 0,3 vagy 0,5 mM PUT-kezelés nem indukalt szamottevd valtozasokat a
vizsgalt novekedési paraméterekben sem a buiza, sem a kukorica esetében (25. A-B ébra), a SPD-
kezelés koncentraciofiiggd modon csokkentette valamennyi paramétert, mindkét ndvényfajban. Az
eredmények azt mutatjak, hogy a gyokér érzékenyebben reagalt mindkét fajban, mint a hajtas,

valamint, hogy a kukorica érzékenyebb volt a PA-kezelésekre, mint a buza.
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25. abra A 0,1, 0,3 és 0,5 mM poliamin-kezelések (putreszcin: PUT, spermidin: SPD és spermin:
SPM) hatésa a biza- (A) és kukoricandvények (B) ndvekedési paramétereire a kontroll szadzalé¢kéban
Kifejezve. *, ** és ***: szignifikans P<0,05, 0,01 és 0,001 szinten a kontrollhoz képest (n=5).

A biomassza-adatokhoz hasonldan, a lipidperoxidacié eredményei IS azt mutattak, hogy a
kukorica gyokére érzékenyebben reagalt a PA-kezelésekre, mint a levél, valamint, hogy a
magasabbrendii PA-vegyiiletekkel (SPD és SPM) torténd kezelés nagyobb mértékli oxidativ stresszt

eredményezett mind a két névényfajban (26. A-B abra).

78




dc_1647_19

nmél MDA g' FW

e el

kontroll 0,1 PUT 0,3PUT 0,5PUT 0,1SPD 03SPD 0,5SPD 0,1 SPM 0,3 SPM 0,5 SPM

18 -
B

16 1 i :
14 l l L
o ] |

10 A .

*
* *
=
*
-4 S
*

kontroll 0,1 PUT 03PUT 0,5PUT 0,1SPD 03SPD 0,5SPD 0,1SPM 0,3 SPM 0,5SPM

nmol MDA g! FW

o M s o o
L L L s

Olevél Mgyidkér

26. abra A 0,1, 0,3 és 0,5 mM poliamin-kezelések (putreszcin: PUT, spermidin: SPD és spermin:
SPM) hatasa a buza- (A) és kukoricanovények (B) lipidperoxidacios szintjére. *, ** és ***:
szignifikans P<0,05, 0,01 és 0,001 szinten a kontrollhoz képest (n=5).

521.2. A kiilonbozé  poliamin-kezelések  hatisa a  poliamin-tartalomra  buza-  és

kukoricanovényekben

Mivel a PA-kezeléseket hidroponikus kultiaraban, a tapoldathoz adagolva alkalmaztuk, nem
meglepd, hogy a PA-ok koncentraciofiiggd hatasai elsddlegesen a gydkerekben jelentkeztek. Mig a
PA-kezeléseknek 0,1 mM koncentracioban enyhe, addig 0,3 vagy 0,5 mM koncentracioknak mar
kifejezett hatasai voltak a PA-tartalomra (27-28. abra).

Buzanovényekben a PUT-kezelés nagyfoku PUT-felhalmozddast okozott féleg a gyokérben,
mellyel parhuzamosan az apoplasztban a SPD és SPM lebontasa soran képzodé DAP szintje is
megemelkedett. A PUT csak a legmagasabb alkalmazott, 0,5 mM-os koncentracioban eredményezett
jelentds SPD-szint ndvekedést mind a levélben, mind a gyokérben (27. A-B édbra). A kiils6leg adagolt
SPD-t a magasabb koncentraciok esetén (0,3 és 0,5 mM) a buzandvények felvették és a SPD mellett
a PUT és SPM mennyisége is megemelkedett, valamint a gyokérbdl a hajtasba is transzportaltak,
megemelve az endogén PUT- és SPD-tartalmat a levélben is (27. A-B abra). A SPM-kezelés
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valamennyi vizsgélt PA-vegyiilet és a DAP felhalmozoddsdhoz vezetett a buzandvények levelében
¢s gyokerében is (27. A-B éabra).
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27.abra A 0,1, 0,3 és 0,5 mM poliamin-kezelések (putreszcin: PUT, spermidin: SPD és spermin:
SPM) hatasa a szabad poliamin-tartalomra buzanovények levelében (A) és gyokerében (B) DAP:
1,3-diaminopropan, PUT: putreszcin, SPD: spermidin és SPM: spermin. *, ** és ***: szignifikans
P<0,05, 0,01 és 0,001 szinten a kontrollhoz képest (n=5).

Kismértékli, de koncentraciofiiggd novekedési tendencia volt megfigyelhetd a
kukoricandvényekben a gyokér PUT- és levél SPD-tartalom esetén a PUT-kezelést kovetden (28. A-
B abra), mely kifejezetten érvényesiilt és statisztikailag szignifikans volt a 0,5 mM koncentracional.
A kiilséleg adagolt SPD és SPM, f6leg a magasabb koncentracidk esetében ¢€s kiilondsen a gyokérben
PUT-, SPD- és SPM-felhalmozddast okozott, mig a legnagyobb PUT-szintet a 0,3 illetve 0,5 mM
SPM kezelt kukoricandvények levelében és gyokerében mértiik (28. A-B abra).

A legnagyobb mértékii szabad PA-felhalmozdodas, mindkét novényfaj esetében a legnagyobb
mértékii novekedésgatlassal jart egyiitt. A konjugalt PA-tartalomban a szabad frakcid esetében
tapasztalt és fent leirt tendencia volt kimutathaté mindkét névényfaj esetében. Ezen eredmények itt
nem keriilnek bemutatasra, de a korrelacidanalizis eredményeiben, ami az 5.2.1.4. pontban kertil

bemutatasra, IS tiikkr6z6dnek.
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28. abra A 0,1, 0,3 és 0,5 mM poliamin-kezelések (putreszcin: PUT, spermidin: SPD és spermin:
SPM) hatasa a szabad poliamin-tartalomra kukoricandvények levelében (A) és gyokerében (B)
DAP: 1,3-diaminopropan, PUT: putreszcin, SPD: spermidin és SPM: spermin. *, ** gs ***:
szignifikans P<0,05, 0,01 és 0,001 szinten a kontrollhoz képest (n=5).

5.2.1.3. A szalicilsav-tartalom valtozdsa kiilonbézé  poliamin-kezeléseket kovetéen buza- és
kukoricanovényekben

A kiilonbozé PA-kezelések (PUT, SPD és SPM) és a SA-szint kozotti 0sszefliggések
feltarasara a legmagasabb alkalmazott koncentraci6 (0,5 mM) esetén meghataroztuk a SA-tartalmakat
(12. tablazat). Bizaban a SPD és SPM megemelte a szabad és kotott SA-tartalmat a levélben. Erdekes
modon a gyokérben a szabad SA-szint csokkent a PUT-kezelés esetén, valamint nem valtozott a SPD-
kezelés sordn, azonban mind a szabad, mind a kotott formédban megemelkedett a SPM-kezelést
kovetden.

Jelen kisérleti koriilmények kozott, kukoricaban csak a SPD- és SPM-kezelés befolyasolta a
SA-tartalmat (12. tablazat). A kiils6leg adagolt SPD és SPM megemelte a szabad és kotott SA-szintjét
a levélben, és rendkiviili mértékli szabad SA-felhalmozodast eredményezett a kukoricandvények

gyOkerében.
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12. tablazat. Szabad és kotott szalicilsav-tartalom (SA) valtozasa 14 napos bulza- ¢és
kukoricanovények levelében és gydkerében 7 napos 0,5 mM poliamin-kezeléseket kovetéen. PUT:
putreszcin, SPD: spermidin és SPM: spermin. Az eltérd betiik szignifikdns eltérést jelolnek P<0,05
szinten az azonos napi kontrollhoz képest (n=5).

szabad SA ng g FW kotott SA ng g1 FW
kezelések levél gyokér levél gyokér
kontroll 58,5+1,78 a 45,09+10,78 b 126,36+54,78 a 31,11+8,28 a
g PUT 66,21+7,83 a 19,07+8,3 a 183,39+54,92 a 4124+11,85a
2 SPD 109,42+16,45 b 36,28+1,16 b 225,92+46,66 b 31,22+16,47 a
SPM 100,64+21,8 b 92,6+9,63 c 280,37+55,06 b 62,85+7,79 b
kontroll 106,05+32,76 a 79+14,14 a 54,16+£12,88 a 22,19+6,35 a
-§ PUT 120,54+23,2 a 111446 a 59,1+£7,26 a 34,59+11,02 ab
g SPD 224,87+43,7b 384,88+51,2b 118,22+18,84 b 31,97+0,68 b
SPM 267,41£12,25 b 1987+258,4 ¢ 169,97+31,58 ¢ 31,55+2,15 ab

5.2.1.4. Korrelacioanalizis a szalicilsav- és poliamin-tartalom kézott kiilonbozo poliamin-kezeléseket

kovetden buza - és kukoricanovényekben

A korrelacios elemzések azt mutattak, hogy az endogén PA- és SA-tartalom kdzott szoros,
pozitiv dsszefliggés van, kiilondsen a kukoricandvények esetében (Filiggelék 8-9. tdblazat). Tobbnyire
szoros kapcsolat all fent a szabad és kotott PA formak kozott, valamint pozitiv Osszefliggésben
lehetnek a gyokérben illetve levélben mért értékek és valtozasok is. Habar a korrelacidanalizis csak
a linedris kapcsolatokat jelzi és nem ad valaszt az ok-okozati kérdésekre, jelen eredmények azt

sugalljék, hogy a magasabb PA-tartalom 6sszefiiggésbe hozhat6é a SA-felhalmozodassal.

5.2.2. Putreszcin-kezelés hatdsa polietilén-glikol indukdlta ozmotikus stressz sordn buza- és
kukoricanovényekben

A magasabbrendi PA-okkal (SPD és SPM) tortént kezelések soran kimutattuk azok
kedvezdtlen hatdsat, valamint hogy a stressz tiinetek szorosan korreldltak a PA-ok és a SA
felhalmozodasaval. Ezzel szemben a PUT-kezelés nem befolyasolta sem a biomassza paramétercket
sem a lipidperoxidaciot, de szignifikans novekedést eredményezett a PA-tartalomban mind a buza-,
mind a kukorica-novényekben. Az alabbi kisérlet soran annak érdekében, hogy még t6bb informaciot
kapjunk a PA-pool valtozasair6l, valamint annak kapcsolatarol a SA-tartalommal, a PUT-el6kezelést
kovetden 15 %-0s PEG-kezelést alkalmaztunk.
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e rer

5.2.2.1. Putreszcin-, polietilén-glikol-kezelések és ezek kombindcidjanak hatisa a névekedési
paraméterekre, a PSIl kvantumhatékonysagara és a gdzcsere-paraméterekre buza- és

kukoricanovényekben

Amikor a 7 napos 0,5 mM PUT-elékezelést kovetéen a bluzandvényeket 5 napra kontroll
nevelési koriilmények kozé helyeztiik vissza, a PUT egyértelmli kedvez6 hatasat mutattuk ki, mely
a hajtas friss és szdraz tomegben, valamint a nettd fotoszintézis értékében is megmutatkozott (13-14.
tablazat). Habar a PUT-elokezelés nem tudta megeldzni a PEG hatéasara tapasztalt gyokér friss és
szaraz tomegben tapasztalt csokkenést a kombinalt kezelés soran, a fotoszintetikus aktivitas mégis

magasabb volt a PUT-el6kezelés + PEG-kezelt novényekben a PEG-kezeltekhez képest.

13. tablazat 15%-0s PEG-kezelés hatasa, 7 napos 0,5 mM putreszcin-elokezelést kovetben, vagy
anélkiil, a biomassza paraméterekre és a PSII kvantum hatékonysagat jellemz6 AF/Fm’ Kklorofill-a
fluoreszcencia indukcios paraméterre. Az eltérd betiik szignifikans eltérést jelolnek P<0,05 szinten
az azonos napi kontrollhoz képest (n=10).

friss tdmeg (g novény 1) szaraz tomeg (g novény )
AF/Fm'
kezelések hajtas gyokér hajtas gyokér

kontroll 0,89+0,06 a 0,81+0,05b 0,1049+0,009a  0,0503+0,009 b 0,414+0,022 ab
g PUT eldkezeles 1,12+0,07 b 0,89+0,05 b 0,124+0,001 b 0,0589+0,007 b 0,397+ 0,015 a
2 PEG 0,85+0,11 a 0,63+0,07a 0,1167+0,001a  0,0377+0,006 a 0,369+0,052 a

PUT elbkezelés + PEG  0,93+£0,08 a 0,61+0,07 a 0,114+0,004a  0,0484+0,005 ab 0,449+0,024 b

kontroll 2,61£0,36a  1,61+0,25b 0,45+0,06 b 0,12+0,02 a 0,326+0,037 b
.§ PUT elbkezelés 2,1£0,27 a  1,05+0,16 a 0,31+0,04 a 0,09+0,01 a 0,37+0,028 b
% PEG 2,04+0,38 a 0,98+0,2 a 0,35+0,06 ab 0,11+0,02 a 0,17+0,06 a

PUT elékezelés + PEG 1,89+0,4 a 0,95+0,22 a 0,29+0,06 a 0,1+0,02 a 0,329+0,05 b

Kukoricdban azonban a PUT-elokezelés csokkentette a gyokér friss tOmegét €s a nettd
fotoszintézist, és ozmotikus stressz soran sem volt kedvezd hatasa a biomassza paraméterekre (13-
14. tablazat). Mindazonaltal, a PSII kvantumhatékonysaga €és a nettd fotoszintézis magasabb volt a
kombindlt kezelések soran (PUT-eldkezelés + PEG) az 6nmagaban PEG-kezeléshez képest.

A PUT-el6kezelés a kukoricaban, mint egy tipikus stresszhatas, sztomazarddast valtott ki,
mely enyhe csokkenést eredményezett a Pn paraméterben. Azonban ez az enyhe valtozas a netto
fotoszintézisben, nem jelentkezett a AF/Fm’ paraméterben. A magasabb sztomakonduktancia a
kombinalt PUT- és PEG-kezelések esetén azonban magasabb Pn értékekhez vezetett mind a buza,
mind a kukorica esetében, a csak PEG-kezelt ndvényekhez képest. Ezen eredmények azt mutatjak,
hogy a PUT-elékezelés bizonyos mértékben enyhiti a PEG kedvezdtlen hatasat a fotoszintetikus
folyamatokra.
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14. tablazat 15%-0s PEG-kezelés hatasa, 7 napos 0,5 mM putreszcin-elokezelést kovetden, vagy
anélkiil, a géazcsere paraméterekre (Pn: nett6 CO: asszimilacios rata; Ci: intracellularis COo-
koncentracio; gs: sztomakonduktancia and E: transzpiracio). Az eltérd betiik szignifikans eltérést
jeldlnek P<0,05 szinten az azonos napi kontrollhoz képest (n=10).

Pn Ci gs E

kezelések (umol CO2 m?st) (umol mol?) (mmol H20 m2st) (mmol H20 m? s)
kontroll 9,38+0,28 ¢ 255,17+12,56 b 164,83+21,53 ¢ 2,27+0,3 b

g PUT el6kezelés 10,3+0,19d 273,33£7,47b 188,78+17,5¢ 2,59+0,12 b

2 PEG 5,23+0,31 a 180,44+46,4 a 49,88+3,52 a 0,81+0,13 a
PUT el6kezelés + PEG 6,69+0,23 b 196,44+8,43 a 66,67+4,53 b 0,96+0,25 a
kontroll 12,07+0,37 d 226,17+6,03 a 308+14,98d 2,324+0,22 ¢

-§ PUT el6kezelés 10,88+0,56 ¢ 241,33+10,16 a 249,83+4,06 ¢ 1,88+0,16 b

g PEG 4,55+0,66 a 324,58+13,93 ¢ 122,92+4,32 a 1,38+0,11a
PUT elékezelés + PEG 7,4+0,71 b 296,67+4,64 b 140,1£7,61 b 1,63+0,09 b

5.2.2.2. Putreszcin-, polietilén-glikol-kezelések és ezek kombindciojanak hatisa a poliamin-

tartalomra és poliamin-katabolizmusra buza- és kukoricanévényekben

Mivel a szabad és konjugalt frakcioban mért PA-tartalmak az adott novényfaj esetében a
kezelések sordn hasonlé mintdzatot mutattak, itt csak a szabad frakcido eredményei keriilnek
bemutatasra.

Amikor az 7 napos 0,5 mM PUT-el6kezelést kovetden a buzandvényeket kontroll nevelési
koriilmények kozé helyeztiik vissza, a mintegy 5 napos regeneracios idészak utan, a kiilséleg adagolt
PUT nem befolyasolta az endogén PA-tartalmat (29. A-B abra). A PEG-kezelés dnmagaban a
buzalevélben megemelte a PUT szintjét, mig csokkentette a SPD- és SPM-tartalmat (29. A abra), és
csokkentette a gyokér SPD mennyiségét is (29. B abra). A kombinalt kezelés esetében (PUT-
elokezelés + PEG) a buzanovények levelében a PUT-tartalom megemelkedett és a SPD szintje is
csokkent, de a SPM-tartalomban csokkenést nem tapasztaltuk (29. A abra). A gyokerekben a PUT-
¢s a SPD-tartalom is szignifikansan csokkent (29. B 4bra).

Kukoricdban sem a PUT-elokezelés sem a PEG-kezelés 6nmagéban nem okozott valtozést a
levelekben, mig a kombinalt kezelés esetén a levél PUT tartalma megemelkedett (30. A abra). A
gyokerekben mind a PUT-elokezelés, mind a PUT-elékezelés + PEG-kezelés hatdsira PUT-
felhalmozodast mértiink (30. B abra).
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29. abra 0,5 mM putreszcin- és/vagy 15%-0s PEG-kezelések hatasa a szabad poliamin-tartalomra
buzanovények levelében (A) és gyokerében (B) PUT: putreszcin, SPD: spermidin és SPM:
spermin. *, ** &s ***: gzjonifikans P<0,05, 0,01 és 0,001 szinten a kontrollhoz képest (n=5).
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30. abra 0,5 mM putreszcin és/vagy 15%-0s PEG- kezelések hatasa a szabad poliamin-tartalomra
kukoricandvények levelében (A) és gyokerében (B) PUT: putreszcin, SPD: spermidin és SPM:
spermin. ** és ***: gzignifikans P<0,01 és 0,001 szinten a kontrollhoz képest (n=5).
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Habar a PEG-kezelés Onmagaban ¢és a PUT-elkezelést kovetden is nagymértékben
megemelte a DAP szintjét a buzagyokérben, az apoplasztikus PAO enzim aktivitasa csak a PEG-
kezelést kovetden emelkedett meg a gyokérben (15. tablazat). Ezzel parhuzamosan az apoplasztikus
DAO enzim aktivitisa a levélben csokkent a PUT-el6kezelés hatdsara akar kontroll, akar
stresszkoriilmények kovették, mig a gyokérben az ozmotikus stressz hatasara megemelkedett ( 15.
tablazat).

A Kkukorica esetében egyik kezelés sem befolyasolta a DAP-tartalmat vagy a PAO-aktivitast
(15. tablazat). Ellenben a DAO aktivitasa szignifikansan megemelkedett a kombinalt kezelés esetén
mind a levélben, mind a gyokérben. Megéallapitottuk, hogy a buza- és kukoricandvények eltérd

stratégiat alkalmaznak a PA-metabolizmust illetden.

15. tablazat 15%-0s PEG-kezelés hatasa, 7 napos 0,5 mM putreszcin-kezelést kovetden, vagy anélkiil
a poliamin-katabolizmusra (DAP: 1,3-diaminopropan; DAO: diamin-oxidaz; PAO: poliamin-oxidaz)
btiza- és kukoricandvények levelében és gyokerében. Az eltérd betlik szignifikans eltérést jelolnek
P<0,05 szinten a kontrollhoz képest (n=5).

DAP DAO PAO
(nmél gt FW) (A*-pirrolin mint g FW) (A%-pirrolin min? g FW)
kezelések levél gyokér levél gyokér levél gyokér
Kontroll 22,56+12,72 ab 41,18434,95 a 7,42+0,33 b 3,6=1,48 a 11,32+2,85a 11,5+1,28 a
g PUT elbkezelés 21,88+7,96 ab 85,2+15,84 a 5,1+0,69 a 3,63£0,78 a 112,94 a 9,68+ 1,29 a
E PEG 17,07+2,66 a 181,62+41,5b 8,42+0,64 b 9,28+1,83 b 12,01+1,17 a 16,06+1,17 b
PUT elokezelés+PEG 32,39+£3,22 b 182,31+40,83 b 5,52+0,29 a 3,07+0,58 a 7,04+2,66 a 11,3+3 a
Kontroll 18,18+3,37 a 10,88+3,57 a 42,324+6,09 a 40+1,77 a 76,12+15,13a  25,67+2,59 a
-§ PUT eldkezelés 22,7+2,74 a 11,26+1,26 a 33,5+11,74 a 46,69+2,26 b 66,36+ 13,79 a 21+6,11 a
% PEG 11,76+9,2 a 9,2+1,32 a 37,82+10,47a 44,31+10,46abc  77,48+5,71a 36,33+55b

PUT eldkezelées+PEG 14,43+2,98 a 11,04+3,78 a 78,93+10,1 b 56,67+7,5 ¢ 7796+49a  24,22+8,64 ab

crer

5.2.2.3. Putreszcin-, polietilén-glikol-kezelések és ezek kombindciojanak hatisa a Szalicilsav-

tartalomra buza- és kukoricanovényekben

A SA-tartalom eltérd valtozasokat mutatott a buza- és kukoricandvények esetén (16. tablazat).
Az ozmotikus stressz hatdsara akar onmagaban, akar PUT-elOkezelést kovetden alkalmaztuk, a
buzalevélben a szabad SA mennyisége megemelkedett. A buzagydkérben azonban a PUT-eldkezelés

csokkentette a szabad SA, mig a PEG-kezelés megemelte a kotott SA mennyiségét (16. tablazat).
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16. tablazat 15%-0s PEG-kezelés hatasa, 7 napos 0,5 mM putreszcin-kezelést kdvetéen, vagy
anélkiil a szalicilsav-tartalomra (SA) buza- és kukoricandvények levelében és gyokerében. Az eltérd
betiik szignifikans eltérést jelolnek P<0,05 szinten a kontrollhoz képest (n=5).

szabad SA (ng g FW) kotott SA (ng gt FW)

kezelések levél gyokér levél gyokér
Kontroll 72+28,28 a 20,7£0,7 b 384490,92 a 97,5+18,54 a
g PUT eldkezelés 57,3+19,23 a 14,05+0,49 a 273,5+115,82 a 83+6,79 a
= PEG 189,89+44,53 b 20,85+0,78 b 373,4+87,68 a 138,63+11,72 b
PUT eldkezelés+PEG 179,4+37,33 b 20,65+7 ab 373,3t16,54 a 87,53+£10,56 a
Kontroll 85,13£16,39 b 39,44+5,67 b 311,11+46,45 a 30,71+12,33 a
-g PUT eldkezelés 51,11+6,68 a 201,74+25,64 d 392,44+22.2 b 201,52+13,9¢
2 PEG 57,2+14,1 ab 16,12452a  37648+51,4ab  2506:9.9a
PUT eldkezelés+PEG 44,88+12,25a 71,19+13,41¢c 515,08+81,66 ¢ 76,29+6,21 b

A PUT el6kezelés 6nmagéaban és PEG-kezeléssel kombinalva is csokkentette a szabad SA-
szintjét a kukoricandvények levelében, mig a gyokérben a PUT-elokezelés megemelte azt, és képes
volt megelézni az ozmotikus stressz negativ hatasat (16. tablazat). A kotott SA-tartalom
szignifikansan megemelkedett a PUT elékezelés + PEG kombinalt kezelést kovetden a levélben, mig

a gyokérben a kotott SA hasonld mddon valtozott, mint a fent leirt szabad frakcioban.

