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1. Bevezetés és kutatasi cél

Az abiotikus stresszek, mint a szdrazsdg, sO, magas és alacsony
homérséklet, nehézfém, oxidativ stressz, komoly veszélyt jelentenek a
mezOgazdasig szamara €s a kOrnyezetre is karos hatissal vannak. Az abiotikus
stressz  vilagszerte jelentds mértékben csokkenti a f0 gabonafélék
termésmennyiségét. A klimavaltozds miatt a szdrazsagstressz €s az emiatti
ontozéssel egyiitt jard sostressz egyre tobb teriiletet érint, és komoly
szikesedéshez ~ vezethet az  Ontdzott  teriileteken.  Hazankban  a
novénytermesztOknek szintén minden évben szdmitaniuk kell tobbféle
stressztényezore is. Ezek kozé tartozik az alacsony €s magas hOmérséklet, a
szarazsag, a nehézfém-szennyezés, valamint a kiilonb6zo patogének tamadasai.
A magasabbrendli novények, helyhez kotottségiik miatt, nem tudnak
elvandorolni kornyezetiik kedvezdtlen valtozasai el0l. Ezek hatdssal vannak a
novényi anyagcserefolyamatokra is, ami a novény védekez0 mechanizmusainak
indukal6dasaban, a "stresszvéilaszokban" tiikrozOdik. A ndvények tobbféle
védekez6 mechanizmust dolgoztak ki az egyes stresszféleségek kivédésére. A
természetben a novényeket ért stresszek altaliban nem izoldltan jelentkeznek,
hanem tobbféle stresszhatds is érheti a novényt egyidoben. Ennek hatasara a
kiilonbozd stresszekre adott valaszok azonos folyamatokat indithatnak be, és a
kiilonbozd jelatviteli utak €s védekezési mechanizmusok atfedése figyelheto
meg. Stresszre altaldnosan indukdl6d6é mechanizmus pl. az ozmoprotektins
anyagok (prolin, szénhidritok), valamint a makromolekuldk védelmében
szerepet jatszo komponensek (poliaminok, glicin-betain) szintézise, antioxidans
tulajdonsdgu vegyiiletek (pl. tiolok, aszkorbinsav) felhalmozodasa, az
antioxidans enzimek aktivitisdnak novekedése.

Az utobbi 1iddben deriilt ki, hogy a szalicilsav tobb élettani folyamatban

szerepet jatszik, koztiik egyes stresszhatisok védelmének kivaltasdban is. Az



emberis€g mar évszazadok Ota hasznalta a flizfa kérgét 14z- és
fajdalomcsillapitasra, mely - mint utébb kideriilt- szalicint tartalmaz. Az €10
szervezetben ez szalicilsavva alakul. Tehat a ,,szalicilsav” név a fluzfa latin
nevébOl, a Salix-bol szarmazik. A szalicilsav (SA) stressz€lettani szerepe
elsOsorban a biotikus stressztolerancia jelatviteli folyamataival kapcsolatban valt
ismertté, mindezek mellett azonban az elmult években szamos bizonyiték gytlt
Ossze az abiotikus stresszhatdsok (példaul alacsony és magas homérséklet, UV-
B sugarzas, 6zon, nehézfémek stb.) soran jatszott szerepérol is. Ezek a munkak
nagyrészt a KkiilsOleg adott szalicilsav abiotikus stressz ellen nyuyjtott
védOhatdsardl szamoltak be. Megfeleld koncentriacioban  alkalmazva a
szalicilsav atmeneti oxidativ stresszt okozhat a novénynek, €s ez mint egy edzési
folyamat, a novény antioxidativ kapacitisit megnovelheti. A szalicilsav ill.
szarmaz€kainak pontos hatidsmechanizmusa még ma sem ismert. ElsOsorban
exogén SA alkalmazdsakor kérdéses, hogy az elért hatidsban mennyire jatszik
kozvetlen szerepet a felvett szalicilsav, mennyire a beldle keletkezett
metabolitok.

Mind elméleti, mind gyakorlati szempontbdl nagy jelentdsége van azon
anyagok vizsgdlatinak, melyek a gazdasagi nOvények stresszérzékenységét
csokkenteni képesek. A szalicilsav védohatasar6l megjelent dolgozatok sem a
kezelés modjat, sem a stressztipust illetben nem voltak specifikusak: tobb
esetben taldltak védohatast kiillonbozo stressztipusokkal szemben is mind
ontozés, mind permetezés, mind az elvetésre keriilo mag szalicilsavban torténd
aztatasaval. Ezek az eredmények egyértelmiien azt sugalljak, hogy érdemes a
szalicilsavnak gyakorlati felhasznalhatosdgdval behatobban foglalkozni.

Mindezek alapjan jelen munkédban a kovetkezd feladatokat tliztiik ki:

¢ A tapoldathoz adagolt SA hatdasainak tanulmdnyozasa kiilonféle
abiotikus (hideg, szdrazsag, nehézfém) stresszhatdsok alatt

kukoricandvényekben.



¢ Az endogén SA-szint valtozdsainak tanulmanyozadsa abiotikus
stresszhatasok alatt fiatal kukoricanovényekben.

¢ A gyakorlati alkalmazas szempontjabol is szébajohetd szalicilsavas
magdztatas és védohatdsanak élettani hétterének vizsgélata borso- és

kukoricandvényekben.

Eredményeink gyakorlati hasznosithatosagat elsOsorban abban latjuk, hogy

alapot szolgaltathatnak jobb stresszellenallosagu haszonnovények eldallitasaban.

2. Anyagok és modszerek

A novénynevelés koriilményei, novényi anyagok: A Kkisérletek nagy részében
(exogén SA hatdsa valamint az endogén SA vdltozasa kiilonboz0 abiotikus
stresszek sordn) tdpoldatban, azonos koriilmények kozt nevelt, azonos koru
novényeket haszndltunk, majd kiilonbozd kezeléseket alkalmaztunk. Az
elOnevelés koriilményei a kovetkezOk voltak: A kukoricaszemeket (Zea mays L.,
Norma hibrid) 30 percig 0,5%-0os Neomagnol oldatban fertOtlenitettiik, majd
desztillalt vizzel nedvesitett szlirOpapirban csirdztattuk 3 napig 26°C-on. A
novényeket fOzOpoharban (7/pohédr), a martonvasari Mezdgazdasagi
Kutatdintézet fitotronjaban neveltiikk 22/20°C-on 16/8 6ras fény-sotét periddus
mellett Conviron PGR-15 tipusi nodvényneveld kamrdban (Controlled
Environments Ltd, Winnipeg, Canada) 10 napos korig 250 ml moddositott
Hoagland-tdpoldatban. A megvildgitas mértéke 340 umol m™ s™ PPFD, a relativ
paratartalom 75% volt. A tapoldatot kétnaponta cseréltiik. A hideghatds
vizsgalatahoz a kukoricdk felét 0,5 mM SA oldattal kezeltiik 24 6ran keresztiil,
majd a tdpoldatot SA mentesre cseréltiik. A SA-kezelt €és kezeletlen (kontroll)
novények felét 3 napig hidegkezeltik 5 °C-on, majd mintidt gyljtottiink az
analizisekhez és mértiilk az ionkidramlast. Az ACC és MACC meghatarozas
elott a SA-kezelt és kezeletlen novények felét 4 napig 13/11 °C-on
hidegedzettiik, majd 4 napra 5 °C-ra helyeztiikk. Naponta szedtiink mintét az



analizisekhez. A szarazsagstressz vizsgalatdhoz a szalicilsav kezelt és kezeletlen
novények felét 15 %-os (w/v) PEG6000-rel kezeltik 3 napig, mellyel
szarazsagstresszt 1déztiink el6. Harom napon 4t naponta mértik a
fotoszintézisben bekovetkezd valtozasokat, a 3. napon pedig az ionkidramlast is.
A Cd-stressz tanulmanyozasidhoz a novények egy részét a Cd kezelést
megelozoen 1 napig 0,5 mM SA-val kezeltiik (utdna SA mentes tapoldatot
haszndltunk), mig a novények egy része a Cd-mal egyidejliileg kapta a SA-t. A
kezelést 0,5 mM koncentracidji Cd-mal végeztikk. A 24 6rds Cd kezelést
kovetden gyljtottiink mintdt az analizisekhez illetve a Cd-tartalom
meghatdrozashoz. A fitokelatin szintézis enzimeinek vizsgélatdhoz a ndvények
egy részét 0,1 mM kadmium-nitrattal kezeltiikk, majd 1, 24 és 48 6ra mulva
mintat szedtiink az enzimaktivitdis mérésekhez valamint a Cd-tartalom
meghatidrozdsdhoz. Az endogén SA vizsgidlatihoz ABA-kezelés €s hideg
hatdsdra a novényeket 0,05 illetve 0,1 mM ABA-val kezeltiik 1, 2 illetve 3
napig. A novények egy részét a 2. napot kdvetden 1 napra 5 °C-os ndvényneveld
kamréaba helyeztiikk. A 3 napos kezelés soran naponta gyljtottiink mintat az
analizisekhez, valamint mértilk a klorofill tartalmat. A novények egy részét
hosszabb ideig 5 °C-on hagytuk, hogy tanulmdnyozzuk az ABA hatasat.
Ezekbdl a novényekbdl ionkidaramlast mértiink 6 napos hidegkezelést kovetoen.
A szarazsag- és sostressz hatdsanak tanulmédnyozasihoz a novények egy részét
11 illetve 21 %-os (w/v) PEG6000-rel valamint 50 és 100 mM NaCl-dal
kezeltiik két napig, majd visszahelyeztiikk 0ket normdl tapoldatba 1 hétre, hogy
vizsgaljuk a helyredlldst. Az analizisekhez a 2 napos kezelés sordn naponta,
valamint az 1 hetes helyredllas utdn gy(jtottiink mintat. A Cd-kezelés hatdsanak
vizsgdlatdhoz a 10 napos novények tépoldatit 0, 10, 25 és 50 uM
koncentraciokban Cd(INOj3),-ot tartalmazora cseréltiik. A kezelés 7 napig tartott,
mialatt a kontroll és kadmium kezelt n6vények tapoldatat kétnaponta cseréltiik.
Az SA-magaztatds hatdsanak vizsgdlatihoz borsét (Pisum sativum L.