5.2.3.  Putreszcin-kezelés hatdsa kadmiumstressz sordn rizsnovényekben

Mivel a PUT-elokezelés védohatasat igazoltuk biza- és kukoricandvényekben is 0zmotikus
stressz soran, a kovetkez6 kisérletben egy masik abiotikus stresszfaktorral, a kadmiummal szembeni
lehetséges védohatasat kivantuk vizsgalni rizsnovényekben. A legfontosabb kérdés a PA-ok és PC-
ok szintézisének kapcsolatanak feltarasa volt, ezért a PUT-kezelés mellett a PUT-szintézis gatlasat is

vizsgaltuk. A ndvénynevelés kortilményei a 4.1.3.7. pontban leirtak szerint tortént.

crer

hatasa a biomassza paraméterekre, a kadmium- és hidrogénperoxid-tartalomra, valamint az

antioxidans enzimek aktivitasara rizsnovényekben

A PUT-el6kezelés mar nmagéaban kedvezdtleniil befolyasolta a biomassza paramétereket,
ennek megfeleléen a PUT-eldkezelés + Cd kombinalt kezelés még a Cd-kezeléshez képest is nagyobb

mértékli biomassza-csokkenést eredményezett (17. tablazat).
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17. tablazat A biomassza paraméterek (hajtashossz és gyokérhossz: cm, hajtds és gyokér
frisstomeg: g), a kadmium- (ug g DW) és hidrogénperoxid-tartalom (mM g* FW) valtozasa 7
napos 0,5 mM putreszcin-elokezelés és/vagy 50 uM Cd(NOg)2 kezelés, illetve 0,5 mM 2-
(difluorometil)ornitin (DFMO) kezelés 6nmagaban vagy 50 uM Cd(NOz)2 kezeléssel egyiitt
alkalmazasa soran rizsben. Az eltéré betiik szignifikans eltérést jelolnek P<0,05 szinten a
kontrollhoz képest (n=5).

kontroll PUT Cd PUT elékezelés DFMO DFMO
elékezelés +Cd +Cd

hajtashossz 43,1244,87¢c 34,81+4,87hb 36,05+£5,7b 29,87+4,35a  40,83+2,65c  34,5+4,89b
hajtas friss tomeg  0,49+0,13b  0,42+0,14 b 0,31+0,09 a 0,31+0,08 a 0,45+0,1 b 0,4+0,09 b
gyokérhossz 19,543,23 d 1542,16 C 11,57+0,79 b 7,68+3,29 a 21,5¢1,87d  1538+2,14c
gyokeér friss tomeg 0,39+£0,05d  0,3+0,06 ¢ 0,18+0,03b 0,11+0,02 a 0,43+0,06 d 0,22+0,03 b
levél Cd 0,14+0,05a 0,24+0,25a 4,00+0,53 b 6,58+0,62 b 0,09+0,04 a 6,63+0,51 b
gyokér Cd 512+0,4b  1,88+0,57a 1446,85+222,27d 1362,86+134,98d 527406 b 989,16+150,2¢
levél H20: 20,77£6,92a 24,49+3,44 a 40,94+7,76 b 64,87+10,15¢  17,26+5,16a 51,41+5,98 b
gyokér H202 11,7142,21a 14,44+4,7 a 11,71+1,41 a 10,26+0,36 a 13,16+£3,25a  9,23+5,08a

A DFMO-kezelés 6nmagaban nem befolyasolta szignifikdnsan a mért paramétereket és
érdekes modon a DFMO+Cd-kezelés esetében a gyokérhossz és a hajtas friss tomeg nagyobb volt, a
Cd-kezelt novényekhez viszonyitva, tovabba valamennyi paraméter magasabb volt a PUT-el6kezelés
+Cd-kezelés értékeihez viszonyitva. A Cd-stressz valamennyi kezelés esetében Cd-
felhalmozodashoz vezetett, kiilondsen a gyokérben (17. tablazat). Azonban szignifikdnsan
alacsonyabb Cd-tartalmat mértiink a DFMO+Cd-kezelt novények gyokerében a masik két Cd-
kezeléshez képest (Cd és PUT-elokezelés+Cd. A Cd-stressz HoOz-felhalmozodassal is egyiitt jart,
mely szintén a PUT-elokezelést kovetden (PUT-elokezelés+Cd) volt a legnagyobb mértékii (17.
tablazat).

Hasonldan az el6z0khez, a GR- (31. A é4bra) és G-POD-aktivitas (31. B dbra) valtozésok is
azt mutattak, hogy a legkifejezetteb oxidativ stressz a PUT-eldkezelést kovetd Cd-kezelés soran
1épett fel, azt sugallva, hogy a két kezelés additiv hatassal birt. Ellenben a DFMO-kezelés bizonyos
mértékig enyhitette a Cd okozta karosodast.
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31. abra 0,5 mM putreszcin- vagy 0,5 mM 2-(difluorometil)ornitin- (DFMO) és/vagy 50 uM
kadmiumkezelések hatasa a glutation reduktaz (GR: A) és a gvajakol peroxidaz (G-POD: B)
enzimaktivitasra a rizsnovények levelében és gyokerében. Az eltérd betlik szignifikans eltérést
jelolnek P<0,05 szinten a kontrollhoz képest (n=5).

5.2.3.2. Putreszcin, 2-(difluorometil)ornitin és kadmiumkezelések valamint ezek kombindciojanak

hatasa a poliamin-metabolizmusra rizsnévényekben

Ahogy az varhatd volt, az egy hetes 0,5 mM PUT-el6kezelés hatdsara a PA-tartalom
megemelkedett a rizsnovényekben (287, 127 és 229%-os emelkedés a PUT, SPD és SPM esetében)
Ez azt feltételezi, hogy a PUT nem csak felvételre keriilt, hanem a magasabbrendii PA-ok (SPD és
SPM) szintézis¢hez is felhasznalasra keriilt. Ezen eredmények itt nem keriilnek bemutatasra, mivel

az egy hetes regeneracios id6 végén is kimutathaté volt a kontrollhoz képest magasabb levél PUT-,

gyokér SPD-, valamint levél és gyokér SPM-tartalom (32. A-B éabra).

89




dc_1647_19

Ezzel ellentétben a DFMO-kezelés hatasara a levél PUT-tartalom csokkent, de a tobbi
magasabbrendii PA-ok mennyisége nem valtozott. A Cd-kezelés 6nmagaban PA-felhalmozodast
eredményezett, mely a gyokérben még kifejezettebb volt (32. B abra). A legnagyobb PA-koncentracio
a PUT-el6kezelés+Cd-stressz esetén volt kimutathatd, ami megint egy additiv hatast jelez. Az
elobbiekhez képest a DFMO-+Cd-kezelés esetén a PA-felhalmozodas kisebb mértéki volt.
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32. abra 0,5 mM putreszcin- vagy 0,5 mM 2-(difluorometil)ornitin- (DFMO) és/vagy 50 uM
kadmiumkezelések hatasa a poliamin-tartalomra rizsnovények levelében (A) és gyokerében (B).
PUT: putreszcin, SPD: spermidin, SPM: spermin. Az eltéré betiik szignifikans eltérést jelolnek
P<0,05 szinten a kontrollhoz képest (n=5).

A masik diaminnak, a KAD-nek a mennyisége, mely a PUT-t61 fliggetleniil szintetizalodik, szintén
megemelkedett Cd-stressz soran a gyokérben, kiillonosen a PUT-el6kezelt ndvényekben (33. abra).
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33. abra 0,5 mM putreszcin- vagy 0,5 mM 2-(difluorometil)ornitin- (DFMO) és/vagy 50 uM
kadmiumkezelések hatasa a kadaverin-tartalomra (KAD) rizsnovények levelében és gyokerében.
Az eltéré betiik szignifikans eltérést jeldlnek P<0,05 szinten a kontrollhoz képest, nd: nem

detektalhat6 (n=5).

A PUT és a KAD lebontaséaért felelos DAO aktivitdsa a kombinalt PUT- és Cd-kezelés
esetében, ahol a legmagasabb PUT- és KAD-szint volt mérhetd, megemelkedett (18. tablazat). A
magasabbrendii PA-ok (SPD ¢és SPM) lebontédsaért felelds PAO enzim aktivalddasat mutattuk ki a
Cd-kezelések soran a levélben, akar PUT-kezelés elozte meg, akar DFMO kezeléssel volt
kombinalva, mig a gyokérben valamennyi, kiilondsen a PUT-eldkezelés +Cd-kezelés indukalta (18.

tablazat), ahol ennek megfeleléen a DAP és a H202 mennyisége is a magasabb volt (17-18. tablazat).

18. tablazat A 1,3-diaminopropan-tartalom (DAP), valamint a diamin- és poliamin-oxidaz (DAO
¢s PAO) enzim aktivitasainak valtozasa 7 napos 0,5 mM putreszcin-elokezelés és/vagy 50 uM
Cd(NOz3)2 kezelés, illetve 0,5 mM 2-(difluorometil)ornitin-kezelés (DFMO) 6nmagaban vagy 50
uM Cd(NO3)2 kezeléssel egyiitt alkalmazasa soran. Az eltérd betlik szignifikans eltérést jelolnek

P<0,05 szinten a kontrollhoz képest (n=5).

DAP (nmol gt FW)

DAO (U g FW)

PAO (U g FW)

kezelések levél gyokér levél gyokér levél gyokér

Kontroll 472+145b  2730,7+847,6b 10,7+28a 11,1+26a 14,6+2,4a 12/4+04a
PUT el6kezelés 67,4+1,7bc  1428,6+2549ab  8,9+1,2a 12+2,3 a 172¢1,6a 213405b
Cd 52,2499 b 2086,6+231,5b 10,9+1,2a 11,7+1,3a 24+£22 b 22+1,8b

PUT eldkezelés + Cd 78,23+12 ¢ 3918,1+881,7b 10,5+09a 18,6+1,2b 24,7+39b 32,3+09c
DFMO 27,4+6,3 a 693,7+211 a 10,7+04a 139+1,6a 13,7+0,6a 214+1,2b
DFMO + Cd 242+59a 573,5+£38,7 a 9,7+0,4a 129+14a 252+12b 21,1£2,7b
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Mar a 7 napos PUT-el6kezelés is enyhén megemelete az ODC, ADC és SPDS/SPMS gének
expresszios szintjét, mely emelkedés még kifejezettebbé valt a 7 napos regenracids idoszak végén az
azonos napi kontrollhoz képest (34. A-C dbra). A DFMO-kezelés annak érdekében, hogy a PUT-
szintézis gatlasat kompenzalja, szintén indukalta az ODC és ADC gének expressziojat (34. A-B abra).
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34. abra 0,5 mM putreszcin- vagy 0,5 mM 2-(difluorometil)ornitin- (DFMO) és/vagy 50 uM
kadmiumkezelések hatasa az ornitin dekarboxilaz (ODC: A), arginin dekarboxildz (ADC: B) és a
spermidin/spermin szintaz (SPDS/SPMS: C) gének relativ expresszidjara rizsnovények levelében.

** ¢s ***: a szignifikans eltérést jelolik P<0,01 és 0,001 szinten az azonos napi kontrollhoz képest
(n=3).
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5.2.3.3. Putreszcin-, 2-(difluorometil)ornitin- és kadmiumkezelések valamint ezek kombindciojanak

hatdsa a tioltartalomra és a fitokelatin-szintézisre rizsnovényekben

A tiolos vegyiiletek koziil a legnagyobb mennyiségben a hidroximetil-glutation (1mGSH) és
a GSH volt detektalhato, igy ezek keriilnek itt bemutatasra (19. tablazat). A PUT-elokezelés nem
befolyasolta a tioltartalmat sem a levélben, sem a gyokérben, azonban a Cd-stressz hatasara
szignifikans akkumulécidjuk volt megfigyelhetd a levélben. A Cd-kezelések kozott a legkisebb
mértékii felhalmozodasukat a PUT-el6kezelést kovetden tapasztaltuk.

19. tablazat A hidroximetil-glutation- (hmGSH) és glutation-tartalom (GSH) valtozasa 7 napos 0,5
mM putreszcin-el6kezelés és/vagy 50 upuM Cd(NOs3)2 kezelés, illetve 0,5 mM 2-
(difluorometil)ornitin-kezelés (DFMOQO) o6nmagaban vagy 50 uM Cd(NOs)2 kezeléssel egyiitt
alkalmazasa soran. Az eltérd betiik szignifikans eltérést jelolnek P<0,05 szinten a kontrollhoz képest

(n=5).
hmGSH (nmél g FW) GSH (nmél gt FW)

kezelések levél gyokér levél gyokér
Kontroll 254+1,18b  29,6+1,72bc 8,97+1,74 a 10,96+2,96 ab
PUT eldkezelés 24,7543, 76 abc  28,48+0,05b 9,86+0,73 a 9,4+1,34 a
Cd 28,14+1,91¢ 28,97+1,38b 11,67+0,97b  10,76+0,47 ab
PUT elékezelés + Cd 20,83+2,78a 23,84+0,71a 9,04+1,26 a 8,15+1,72a
DFMO 24,95+0,63b  30,54+0,37c 9,83+0,65a 11,61+0,13 b
DFMO + Cd 27,1£2,25¢  28,54+0,02b 9,65+2,15 ab 10,2+1,21a

A levélben a PC-ok mennyiségét a PUT-elokezelés nem befolyasolta a kontrollhoz képest, és
csak a PC volt detektalhato (35. A abra). A PC; és a PCs érdekes modon nem csak a Cd-stressz €s a
DFMO + Cd-kezelés soran, hanem onmagaban a DFMO-kezelést kovetden is felhalmozodott.
Hasonloan a tioloknal leirtakhoz, szignifikansan alacsonyabb PCaz-szint novekedést mértiink a PUT-
elokezelés + Cd-kezelés esetén a Cd-kezeléshez képest (Cd), mig a PCs-tartalom hasonlo volt a Cd,
DFMO ¢s a DFMO + Cd-kezelt novények levelében (35. A dbra).

A levélben tapasztaltaknak megfeleld mintazat volt megfigyelhetd a gydokér PC-szintjének
valtozéasaiban (35. B abra). A PUT-eldkezelés nem okozott kifejezett kiilonbségeket, de a Cd- és
DFMO + Cd-kezelések PCz, PC3z és PCy szintézist indukaltak. Bar amikor a Cd-kezelés PUT-
elokezelést kovetden tortént, a PCs fitokelatinok is megjelentek, a PCs-szintje csokkent, és a PC»
pedig nem volt kimutathaté (35. B abra). A PCS, dsszehangban a PC-tartalmakkal, a legkisebb
aktivitast a PUT-el6kezelést kovetden Cd-stressznek kitett novények levelében és gydkerében
mutatta (35. C abra).
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35. abra 05 mM putreszcin vagy 0,5 mM 2-(difluorometil)ornitin és/vagy 50 uM
kadmiumkezelések hatasa a levél (A) és gyokér (B) in vivo fitokelatin-szintre (PC) illetve az in

N4

vitro fitokelatin szintaz-aktivitasra (PCS: C) rizsndvényekben. Az eltér betiik szignifikans eltérést
jelolnek P<0,05 szinten a kontrollhoz képest (n=3).

A génexpresszid vizsgalata sordn, kimutattuk, hogy a PUT-el6kezelés mar OGnmagaban

csokkenti a PCS gén transzkripciojanak mértékét (36. abra). Habar ez a hatds a regeneracios fazist

kovetden eltlint, alacsonyabb PCS génexpressziot tapasztaltunk a PUT-el6kezelést kovetden Cd-nak

kitett novények levelében, a masik Cd-kezelés soran mért értékekhez képest (Cd és DFMO + Cd).
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36. abra 0,5 mM putreszcin vagy 0,5 mM 2-(difluorometil)ornitin (DFMO) és/vagy 50 uM
kadmiumkezelések hatasa a fitokelatin szintaz gén (PCS) relativ expresszidjara rizsndovények
levelében. ***: a szignifikans eltérést jelolik P<0,001 szinten az azonos napi kontrollhoz képest
(n=3).

5.2.4. Putreszcin- és abszcizinsav-kezelések  dsszehasonlitisa  kontroll és  ozmotikus
stresszkoriilmények kozott buzanovényekben

A PA-ok koziil a SPD- és ABA-tartalom pozitiv korrelacids kapcsolatat mar igazoltuk
alacsony hdmérsékleti stressz soran. A kovetkezd kisérletben azonban a kiilséleg adagolt PUT hatasat
vizsgaltuk az ABA-szintézisre, illetve forditva, az ABA-kezelés hatasat a PA-metabolizmusra. Mivel
a PA-ok és a prolin szintézise kozos prekurzorként a glutamatnal agazik ketté, kiilon kérdésként
mertiilt fel a PA- és prolinszintézis viszonydnak tisztdzasa a kezelések soran. A ndvénynevelés a

4.1.3.8. pontban leirtak szerint tortént.

5.2.4.1. Putreszcin- és abszcizinsav-kezelések hatdasa kontroll és ozmotikus koriilmények kozott a

gdzcsere paraméterekre

Annak érdekében, hogy az ABA-, PUT- és PEG-kezelések soran a novények fizioldgiai
allapotardl képet kapjunk meghataroztuk a gazcsere paramétereket (20. tablazat). Az egynapos ABA-
kezelés csokkentette a nettd fotoszintézist, ami a gyors és kifejezett sztdmazarddasbol eredt, és
amellyel parhuzamosan csokkent az intracellularis CO2-koncentracio, mutatva, hogy a fotoszintézis
tovabb folytatodott. Az 1 napos PUT-kezelés nem befolyasolta a mért paramétereket.

Az 5 napos regeneracids iddszak végén az ABA-kezelt novényekben (ABA+5d) a fent leirt
kiilonbségek dontden eltlintek a Pn és Ci paraméterek esetén az azonos napi kontrollhoz képest
(K+5d), mig az enyhén alacsonyabb sztdomakonduktancia és transzpiracié még mindig kimutathato

volt (20. tablazat). Az 5 napos 15%-0s PEG-kezelés magaban (K+5dPEG) mint egy enyhe ozmotikus
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stressz csOkkentette a gs és E paramétereket, és a kombinalt kezelések esetén (ABA+5dPEG és
PUT+5dPEG) hasonl¢6 értékeket mértiink.

20. tablazat Egynapos 0,15 mM abszcizinsav (ABA) és 0,5 mM putreszcin-eldkezelések (PUT),
valamint 5 napos 15%-0s PEG-kezelés és ezek kombinacidinak hatdsa a gazcsere-paraméterekre (Pn:
nettd CO asszimilacios rata; Ci: intracellularis CO2 koncentracio; gs: sztomakonduktancia and E:
transzpiracid). Az eltéré betiik szignifikans eltérést jelolnek P<0,05 szinten a kontrollhoz képest

(n=5).
kezelések Pn Ci 9s E
(umol CO2 m?s?)  (umél CO2 molt)  (mél CO2m?s?)  (mmél H2O m?s?)
K 7,592+0,83 b 298+17 b 0,158+0,033 ef 2,1224+0,355d
ABA 5,03+1,683 a 16£5 a 0,018+0,014 a 0,267+0,213 a
PUT 9,04+1,067 b 274+18 b 0,150,011 e 1,867+0,197 d
K+5d 6,616+0,86 a 35119 ¢ 0,238+0,02 g 1,933+0,153 d
ABA+5d 5,840,889 a 329+13 ¢ 0,144+0,031 def 1,296 £0,255 ¢
PUT+5d 5,853+0,15a 359+£24 ¢ 0,204+0,022 fg 2,033+0,462 d
K+5dPEG 5,037+0,574 a 313+19 be 0,083+0,019 bc 0,917+0,196 b
ABA+5dPEG 5,733+0,75 a 317+£26 be 0,114+0,043 cdf 1,134£0,294 bc
PUT+5dPEG 5,31+0,41 a 314+1,4 be 0,100+0,021 cd 1,01+0,155 bc

5.2.4.2. Putreszcin- és abszcizinsav-kezelések hatdsa kontroll és ozmotikus koriilmények kozott az

abszcizinsav-tartalomra és szintézisre

Az alapos gyokérmosas ellenére magas ABA-tartalom volt mérheté a buzandvények
gyokerében az ABA-kezelés kovetden, bar a megemelkedett ABA-szint megjelent a levélben is,
tovabba mindkét szervben az 5 napos regeneracios periddus elteltével is kimutathato volt (37. A abra).
A PUT-kezelés nem befolyasolta az ABA tartalmat a levélben, de a gyokér esetében, ahol kezdetben
az ABA szintje a detektéalasi hatar alatt volt, kifejezett cstics volt azonosithato.

A PEG-kezelés onmagaban megemelte az ABA mennyiségét, kiilondsen a levélben, €s
hasonlé valtozasokat tapasztaltunk a PUT+5dPEG-kezelést kovetden, de a legmagasabb ABA-
felhalmozodast az ABA+5dPEG-kezelt novények levelében mértiik (37. A dbra).