’Kelvedon’) hasznaltunk. A szemeket (100db/100 ml) oldat 1 napig 4ztattuk,



desztillalt vizben, 0,1 mM illetve 0,5 mM SA oldatban. Ezt kovetoen a
magokat kerti fold, Vegasca és homok 3:1:1 ardnyu keverékébe iiltettiikk. Az igy
eliiltetett bors6t 1 hétig neveltik Conviron PGR-15 tipusi novény

nevelOkamrdban (Controlled Environment Ltd. Winnipeg, Canada), 22/20 °C-on

16/8 6ras vilagos/sotét periddus mellett. A megvilagitds mértéke 200 pmol m™ s
" PPFD, a pdratartalom 75 % volt. Egy hét utdn szedtiink mintit az
analizisekhez. A radioaktiv kisérletekhez gyfiriben *H-mal jelolt SA-t
haszndltunk a magaztatds soran (296 kBq/100 ml). A ndvények egy részét
termésig neveltik, majd mértiik a novényenkénti magtomeget, illetve
magszamot. A hidegstressz hatdsdnak vizsgalatdhoz kukoricandvényeket (Zea
mays L., Norma hibrid) hasznaltunk. A szemeket (100db/100 ml) oldat egy
napig aztattuk, desztillalt vizben, 0,1 mM illetve 0,5 mM SA oldatban. Ezt
kovetden a magokat kerti fold, Vegasca és homok 3:1:1 ardanyu keverékébe
iiltettiik. A nevelési koriilmények megegyzetek a borsondl leirtakkal. Egy hét
utdn a novények egy részeét 5 °C-ra helyeztiik, majd 5 nap utdn szedtiink mintat
az analizisekhez. A Cd-stressz kivaltotta hatdsok tanulméinyozisdhoz borsét
(Pisum sativum L. ’Ran’) és kukoricat (Zea mays L. ’Norma’ hibrid)
hasznaltunk. A szemeket 6 Ordn at dztattuk desztillalt vizben illetve 0,5 mM SA
idoldatban, majd desztillalt vizzel nedvesitett szlirOpapirban csiriztattuk 3 napig
26°C-on. A novényeket fézOpoharban neveltiik 22/18°C-on 16/8 6ras fény-sotét
periddus mellett Conviron PGR-15 tipusi ndvényneveld kamrdaban (Controlled
Environments Ltd, Winnipeg, Canada) 12 napos korig a 4.1.1 pontban
ismertetett modositott Hoagland-tapoldatban. A bors6 ndvények egy része mar a
nevelés kezdetétdl 1, 2 illetve 5 uM Cd-on, mig a kukorica 10, 15 illetve 25 uM
Cd-on ndtt. A megvildgitds mértéke 200 umol m™ s' PPFD, a relativ
paratartalom 60% volt. A tdpoldatokat kétnaponta cseréltiik.

lonkidramlds mérése: Kukorica levélbol 3 db 5 mm atmérdjli levélkorongot

1,5 ml ultratiszta vizet tartalmazo fioldba helyeztiik €s 1 6ran 4t razattuk. Ezutan



egy Automatic Seed Analyzer berendezéssel (ASA610, Agro Science Inc. USA)
mértiik az oldat konduktivitasat, majd -80 °C-os fagyasztds utdn ujra lemértiik
(100 %-osan roncsolt membran). A méréshez hasznalt ultratiszta vizet desztillalt
vizbdl allitottuk eld Milli-Q 50 (Millipore, USA) tipust berendezés segitségével.