Az ABA-szintézisért felelos NCED-et kddold gén alacsony expresszids szintet mutatott a
buzanovények levelében, és csak az ABA- illetve az PUT+5dPEG-kezelések voltak képesek
megemelni (37. B abra).
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37. abra 0,15 mM abszcizinsav- (ABA) , 0,5 mM putreszcin- (PUT) és/vagy 15%-0s PEG-
kezelések hatasa az abszicizinsav-tartalomra (ABA) a levélben és gyokérben (A) valamint a 9-
cisz-epoxikarotenoid-dioxigenaz gén (NCED) relativ expresszidjara blizanovények levelében (B).
Az ABA tartalom esetén az eltérd betiijelek a szignifikans eltérést jelolik P<0,05 szinten az azonos
napi kontrollhoz képest. Az NCED génexpresszidja esetén ** és ***: a szignifikans eltérést jelolik
P<0,01 és 0,001 szinten az azonos napi kontrollhoz képest (n=3).

5.2.4.3. Putreszcin- és abszcizinsav-kezelések hatasa kontroll és ozmotikus koriilmények kozott a
poliamin-metabolizmusra

Az egynapos PUT-kezelés hatasara PUT halmozddott fel a buzandvények gyokerében, de a
kezelés id6tartama vagy koncentracidja nem volt elég ahhoz, hogy a PUT a gydkérbdl a levélbe is
transzportalddjon, illetve hogy a magasabbrendii PA-ok mennyiségében valtozas alljon be (38. A-C
abra). A PUT-felhalmozodas a gyokérben még a PUT+5d-kezelés esetén is kimutathato volt.

Ezzel szemben az ABA-kezelés sokkal kifejezettebb hatassal volt a PA-tartalomra. Az 1 napos
ABA-kezelés utan a PUT-felhalmozddassal (38. A dbra) parhuzamosan a SPD mennyisége csokkent
a levélben és a gyokérben is (38. B abra), és a SPM szintje is csokkent a levélben (38. C abra). Az 5
nap kontroll koriilmények kozé valo visszahelyezés utan (ABA+5d) azonban csak a megemelkedett
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PUT- ¢és csokkent SPM-szint volt kimutathat6 a blizandvények levelében az azonos napi kontrollhoz

képest.
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38. abra 0,15 mM abszcizinsav (ABA), 0,5 mM putreszcin (PUT) és/vagy 15%-0s PEG-kezelések
hatasa a poliamin-tartalomra a buzandvények levélében és gyokérében (PUT: putreszcin: A; SPD:
spermidin: B; SPM: spermin: C). Az eltéré betiijelek a szignifikans eltérést jelolik P<0,05 szinten az
azonos napi kontrollhoz képest (n=5).

A PEG-kezelés részben hasonld befolyassal volt a PA-poolra, mint az ABA-kezelés,
megemelve a levélben a PUT és a gyokérben a SPM, de csokkentve a levélben a SPD mennyiségét.
A kombinalt kezelések esetén (ABA+5dPEG és PUT+5dPEG) a PEG-kezeléshez hasonlo
valtozéasokat tapasztaltunk (38. A-C dbra).
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Az alkalmazott kezelések kismértékben befolyasoltak a PA-0K szintézisében szerepet jatszo
géneket a buzanovények levelében (39. A-D abra). Mindkét PUT-szintézis utvonal aktiv volt
valamennyi kezelés esetén (39. A-B abra), de csak az ABA-, PUT- és ABA+5dPEG-kezelések voltak
képesek megemelni az ADC expresszidjat. Az SPDS és SAMDC gének transzkriptumainak

mennyisége nem valtozott jelentdsen a kezelések sordn (39. C-D abra).
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39. abra 0,15 mM abszcizinsav- (ABA), 0,5 mM putreszcin- (PUT) és/vagy 15%-0s PEG-kezelések
hatasa a poliamin-bioszintézis enzimek (ODC: ornitin dekarboxilaz: A; ADC: arginin dekarboxilaz:
B; SPDS: spermidin szintaz: C; SAMD: S-adenilmetionin dekarboxilaz: D) génexpresszidjara a
buzandvények levélében. * és ***: a szignifikans eltérést jelolik P<0,05 és 0,001 szinten az azonos
napi kontrollhoz képest (n=3).
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40. abra 0,15 mM abszcizinsav- (ABA), 0,5 mM putreszcin- (PUT) és/vagy 15%-0s PEG-
kezelések hatasa az apoplasztikus diamin- (A) és poliamin-oxidaz (B) (DAO és PAO) enzimek
aktivitasara, az 1,3-diaminopropan-tartalomra (DAP) a buzanovények levelében és gyokerében,
valamint a peroxiszomalis poliamin-oxiddz gén (perPAQO) expresszidjara levélben. A DAO- és
apoPAO aktivitasok esetén az eltérd betiijelek a szignifikans eltérést jelolik P<0,05 szinten az
azonos napi kontrollhoz képest. A perPAO génexpresszio esetén ** és ***: a szignifikans eltérést
jelolik P<0,01 és 0,001 szinten az azonos napi kontrollhoz képest (n=3).
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A PA-ok 16 lebontasi folyamata az apoplasztban torténik, a DAO és PAO enzimek katalizalta
reakciokban (40. A-B abra). Habar egyik kezelés sem volt hatassal az apoplasztikus DAO- és PAO-
aktivitasokra, emelkedett DAP-szintet mértiink a PUT-kezelt ndvények levelében a kontrollhoz
képest (40. C abra). Az ABA+5d-, K+5dPEG-, ABA+5dPEG- és PUT+5dPEG-kezelések szintén
megemelték a DAP szintjét a levélben. Ekdzben a peroxiszomalis PAO - mely a PA-ciklusban a
SPD/SPM—P>PUT visszaalakulasért felel6s enzim - génexpresszidja megemelkedett az ABA+5d- és
valamennyi PEG-kezelés esetében (40. D abra).

5.2.4.4. Putreszcin- és abszcizinsav-kezelések hatdasa kontroll és ozmotikus koriilmények kozott a

prolinszintézisre

Az ABA-kezelés nagymértéki prolinfelhalmozddashoz vezetett a buzandvények levelében és
gyokerében is, mig a PUT-kezelés csak enyhe novekedést okozott a levélben (41. A abra), de ezek a
kiilonbségek az 5 napos regeneracios iddszak végére eltlintek. Bar az ozmotikus stressz hatdséra a
prolin mennyisége a levélben és a gyokérben is megemelkedett, a kombinalt kezelések esetében,
Osszeadodd hatasként még nagyobb prolinfelhalmozodast tapasztaltunk. A legnagyobb
prolintartalmat az ABA+5dPEG-kezelt novényekben mértiik (41. A abra).

A prolinszintézisben szerepet jatsz6 enzimeket kodold gének expresszios szintje a kezelések
soran eltéréen valtozott (41. B-C 4bra). A prolin szintézisét kozvetlen a glutamatbol katalizalo Al-
pirrolin-5-karboxilat szintaz enzim (P5CS) génjének expresszioja kiilonosen az ABA- és PUT-
kezelések soran mutatott emelkedést, de 5 nap elteltével ez lecsengett, mig a kombinalt kezelések
(ABA+5dPEG ¢és PUT+5dPEG) esetén, ahol a legnagyobb prolintartalmakat mértiik csak kismértéki
emelkedést tapasztaltunk (41. B abra). Ezzel szemben a prolin orinitinbdl torténd szintézisét
katalizalo ornitin aminotranszferaz (OAT) enzimet kodolo gén transzkriptum-szintjét az ABA-
kezelés olyan modon emelte meg, hogy az 5 napos regeneracios fazis utan is kimutathato volt (41. C
abra). Erdekes modon a PUT+5dPEG-kezelés az OAT expressziojat csokkentette (41. C abra).
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41. abra 0,15 mM abszcizinsav- (ABA), 0,5 mM putreszcin- (PUT) és/vagy 15%-0s PEG-
kezelések hatdsa a prolintartalomra a bizandvények levelében és gydkerében, valamint a Al-
pirrolin-5-karboxilat szintaz (B) és az ornitin aminotranszferaz (B) enzimeket kodold gének (P5CS
¢s OAT) expressziojara a levélben. A prolintartalom esetén az eltéré betiijelek a szignifikans
eltérést jelolik P<0,05 szinten az azonos napi kontrollhoz képest. A P5CS és OAT geénexpresszidja
esetén * €s ***: a szignifikans eltérést jelolik P<0,05 és 0,001 szinten az azonos napi kontrollhoz

képest (n=3).
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5.2.4.5. Putreszcin- és abszcizinsav-kezelések hatdsanak vizsgalata sordan kontroll és ozmotikus

koriilmeények kozott mert paraméterek korreldcios elemzése

A korreléacioanalizis pozitiv Osszefiiggést mutatott az ABA- és PUT-, és az ABA- és DAP-
tartalom kozott, de negativ kapcsolatot jelzett az ABA- és SPD-, illetve SPM-tartalom kozott
(Fuiggelék 10. tablazat). Szintén pozitiv korrelacio volt az ABA-tartalom és az ADC, OAT és SAMDC
gének expresszios szintje kozott. Pozitiv 6sszefliggést tapasztaltunk a SPD szintje és az apoplasztikus
PAO enzim aktivitasa kozott, mig negativ kapcsolatot mutattunk ki a SPD-tartalom és a perPAO
expresszios szintje kozott (Fiiggelék 10. tablazat). Jelen kisérleti koriilmények kozott szoros negativ
kapcsolatot mutattunk ki a SPM mennyisége és az OAT, illetve P5CS transzkriptum szintje kozott,
mig negativ Osszefliggés allt fenn a DAP mennyisége és az ADC, NCED és SAMDC gének
expresszios szintje kozott. A prolin- és SPD-tartalom valamint a perPAO gén expresszidsszintje
kozott pozitiv, de a prolin és SPD kozott negativ kapcsolat volt kimutathato.
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6. EREDMENYEK MEGVITATASA

6.1. Endogén poliamin-tartalom valtozasa biotikus és abiotikus stresszfolyamatok soran

6.1.1. Lisztharmatfertozés vizsgdalata buzanévényeken

A PA-bioszintézis korai aktivalodasat bluzaban mind biotikus, mind abiotikus
stresszkoriilmények soran kimutattak (Romero és mtsai. 2018). Azonban az egyes ndvényfajok,
illetve fajon beliil is az adott genotipusok kiilonb6zd valaszreakciokat mutatnak az egyes PA-
szinteket illetéen; egyesekben a PA-ok felhalmozodnak, mig masok alland6é vagy akar csokkent
endogén PA-tartalmat mutatnak kedvezébtlen koriilmények kozott (Liu és mtsai. 2007). A jelen
munkaban mind a SPD, mind a SPM szabad és konjugalt formai felhalmozodtak a négy vizsgalt
buzavonalban 7 nappal a lisztharmatfertézés utan. A SPD és SPM prekurzora, a PUT valoszintileg
felhasznalodott a SPD és SPM szintézisére, amelyeket raadasul konjugalt formaban is tarolt a novény.
Ezeket az eredményeket a korreldcidanalizis eredményei is alatdmasztottdk. A PA-k szabad formai
szignifikans, szoros ¢€s pozitiv korrelaciot mutattak a konjugalt formakkal. Ez egyrészrél nem
meglepd, hiszen a biotréf gomba koérokozok talélésiikhoz és szaporodasukhoz az ¢él6 ndvényi
gazdasejtek tapanyagait hasznaljak fel (Glazebrook 2005). A novények és a korokozok kozotti
kompatibilis kdlcsonhatas sordn a zold sziget-régiokban - a fertézési helyeket koriilvevd teriileteken,
ahol a fotoszintézis indukcidja és az oregedés késleltetése figyelhetdé meg - a gomba patogének a
gazdaszervezet PA szintézisét indukaljak, ahogy azt a kompatibilis az arpa és a Puccinia hordei Otth.
(Greenland és Lewis 1984) vagy Blumeria graminis f. sp. hordei esetében is kimutattak (Walters és
mtsai. 1985; Coghlan és Walters 1990). Hasonlé eredményeket talaltak az arpaban, ahol a szabad
PUT ¢és SPM szintjei, valamint a PUT, SPD és SPM konjugalt formai felhalmozodtak a
lisztharmatfert6zést kovetéen (Cowley és Walters 2002). Az is felvet6dott, hogy a SPM a
legfontosabb PA a  korokozok elleni védekezésben inkompatibilis  gazda-korokozo
kolcsonhatasokban (Mitsuya és mtsai. 2009). Vizsgalatunk soran a PA-ok kezdeti és indukalt szintje
kozotti kiilonbségek azonban nem mutattak kapcsolatot a lisztharmat-rezisztencia mértékével. Igy
eredményeink arra utalnak, hogy a PA-ok felhalmozddésa altalanos valaszreakcid volt a fertézés
soran. Az ellenkezdjét talaltdk viszont, amikor a lisztharmatra rezisztens és érzékeny arpafajtikat
vizsgaltak, ahol is az ellenallo fajta magasabb PUT- és SPD-szinteket halmozott fel a fertézés soran,
mint a fogékony (Asthir és mtsai. 2004). A PA-tartalom és a rezisztencia szintje kozotti
Osszefiiggéseket a zabfajtakban is megfigyelték. A rezisztens genotipus magasabb kezdeti SPD-
szintet mutatott, mint az érzékeny, és szignifikans novekedést mutatott a Blumeria graminis f.sp.

avenae fertézést kovetden (host interakcioban), mig Blumeria graminis f.sp. horde fert6zés soran
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(non-host interakcio) PUT-felhalmozodast tapasztaltak az érzékeny genotipusban (Montilla-Bascon
és mtsai. 2016).

A PA-ok nemcsak az antioxiddns rendszer komponensei, hanem képesek szabalyozni az
antioxidans enzimek génexpresszidjat, mint ahogy azt a peroxidaz gén SPM-indukalt expresszidjaban
kimutattak dohanyban (Hiraga és mtsai. 2000). Kisérletiinkben a lisztharmatfert6zés valamennyi
antioxidans enzim aktivitasara hatdssal volt, és bar a négy genotipus eltéré modon reagalt, tovabba a
korrelaci6 analizis pozitiv, linedris Osszefiiggést mutatott az antioxidans enzimaktivitdsok tobbsége
kozott, a valaszreakcid és a rezisztencia mértéke kozott 6sszefiiggést nem tudtunk kimutatni. Ezek az
eredmények azt sugalljak, hogy az antioxiddns enzimek aktivitdsdnak valtozasa a fertdzés
kovetkezménye, nem pedig az ellenallas oka. Arpaban a G-POD, a szuperoxid-diszmutaz, a GST, az
APX és a GR enzim aktivitasat jelentdsen megnovelte a lisztharmatfertézés az érzékeny
novényekben, mig kevésbé jelentds patogén-indukalt novekedést tapasztaltak a rezisztens
genotipusban (Harrach és mtsai. 2008). Mivel esetiinkben az SPD-tartalom szignifikans dsszefiiggést
mutatott az 6sszes vizsgalt antioxidans enzim aktivitasaval, tovabba a GR valamennyi PA-vegyiilettel
korrelaciot mutatott, feltételezhetd, hogy a PA-k és az antioxidans enzimek kozott kapcsolat van.

Bizonyitott, hogy a SA-kezelés hatassal van a PA-katabolizmusra (Szepesi és mtsai. 2011) és
a tartalomra (Németh és mtsai. 2002), tovabba az exogén PA-oKk is befolyasoljak a SA-szintet (Igbal
és mtsai. 2006a,b). Azt is kimutattak, hogy a dohanynovényekben a TMV-fert6zést koveté SPM-
felhalmozddas indukalta a névényi védekezésben részt vevo két fontos MAPK aktivitdsat: WIPK és
SIPK (Takahashi és mtsai. 2003). Szamos bizonyiték van arra vonatkozolag is, hogy a SA-val, a
jazmonsavval és a MAPK-val kapcsolatos jelatviteli utak szerepet jatszanak a lisztharmat-
rezisztencia kialakulasaban buzaban (Luo 2002). Irodalmi adatok alapjan, ugy tiinik, 6sszefiiggés van
az endogén SA- és PA-tartalom, valamint az antioxidans aktivitasok és a novények érzékenysége
vagy rezisztenciaja kozott kiillonbozo biotikus stresszek soran (Liu és mtsai. 2007; Talieva és
Kondrat’eva 2002). Nem vilagos azonban, hogy az endogén SA- és PA-tartalmak hogyan
befolyasoljak egymast. A jelenlegi munkankban a korrelacidanalizis a SPD- és SPM-tartalmak
(szabad és konjugalt formak) és a szabad SA-szint kdzotti szignifikans pozitiv korrelaciot mutatott,
mig a KAD- és PUT-tartalmak koziil csak a konjugalt PUT szintje korrelalt a szabad SA szintjével.

Osszefoglalva, bar néha szoros, pozitiv korrelaciot taldltunk a SA- és PA-szintek kozott,
valamint az antioxidans enzimaktivitasok kozott, - amelyek mindegyike fontos szerepet jatszhat a
védekezé mechanizmusokban - nem talaltunk kézvetlen 6sszefiiggést ezen paraméterek valtozasai és
a lisztharmat-rezisztencia kozott (Pal és mtsai. 2013). Ugyanakkor nem szabad elfeledkezni arrol,
hogy a PA-ok, a katabolizmusuk soran képz6édé H2O2 révén szerepet jatszanak jelatviteli
folyamatokban. Tovabba, hogy a megemelkedett PA-szint hatdsara a fokozott DAO- és PAO-
aktivitasbol szarmazo H20: képzddése felelds lehet a korokozo-tamadasok soran a HR és/vagy a PCD

szabalyozasaban (Cowley és Walters 2002; Moschou és Roubelakis-Angelakis 2014).
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6.1.2. Alacsony homérséklet hatdsainak vizsgalata buza-, zab- és drpanovényekben

A hidegkezelés hatasa szamos novényi hormonra és stresszvédd vegyliletre, mint a
flavonoidok vagy a PA-ok, tovabba az antioxidans aktivitasokra és a lipidosszetételre a hideg-
akklimatizaciés id6szak alatt, mar jol ismert. Ezen tilmenden, e vegyliletek és a hidegtolerancia
kozotti Osszefiiggést is tanulmanyoztak kiilonb6z6 névényekben (Szalai és mtsai. 2001; Zhang és
mtsai. 2009; Gould és Lister 2006; Nagele és mtsai. 2011; Kosova és mtsai. 2012; Pal és mtsai. 2013).
A nagyobb endogén PUT- vagy SPD-mennyiséget felhalmozo transzgénikus ndvények fokozott
rezisztenciat mutattak tobb kornyezeti stressz-szel szemben (Kasukabe és mtsai. 2004; Wang és
mtsai. 2011), azonban a korrelaciéo nem minden esetben egyértelmii. Szoros kapcsolatot mutattak ki
a fagytolerancia és a szabad SPM mennyisége kozott Thellungiella névényekben, mig a rokon
Arabidopsis vonalakban nem (Lee és mtsai. 2012). A PA-0k, kiilondsen az SPD ¢és a hidegtiirés
kozotti szoros dsszefliggésrol szamoltak be babban (Guye és mtsai. 1986) és a rizsben (Lee és mtsai.
1997). Hasonloképpen, a PUT és a SPD mennyisége a vad tipusti paradicsomndvények hideg
kezelésénél nétt; mig az ABA-hianyos paradicsomnovényekben csak a PUT-szint emelkedett meg
(Kim és mtsai. 2002). Jelen kisérletben a kezdeti PUT-tartalom alacsony volt a buzafajtakban, de
mennyiségiik megemelkedett alacsony homérsékleti kezelést kovetden, kiilondsen az dszi fajtakban,
mig a zab és arpa genotipusok esetében, amelyek eleve magasabb PUT-tartalommal voltak
jellemezhetdk, a hidegkezelés viszonylag kisebb tovabbi felhalmozodast valtott ki. Az a tény, hogy
az alacsony homérsékletre érzékeny novényekben, mint pl. a kukorica, a hidegkezelés PUT-
felhalmozodast eredményezhet (Németh és mtsai. 2002), azt sugallja, hogy a PUT mennyisége nem
all kozvetlen kapcsolatban a hidegtiiréssel, hanem az altalanos alkalmazkodasi folyamat része.
Vizsgalatunk soran a buiza- és zabndvények hasonlo6 kezdeti SPD-szinttel rendelkeztek, de a buza- és
arpandvényekben nagyobb hideg-indukalta felhalmozddast észleltiink, fiiggetleniil a vetéstipustol. A
hidegkezelés nem befolyasolta az SPM-szintet sem a tavaszi, sem az 6szi arpandvényekben. Ezen
eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a PA-tartalom hidegkezelés soran bekovetkezd
valtozasai nagyobb 6sszefliggést mutattak a genetikai hattérrel, mint a névények vetéstipusaval és igy
a hidegtiiréssel.

A PUT szerepét a hideg akklimatizaci6 folyamataban, legalabb is részben az ABA
bioszintézisének szabalyozasa révén jatsza Arabidopsis-ban (Cuevas és mtsai. 2008). Az ABA-fiiggd
jelatvitel és transzkripcids szabalyozas sziikséges, de nem elegendd a sikeres hideg-
akklimatizaciohoz, mivel nem minden alacsony homérséklet-indukalta gén ABA-fiiggd (Theocharis
és mtsai. 2012; Li és mtsai. 2014). Ugyanakkor a SPD- és SPM-szintézisben részt vevo gének mind
abiotikus stressz, mind ABA-kezelés altal aktivalodnak (Jiménez-Bremont és mtsai. 2007).
Kisérleteinkben hasonld kezdeti ABA-szintet mértiink a buzandvényekben €s az Gszi arpaban, és

ennek mennyisége a két tavaszi zabfajta kivételével hidegkezelést kovetden megemelkedett. Bar a
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tavaszi arpanak volt a legalacsonyabb a kezdeti ABA-tartalma, mégis a legnagyobb hideg-indukalta
felhalmozodast mutatta. A korrelacidanalizis pozitiv Osszefiiggést mutatott ki az ABA- és a SPD-
tartalom kozott hideg koriilmények kozott. Ez Osszefliggésben van azzal, hogy a PUT-tartalom
minden genotipus esetében megemelkedett, de a SPD-tartalom csak azokban a genotipusokban
mutatott figyelemre méltd ndvekedést, amelyekben az ABA-szint is emelkedett a hidegkezelés utan.

A SA és rokon vegyiileteinek szerepe a hidegakklimatizacios folyamatokban ismert (Sasheva
és mtsai. 2013). Emellett a SA és az ABA kozotti kapcsolatot is tanulmanyoztuk alacsony
hémérsékleti stressz soran (Pal és mtsai. 2011). Kisérletiinkben a hidegkezelés megnovelte a kotott
SA-tartalmat az alacsonyabb kezdeti SA-szinttel jellemezhetd genotipusok esetében (6szi buza: Mv
Hombar, Mv 8, tavaszi buza: TC33, tavaszi zab: Mv Pehely és tavaszi arpa: Jubilant), mig a kotott
OoHCA-szint valamennyi genotipusban megemelkedett, kiilondsen a buzandvényekben, fiiggetleniil a
vetéstipustol. Mivel az oHCA antioxidans tulajdonsagokkal rendelkezik (Foley és mtsai. 1999),
antioxidans szerepet jatszhat a hidegstressz soran is. A SA és a flavonoidok szintézise is a
fenilpropanoid utvonalbdl indul ki, rdadasul a SA-kezelés befolyasolja a flavonoidok szintézisét
(Gondor és mtsai. 2016a). A flavonoidok feltételezett élettani funkciodi kozé tartozik a ROS
méregtelenitése, valamint hideg koriilmények kozott mint szénraktar jatszanak szerepet, és kozvetlen
hatassal vannak a membranstabilitasra (Korn és mtsai. 2008). Bar ismert, hogy a PA-ok fenolos
vegyiiletekkel képesek konjugalddni, és ezzel ndvelni azok antioxidans kapacitasat (Velikova és
mtsai. 2007), tovabba, hogy a PA-kezelés megemelte a flavonoid-tartalmat mind kontroll
koriilmények kozott (Ali és mtsai. 2009), mind sostressz soran (Ghosh és mtsai. 2012), a PA-okkal
valo kapcsolatukat még nem vizsgaltak alaposan. A kisérletiinkben a SPD- és a ABA-tartalom pozitiv
korrelaciot mutatott a flavonoidok mennyiségével hidegkezelés utan. Ez 6sszhangban van azzal, hogy
a PA- és az ABA-kezelések noveltek a PAL aktivitasat, amely a fenolos vegyiiletek szintézisének
egyik legfontosabb enzime (Hao és mtsai. 2012). Jelen koriilmények kozott a flavonolok tobbsége
pozitivan korrelalt a hideg-indukalta kotott OHCA-szinttel és APX aktivitassal. Ezek az eredmények
arra utalnak, hogy az alacsony hdmérséklet nem specifikusan indukalt bizonyos flavonol formakat,
hanem az egész fenolos szintézisut aktivalodott, a redox szabalyozasi rendszer részeként.

Az alacsony hémérsékletnek vald kitettség noveli a ROS mennyiségét nemcsak hidegre
érzékeny, hanem a tolerans névényekben is. Fagytlird €s fagyérzékeny gabonafélék dsszehasonlitasa
soran azt tapasztaltak, hogy a fagytiirés szoros Osszefliggést mutatott az G-POD és az APX enzimek
aktivitasaival, de csak az edzésnek kitett levelekben (Janda és mtsai. 2003). Jelen kisérletben az
arpafajtak viszonylag alacsony kezdeti GR-, GST- és KAT-, tavaszi zabnovények pedig nagyon
alacsony G-POD-aktivitassal voltak jellemezhetok. A G-POD aktivitasa nem valtozott szignifikansan
az 6szi blza és a 6szi arpa fajtakban, de csokkent a tavaszi buza és a tavaszi arpa genotipusokban
hidegkezelés hatasara. Pozitiv korrelaciot mutattunk ki a PUT/ SPD és a GR, a SPD és az APX,
valamint a SPM ¢és a GR, a KAT ¢és az APX kozott, alacsony hémérsékleti koriilmények kozott. A
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hidegkezelés eldidézte egy masik PA, a KAD szintézisét is, mely a PUT-SPD-SPM ftvonaltol
fliggetleniil szintetizalodik, és azt feltételezik, hogy szabad gyokfogd tulajdonsaggal rendelkezik
(Szalai és mtsai. 2009). A PA-ok magasabb szintje pozitiv korrelaciét mutatott az indukalodott
antioxidansokkal, igy a feltételezhetd, hogy a PA-felhalmozddas képes optimalizalni az anyagcsere
folyamatok ardnyat, és ezaltal biztositani a novény novekedését és tulélését stressz koriilmények
kozott.

A gabonafélék hidegedzése valtozasokat indukal a PG lipidfrakcioban, ami hozzéjarul a
fehérjékbdl ¢és pigmentekbdl allo tilakoid membranrendszer megfeleld szervezddésének
komplexumok stabilizalasahoz és a hatékony linearis elektrontranszport elésegitéséhez (Kruse és
mtsai. 2000). A gabonafélékben kimutattak, hogy a PG t16:1 tartalmanak megvaltoztatasara iranyuld
képesség kozvetlen kapcsolatban van a fagytoleranciaval (Huner és mtsai. 1989; Szalai és mtsai.
2001). Vizsgalataink soran a t16:1 és a SPD, az ABA, az APX, a G-POD ¢s a rutin k6zott szoros,
negativ kapcsolat volt kimutathatd. A t16:1 és az APX/G-POD kozotti erés negativ korrelacio
Osszhangban van a gabonafélékben a fagytiiréssel 0sszefiiggésbe hozott, hidegedzés soran tapasztalt
t16:1 csokkenés (Szalai és mtsai. 2001), illetve APX- és G-POD-aktivitas novekedés szerepével
(Janda és mtsai. 2003). Mivel a PG t16:1 tartalmanak hidegindukalta csokkenését altalaban nem
tapasztaltak kiilonféle hidegtolerans kétszik(i fajokban (Huner és mtsai. 1989), ¢és hasonlo
valtozasokat mutattunk ki a hidegérzékeny kukorica-ndvényekben kadmiumkezelést kdvetéen (Pal
és mtsai. 2007), ugy tlinik, hogy €z nem egy f6 tényez6 a fagytolerancia kialakitasaban, hanem az
altalanos stresszvalasz része. Azt is meg kell azonban emliteni, hogy az SPD- és SPM-tartalom
szignifikans, pozitiv korrelaciot mutatott hidegkezelést kovetden a PG lipidfrakcio DBI-vel, ami arra
utal, hogy a PA-ok lehetséges szabalyozo szerepet jatszanak a lipid-anyagceserében.

Osszefoglalva, a kiilénbézd gabonafajokban a hidegre indukaloédé vegyiiletek mintazataban
szignifikans eltéréseket talaltunk. A legjelentésebb kiilonbségeket a tavaszi zabfajtak mutattak, a
tobbi gabona genotipushoz képest. Ezek pedig a SPD felhalmozodasanak és a t16:1-tartalom
csokkentésének hianyaban, a kisebb kezdeti és a hidegre nem indukalhatd6 ABA-tartalomban és G-
POD-aktivitasban mutatkoztak meg. A SPD, 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 (Gondor és mtsai. 2016c).

6.1.3. Kadmiumkezelés vizsgdlata buzanovényekben

A Cd-indukalta oxidativ stressz szamos véddvegyiilet szintézisét aktivalja, beleértve a PC-

okat, a SA-at, az AA-ot, és hatassal van az antioxidans enzimek aktivitasara is (Pal és mtsai. 2005;

cres
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toleranciaszint az antioxidans rendszer jobb &sszehangoltsaganak koszonhetd (Gill és mtsai. 2011).
Bar hasonlé kezdeti antioxidans enzimaktivitast mutattak az uborka tolerans és érzékeny sejtvonalai,
a Cd-stressz kiilonb6z6 valtozasokat indukalt (Gzyl és mitsai. 2009). A nehézfémstressz az
antioxidans védelmi rendszer nem-enzimatikus elemeit is aktivalja, pl. az AA és GSH szintézisét
(Shan és mtsai. 2012). A ndvényi stressztolerancia dsszefliggését az AA-szinttel mind biotikus, mind
abiotikus stresszek soran bizonyitottak (Zhang 2013). Szamos névényfajban kimutattak a GSH - az
aszkorbat-glutation-ciklus masik fontos dsszetevéjének - és prekurzorainak mennyiségi valtozasait
(Gill és Tuteja 2011), illetve megemelkedett szintjiik védészerepét is nehézfémstressz soran (Pal és
mtsai. 2006); Zagorchev és mtsai. 2013). A GSH-nak, kiindulasi vegyiiletként szerepe van a PC-
szintézisben is, mely utobbi nehézfémkoté peptidek felhalmozodasa Cd stress soran régota
tanulmanyozott (Stolt és mtsai. 2003).

Az altalunk vizsgalt 4 buzafajtat eltérd kezdeti SA-szintjlik alapjan vélasztottuk, azonban sem
a kezdeti, sem a Cd-indukalta SA-felhalmozodas nem volt 6sszefliggésbe hozhatdé a Cd-tolerancia
mértékével (Kovacs és mtsai. 2014a). Ellenben, a legnagyobb 6sszes AA-tartalmat a legtoleransabb
(Mv Hombar) és a legalacsonyabbat pedig a legérzékenyebb genotipusban detektaltuk (TC33). A Cd-
kezelés valamennyi buzafajta gyokerében megnovelte az AA-szintet, de az Mv Hombar gyokereiben
az AA/DHA arany is enyhén megemelkedett. A Cd kis mértékben befolyasolta csak a levél AA-
tartalmat, de csokkentette az AA/DHA aranyt a TC-vonalak és az Mv 8 leveleiben, jelezve ezzel,
hogy a Cd oxidativ stresszt indukalt ezekben a genotipusokban. A gyokér GSH-tartalom
2014a), amely Osszefiigghet az Mv 8 és az Mv Hombar gydkerében tapasztalt megemelkedett
GSH/GSSSG arannyal. A magas GSH/GSSG aranyt a GR tdmogatja, és a stresszt{ird genotipusokban
ez az arany altaldban magasabb, mint az érzékenyekben (Kocsy és mtsai. 2004). Igy a négy vizsgalt
buza genotipus GR aktivitasa, GSH tartalma és GSH/GSSG aranya Osszefliggésben allt a Cd-
tolerancia mértékével.

Cd-kezelés serkentette a PC-szintézist durum btiza gyokerében, a legnagyobb felhalmozodast
a PCz-ban okozva, mig a levélben nem okozott valtozast (Paradiso és mtsai. 2008). Korabban
kukoricaban is azt talaltuk, hogy a Cd novelte a PCz-szintet a gyokerekben, de nem befolyasolta azt
a levelekben (Pal és mtsai. 2006). Az alabbi kisérletben a Cd-kezelés csak az Mv Hombar és Mv 8
genotipusok gyokerében novelte a PCo- és PCs-szinteket, és enyhe emelkedést tapasztaltunk az Mv
Hombar levelében. Az Mv Hombar ¢€s az Mv 8 gyokerében, valamint az Mv Hombar leveleiben
megndvekedett a PCS aktivitasa is a Cd-kezelést kovetden.

A nehézfém-méregtelenitésben azonban nem csak tiolos eredetii vegyiiletek, minta GSH vagy
PC-oknak van szerepiik, hanem nem-tiolos eredetti vegyiileteknek is, pl. PA-ok (Anjum és mtsai.
2015). Szamos tanulmany szamolt be a PA-0ok megndvekedett szintjér6l nehézfémstressz soran

(Kuthanova és mtsai. 2004; Groppa és mtsai. 2007). Azonban csak alig all rendelkezésre informaciod
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a PA-ok és a PC-ok kozotti kapesolatrol nehézfémstressz koriilmények kozott. Pedig ennek feltarasa
mar csak azért is érdekes, mert a magasabbrendii PA-ok (SPD és SPM) szintézise és a GSH/PC-ok
szintézise kozos prekurzoruk miatt antagonisztikus kapcsolatban lehet. A jelen kisérleti beallitasban
a Cd-kezelés a PA-ok koziil csak a PUT-tartalmat befolyasolta, nevezetesen valamennyi genotipus
esetén megemelte, mind a levélben, mind a gyokérben. Ennek megfeleléen a levélben pozitiv
Osszefliggést mutatott a PUT-tartalom a -EC-tartalommal és PCS-aktivitassal, mig a gyokérben a -
EC-, aPC>-, a PCs- és az AA-tartalommal, valamint a PCS-aktivitassal. Ellenben a levél SPM szintje
negativ korrelacioban volt a »-EC, az AA mennyiségével és a PCS-aktivitassal, a gyokér SPD-
tartalom pedig »~EC mennyiségével.

Osszefoglalva, a Cd-tolerancia eltéré mértéke a buizandvények gydkeriben tapasztalt
kiilonbségekkel magyarazhato, azaz a PC-szintézis kiilonbozé mértéki indukcidjaval, amely a GSH
tartalom valtozdsaihoz kapcsolodott, ¢és Osszefliggésben volt a GSH redox allapotaval és a GR
aktivitassal (Kovacs és mtsai. 2014a). Ugyanakkor bar a »-EC mennyisége a gyokérben valamennyi
genotipus esetében, a GSH/PC-ok mennyisége mar csak a toleransabb genotipusokban emelkedett
meg a Cd-kezelést kovetden, tovabba a ~EC mennyisége a magasabbrendii PA-okkal negativ
korrelaciét mutatott. Mindezen eredményekbdl ugy tinik, hogy habar a PC-0k szintéziséhez
sziikséges a SPD/SPM-felhalmozo6das hidnya, de a y~EC szintézisét kdvetd 1épések szabalyozasaban
mar mas, a PA-ok szintézisétdl fiiggetlen folyamatok is részt vehetnek. A szabad és kotott SA pozitiv
korrelacié mutatott a PCS-aktivitassal, mind a levélben, mind a gydkérben. Ez 6sszhangban mas
eredményekkel, mint pl. hogy SA-as magaztatas csokkentette a Cd-kezelés-indukalta oxidativ
stresszt, ¢s modositotta a PC-ok mennyiségét és azok aranyat kukoricaban (Szalai és mtsai. 2013;
Gondor és mtsai. 2016b), valamint, hogy kromstressz soran a SA-kezelés hatasara megemelkedett a
tiol- és PC-tartalom, a PCS transzkripcios szintjével parhuzamosan rizsben (Huda és mtsai. 2016).
Mindazonaltal kisérletiinkben a SA-tartalom, szabad ¢és kotott formajaban pozitiv korrelacids

kapcsolatban allt a PUT, mig negativ kapcsolatban volt a SPM-tartalommal a levélben.

6.1.4. UV-B sugdrzds modosito hatdsa ozmotikus és kadmiumstressz sordan buzandvényekben

Szamos novényfaj esetében kimutattadk az UV-B sugarzéas kozvetlen és kozvetett hatdsait a
novényi novekedésre és metabolizmusra (Zlatev és mtsai. 2012). Az UV-B-stressz mas
stressztényezOkkel vald kdlcsonhatdsdnak vizsgalata segithet megérteni a ndvények alkalmazkodo
mechanizmusait a valtozé kornyezeti allapotokhoz. Ezen kisérlet a f6 cél az volt, hogy megvizsgaljuk,
milyen hatassal van a folyamatos, kiegészité UV-B sugarzas, noveli-e vagy csokkenti a Cd vagy
PEG-indukalta ozmotikus stressz hatasat, valamint, hogy feltarjuk a PA- ¢és SA-tartalom

valtozasainak feltételezett szerepét ezen folyamatok soran.
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A jarulékos UV-B sugarzasnak kitett novényeknél a ndvekedés késleltetését figyeltiikk meg,
¢s mig a Cd-stressz-indukalta oxidativ stresszt fokozta, addig érdekes modon enyhitette a PEG-
kezelés altal kivaltott hervadast. Ezen eredmények azt mutattak, hogy a Cd-, PEG- és UV-B-kezelés
Oonmagaban is karosodast okozhat, de a hatismechanizmusuk eltér (Kovacs és mtsai. 2014b).

Az el6z6 fejezetben mar leirtakhoz hasonléan a SA ebben a kisérletben is felhalmozodott a
Cd-kezelés soran. A levélben és a gyokérben a teljes SA-tartalom valtozasa hasonlé mintazatot
mutatott, és megallapithatd, hogy a Cd nagyobb hatast gyakorolt SA-szintre, mint a PEG vagy az
UV-B sugarzas dnmagéban; tovabba az UV-B fény nem tudta tovabb fokozni a Cd-indukalt SA-
felhalmozodast. Ugyanakkor az UV-B sugarzas hatékonyabban emelte a SA-tartalmat, mint a PEG-
kezelés, €s a kombinalt kezelés is hasonld értékii SA-szintet eredményezett, mint az UV-B-stressz
magaban. Bar az endogén SA-felhalmozodast szarazsagstressz soran tobb alkalommal is kimutattak
(Bandurska ¢és Stroinski 2005; Abreu és Munné-Bosch 2008), a jelen kisérleti koriilmények kozott a
PEG-kezelés nem indukalta a SA-felhalmozodast, de az UV-B sugérzassal egyiitt szignifikans
novekedést eredményezett. Hasonldan, arpaban a SA-tartalom ndvekedését mutattak ki, amikor a
szarazsagstresszt UV-B kezelés elézte meg (Bandurska és Cieslak 2013). A megnovekedett SA-
tartalom felelds lehet az UV-B hervadast enyhitd hatasaért a PEG-kezelés soran, ahogy a
megemelkedett endogén SA-szint esetében kimutattak, hogy ROS-felhalmozodast kivaltva serkenti
a sztomazarodast (Melotto és mitsai. 2006). Ez a megfigyelés Osszhangban van egy kés6bbi
tanulmannyal is, ahol kimutattak, hogy a SIZ1 gén hianya, amely egy Arabidopsis SUMO E3 ligazot
kédol, novelte a sztdbmazarodast és fokozta a szarazsagtiirést az SA-indukalta ROS-felhalmozodas
révén (Miura és mtsai. 2013). Mivel a sztdmazarodas szabalyozasanak fontos szerepe van a vizvesztés
elkeriilésében, az UV-B-stressz altal kivaltott SA-felhalmozddas pozitiv hatast gyakorolhat a PEG-
kezelt novényekre. Viszont, bar az exogén SA véddhatasat a nehézfémstressz soran bizonyitottak
kukoricaban (Krantev és mtsai. 2008) és borsoban (Popova és mtsai. 2009), maga a SA-kezelés is
oxidativ stresszt valthat ki a gyokérrendszerben (Pal és mtsai. 2002).

A SA-tartalomban észlelt valtozasok szoros, pozitiv korrelacios kapcsolatban alltak a levél
PUT-szintjében, illetve a gyokér KAD-szintjében bekdvetkezd valtozasokkal. A legnagyobb mértékii
PA-felhalmozddas a gydkérben volt tapasztalhatd a kombinalt UV-B+Cd kezelés soran, mind a KAD,
mind a SPD esetében. Ez egyrészrol jelzi ujra, a KAD, mint antioxidans szerepét (Szalai és mtsai.
2009), masrészrol a felveti a tulzott mértékii magasabbrendii PA-felhalmozodas nem feltétleniil
kedvez6 hatasat, akar a metabolizmusuk révén felhalmozodo H20-, akar a szintézisiikb6l adodoan a
PC-okkal valo antagonisztikus kapcsolatuk miatt. Ugyanakkor, az UV-B+PEG kezelés esetén a
nagyobb SPM-felhalmozodasnak a levélben, illetve PUT- és SPM-szinteknek a gyokérben - a PEG-
kezelt novényekben mérthez képest — szerepiik lehet a sztomazarodas serkentésében. Lobab és
sz6lonovényekben bizonyitott, hogy a DAO- és PAO-aktivitasnak, H,O> termel0 reakcioként szerepe

van az ABA-indukalta sztomazarodasban (An és mtsai. 2008; Paschalidis és mtsai. 2010).

111



dc_1647_19

Osszefoglalva, az UV-B sugirzds pozitiv vagy negativ hatast gyakorolhat ugyanolyan
feltételek mellett a buzaban, attol fiiggden, hogy milyen tipusii méasodlagos abiotikus stressztényezot
alkalmaztunk. A megfigyelt kedvez6 vagy karos hatasok pedig kapcsolatban voltak a SA- és PA-
tartalomban megfigyelt valtozasokkal (Kovacs és misai. 2014b).

6.1.5. Alacsony hémeérséklet és PEG-indukalta ozmotikus stressz hatdsa rizsnovényekben

Mivel az eddig bemutatott eredmények alapjan a SA- és PA-tartalom k6zott szoros korrelacios
kapcsolat all fent, és az eddigiekben tanulmanyozott gabonanévényekhez képest a rizsnovényeket
sokkal nagyobb SA-tartalom jellemzi, vizsgalatainkat kiilonb6z6 szarazsagtoleranciaju rizs
genotipusokon folytattuk.

Ismert, hogy az SA szerepet jatszhat a rizs redox egyensulyanak fenntartasaban, és megvédi
a novényeket az oxidativ karosodastol (Yang és mtsai. 2004); azonban a magas SA-szint szerepe és
hatasmechanizmusanak pontos részletei még nem egyértelmuiek. Jelen munkank soran, bar mind a 10
°C-os alacsony hémérsékleti kezelés, mind a PEG-indukalta ozmotikus stressz kimutathatod
fiziologiai stresszvalaszokat indukalt a rizsnovényekben (Pal és mtsai. 2014), a levélben 1évé SA-
tartalmat nem befolyasolta jelentésen egyik alkalmazott stresszfaktor sem. Meg kell emliteni azt is,
hogy alacsonyabb hémérsékleti kezelés soran (5 °C), enyhe SA-szint novekedést mutattak ki,
kiilonosen a konjugalt formaban, ugyanakkor az exogén SA el6kezelés csokkentette a
hidegtoleranciat rizsnévényekben (Wang és mtsai. 2009).

Szamos, kiilonbozé novényfaj esetében PA-felhalmozodast mutattak ki olyan kornyezeti
stressztényezOkre, mint pl. a szarazsag vagy alacsony hémérséklet (Alcazar és mtsai. 2010). Sét,
rizsnovényekben Osszefliggést talaltak a PUT-, SPD- é¢s SPM-felhalmozddas mértéke €s a szarazsag-
tolerancia kozott (Yang és mtsai. 2007), valamint a megemelkedett PA-szintézis transzgenikus
rizsben novelte a szarazsag-toleranciat (Capell és mtsai. 2004). A SPM levélfeliiletre permetezve
hatékony kezelésnek bizonyult a szarazsagtiirés novelésére (Farooq és mtsai. 2010), mig egy masik
vizsgalatban a nagyobb mennyiségli SPM-felhalmozddas (és nem PUT vagy SPD) korrelalt a
hidegtiiréssel szintén rizsben (Bodapati és mtsai. 2005). A jelen kisérletiinkben a PA-szintek, azaz a
PUT-, a SPD- és a SPM-szintek csak kis mértékben kiilonboztek a vizsgalt genotipusokban, és amig
a szarazsag foként az SPM-szinteket indukalta, addig az alacsony hémérséklet a PUT szintjét
jelentdsen, a SPD szintjét pedig kismértékben, de statisztikailag szignifikans modon novelte, a SPM
szintjét pedig csokkentette valamennyi genotipus esetén. Ezek az eredmények alatdmasztjak azt a
korabbi elméletet, hogy a szarazsidg- ¢s a hidegstressz hatasai a PA-bioszintézisre egymastol
elkiiloniilnek (Alcazar és mtsai. 2006). Szarazsag-, hideg- és sostressz valamint ABA-kezelés

Osszehasonlitdsa soran rizsben azt tapasztaltak, hogy a szarazsag, ABA- és sOkezelés indukalta
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génexpresszios mintazat sokkal jobban hasonlit egymdsra, mint a hideg- és ABA-kezelés, vagy a
hideg- és sokezelés soran tapasztalt transzkriptum mintazat (Rabbani és mtsai. 2003).
Osszefoglalva, eredményeink azt mutattdk, hogy béar a szirazsigérzékeny genotipusok
rendszerint enyhén nagyobb SA-szinttel rendelkeztek, mint a toleransak, a SA-tartalom (sem a teljes,
sem a szabad, sem a kotott szint) és a szarazsag-tolerancia mértéke kozott nem volt Szoros
Osszefiiggés. Az egyedi PA-szintek stressz-specikusan valtoztak a hideg- és szarazsagstressz soran,
de a vartakkal ellentétben a PA-tartalom sem korrelalt a stressztolerancia mértékével, és a PA-0k

mennyiségi valtozasai nem mutatott Osszefiiggést a SA-tartalommal sem (Pal és mtsai. 2014).

6.2. Poliamin-kezelések hatasa kontroll és abiotikus stressz koriilmények kozott

Az elozéekben az endogén PA-tartalom valtozasait vizsgaltuk kiilonbozo stresszhatasok
sordn, ¢s kerestiik az Osszefliggést a PA-szint €és a stressztolerancia kozott. A kovetkezdekben a
megemelkedett endogén PA-készlet hatasait igyekeztiink feltarni. Az endogén PA-szint kétféle
modon novelhetd, a novények felveszik a kiilsdleg adagolt PA-okat, vagy transzgenikus
novényekben, a PA-szintézisben részt vevé gének nagyobb mértékii expresszids szintje miatt tobb

PA szintetizalodik. Az aldbbi kisérletekben az el6bbi megoldést valasztottuk.

6.2.1. Poliamin-kezelések hatdasa buza- és kukoricanovényekben

Szamos tanulmany bizonyitja a PA-0k kedvezd hatasat kiilonbozo stressztényezokkel
szemben, pl. a kationkoncentracio, az antioxidansok, a citratszekrécio, a fitohormonok és egyéb
stresszvalaszban szerepet jatszo folyamatok szabalyozasa révén (Minocha és misai. 2014; Li és mtsai.
2014) . Ez a védoéhatas azonban eltéré lehet a novényfajok, az egyes PA-vegyiiletek vagy azok
karos hatasaval. Lehet-e azt mondani, hogy minél tobb a PA, annal jobb a novénynek? A kérdés
tisztazasa érdekében a jelen munka a PA-kezelések hatdsainak hatterét vizsgalta a PA-pool
valtozasainak tanulmanyozasan keresztiil kukorica- és biizandvényekben.

Az elsé kisérletben olyan PUT, SPD és SPM koncentraciokat alkalmaztuk a tapoldathoz
adagolva, amelyekrol korabban kimutattak, hogy hatasosak kiilonbozo stressztfaktorokkal szemben
(Lakra és mtsai. 2006; Cuevas és mtsai. 2008; Pandolfi és mtsai. 2010; Gupta és mtsai. 2012; Mandal
es mtsai. 2013; Kotakis és mtsai. 2014). Mig az exogén PUT nem mutatott negativ hatast sem a buza,
sem a kukoricanévényekben, a SPD ¢és kiilonésen a SPM koncentraciofiiggd negativ hatésai
novekedésgatlasban és oxidativ stresszben nyilvanultak meg. Az eredmények azt is megmutattak,

hogy a kukoricanévények érzékenyebben reagaltak a magasabbrendiit PA-okra, mint a buza. A SPD-
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kezelés Arabidopsis-ban (Tassoni és mtsai. 2000) és kukoricaban gyokérnovekedés-gatlast és
novénymorfoldgiai valtozasokat eredményezett, és utobbiban PCD-t indukalt (Tisi és mtsai. 2011).
A PA-metabolizmus citotoxikus termékeinek valoban szerepe van a PCD kaszkadban (Moschou és
mtsai. 2008). Ugyanakkor arr6l is beszamoltak, hogy a zab ADC-t talexpresszald transzgenikus
buzanovények, habar magasabb PA-szintet mutattak (kiilonosen a PUT esetén, mely koriilbeliil 300-
400 nmol g FW értékre emelkedett), fenotipusos elvéltozast nem mutattak, és termékenyek
maradtak. Ez utobbi kisérletben mért PA-tartalmak és a felhalmozdodas sebessége pedig hasonld volt
a jelen kisérletiinkben btiza- és a kukoricandvények esetében a PA-kezelést kovetden tapasztalt
értékekhez.

Az alabbi kisérleti beallitasban a PA-kezelések mind a buza-, mind a kukoricanévényekben
PA-felhalmozddashoz vezettek. A novények szamos kiilonbdz6é mechanizmust alkalmazhatnak az
endogén PA-szintek szabalyozasara, beleértve a gyokerekbdl a hajtasokba valé transzlokaciot, a kis
molekulakhoz vald konjugaciot, vagy a magasabbrendii PA-ok PUT-né vald visszaalakitasat a PA-
ciklusban (Kubis és mtsai. 2014; Pal és mtsai. 2015). Valamennyi PA-kezelés mind a buza-, mind a
kukoricandvényekben kifejezett PUT-felhalmozodast okozott, kiilondsen a gydkerekben, ami a SPM-
SPD-PUT visszaalakulas meglétét jelezte. Ugyanakkor az exogén PUT vagy SPD alkalmazasa a
magasabbrendii PA-ok (SPD vagy SPM) felhalmozodasat is indukalta, ami arra utal, hogy a PUT és
a SPD felvételikk utan felhasznalodnak a SPD/SPM-né torténd tovabbi szintézishez. Azonban
talaltunk néhany kiilonbséget a két ndvényfaj kozott (42. abra).

Amig a buzagyokér altal felvett PUT transzportalodott a levélbe 1is, és tovabb
metabolizalodott, addig a kukorica esetében inkabb a gyokerben maradt, és csak kis mennyiségii
SPD-akkumulaciot talaltunk. A SPD-kezelés esetében az endogén SPD-szint megemelkedett a biiza
gyokereiben, ami a hajtasba val6 transzlokaciot, a PUT-né vald visszalakulast, a SPM-né vald
tovabbalakulast, és - bar kevésbé intenziven, mint a kukorica esetében - a melléktermékként DAP-ot
képez6 oxidacidjanak lehetdségét megerdsitve. A kukorica gyokerében a felvett SPD PUT-né alakult
vissza vagy SPM-né szintetizalodott tovabb mar a legalacsonyabb (0,1 mM) alkalmazott koncentracio
esetén is, de a levelekben csak a PUT és a DAP szintje emelkedett meg. A két novényfaj kozott a
legérdekesebb kiilonbséget a SPM-kezelést kdvetden tapasztaltuk. A buiza gyokerei felvették a SPM-
t, és a hajtas leveleiben is megjelent, de ezt PUT- és SPD-felhalmozodas is kisérte, foleg a
gyokerekben, a PA-ciklus visszalakulasi oldalanak aktivitasat mutatva. Emellett a SPM oxidalodott
is, mivel nagy mennyiségli DAP volt kimutathatd. A kukorica altal felvett SPM nem eredményezett
magas endogén SPM-tartalmat, azonban mind levélben, mind a gyokérben olyan mértékben

halmozodott fel a PUT, hogy az felelds lehet a bizanal tapasztaltaknal stlyosabb negativ hatasért.
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42. abra A poliamin-ciklus lehetséges mechanizmusa a poliamin-kezelt buza- és
kukoricanovények leveleiben és gyokereiben. Az adott poliamin-kezelés az alkalmazott
poliamin felhalmozodasat eredményezte mind a kukorica-, mind a buzandvények gyokereiben.
Mindkét ndvényfajban el6fordulhat a magasabbrendii poliaminok atalakitasa a putreszcinné vagy
a spermidinné a poliamin-ciklusban. Ennek megfeleléen az Gsszes poliaminkezelés jelent6sen
megnovelte a putreszcin-felhalmozodast, kiilonosen a gyokerekben. A gyokérbol a hajtasba
torténd transzlokacié mellett az adott endogén poliamin-szintek ndvekedése tovabbi szintézist
indithat el a magasabbrendii poliaminok felé, illetve beléphetnek a terminalis katabolizmusba is.
A nyilak vastagsdga mutatja a PA-ciklusban az egyes 1épések intenzitdsdban mutatkozo
feltételezett kiilonbségeket a buiza- és a kukoricalevelek és gyokerekben.

Mivel a 0,5 mM PUT-kezelésnek még nem volt negativ hatasa, de mindkét ndvényfajban PA-
felhalmozodast indukalt, a tovabbiakban ezzel a koncentracioval dolgoztunk tovabb. A masodik
kisérletben azt vizsgaltuk, hogy a PUT-kezelt novények hogyan reagaltak a PEG altal kivaltott
ozmotikus stresszre. A btzaban a PEG-kezelés sztomazarodast és a nettd fotoszintézis csokkenését
okozta, ahogyan azt a kukoricaban is észleltiik, de az AF/Fm’ csokkenése és az intercellularis CO2
buzaban kevésbé volt sulyos, mint a kukoricaban. Ezt a biomassza-paraméterek is alatamasztottak.
Mindazonaltal, a PUT-elékezelés mindkét novényfajban védelmet biztositott az ozmotikus stressz-
szel szemben, amint azt a szignifikansan magasabb effektiv kvantumhatasfok és a CO> asszimilacios
rata is bizonyitott. Mivel a gyokerekben a legmagasabb prolinfelhalmozodast a PUT-elokezelt +
PEG-kezelt novények esetében mértiik mindkét fajban, ez azt sugallta, hogy a prolin hozzajarulhat a
PUT altal kivaltott ozmotikus tolerancidhoz.

A PUT-elokezelés utan megfigyelt kiilonbségek a buza és a kukorica kozott az elséd

kisérletsorozatban arra engedtek kovetkeztetni, hogy a PA-anyagcsere eltérhet a két fajban. Az 5
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napos ,,recovery” periodus utan, a PUT-eldkezelésnek dnmagaban nem volt hatasa az endogén PA-
szintre sem a buza levelében, sem a gyokerében. Vélhet6leg a tobbféle metabolikus mechanizmusnak
(transzlokacio, katabolizmus és/vagy tovabbi szintézis) koszonhetden 1ényegében a kontrollnak
megfeleld szintet mutatott. Ezzel szemben a PEG-kezelés novelte a szabad PUT szintjét, és
csokkentette a szabad SPD és SPM mennyiségét a levelekben, mikdzben a DAP-szint, és a DAO ¢és
PAO aktivitdsa nem valtozott, ami arra utal, hogy a magasabbrendii PA-ok PUT-né alakulhattak
vissza. A PEG-indukalta ozmotikus stressz mas koriilmények kozott is novelte a PUT- és
csokkentette az SPD- és SPM-tartalmat buzalevélben (Marcinska és misai. 2013; (Kovacs és mtsai.
2014b). A gyokérben eltéré mechanizmusok dominaltak. Itt az 0ozmotikus stressz csokkentette az SPD
szintjét a szabad ¢s konjugalt frakciokban, viszont fokozott PAO-aktivitas kiséretében, ami jelentds
DAP-felhalmozodast eredményezett. A megnovekedett DAO-aktivitas a buzagyokérben pedig
felelds lehet a valtozatlan PUT-tartalomért. A kombinalt kezelés eredményei részben hasonldak a
PEG-kezelés soran leirtakkal: a levelek szabad PUT tartalma novekedett, a szabad SPD-szint
csokkent, de a SPM mennyisége nem valtozott, mig a gyokérben a PUT- és a SPD-szint is csokkent.
Kisérletiinkben a PUT-eldkezelt buzanovények PUT tartalmanak kevésbé kifejezett novekedése vagy
akar csokkenése az ozmotikus stressz soran azt jelezheti, hogy a PUT, a SPM szintézisére
hasznalodott fel a levelekben, ebbdl kifolydlag utobbi szintje nem csokkent. Ezek az eredmények
Osszhangban vannak azzal a megfigyeléssel, hogy a Craterostigma plantagineum-ban a kiszaradassal
szembeni tolerancia Osszefiiggésben volt a PUT, SPM felé torténd ,,csatornazasaval” (Alcazar és
mtsai. 2010).

A kukoricalevélben csak a kombinalt kezelés (PUT elékezelt + PEG) novelte a PUT-szintet,
amelyet magasabb DAO-aktivitas kisért. Ezzel szemben a gyokérben a PUT-elokezelés akar
,recovery” periodus, akar PEG-kezelés kovette, PUT-felhalmozodast indukalt, mellyel
parhuzamosan a DAO-aktivitas is megemelkedett. Ez azt sugallja, hogy az els¢ kisérlethez hasonloan,
a kukoricaban a PA-0k transzlokacidja a hajtas felé nem annyira hangstlyos, mint a biizaban, viszont
a PUT oxidacidja erdteljesebb. Az a tény, hogy a PUT-tartalom a kontroll koriilmények kozé
visszahelyezés utan is magas maradt, felelds lehet a PUT kisebb mértékii védé hatasaért kukoricaban.

Korabbi kisérleteink sordn szoros korrelacids kapcsolatot mutattunk ki a PA-ok és a SA
kozott. Néhany irodalmi adat szerint a SA-kezelés hatdssal van a PA-ok szintézisére és/vagy
katabolizmusara (Németh és mtsai. 2002; Szepesi és mtsai. 2011; Wang és Zhang 2012; Hassannejad
és mtsai. 2012). Tovabba ugy tiinik, hogy az exogén PA is hatassal van a SA-tartalomra normal
nevelési koriilmények kozott. Kimutattdk, hogy 0,5 mM SPD-kezelés megnovelte a levél SA-
tartalmat buzaban, de ugyanabban a koncentracioban a PUT- és SPD-kezelések csokkentették azt a
gyokérben (Rahdari és Hoseini 2013), mig az SPD nem befolyasolta az uborka endogén SA tartalmat
normal nevelési koriilmények kozott (Radhakrishnan és Lee 2013). A thlzott SA-felhalmozodas karos
lehet a novényekre. Negativ Osszefiiggést figyeltek meg a SA és a cprl Arabidopsis mutans novények
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- melyek magas szabad és kotott SA-szinteket mutattak - novekedése kozott, valamint azok fokozott
oxidativ karosodasa kozott alacsony hémérsékleti stressz kortilmények soran (Scott és misai. 2004).
A jelen munkankban a 0,5 mM PUT nem befolyésolta az endogén SA-tartalmat sem a buzaban, sem
a kukoricaban, ugyanakkor a SPD és SPM ugyanabban a koncentracioban alkalmazva mind a buza,
mind kukorica levelében indukalta a szabad és kotott SA, valamint a kukorica gyokerében a szabad
SA felhalmozodasat. Mindezen eredmények azt mutatjak, hogy a PA és SA jelatviteli utak kozotti
kolcsonhatas 1étezhet, és megerdsiti a felvetésiinket, hogy a kukorica érzékenyebb a magasabbrendii
PA-okra.

Kiilonbségeket figyeltiink meg abban is, ahogyan a buza- és kukoricanovények SA tartalma
valtozott az ozmotikus stressz soran, s6t a PUT-el6kezelés is eltérd valtozasokat okozott. A PEG-
indukalta ozmotikus stressz soran az UV-B sugarzas pozitiv hatasat figyeltilk meg a SA-tartalomra a
buzaban (Kovacs és mtsai. 2014b), ahol a megemelkedett endogén SA-szint sztomatikus zarodast
segithetett el6 (Melotto és mtsai. 2006). A jelen kisérletben a PUT-el6kezelés buzaban csokkentette
a szabad SA mennyiségét, ami a PAL (ligninek, flavonoidok, antocianinok és egyszerii fenolos
vegyliletek szintézisében kulcsfontossagi enzim) aktivitasanak valtozasaval is Gsszhangban volt
(Szalai és mtsai. 2017). Mas korabbi vizsgalatok soran, ahol a SPD-nek kedvez6 hatasardl szamoltak
be, a SPD szintén csokkentette a SA-tartalmat, pl. buzanovények gyokerében (Rahdari és Hoseini
2013), vagy hasonloképpen uborkaban sostressz koriilmények kozott (Radhakrishnan és Lee 2013).
Az alabbi kisérletiinkben a PEG-kezelés jelentés szabad SA-felhalmozodast okozott a buzalevélben,
¢és novelte a kotott SA-szintet a gyokérben, valoszintileg a PAL fokozott aktivitasanak kdszonhetéen.
Azonban csak a szabad SA-tartalom novekedett a buza levelében a kombinalt kezelés soran hasonld
mértékben ahhoz, mint amit PEG-kezelés esetében tapasztaltunk.

Ezzel szemben, jollehet a PUT-nel elékezelt kukoricandvények leveleiben csokkent a szabad
SA-szint, a gyokerekben nagymértékii szabad SA-felhalmozodast figyeltink meg, mellyel
parhuzamosan mind a levélben, mind a gyokérben nétt a kotott SA-tartalom is. A PEG-kezelés
onmagaban csokkentette a kukorica leveleiben ¢és gyokereiben a szabad SA-szintet, mely
Osszhangban volt a levelek csokkent PAL aktivitasaval, de a kombinalt kezelésben a PUT-el6kezelés
altal kivaltott SA-felhalmozodas megakadalyozta ezt a gyokérben; tovabba a levélben a legmagasabb
kotott SA-tartalom a kombinalt kezelést kovetden volt mérhetd. Erdekes modon a SA-felhalmozodast
magas PUT-szint kisérte kukoricaban, és viszonylag magasabb PUT-tartalom, a SPD- és SPM-
szinthez képest buzaban. A PUT talzott mértéki felhalmozodasa maga is oxidativ stresszt valthatott
ki kukoricaban, mivel mind a PA-ok katabolizmusa, mind a visszaalakulasa soran H2O; képz6dik az
apoplasztban és a peroxiszomakban (Moschou és mtsai. 2008). Mindazonaltal a DAO- és PAO-
aktivitasok soran felhalmozodd H2O2-nak szerepe van a sztomazarddasban is (An és mtsai. 2008;

Paschalidis és mtsai. 2010). A PA-tartalom valtozasai és azok kolcsonos Osszefiiggései felelosek
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lehetnek a PUT-elokezelés gazcsere-paraméterek valtozasaiban IS megnyilvanulé hatasaiért
kukoricaban.

A PUT-kezelés védohatasanak mélyebb, a génexpressszio szintjén valo feltarasara microarray
analizist is végeztiink a buzandvények levelén kontroll és ozmotikus stressz koriilmények kozott.
(Ezeket az eredményeket jelen dolgozatban részletesen nem mutattam be a dolgozat terjedelmére tett
kovetelmény miatt.) Kimutattuk, hogy a PUT-el6kezelés kiilonféle altalanos stresszvalaszhoz k6t6do
gének egyedi kifejez6dését indukalta, s habar a PUT- és a PEG-kezelés hatasai kozott nyilvanvald
kiilonbség volt, figyelemre méltd atfedést is tapasztaltunk. Mindez azt sugallja, hogy a PUT-
elokezelés mar kontroll koriilmények kozott szamos védekezési folyamatot indithat el (Pal és mtsai.
2018b).

Bar a PA-okat altalaban hasonldé molekulak csaladjaként tekintik, a kiilonb6zd PA-ok eltérd
vagy akar ellenkezd hatasuak lehetnek. A PA-ciklus intenziven miikddik mind a levelekben, mind a
gyokerekben a btiza- és a kukoricandvények esetében is. Mindazonaltal kiilonbségek lehetnek a ciklus
egyes lépéseinek intenzitdsaban. A buza gyokerében dominansak a SPM/SPD feldl a PUT és a DAP
fel¢ iranyulo reakciok, mig a levélben a SPD felhalmozddasa is jelentds, ami a kevésbé jelentds
katabolizmus és visszalakulasa kovetkezménye lehet. Ezzel szemben a kukoricagyokérben a
visszalakulas a dominans, ami magas PUT-felhalmozo6dast eredményez, mig a levelekben a terminalis
oxidacio erételjes, megnovelve a DAP mennyiségét. A novények megprobaltak fenntartani az
optimalis PA-aranyt, kiilonosen a tilzott mennyiségii SPM csokkentésére tettek kisérletet; azonban a
magas PUT-szintnek is lehetnek negativ hatasai, amint azt a biomassza-paraméterek csokkenése is
mutatta. A PA-poolban a PA-cikluson keresztiil megvaldsul6 finomhangolas lehet a kulcs a kedvezd
¢és kedvezdtlen hatasok kozotti egyenstily megteremtésére, ami novelheti vagy csokkenti a novény
fitneszét, és felelds lehet a kiilonbdz6 novényfajokban tapasztalt kiilonbségekért. A PA-0k és az SA
kozott megfigyelt pozitiv kapcsolatok feltarasa a PA-ok stresszkoriilmények kozotti szerepének és

hatdsmechanizmusainak mélyebb megértéséhez vezethetnek.

6.2.2. Putreszcin-kezelés hatdisa kadmiumstressz sordn rizsnovényekben

Az irodalmi adatok azt mutatjak, hogy a PA-ok, melyek kulcsfontossagu vegyiiletek a Cd-
stressz indukalta novényi valaszok jelatvitelében (Chmielowska-Bak és misai. 2013), fémkelator
szerepet is képesek betolteni (Lomozik és mtsai. 2005). A PA-kezelések fokozott nehézfém-
toleranciat eredményeztek az antioxidans védekezdérendszer szabalyozasa, illetve az endogén novényi
hormonokra gyakorolt hatasuk révén szamos novényfaj esetén (Anjum és mtsai. 2015; Hsu és Kao
2007). Emellett azt is kimutattak, hogy a magasabb SPD-szint, a SPDS-t taltermel6 transzgenikus

eurdpai korte esetében szintén novelte a nehézfém-toleranciat (Wen és mtsai. 2010). A PC-ok és a
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magasabbrendii PA-ok anyagcseréje a cisztein, mint kdzos prekurzor miatt kapcsolodik egymashoz,
ennek ellenére kevés kutatdst végeztek a kozvetlen kapcsolatuk feltdrasara nehézfémstressz
koriilmények kozott. Az alabbi kisérletben két megkdzelitésbol vizsgaltuk a PA-ok hatasat a Cd-
indukalta stresszvalaszokra, kiilonos tekintettel a PC-szintézisre. Rizsnovényeket exogén PUT-nel
vagy a PUT-szintézis inhibitoraval, DFMO-val kezeltiik, Cd-kezeléssel kombinalva vagy anélkiil.

Eredményeink azt mutattadk, hogy a Cd-kezelés jelentés Cd-felvételt eredményezett,
kiilondsen a gyokerekben, gatolta a ndvekedést és oxidativ stresszt indukalt a rizsnovényekben.
Erdekes modon, a korabban biiza és kukorica esetén kapott eredményeinkkel ellentétben (Szalai és
mtsai. 2017), a 0,5 mM PUT-elokezelés Onmagaban is enyhe ndvekedésgatlast okozott a
rizsnovényekben, és a gyokerekben a GR és a G-POD aktivitisa is megemelkedett. Hasonld
és mtsai. 2007). Ugyanakkor alacsonyabb koncentracioban (0,01-1 mM) a PUT fokozta a rizsgyokér
novekedését, mikdzben a SPD és SPM gatolta (Lee 1997). A jelen vizsgalatban additiv hatasként a
PUT-el6kezelés + Cd-kezelt rizsnovényekben tapasztaltuk a legnagyobb novekedésgatlast, H2Oo-
tartalmat és antioxidans-aktivitast, ami arra utal, hogy ilyen koriilmények kozott a PUT-elokezelés
nemcsak, hogy nem biztositott védelmet Cd-stressz ellen, hanem fokozta azt. Ezzel szemben a
DFMO-kezelésnek alig volt negativ hatasa stresszmentes koriilmények kozott, ezen kiviil bizonyos
mértékig csokkentette a Cd-indukalt novekedésgatlast, a gyokér Cd felvételét és az antioxidans
enzimaktivitasok Cd altali indukcidjat mind a levelekben, mind a gyokérben. Ezzel ellentétben
btzandvényekben a 0,1 mM Cd és 1 mM DFMO egyidejii alkalmazasa nem allitotta helyre a normalis
gyokérnovekedést (Groppa és mtsai. 2007).

Szamos tanulmany szamolt be arrdl, hogy a nehézfémstressz hatdsara a PA-szintézisben
résztvevo enzimeket kodold gének expresszidja megnétt, kovetkezésképpen az endogén PA-szint is
(Groppa és mtsai. 2007; Kuthanova és mtsai. 2004; Pathak és mtsai. 2014). Kisérletiinkben mind a
PUT-elékezelés, mind a Cd-kezelések megnovelték az endogén PA-tartalmat, a legnagyobb mértéki
PA-felhalmozodast pedig a PUT-el6kezelés + Cd-kezelés okozta, kiilonosen a PUT-tartalomban.
Ezzel parhuzamosan az ODC és ADC génexpresszios szintek is emelkedtek. Ellenben, a DFMO-
kezelés onmagaban csokkentette a levelek PUT tartalmat, és Cd-mal kombinaciéban alkalmazva,
lényegesen csokkentette a gyokérben a KAD- és SPD-tartalmat a csak Cd-mal kezelt novényekben
mért értékekhez képest. Bizonyitott, hogy a DFMO gatolta a KAD-szintézis enzimét, a lizin-
dekarboxilazt is Leguminosae-ben (Bunsupa és mtsai. 2012). A fent leirt PA-tartalomban tapasztalt
valtozasokkal parhuzamosan minden kezelés novelte a PAO-aktivitast a gyokérben, mig a levélben
csak a Cd-kezelések (Cd, PUT-elékezelés + Cd vagy DFMO + Cd) novelték. A DAO-aktivitast csak
a PUT-elokezelés + Cd-kezelés befolyasolta a rizs gyokerében. Ezek az eredmények azt mutattak,
hogy a PA-k felhalmozddasa - exogén PUT- és/vagy Cd-kezelések hatasara - szamos kiilonboz6

mechanizmust indukalt az endogén PA-szintek szabalyozasara, mint pl. a PUT atalakulasa
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magasabbrendii PA-okka, vagy a katabolikus enzimek aktivalasa. A magasabbrendii PA-ok
katabolizmusa soran képz6dé DAP szintje szignifikansan megndvekedett a PUT-el6kezelés + Cd-
kezelést kovetden, mikdzben csokkent a DFMO- vagy a DFMO + Cd-kezelt novényeknél, jelezve,
hogy a PUT- és DFMO-kezelés eltér6 metabolitikus utakat indukalt. Hasonldéan, a DFMO-nak
onmagaban nem volt hatdsa a buza endogén PUT, SPD vagy SPM tartalmara, de a DFMO + Cd-
kezelt novényeknél a gyokér PUT-tartalom alacsonyabb volt a Cd-kezeltekhez képest (Groppa és
mtsai. 2007).

Annak érdekében, hogy feltarjuk, miért volt elonyds a DFMO-kezelés a PUT-kezeléssel
szemben a Cd-stressz soran, meghataroztuk a nehézfémek detoxifikacioban szerepet jatszo tiolok és
PC-ok mennyiségét, feltélezve, hogy a PA-szintézis megvaltozasa befolyasolhatja azok szintjét. A
PC-ok a GSH-bdl szintetizalddnak, €s tiolcsoportjuk révén képesek a nehézfémekkel kelatot képezni,
mely fém-PC komplexek a vakuolumokba szekvesztralodnak. Szamos névényben, igy a rizsben is
kimutattak, hogy Cd-tolerancia mértéke 6sszefliggésben all azzal, hogy milyen mértékben képesek a
novények névelni a GSH- és a PC-tartalmukat (Cai és mtsai. 2011). A jelen vizsgalat soran a PUT-
elokezelés csokkentette rizsnovények levelében a PCS génexpressziods szintjét. A PUT gatld hatdsa
az in vivo PCS aktivitasaban is megmutatkozott, bar mindek6zben a tiol- és a PC-tartalom nem
valtozott sem a levélben sem a gyokérben. Azonban, amikor a PUT-elékezelést a Cd-stressz kovette,
mind a teljes tiol-, mind a PC-tartalom jelentdsen alacsonyabb értéket mutatott a Cd- vagy a DFMO
+ Cd-kezeléssel Osszehasonlitva. Hasonld modon, mind a GSH, mind a PC szintje csokkent a
Canavalia lineata gyokereiben a SPM + Cd-kezelést kovetden; raadasul az SPM + Cd-kezelés egy
olyan PC forma megjelenését indukalta a gyokérben, amely kisebb Cd-koté képességgel rendelkezett
(Yun és mtsai. 1997). Az SPDS-t tultermeld transzgenikus eurdpai korte esetében a GSH-tartalom
kevesebb volt, mint a vad tipusban nehézfémstressz koriilmények kozott (Wen és mtsai. 2010).
Erdekes modon, nyérfa- és flizfanovények 6sszehasonlité tanulmanya azt mutatta, hogy a Cd-kezelés
fokozta a nyarfa PC tartalmat, kiilondsen a leveleken, de flizfaban nem, mig a novelte a PA-tartalmat
mind a fiizfa gyokerében, mind levelében, de a nyarfa esetében csak a gyokér PUT-szintjét (Zacchini
és mtsai. 2011). A SPM-kezelés szintén védett a Cd altal kivaltott oxidativ karosodassal szemben
buzaban, de nem volt képes a GSH-szintet helyreallitani (Groppa és mtsai. 2007). Rizsben a SPD- és
SPM-, de nem a PUT-kezelés volt képes csokkenteni a Cd-toxicitast, és megakadalyni a Cd GSH-
szintet csokkent6 hatasat (Hsu és Kao 2007). A PUT- vagy a magasabbrendii PA-kezelések hatasai
kozotti kiilonbségek azzal a ténnyel is magyarazhatoéak, hogy a magasabbrendii PA-0k exogén
alkalmazédsa nem igényel tovabbi dcSAM felhaszndlast a szintézisiikkhoz, mig a PUT-kezelést
kovetéen a PUT SPD/SPM-felé iranyold ,,csatornazasa” nagy mennyiségii ciszteint hasznalna fel (Pal
eés mtsai. 2015). A PA-k és a tiolok kozotti kapcsolatot e tekintetben azonban még nem vizsgaltak.
Mivel a PC-ok a GSH-bdl szintetizalodnak, a sejteknek potolnia kell az elhasznalodott GSH-t. Ez

azonban egy energiaigényes folyamat, amely késleltetheti a novekedést (Kovacs és mtsai. 2014a).
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Ennek ellenére a SPD-nel kombinalt kromkezelés soran bar nagyobb GSH- és PC-tartalmakat mértek

reteknél, ez mégsem tarsult a novekedési paraméterek helyreallasaval (Choudhary és mtsai. 2012).
Azonban nemcsak az egyes PA-vegyiileteknek lehet eltéré hatdsa, hanem a PA-kezelés

hatdsmechanizmusa a kezelés modjatol is fligghet, mivel eltér6 metabolikus valtozasok

indukalddnak, ahogy azt blizandvények esetében igazoltuk (Tajti és mtsai. 2018) (43. abra).
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43. abra Magaztatiasos és hidroponikus poliamin-kezelések hatasainak 6sszehasonlitasa
kadmiumstressz soran buzaban. A betiik mérete a felhalmozodas mértékét, a nyilak vastagsaga
a hatas intenzitasat (serkentés vagy gatlas); a fehér nyilak a génexpresszios valtozasokat, a fekete
nyilak a poliamin-ciklusban valo visszaalakulast, mig a csikozott nyilak a poliamin-felvételt
jelolik. ADC: arginin-dekarboxilaz; ODC: ornitin-dekarbixilaz; Pro: prolin; PUT: putreszcin; SA:
szalicilsav; SPD: spermidin; SPM: spermin (Tajti és mtsai. 2018).

A 0,5 mM PUT hidroponikus és magaztatasos kezelés formajaban is hatékony volt a Cd-
indukalta stressz-szel szemben, amit a kisebb mértiikii SA-felhalmozodas is bizonyitott. Ezzel
szemben a SPD-nek ugyanazon koncentracioban csak magaztatasos formaban volt kedvezo hatasa,
mig a tapoldathoz adagolva fokozta a Cd-stressz hatasat, drasztikusan megemelve a SA-szintet. A
hidroponikus SPD + Cd-kezelés tovabba csokkentette a PCS expresszios szintjét a Cd-kezeléshez

viszonyitva (Tajti és mtsai. 2018).
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Megallapithatjuk, hogy bizonyos esetekben a PA-0k védelmet nytijtanak a nehézfémstressz
soran, gatoljak a Cd-felvételt vagy annak a sejtbe vald bejutisat, mivel a PA-ok dontéen az
apoplasztban lokalizalédnak (Groppa és mtsai. 2007). Ugyanakkor figyelembe kell venni azt is, hogy
a magasabbrendii PA-0k és PC-0k szintézise antagonista kapcsolatban all. Ez megmagyarazhatja,
hogy miért a SPD ¢s a SPM, de nem a PUT, volt képes csokkenteni a Cd toxicitasat rizsben (Hsu és
Kao 2007). lgaz a SPD/SPM visszalakulhat PUT-né vagy SPD-né a PA-ciklusban mikézben H20:
halmozodik fel, ami a gyokérnovekedés gatlasahoz vezethet (Wen és mtsai. 2010). Az is lehetséges,
hogy a PA-ok kelatképzoként a PA-Cd kotés révén csokkentik a PC-szintézis indukcidjat. Azonban
azt még nem bizonyitottak, hogy a PA-Cd komplexek ugyanannyira hatékonyak-e a vakuolaris
szekvesztracioban, mint a PC-Cd komplexek. Esetiinkben legalabb harom mechanizmus
magyarazhatja a PUT PCS-aktivitast gatlo hatdsat a rizslevélben: 1. A PUT-eldkezelés csokkenti a
PCS génexpresszios szintjét, 2. A PUT-eldkezelés csokkenti a PCS-aktivitast, valosziniileg a GSH-
tartalom, azaz a szubsztrat-pool kimeriilése miatt 3. a PUT-elokezelés + Cd-kezelésben, ahol a
legalacsonyabb PCS-aktivitast talaltuk, a PA-Cd kotés csokkentheti a szabad Cd?* mennyiségét,

melynek megfeleld szintje sziikséges a PCS enzim, valamint a PCS génexpresszié indukalasahoz.

6.2.3. Putreszcin- és abszcizinsav-kezelések  dsszehasonlitisa  kontroll és  ozmotikus
stresszkoriilmények kozott buzanovényekben

Az alabbi kisérlet soran az ABA- és a PEG-kezelések hatasat és azok kombinacioit vizsgaltuk
a PA-anyagcserére, annak érdekében, hogy feltarjuk az ABA és a PA-0k kozotti kdlesonhatasokat a
stresszvalaszokban, kiilonos tekintettel a prolin-metabolizmusra. Valamint, annak érdekében, hogy
kizarjuk és megkiilonboztessiik a megnovekedett PUT-szint hatasat, PUT-kezelést is alkalmaztunk.
Ezenkiviil, az 1 napos ABA- vagy PUT-kezelések hatasat egy 5 napos ,,recovery” periédus utan is
megvizsgaltuk az ABA és a PUT hatasainak tovabbi differencidlodéasa érdekében. A kiilonbozd,
lehetséges kapcsolatok érthetdbb és részletesebb bemutatasa érdekében az egyes Osszefliggéseket

tobb alfejezetben mutatjuk be (Pal és mtsai. 2018c).

6.2.3.1. Az abszcizinsav és a poliaminok kapcsolata

Korabban kimutattdk, hogy a PUT-szintek gyors ndvekedésére van sziikség az ABA
felhalmozodasahoz Arabidopsis-ban hidegstressznek kitettség soran, €s hogy a PUT-kezelés az
NCED génexpresszios szintjét is megemelte (Cuevas és mtsai. 2008). A legfrissebb eredmények azt
mutattak, hogy az exogén PUT ndveli az ABA-tartalmat és az NCED transzkriptum szintjét a
paradicsom leveleiben alacsony hémérsékleti stressz soran (Diao és mtsai. 2017). Mas tanulmanyok
azonban arra utalnak, hogy az NCED expresszios-szintje a genotipustol is fligghet; és a kifejez6dés
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szintje nem mindig korreldl a PEG altal indukalt ozmotikus stressz koriilmények kozott tapasztalt
ABA-tartalom valtozasaival (Gallé és mtsai. 2013). Kisérletiinkben, habar a PUT-kezelés nem
befolyasolta az NCED génexpresszids szintjét és az ABA-tartalmat a buzalevelekben, a gyokér ABA-
tartalmaban kismértékii, de egyértelmii novekedését okozott, ami parhuzamban allt a PUT
felhalmozodasaval. Az alabbi kisérletiinkben az NCED génexpresszioja csak az ABA- és PUT +
PEG-kezelt novények leveleiben indukalddott.

A PUT-kezelés ABA-tartalomra kifejtett hatasanak hianyaval ellentétben az ABA-kezelés
jelent6sen befolyasolta a PA-anyageserére. A leginkabb jellemz6 valtozasok, a PUT-szint kontrollhoz
képest mért novekedése és a SPD-tartalom csokkenése voltak az ABA-kezelt novényekben. Sét, az 1
napos ABA-kezelés PUT-szintet novelé és SPM-szint csokkend hatasa még a kontroll koriilmények
koz¢ valo visszahelyezés (ABA + 5d) utan is észlelhetd volt. A korrelacios analizis azt is kimutatta,
hogy az ABA- és a PUT-, valamint az ABA- ¢és a DAP-tartalmak ko6zott pozitiv kapcsolat all fenn,
mig negatiVv korrelaciot azonositottunk az ABA- és a SPD- vagy SPM-szintek kozott. Ugyanakkor az
eredmények azt is jelezték, hogy az ABA-indukélta PUT-felhalmozodas mértéke alacsonyabb volt,
mint a SPD-tartalomban bekdvetkezé csokkenés. Azonban ezek a valtozasok nem a levélben mért
SPDS vagy SAMDC gének expresszids-szintjiének csokkenésébdl eredtek, jelezve, hogy nem a
szintézis oldalan tortént modosulas felelos a SPD/SPM-szintek csokkenéséért. A PUT
felhalmozodasa parhuzamban allt a fokozott ADC génexpresszioval, az ABA- és PUT-kezelések
esetében buizandvényekben. Ezek arra engednek kovetkeztetni, hogy az exogén mdodon alkalmazott
PUT nemcsak, hogy felvételre kertilt a buzandvények gyokere altal és transzlokalodott a hajtasba,
hanem de novo szintézist is indukalt a levelekben. Eredményeink 6sszhangban vannak azzal a korabbi
megallapitassal, amikor is az ABA-kezelés a PUT-tartalom novekedését indukalta, de ez megelézhetd
volt az a-difluor-metil-arginin  (ADC-inhibitor) vagy a-difluor-metilornitin (ODC-inhibitor)
adagolasaval (Aurisano és mtsai. 1993). Az exogén ABA szintén novelte a PUT-tartalmat
csicseriborsoban (Bueno és Matilla 1992), mig kukoricdban az ABA-kezelés a SPDS-t kddold gén
transzkripcios aktivaciojan keresztiil indukalta a PA-szintézist (Jiménez-Bremont és mtsai. 2007).
Jelen kisérleti kortiilmények kozott pozitiv korrelaciot talaltunk az ABA-tartalom és az ADC és a
SAMDC gének expresszios-szintje kozott.

Az ABA-kezelés fokozta az apoPAO aktivitasat, valamint az apoPAO-t kdédold gén
expresszios szintjét kukoricaban (Xue és mtsai. 2009), mig Arabidopsis-ban a perPAO aktivitasat
fokozta, a PA-ok visszalakulasat serkentve (Moschou és mtsai. 2008). Szintén ABA-kezelést
kovetden, nemcsak a PAO-0k aktivitasanak novekedését, hanem a PA-ok citoszolbol apoplasztba
iranyuld transzportjat (exodus) figyelték meg sz616ben (Paschalidis és mtsai. 2010). Ezzel szemben
a jelen kisérletiinkben az ABA- vagy PUT-kezelések nem befolyasoltak jelentésen a DAO és az
apoPAO aktivitasat, melyek PUT és SPD/SPM terminalis katabolizmusaért felelések. A

feltételezhet6en peroxiszomalis PAO génexpresszidjat azonban csak az ABA-kezelések indukaltak,
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ami azt jelezte, hogy a SPD/SPM-nek a PUT-né torténd visszalakulasa a levelekben serkentédott.
Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy az ABA komplex médon, transzkripcios szinten
modulalja a PA-metabolizmust, és a megfigyelt PA-mintazat kialakulasaban szerepe van a PA-ok
visszalakulasanak (44. abra) (Pal és mtsai. 2018c).

m [P 1 1 [1 T S ——— 1} T
karbouxildt
\ ] Arginin
:

ornitin A3|11ar_|n

e\,
—P At-pirrolin + HyOy+ amino-aldehidek

Metionin — *= dosAam

44. abra A poliamin-metabolizmus kapcsolata a prolinszintézissel buzanévényekben. A zold
dobozok az 1 napos 0,15 mM abszcizinsav-kezelés altal indukalt novekedéseket jelzik, a fehér
dobozok nem jeleznek valtozast, mig a piros dobozok mutatjak a gatlo hatast. ADC: arginin-
dekarboxilaz; apoPAQO: apoplasztikus poliamin-oxidaz; DAO: diamin-oxidaz; DAP: 1,3-diamino-
propan; OAT: ornitin aminotranszferaz; ODC: ornitin-dekarboxilaz; perPAQO: peroxiszomalis
poliamin-oxidaz; P5CS: Al-pirrolin-5-karboxilat szintaz; SAMDC: S-adenozilmetionin-dekarboxilaz;
SPDS: spermidin-szintaz (Pal és mtsai. 2018c).

6.2.3.2. A poliaminok és az ozmotikus-Stressz

Az ABA kulcsfontossaghi szerepet jatszik a novényekben az ozmotikus vagy a
szarazsagstressz koriilmények kozott adott valaszaikban (Zhu 2002). Bioszintézise vélhetdleg el6szor
a gyOkerekben indukalodik, majd a xylemen kersztiil eljuthat a levelekbe is. A PA-anyagcserét
ozmotikus stressz koriilményei kozott régota vizsgaljak (Flores és Galston 1984; Paschalidis és mtsai.
2010). Az eredmények azonban gyakran ellentmondasosak, és kiilonosen az ABA-jelatvitellel valo
kapcsolat kevésbé ismert. Az alabbi kisérletben érdekes modon az ABA-indukalt valtozas a PA-

mintazatban hasonlo volt a PEG-kezelés soran tapasztaltakhoz, azaz nétt a PUT-, de cs6kkent a SPD-
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tartalom a buzandvények levelében. Ennek ellenére a PEG 6nmagaban, de a kombinalt kezelések
esetében (ABA + 5dPEG ¢és PUT + 5dPEG) sem befolyasolta a PA-szintézisben résztvevéd enzimek
génexpresszios mintazatat, kivéve az ADC-t, melynek transzkripcids szintje némileg nott az ABA +
5dPEG kezelést kovetben. Hasonloan, az ozmotikus stressz semmilyen formaban sem befolyasolta
az apoplasztikus DAO- vagy PAO-aktivitast, bar a levél DAP-szintje nétt, és a perPAO
génexpresszios szintje Is.

Részben hasonlokat talaltak buzanovényekben, mikor 0,1 mM ABA- vagy 15%-0s PEG-
kezeléseket alkalmaztak 3 hétig; egyik kezelés sem befolyasolta a PUT-tartalmat, de folyamatosan
csokkentette az SPD-szintet, ezzel parhuzamosan pedig a megnovekedett a SPM-tartalom (Kovacs és
mtsai. 2010). Kevés olyan tanulmany all azonban rendelkezésre, melyek a PA-0k metabolizmusaban
szerepet jatszo enzimek aktivitasanak vagy az azokat kodolé gének expresszids szintjének valtozasara
fokuszalna. A PA-szintézis mutans Arabidopsis-ok vizsgalata soran megallapitottak, hogy a
szarazsagstressz a SPD/SPM-nek a PUT-né torténd visszacsatornazast eredményezi, de nem a SPM
terminalis katabolizmusat (Alcazar és mtsai. 2011). A vizhianyhoz hasonldéan az ABA-kezelés noveli
a sztomatikus rezisztenciat és csokkenti a transzpiraciot, ahogy ezt a kisérletiinkben is kimutattuk.
Sét, ahogy az elézéekben mar bemutattuk, a PUT és SPD 0,5 mM koncentracidban alkalmazva 7
napig szintén sztomazarddast okoz (Szalai és mtsai. 2017). Ezenkiviil, kimutattak a DAO és a PAO
szerepét is az ABA altal indukalt sztdémazardodasban (An és mtsai. 2008; Paschalidis és mtsai. 2010).
A jelen kisérletben a megfigyelt sztomazarodas ellenére az apoplasztikus DAO- és PAO-aktivitasok
nem valtoztak. Ugyanakkor az erdteljesebb SPD-degradacio a PAO-aktivitas novekedése nélkiil is
megtorténhet, hiszen egyes eredmények azt sugalltak, hogy a mar eleve nagymértékii apoplasztikus
DAO/PAO-aktivitas indukalasa helyett a megfeleldéen szabalyozott PA-exodus felelés a sejt PA-
pooljanak valtozasaiért (Cona és mtsai. 2006). A jelen kisérletben a PEG-kezelt novények leveleiben
megnovekedett perPAO génexpressziot mutattunk Ki.

Osszefoglalva, a PA-szintézis enzimek génexpresszids szintje nem csokkent, mig a DAP- és
PUT-tartalom novekedett; emellett a perPAO transzkriptum szintje megemelkedett ozmotikus stressz
kortilmények kozott, ami azt sugallja, hogy mind a terminalis katabolizmus, mind a visszaalakulas
részt vehet a SPD-szint csokkentésében. A Korrelacios analizisek is kimutattak, hogy a SPD-tartalom
pozitiv kapcsolatban allt az apoplasztikus PAO-aktivitassal, de negativ Osszefliggést mutatott a
perPAO génexpresszios szintjével. Ezek szerint a PA-tartalom ozmotikus stressz altal indukalt
valtozasai komplex folyamatok (szintézis, exodus, lebomlas és visszaalakulas) eredéiként jelennek

meg (Pal és mtsai. 2018c).
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6.2.3.3. 4 poliaminok és a prolin kapcsolata

A prolintartalom megemelkedése a szarazsagstressz egyik korai indikatora (Verslues és
Sharma 2010). Mindazonaltal régéta fennalld kérdés, hogy a prolinfelhalmozodas és a
prolinanyagcsere hogyan modosul a szarazsagtiirés kialakitasa soran (Bhaskara és mtsai. 2015). Ezért
is fontos megérteni a prolin- és a PA-metabolizmus ko6zotti osszefliggéseket.

Kimutattak, hogy a PUT bioszintézisének feliil-szabalyozottsaga széleskorii metabolikus tjra-
tervezéshez vezet (Majumdar és mtsai. 2013; 2016). A PUT- és a prolinszintézis kozos prekurzora a
glutamat, igy a PA-poolban bekdvetkezd valtozasok a PA és a prolin szintézisutja kozotti eltolodast
valthatja ki. Az ornitinnek, koézponti kapcsold szerepe lehet, mivel nemcsak a sajat szintézisét
befolyasolja a glutamatbol, hanem az arginin és prolin szintézisét is. Azonban még mindig nem
vilagos, hogy melyik utvonal felelds a fokozott prolinfelhalmozodasért: kozvetlentiil a glutamatbol
kiindulo szintézis, melyet a PSCS katalizal, vagy az ornitinbdl az OAT altal katalizalt reakcio
(Majumdar és mtsai. 2016). A magas PUT-szintézist mutato transzgenikus Arabidopsis-ban
kimutattak, hogy a prolinszintézis szabalyozasa fiiggetlen a glutamat-ornitin-arginin utvonaltol,
amely utobbi inkdbb enzimatikusan, mint transzkripcios szinten szabalyozott. Azonban a glutamat
aramlasanak/elosztasanak szabalyozasa a PA- vagy prolinszintézis iranyaba stresszkoriilmények
kozott, amikor a PA-tobblet all rendelkezésre, még mindig rejtélyes. Ezenkiviil nem csak a PA- és a
prolinszintézis kozott van kapcsolat, hanem a PA-katabolizmusrél is kimutattdk, hogy
Osszefiiggésben van a prolinfelhalmozddassal. Kimutattak, hogy a jelentds prolinakkumuléacio
paradicsomban egyiittjart a PUT- és SPD-szintek gyors csokkenésével, és a DAP mennyiségének
novekedésével, ugyanakkor DAO inhibitor alkalmazasa a prolin felhalmozodasat gatolta (Aziz és
mtsai. 1998). A Korrelacios analizis soran Kimutattuk, hogy a jelenlegi kisérleti koriillmények kdzott
az OAT transzkriptum-szint pozitiv kapcsolatban allt az ABA-tartalommal és negativ kapcsolatban a
SPM-szinttel, mig a P5CS expresszios szintje szintén negativ kapcsolatban allt a SPM-tartalommal,
de pozitiv kapcsolatban az ADC, az NCED és a SAMDC génexpresszios szintjével, valamint a DAP
¢és az ABA tartalmaval.

Kisérletinkben mind az ABA-, mind a PUT-kezelések, valamint az ozmotikus stressz is
novelték a prolin szintjét, a legnagyobb felhalmozodasat az ABA + 5dPEG-kezelt novények
leveleiben okozva. Bar a prolinfelhalmozodas pozitiv korrelacidban volt a PUT-tartalommal és
negativ 0sszefiiggést mutatott SPD-tartalommal, ez kozvetlen ok-okozati hatasként nem volt felelGs
a prolinszint megfigyelt novekedéséért. Annak ellenére, hogy az ABA kezelésnek és az ozmotikus
stressznek hasonld hatasa volt a PA-készletre, eltéré hatasuk volt a prolinszintézisre a buizanévények
levelében. Az ABA- vagy PUT-eldkezelések PUT-felhalmozodast eredményeztek, €s kivaltottak a
P5CS expresszidjanak aktivalodasat, de csak az ABA-el6kezelés novelte az OAT transzkriptum
szintjét. Bar a prolinfelhalmozodast 5 napos PEG-kezelés utan is megfigyeltiik, az ozmotikus stressz
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nem befolyasolta egyik prolin bioszintézis utvonalhoz tartozé enzim génexpressziojat sem. Azonban
az a tény, hogy a legnagyobb prolintartalmat az ABA + 5dPEG-kezelt novényekben mértiik, nem
magyarazhatd csupan az OAT vagy P5CS génexpressziojaban észlelt valtozasokkal. Az OAT és a
P5CS, ABA-indukalt fokozott expresszios szintjei feleldsek a prolinfelhalmozodasért, de ezek a
valtozasok kozvetleniill nem kapcsolodtak az endogén PUT-felhalmozodashoz, mivel a PUT-
elokezelés csak a P5CS-et indukalta és a prolintartalom kisebb mértékii novekedését eredményezte a
PUT + 5dPEG-kezelés esetén. Ezenkiviil beszamoltak arrol is, hogy a P5SCS enzim a prolinszint
negativ visszacsatolasi szabalyozasa alatt all (Verslues és Sharma 2010). Ezek szerint a
prolinszintézis részben fliggetlen, és nem antagonista modon a PA-szintézis altal szabalyozott.
Mindazonaltal, mivel kisérletiinkben a prolin felhalmozddasa pozitiv korrelacidban volt a
megnovekedett perPAO génexpresszids-szinttel, nem zarhato ki a PA-katabolizmus és a PA-ciklus
szerepe sem (44. abra) (Pal és mtsai. 2018c).
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7. OSSZEFOGLALAS

A novények egyszerre tobbféle kedvezoétlen kornyezeti hatdsnak lehetnek kitéve, amelyek
csokkentik a varhatd mezdgazdasdgi hozamot. Vildgszerte minden évben nagy mennyiségi
termésvesztést okozhat a nem megfeleld vizellatottsag, az extrém homérsékleti valtozasok, az UV-B
sugarzas, a nehézfém-szennyezés, illetve a korokozok és kartevok hatasa, valamint ezek additiv
hatésai. A nemesitdk feladata évrdl évre, hogy a népesség novekvd igényeinek megfeleléen mind
nagyobb termést igérd fajtdk ugyanakkor a kedvezdtlen kornyezeti koriilményeknek is ellenalloak
legyenek. Ahhoz, hogy ilyen novényeket el6 lehessen allitani, elméleti szempontbol mindenekel6tt a
novények védekezd és szabdlyozasi folyamatait kell megismerni. Ugyanakkor, a kornyezettudatos
mezdgazdasagi termelés eldtérbe keriilésével gyakorlati szempontbol nagy jelentdsége van azon, a
természetben is eldforduldo vegyiiletek vizsgdlatinak, melyek a gazdasdgi ndvények

stresszérzékenységét csokkenteni képesek.

Mara nyilvanvaldva valt, hogy nincs minden egyes stressztényezdre kiilon specifikus, linedris
jelatviteli utvonal, hanem olyan Osszekapcsolt héalézatok vannak, amelyek ko6zos elagazasokat
tartalmaznak, melyeken keresztiil a kiillonbozd utak ,,athalldsa” (crosstalk) valosulhat meg. Az ilyen
kozos elemek fO0 kapcsolasi pontként szolgalhatnak, és alapvetd szerepet jatszhatnak a
stressztlirésben. A PA-ok minden ¢l sejtben megtalalhatok, és egyre inkabb egyértelmii, hogy
kozvetlen védd szerepiilk mellett kapcsolasi pontokként kiilonb6zo cellularis folyamatokat
szabalyoznak, a PA-indukalt valaszreakciok pedig sok szinten dsszekapcsolodnak. A legelterjedtebb
PA-ok, azaz a PUT, SPD ¢és SPM kiilonféle fizioldgiai folyamatokat, példaul a fotoszintézist, az
antioxidans rendszert és az ioncsatornakat képesek befolyasolni stresszhatas alatt, de specifikussaguk
¢és hatékonysaguk eltér6 mértékli. Mindezek alapjan jelen munkaban egyrészt az endogén PA-
tartalom és a stressztolerancia mértéke kozotti 0sszefliggéseket kerestiik, masrészrol a kiilséleg
adagolt PA-ok altal kivaltott valtozasokat tanulmanyoztuk kiilonb6z6 stresszhatasok soran, kiilonds
tekintettel arra, hogy mindekozben az endogén PA-ok szintje milyen kapcsolatban van mas

védovegyliletekkel.

7.1. Poliamin-tartalom valtozasa és annak mas védovegyiiletekkel valo kapcsolata kiilonb6z6
stresszhatasok soran

Kutatasaink els6é részében tehat biotikus és abiotikus stresszfaktorok hatasat vizsgaltuk az
egyedi endogén PA-tartalomra kiilonb6zd stressztoleranciaju gabonandvényekben. A SA szerepe

szamos biotikus, majd késdbb abiotikus stresszvalasz sordn bizonyitott. Mivel a célkitlizéseink egyike
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a PA-ok és mas novényi hormonok kapcsolatanak jellemzése volt, igy jo kiindulasi alapként szolgalt
a korabbi kisérletiink soran tesztelt nagyszadmu buzagenotipusbol kivalasztott eltéré endogén SA-

szinttel rendelkezd genotipusok vizsgalata, melyek eltérd stressztiird képességgel is rendelkeztek.

Lisztharmatfert6zés soran a PA-ok, kiilonosen a SPD mennyisége mar a 3. naptol
megemelkedik, és bar néha szoros, pozitiv korrelaciot mutattunk ki a SA- és PA-szintek, valamint a
PA-tartalom ¢és az antioxidans enzimaktivitasok kozott, nem taldltunk kozvetlen 0sszefiiggést PA-
szintek, azok valtozasai és a lisztharmat-rezisztencia kozott az eltéré kezdeti SA-tartalommal

jellemzett buzavonalakban.

A kiilonb6z6 fagytoleranciaju gabonafajok levelében, a hidegre indukalodo, illetve
fagytolerancidban szerepet jatszé vegyiiletek mintdzatdban szignifikans eltéréseket taldltunk. A
legjelentsebb kiilonbségeket a tavaszi zabfajtadk mutattdk, a tobbi gabona genotipushoz képest,
ugyanis ezek képtelenek voltak a hidegkezelés soran SPD-t felhalmozni. 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 hidegakklimatizécios jelatviteli folyamataiban.

Cd-stressz soran a PUT mennyisége emelkedett meg a buzandvények levelében és
gyokerében, a magasabbrendii PA-ok felhalmozddasara nem keriilt sor. A Cd-tolerancia eltérd
mértéke a PUT-tartalom emelkedésével nem mutatott 0sszefiigést, de a PC-szintézis kiilonb6zo
mértékli indukcidjaval a buzandvények gyokerében szoros kapcsolatban allt. Eredményeink azt
sugalltak, hogy habar a PC-ok szintézisé egyiitt jar a SPD/SPM-felhalmozddas hidnyaval, de a ~EC
szintézisét kovetd 1épések szabalyozasaban mar mas, a PA-ok szintézisétol fiiggetlen folyamatok
vehetnek részt. A szabad és kotott SA pozitiv korrelacidt mutatott a PCS-aktivitassal, mind a levélben,
mind a gyOkérben, tovabba szintén pozitiv korrelacidés kapcsolatban 4llt a PUT-, mig negativ

kapcsolatban SPM-tartalommal a levélben.

Kimutattuk, hogy az UV-B sugarzas ugyanolyan feltételek mellett pozitiv vagy negativ hatast
is gyakorolhat a buzaban, attol fliggden, hogy milyen tipusii méasodlagos abiotikus stressztényezot
alkalmaztunk. A megfigyelt kedvezo vagy karos hatasok pedig kapcsolatban voltak a PA-tartalomban
megfigyelt valtozasokkal. A Cd-stressz UV-B sugarzassal kombinalva, mint egy 6sszegz6 hatasként
nagymértékii PA-felhalmozodast okozott, mellyel parhuzamosan a legnagyobb meértékii SA-
akkumulacié szintén az UV+Cd-kezelt novények gyodkerében volt kimutathato. Mig az UV-B
sugarzas csokkentette a PEG-indukalta ozmotikus stressz tlineteit, mely sordn a SA-felhalmozo6das

mellett kdros mennyiségli PA-akkumulacié nem volt megfigyelhetd.

Rizsnovényekben a még kifejezettebb kezdeti SA-tartalombeli kiilonbségek befolyasolo

hatasat tudtuk vizsgalni. Bar a szarazsdgérzékeny genotipusok rendszerint enyhén nagyobb SA-
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szinttel rendelkeztek, mint a toleransak, a SA-tartalom és a szarazsagtolerancia mértéke kozott nem
volt szoros Osszefliggés a rizsnovényekben. Hasonloan, bar az egyedi PA-szintek stressz-specikusan
valtoztak a hideg- és szarazsagstressz soran, 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
felhalmozodasa elengedhetetlen-e a ndvények tolerancidja és a stresszvalaszok szempontjabol,
eredményeink alapjan a kovetkezé valaszt adhatjuk. A PA-ok felhalmozodasa nem bizonyitja
feltétleniil, hogy egyedi szerepiik van a kdzvetlen stresszvédelemben. Raadasul a kiillonb6z6 PA-ok
mennyiségi valtozasai eltérd iranyuak lehetnek. Ugyanakkor, habar nincs kozvetlen 0sszefiiggés a
stressztolerancia és a PA-Ok mennyiségi valtozasai kozott, azok szamos véddvegyiilettel (pl.
flavonoidok, antioxidansok, PC-ok, ndvényi hormonok) korrelaciét mutattak. Ebbdl kifolyodlag, ideje,
hogy a PA-okra ne csak direkt védomolekulakként tekintsiink, hanem olyan sokoldalu
vegyiiletekként, amelyek meghatarozo szerepet jatszanak a stressztiirés szabalyozasaban, kozvetlen

kolesonhatasba keriill més anyagcsere-titvonalakkal és hormonalis kereszthatasokkal, illetve

crer

7.2. Poliamin-kezelések hatasa kontroll és abiotikus stressz koriilmények kozott

Az eldbbi eredményekre alapozva, masodik lépésben kiils6leg adagolt kiillonb6zé PA-
kezeléseket alkalmaztunk normal nevelési €s stresszkoriilmények kozott gabonandvényeken. Bar a
PA-okat altalaban hasonlé molekulak csaladjaként tekintik, a kiilonb6z6 PA-ok kiilséleg adagolva
eltér6 vagy akar ellenkezd hatistiak lehetnek, tovabba a hatdsmechanizmusuk az alkalmazott
ndvényfajtol is fligg. Vizsgalataink soran megcéafoltuk a kordbban a PA-okrdl kialakult ,,minél tobb,
annal jobb” elvet. A magasabbrendii PA-okkal (SPD és SPM) tortént kezelések soran, kiilondsen a
magasabb koncentraciok esetén, és buzaval Osszehasonlitva, a kukoricdban még inkabb, a
felhalmozodd PA-ok mennyisége Osszefiiggésben volt a novények novekedésének gatlasaval, a
fotoszintetikus hatékonysag romldséaval, az oxidativ stressz és a SA-felhalmozodas mértékével. A
novények megprobaltak fenntartani az optimalis PA aranyt, ennek érdekében a PA-ciklus intenziven
miikddott mind a levelekben, mind a gydkerekben a bliza- és a kukoricandvények esetében is, de
kiilonbségeket mutattunk ki a ciklus egyes 1épéseinek intenzitasdban. 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 novényi

novekedést és fotoszintézis serkentd hatdsa mellett, eld-kezelésként alkalmazva védelmet nyujtott az
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ozmotikus stressz-szel szemben, de hatasa kedvezébb volt a buzandvények esetében, mint a

kukoricaban.

Béar bizonyos esetekben a PA-ok védelmet nyujtanak a nehézfémstressz sordn pl.
buzandvényekben, de rizsben ugyanazon koriilmények kozott alkalmazva a PUT fokozta a Cd-
indukalta oxidativ stressz, s6t 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 magasabbrendii 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 indukcidjat (mind enzimatikus szinten, mind

génexpresszios szinten). Rdadasul a PUT kozvetleniil is hatassal lehet a PCS génexpresszidjara.

ABA- ¢s PUT-kezelések 6sszehasonlitd vizsgalata soran kimutattuk, hogy Osszefiiggés van a
PA-ok anyagcseréje és az ABA-jelatvitel kozott, ami a SPD- és SPM-tartalom szabalyozott szinten
valo fenntartasat eredményezte ozmotikus stressz alatt a buzandvényekben. Az ABA komplex mdodon
befolyasolta a PA-metabolizmust, igy a megjelend PA-mintdzat a transzkripcids szabalyozas,
masrészt a katabolizmus és/vagy a visszaalakulds eredményének megnyilvanulasa mind kontroll
koriilmények kozott, mind ozmotikus stressz sordn. Annak ellenére, hogy az ABA és az ozmotikus
stressz hasonld hatast gyakorolt a PA-készletre, kiilonboz6 hatast fejtettek ki a prolinszintézisre. A
prolin és a PA-ok szintézise részben fliggetleniil és nem antagonista mddon 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-0k
vagy a megndvekedett mennyiségii endogén PA-ok gyorsan atalakulhatnak egymasba a PA-ciklus
soran, €és a ciklus egyes lépéseinek intenzitasa kiilonbozik a ndvényfajoktol, a szervektdl és a
stresszkoriilményektd] fiiggden. Igy a lehetséges kedvezo hatas sem egyértelmiien varhato. A PA-
készlet PA-cikluson keresztiil megvalosulo finomhangolasa lehet a kulcs a kedvezd és kedvezdtlen
hatasok kozotti egyensuly megteremtésére, és ami felelds lehet a kiilonbozd ndvényfajokban
tapasztalt kiilonbségekért. A PA-ok bioszintézisében ¢és katabolizmusaban részt vevo enzimekre tehat
fontos szerepet jatszanak. Kisérleteink soran pl. kimutattuk, hogy a PUT-szintézis gatlasa DFMO-val
rizsben kedvez6 volt Cd-stressz soran. Ugyanakkor, mig az apoplasztikus DAO/PAO enzimek
hatékonysagat sokkal inkabb a szubsztratok mennyisége, mint a tényleges aktivitas valtozas

befolyasolja, addig a perPAO génexpresszidja érzékenyen reagalt az alkalmazott kezelésekre.

A PA-ok védo hatasa egyrészt molekularis szinten, direkt médon valosulhat meg, de
metabolizmusuk maés vegyiiletek szintézisével (pl. prolin, és PC-ok) val6 0sszefiiggése miatt 6sszetett

modon. Masrészt a PA-ok novényi hormonokkal (pl. SA és ABA) egyiittmiikodve, valamint a
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microarray analizisiink soran tapasztaltak alapjan igazoltan a génexpresszios szinten kifejtett hatasuk

altal a jelatvitelben betoltott szerepe is mind hangsulyosabb.

Az eredményektdl azt reméljiik, hogy a PA-metabolizmus szabalyozasanak megismerése Uj
lehetdségeket mutat a gabonafélék kornyezeti valtozasokkal szembeni védelmében. A gyakorlati
hasznosithatosagat elsdsorban abban latjuk, hogy alapot szolgaltathatnak jobb stresszellenallosagu
haszonnovények eldallitasdhoz, illetve ezen vegyiileteknek mint stressztolerancia-serkentOknek,

sz€leskorli, mezdgazdasagi modszerként alkalmazéasanak kidolgozaséhoz.
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8. UJTUDOMANYOS EREDMENYEK

Habar szoros, pozitiv korrelaciot talaltunk a SA- és PA-szintek, valamint a PA-tartalom és az
antioxidans enzimaktivitasok kozott, nem talaltunk kdzvetlen 6sszefliggést PA-szintek, azok
valtozasai ¢és a lisztharmat-rezisztencia kozott buzanovényekben.

Kiilonboz6 fagytoleranciaju gabonafajok esetén kimutattuk, hogy a tavaszi zab fajtakban a
hidegkezelés soran hianyzik a SPD-felhalmozodas. 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.

A Cd-tolerancia mértéke a GSH/PC-metabolizmus eltérd intenzitasaval volt Gsszefiiggésben
buzanovényekben, azonban a PA-szintek valtozasa csak a p-EC-tartalommal mutatott
Osszefliggést.

Kimutattuk, hogy az UV-B sugarzas pozitiv vagy negativ hatast is Kifejthet ugyanolyan
feltételek mellett a bizaban, attol fiiggden, hogy milyen tipusu a masodlagos stresszfraktor.
A védo hatas megléte, vagy hianya pedig kapcsolatban volt a PA-tartalomban megfigyelt
valtozasokkal.

Bar az egyedi PA-szintek stressz-specikus valtozast mutatta a hideg- és szarazsagstressz soran
rizsnovényekben, a vartakkal ellentétben a PA-tartalom nem mutatott Osszefliggést 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 ¢s SPM) koncetraciofiiggd modon
karos hatast fejtett ki kukorica- és buzandvényekben is. A kukoricandvények érzékenyebbnek
bizonyultak ezen karos hatdssal szemben, melynek hatterében a buzatol eltérd PA-
metabolizmus allt.

A PUT-el6kezelés védelmet nytjtott az ozmotikus stressz-szel szemben, mind kukorica-,
mind buzanovényekben. A kedvezd hatas Osszefliggésben volt a PA-tartalommal és
metabolizmussal, valamint a SA-tartalom valtozasaival.

A PUT-elokezelés fokozta, mig a PUT-szintézis gatlasa csokkente a Cd karositd 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 fenntartdsdhoz ozmotikus stressz koriilmények

kozott buzanovényekben.
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Fiiggelék 1. tablazat A szabad és konjugalt poliamin-tartalmak (putreszcin: PUT, kadavarin: KAD, spermidin: SPD, spermin: SPM), a szabad és
kotott szalicilsav-tartalom (SA), valamint a glutation-reduktaz (GR), glutation-S-transzferaz (GST), aszkorbat-peroxidaz (APX), katalaz (KAT) és
gvajakol-peroxidaz (G-POD) enzimek aktivitas értékeinek korrelacidanalizise lisztharmatfert6zott buzandvények esetén. A szignifikans
korrelacios kapcsolatok vastagon kiemelve.

szabad kotott szabad konj. szabad konj. szabad konj. szabad konj.
SA SA GR GST __KAT _ APX G-POD _ PUT PUT __ KAD KAD  SPD SPD___ SPM SPM

szabad SA 1

kotott SA 0,708 1

GR 0,635 0,404 1

GST 0,339 0,552 0,651 1

KAT 0,377 0,196 0,783 0,495 1

APX 0,249 0,365 0,581 0,807 0,622 1

G-POD 0,157 -0,049 0,498 0589 0554 0,654 1

szabad PUT 0,494 0,065 0,754 0,202 0,722 0,234 0,404 1

konj. PUT 0,588 0,178 0,803 0,236 0,725 0,228 0,309 0,967 1

szabad KAD 0,110 0,066 0,632 0598 0,790 0,547 0,623 0,663 0,612 1

konj. KAD -0,302 -0,157  -0,107 0,171 0,296 0,032 0,163 -0,114 -0,179 0,405 1

szabad SPD 0,658 0,432 0,891 0,642 0,758 0,670 0,602 0,812 0,808 0,677 -0,152 1

konj. SPD 0,534 0,370 0,800 0,653 0,570 0,708 0,698 0,628 0,618 0,545 -0,327 0,899 1

szabad SPM 0,697 0,411 0,661 0,245 0,422 0,246 0,046 0,386 0,486 0,055 -0,272 0,462 0,375 1

konj. SPM 0,561 0,428 0,630 0327 0,535 0,492 0,167 0,443 0,549 0,178 -0,413 0,608 0,509 0,631 1
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Fiiggelék 2. tablazat. A szabad és kotott szalicilsav- (SA), a poliamin- (putreszcin: PUT, kadavarin: KAD, spermidin: SPD, spermin: SPM), az
abszcizinsav- (ABA) és a szabad és kotott flavonoid-tartalmak, a glutation-reduktaz (GR), glutation-S-transzferaz (GST), aszkorbat-peroxidaz
(APX), katalaz (KAT) és gvajakol-peroxidaz (G-POD) enzimek aktivitas értékeinek, valamint a monogalaktozil-diacilglicerol (MGDG),
digalactozil-diacilglicerol (DGDG), foszfatidil-etanolamin (PE) és foszfatidil-glicerol (PG) lipid frakcio kett6s kotés index (DBI) értékeinek és a

transz-A%-hexadekansav-tartalom (t16:1) korreldcidanalizise kontroll kériilmények kozott eltéré fagytolerancidjii gabonandvényekben. A
szignifikans korrelacios kapcsolatok P<0,05 szignifikancia szinten vastagon kiemelve.

£ = £ £
6 < I0) o c - 8 § § E
g <« T % 8 0 S £ £ & : g
% z % S Q g 8 w ¥ 5 ¢ - £ 3 <
£ £ £ £ 5 2 o 2 o« B &K x & 3 F z z T & £ £ & £ £ 3
5 2 N 2 & ¥ 6 6 0O O ¥ < & o o o o ¥ N ¥ § T § 2 g
szabad SA 1
Kkitott SA 057 1
szabad oHCA 0,22 0,83 1
Kkétott OHCA 018 073 094 1
PUT 0,09 007 024 039 1
KAD 044 071 069 079 011 1
SPD 031 -069 -0,79 -058 0,18 -037 1
SPM 0,28 -051 -0,68 -0,62 -0,66 -027 050 1
GR 0,15 -062 -0,71 -043 005 -023 086 060 1
GST 0,03 -054 -048 -021 056 -024 065 000 074 1
KAT 031 -0,69 -0,68 -043 0,30 -044 080 040 090 087 1
APX 029 -056 -0,70 -0,85 -0,65 -0,62 024 069 010 -022 007 1
G-POD 032 033 008 -021 -082 -002 -050 022 -052 -082 -069 050 1
DBI MGDG 009 -0,15 -047 -027 -021 021 063 073 073 025 047 017 -011 1
DBI DGDG 0,03 -024 -057 -049 -0,05 000 069 055 048 015 031 041 -005 080 1
DBI PE 046 048 029 039 076 037 007 -058 001 036 009 -066 -045 009 018 1
DBI PG 0,17 023 008 016 -0,38 040 009 061 021 -037 -0,02 007 -034 069 041 -016 1
t16:1 031 -024 -041 -057 -005 -053 017 -019 -0,09 011 -0,05 031 027 -045 -028 031 -038 1
szabad rutin 0,08 -0,02 -024 -024 -083 000 004 077 030 -032 003 036 052 051 011 -055 066 -024 1
Kkétott rutin 032 081 08 09 044 085 -051 -059 -0,37 -0,16 -0,39 -0,86 -0,22 -0,10 -0,29 058 022 -055 -025 1
szabad miricetin 043 092 093 086 003 077 -084 -050 -0,66 -0,54 -0,71 -058 026 -026 -044 027 023 -045 -001L 086 1
Kkotott miricetin 066 017 -026 -029 -038 027 019 025 011 -0,13 -022 023 045 049 059 014 011 041 026 -013 -004 1
szabad kvercetin 0,33 -008 -0,16 006 047 -002 051 022 055 045 065 -022 -063 053 040 043 046 -051 000 018 -017 -032 1
Kottt kvercetin 058 -0,68 -051 -0,34 002 -022 046 055 053 042 059 041 -043 040 038 -031 022 -042 002 -035 -048 -027 040 1

ABA 055 029 -014 -0,10 -060 033 003 05 029 -019 -0,03 014 046 o071 037 -003 062 -017 080 004 018 063 0,07 -012 1
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Fiiggelék 3. tablazat. A szabad és kotott szalicilsav- (SA), a poliamin- (putreszcin: PUT, kadavarin: KAD, spermidin: SPD, spermin: SPM), az
abszcizinsav- (ABA) és a szabad és kotott flavonoid-tartalmak, a glutation-reduktaz (GR), glutation-S-transzferaz (GST), aszkorbat-peroxidaz
(APX), katalaz (KAT) és gvajakol-peroxidaz (G-POD) enzimek aktivitas értékeinek, valamint a monogalaktozil-diacilglicerol (MGDG),
digalactozil-diacilglicerol (DGDG), foszfatidil-etanolamin (PE) és foszfatidil-glicerol (PG) lipid frakcio kett6s kotés index (DBI) értékeinek és a
transz-A®-hexadekansav-tartalom (t16:1) korreldcidanalizise 12 napos 5 °C-os kezelést kdvetden eltérd fagytolerancidjii gabonandvényekben. A
szignifikans korrelacios kapcsolatok P<0,05 szignifikancia szinten vastagon kiemelve.

£ s £ =
5 S Q 0] £ = § é S ?E
5 3 3% g 3 S E o £ ¢
o © o o s a W o e = S = o =
£ £ § £ £ 2 o 3 4 b £ x g s - - - o & £ £ & £ £ «
5 2 § 2 2 ¢ 5 % & 8 % & &5 B B8 B B 5§58 2 0§ 2 5 = 9
szabad SA 1
kotott SA 0,35 1
szabad oHCA 0,62 0,39 1
kotott o0HCA -0,18 0,65 -0,37 1
PUT -0,32 -0,57 -0,64 -0,19 1
KAD 0,22 011 0,02 -0,11 0,47 1
SPD -0,14 -0,01 -0,70 056 0,22 0,15 1
SPM -043 -0,31 -0,86 037 049 0,17 0,77 1
GR -0,58 -0,43 -0,73 0,04 0,77 030 0,22 0,74 1
GST -0,33 -0,44 -0,35 -024 061 -0,08 -0,36 0,17 0,70 1
KAT -0,74 -0,15 -0,68 042 028 -0,07 032 0,76 0,79 0,40 1
APX -0,23 009 -065 056 012 019 095 0,74 023 -041 0,39 1
G-POD 012 034 -002 040 -051 -005 064 0,17 -0,46 -0,89 -0,10 0,72 1
DBl MGDG -0,33 0,10 -069 048 017 024 042 0,72 0,77 045 0,73 051 -012 1
DBI DGDG -0,44 -054 -0,77 -0,08 058 009 027 o068 08 070 060 030 -0,36 0,76 1
DBI PE 013 -0,77 -0,32 -051 062 -005 003 033 042 059 004 -015 -047 0,12 -0,62 1
DBI PG -0,33 0,17 -059 055 001 045 0,77 0,78 049 -024 062 088 049 068 0,36 -0,24 1
116:1 029 -0,17 0,38 -056 0,16 -0,09 -0,81 -054 002 068 -033 -086 -084 -0,14 0,12 043 -0,77 1
szabad rutin 019 053 -0,112 0,72 -051 -0,11 0,63 040 -0,19 -057 025 065 0,74 0,26 -021 -0,33 056 -0,71 1
kotott rutin 020 059 -0,17 0,76 -0,27 0,00 0,73 0,22 -0,3 -0,71 -0,09 0,712 0,78 0,11 -0,33 -0,49 052 -0,74 0,75 1
szabad miricetin 0,27 019 055 -0,06 -0,86 -0,48 -0,07 -042 -082 -0,74 -041 -0,03 064 -069 -0,71 -0,36 -0,26 -045 0,39 0,25 1
kotott miricetin -0,32 0,24 -055 o080 -0,09 -0,17 083 054 0,00 -047 036 0,79 067 023 -006 -03 061 -061 069 081 0,16 1
szabad kvercetin -0,15 -0,52 -0,62 0,04 035 006 082 068 021 -026 0,16 0,71 049 009 033 039 047 -035 027 0,36 0,04 0,56 1
kotott kvercetin -046 019 -0,79 o082 015 -0,08 083 0,74 037 -0,10 063 08 045 068 038 -020 0,78 -0,37 061 064 -0,21 086 047 1

ABA 029 037 -020 058 -0,16 014 o081 028 -034 -073 -0,19 0,73 080 000 -0,28 -0,27 047 -073 0,70 095 028 0,77 057 056 1
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Fiiggelék 4. tablazat. A levélben mért poliamin- (putreszcin: PUT, spermidin: SPD, spermin: SPM),
szabad és kotott szalicilsav- (SA), glutation- (GSH), aszkorbat-tartalom (AA) és a y-glutamil-cisztein
(y-EC), valamint a fitokelatin-szint (PCz és PCz) és fitokelatin szintaz-aktivitas (PCS) értékeinek
korrelacié elemzése 7 napos 50 uM kadmiumkezelést kovetden. A szignifikdns korrelacios
kapcsolatok P<0,05 szignifikancia szinten vastagon kiemelve.

PUT SPD SPM szabad SA  kotott SA GSH #EC PC2 PC3 PCS AA
PUT 1
SPD 0,347 1
SPM -0,208 0,543 1
szabad SA 0,543 -0,113 -0,354 1
kotott SA 0,722 -0,058 -0,408 0,789 1
GSH -0,228 -0,103 -0,008 -0,09 0,015 1
»EC 0,527 0,058 -0,382 0,471 0,504 0,271 1
PC2 0,271 0,068 0,105 -0,077 0,258 -0,274 -0,186 1
PC3 0,127 -0,199  -0,04 -0,065 -0,025 -0,284 -0,016 0,195 1
PCS 0,663 -0,076 -0,627 0,806 0,851 -0,049 0,666 0,065 01052' 1
AA -0,214 0,259 0,778 -0,493 -0,44 -0,082 -0,42 0,254 0,204 -0,7 1

Fiiggelék 5. tablazat. A gyokérben mért poliamin- (putreszcin: PUT, spermidin: SPD, spermin:
SPM), szabad és kotott szalicilsav- (SA), glutation- (GSH), aszkobat-tartalom (AA) és a y-glutamil-
cisztein ()~EC), valamint a fitokelatin-szint (PC, és PCz) és fitokelatin szintaz-aktivitas (PCS)
értékeinek korrelacio elemzése 7 napos 50 uM kadmiumkezelést kovetden. A szignifikans korrelacios
kapcsolatok P<0,05 szignifikancia szinten vastagon kiemelve.

PUT SPD SPM szabad SA kététt SA GSH xEC PC2 PC3 PCS AA
PUT 1
SPD -0,399 1
SPM -0,478 0,874 1
szabad SA 0,12 -0,229 -0,183 1
kotott SA 0,222 -0,14 -0,167 0,515 1
GSH -0,01 0,023 0,083 -0,149 0,15 1
rEC 0,524 -0,327 -0,316 0,284 0,485 0,338 1
PC2 0,699 -0,247 -0,286 0,394 0,472 0,144 0,616 1
PC3 051 -0,198 -0,239 0,495 0,578 0,189 0,573 0,875 1
PCS 0,461 0,007 -0,092 0,351 0,505 0,049 0,364 0,796 0,923 1
AA 0,324 -0,28 -0,224 0,601 0,651 0,238 0,741 0,624 0,747 0,544 1

1V
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Fiiggelék 6. tablazat. A poliamin- (putreszcin: PUT, kadavarin: KAD, spermidin: SPD, spermin:
SPM), szabad és kotott szalicilsav-tartalom (SA) értékeinek korrelacio elemzése 50 uM kadmium
vagy 15%-0s PEG-kezelést kdvetden normal megvilagitasi viszonyok kozott vagy kiegészitd UV-B
sugarzds mellett a buzandvények levelében illetve gyokerében. A szignifikans korrelacios
kapcsolatok P<0,05 szignifikancia szinten vastagon kiemelve.

PUT KAD SPD SPM szabad SA  kotott SA
PUT 1
KAD 0,77 1

= SPD -0,44 0,072 1

z SPM -0,894 -0,689 0,727 1
szabad SA 0,643 0404 0,235  -0,275 1
kotott SA 0,691 0529 0,099  -0,465 0,776 1
PUT 1
KAD 0,631 1

i: SPD 0,587 0,873 1

H=}

% SPM 0,238 0,521 0,76 1
szabad SA 0,468 0,836 0,776 0,665 1
kotott SA 0,388 0,717 0,588 0,416 0,943 1

Fiiggelék 7. tablazat. Rizsnovények levelében mért poliamin (putreszcin: PUT, spermidin: SPD,
spermin: SPM), szabad és kotott szalicilsav-tartalom (SA) értékeinek korrelacié elemzése 15%-0s
PEG vagy 10 °C-o0s hidegkezelést kdovetden. A szignifikdns korreldcios kapcsolatok P<0,05
szignifikancia szinten vastagon kiemelve.

szabad SA  kotott SA PUT SPD SPM
szabad SA 1
kotott SA 0,77 1
PUT 0,097 -0,027 1
SPD 0,104 0,054 0,924 1
SPM 0,238 0,27 -0,625 -0,643 1
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Fiiggelék 8. tablazat A poliamin- (putreszcin: PUT, spermidin: SPD, spermin: SPM) szabad (sz), konjugalt (k) formaban, illetve a szabad és kotott
szalicilsav-tartalom (szSA ¢és kSA) értékeinek korrelacidé elemzése 7 napos, 0,5 mM putreszcin-, spermidine- és spermin-kezelés kovetden
buzanovények levelében (L) és gyokerében (Gy). A szignifikans korrelacios kapcsolatok P<0,05 szignifikancia szinten vastagon kiemelve.

szSAL szSAGy kSAL kSAGy szPUTL kPUTL szPUTGy kPUTGy szSPDL kSPDL szSPDGy kSPDGy szSPML kSPML szSPM Gy kSPM Gy
szSA L 1
szSA Gy -0,040 1
kSA L 0,706 0,024 1
kSA Gy 0,086 0,378 0,450 1
szPUT L 0,689 0,478 0,523 0,046 1
kPUT L 0,539 0,620 0,506 0,167 0,961 1
szPUT Gy -0,219  -0,025 0,049 -0,104 0,215 0,263 1
kPUT Gy -0,378 0,004 -0,064 -0,169 0,128 0,185 0,982 1
szSPD L 0,544 0,266 0,307 -0,369 0,885 0,776 0,227 0,190 1
kSPD L 0,146 0,111 0,066 -0,243 0,560 0,499 0,614 0,615 0,620 1
szSPD Gy 0,355 0,606 0,550 0,693 0,549 0,623 -0,120 -0,177 0,247 -0,022 1
kSPD Gy 0,439 0,375 0,599 0,618 0,513 0,535 -0,137 -0,203 0,264 0,007 0,957 1
szSPM L 0,563 0,473 0,666 0,648 0,707 0,738 0,107 0,007 0,392 0,215 0,932 0,920 1
kSPM L 0,459 0,546 0,634 0,687 0,668 0,729 0,109 0,024 0,345 0,188 0,956 0,923 0,992 1
szSPM Gy 0,622  -0,007 0,569 0,386 0,387 0,312 -0,435 -0,520 0,236 -0,139 0,717 0,859 0,695 0,654 1
kSPM Gy 0,328 0,765 0,453 0,362 0,781 0,857 -0,017 -0,042 0,590 0,233 0,863 0,770 0,808 0,839 0,5 1

VI
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Fiiggelék 9. tablazat A poliaminok (putreszcin: PUT, spermidin: SPD, spermin: SPM) szabad (sz), konjugalt (k) formaban, illetve a szabad és
kotott szalicilsav-tartalom (szSA és kSA) értékeinek korrelacio elemzése 7 napos, 0,5 mM putreszcin-, spermidine- és spermin-kezelés kovetéen
kukoricandvények levelében (L) és gyokerében (Gy). A szignifikans korrelacios kapcsolatok P<0,05 szignifikancia szinten vastagon kijelolve.

szSAL  szSAGy kSAL KkSAGy szPUTL KPUTL szPUTGy kPUTGy szSPDL kSPDL  szSPDGy  kSPD Gy szSPM L kSPML szSPM Gy  kSPM Gy

szSA L 1

sZSAGy 0,885 1

kSA L 0861 0,875 1

kSA Gy 033 0152 0,262 1

ssPUTL 0922 0823 0934 0,594 1

KkPUTL 0941 0857 0937 0247 0993 1

sZPUTGy 0365 0,253 0322 0,790 0754 0,296 1

kPUTGy 0,699 0806 0761 0559 0747 0,743 0,963 1

szSPDL 0437 0466 0498 0388 0589 0489 0,652 0,807 1

kSPDL  -0291 -0298 -0412 -0261 -0438  -0338  -0132  -0086 0271 1

szSPDGy 0632 0725 0693 0596 0828 0,654 0,785 0929 0,710 -0,1 1

kSPDGy 0449 0674 0537 0502 0622 0437 0,701 0841 0632 0,097 0,929 1

sZSPML 0043 0137 0047 0579 0232  -0,017 0,817 0720 0591 0,231 0,665 0,731 1

kSPML  -0206 -0177 -0237 0188 -0,129  -0,188 0,337 0,037 0,058 0,31 0,309 0397 0,658 1

sZSPMGy 0672 0272 0603 0436 0853 0,714 0,406 0504 0353  -0,497 0,357 0039  -006  -025 1
kSPMGy 0706 0328 0,609 0445 0891 0711 0,39 0515 0414  -0438 0,32 0,02 007 0372 0974 1

VIl
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Fiiggelék 10. tablazat A poliamin- (putreszcin: PUT, spermidin: SPD, spermin: SPM), az abszcizinsav- (ABA), 1,3-diaminopropan- (DAP) és
prolintartalom, a diamin-oxidaz (DAO) és poliamin-oxidaz (PAO) enzim aktivitasainak, valamint a poliamin-szintézis enzim gének (ODC: ornitin
dekarboxilaz, ADC: arginin dekarboxilaz, SPDS: spermidin szintaz, SAMD: S-adenilmetionin dekarboxilaz), a prolinszintézis enzim gének (P5CS:
pirrolin-5-karboxilat szintaz, OAT: ornitin aminotranszferaz) és a peroxiszomalis poliamin oxidaz enzim (perPAQ) gének expresszios szintjének

crcr

szignifikans korrelacids kapcsolatok P<0,05 szignifikancia szinten vastagon kijeldlve.

PUT SPD SPM  DAP DAO apoPAO ADC ODC SPDS SAMDC perPAO ABA NCED prolin P5CS OAT

PUT 1
SPD -0,445 1
SPM -0,104 0,112 1

DAP 0216 0221 -0411 1

DAO 0,047 -0,118 0114 -0325 1

apoPAO 0,0005 0409 -0,14 0245 -0434 1

ADC 0073 0124 -0499 0,746 -0,436 0,287 1

oDC 0203 -0,183 -008 -0,261 0619 -0,269 -0384 1

SPDS 0489 -0,115 -0,379 0225 0028 0073 0046 0312 1

SAMDC -0,065 0,154 -0,667 0,666 -044 0334 0641 -0,355 0,017 1

perPAO 0,649 -0526 019 0115 0,147 -0,366 -0,249 0403 0536 -0,312 1

ABA 0478 -0526 -0493 0412 -0331 0,196 0578 -0079 0193 0555 0221 1

NCED 0447 -0236 -0216 0128 01 0135 0,126 0,153 -0018 0,185 0,118 0315 1

prolin 0467 -0,653 -0,058 0,175 0,238 -0,233 0,199 0,248 -0,015 -0,087 0487 0513 0134 1
P5CS 0071 0061 -0572 069 -0,138 0,333 0,749 -0,085 0039 0,783 -0,112 0523 0,535 0,181 1
OAT 0259 -0291 -0,731 0,128 -0238 0425 0,389 -0078 0269 0423 -0236 0,727 0,102 0078 0222 1

VIII