Gyokér életképesség vizsgdlat TTC-vel: Az atmosott gyokerekbdl 0,1 g
mintat mértiink ki, melyeket 3 ml 0,6 vegyes %-os TTC oldatba (50 mM foszfat-
puffer, pH 7,5) helyeztiink. A mintdkat 24 O6ra elteltével desztillalt vizzel
leoblitettilk, majd 5 ml etanolban 60 °C-on, 30 perc alatt kiextrahaltuk a
gyokerekbdl a keletkezett piros szinll vegyiiletet, és ezt kdvetden 485 nm-en
fotometraltuk.

Lipid peroxiddcio meghatdrozdsa: 0,2 g ndvényl mintat dorzsmozsarban
600 ul 0,1 %-os (w/v) TCA-val eldorzsoltiink, majd 12000 g-vel 10 percig
centrifugdltuk. A feliilusz6é 300 ul-éhez 2 ml 0,5 % (w/v) TBA-t tartalmazé 20
%-0s (w/v) TCA-t adtunk és az elegyet 90 °C-on 30 percig inkubdltuk. Az
MDA tartalom meghatarozasa spektrofotometridsan, 532 nm-en tortént, a 600
nm-en mért nem specifikus abszorpcié figyelembevételével. A lipidperoxidok
koncentraciéjat az MDA tartalombdl a 155 mM™' cm’ extinkciés koefficiens
segitségével szamoltuk ki, és pmol g friss tdmeg adtuk meg (Thomas és mtsai,
2004).

Klorofilltartalom mérése: A teljes klorofilltartalom meghatirozisidhoz
SPAD-502 klorofill mér6 (Minolta Camera Co., Ltd, Tokyo, Japan) berendezést
hasznéltunk.

Klorofill fluoreszcencia indukcio mérése: A AF/F,’ klorofill fluoreszcencia
indukcids paramétert (AF/F,” = (F,,’ — F)/ F,’, ahol az F,;’ a maximdlis, mig az
F; a steady state klorofill fluoreszcencia szinteket jelolik fény adaptélt
allapotban) Janda és mtsai (1994) dltal leirtak szerint PAM-2000 (Walz,
Effeltrich, Németorszdg) fluorométerrel 22°C-on, a novényneveld kamraban

mértilk. A mérések a harmadik teljesen kifejlett levélen torténtek.



A fotoszintetikus aktivitds mérése: A fotoszintetikus aktivitds mérése a
novények legfiatalabb teljesen kifejlett levelein, nyitott rendszer(i LI-6400 tipusu
infravoros gazanalizitorral (LI-COR, Lincoln, Nebrasca, USA) tortént.
Megvildgité fényforrdsként a mérofejhez csatlakoztathatdo 6400-02 LED lampat
(LI-COR, Lincoln, Nebrasca, USA), a hOmérséklet szabdlyozdsara a beépitett
Peltier elemet hasznéltuk. A méréseket szobahOmérsékleten (22 °C) végeztiik. A
kiilonbozd gazcsere paraméterek meghatdrozdsa von Caemmerer és Farquhar

(1981) moédszere szerint tortént.

Antioxiddns enzimek kivondsa és aktivitdas mérése: 0,5 g ndovényi anyagot
kvarchomokkal dorzsoltiink el 2,5 ml jéghideg 0,5 mM TRIS pufferben (pH
7,4), 3 mM MgCl, 5 mM aszkorbinsav és 1 mM EDTA jelenlétében
dorzsmozsidrban. A  homogenatumot hiitott centrifugdban 20 percig
centrifugdltuk 15000 g-vel. A glutation-reduktdz aktivitisat a friss, mig a
tovabbi enzimeket a -20°C-on tarolt fagyasztott feliiluszobol mértiikk. Az
enzimaktivitdsokat fotometridsan hataroztuk meg (Shimadzu UV-VIS 160A). A
katalaz aktivitasat 240 nm-en mértiikk, a hidrogénperoxid fogyasat nyomon
kovetve Janda €és mtsai (1999) 4ltal haszndlt mdodszerrel. A gvajakol oxidécidja
nyoman bekovetkez0 abszorbancia novekedést 470 nm-en spektrofotométerrel
nyomon kovetve mértiik (Adam és mtsai, 1995). Az aszkorbinsav fogydsit 290
nm-en kovettik nyomon (Janda ¢és mtsai, 1999). A glutation-reduktiz
aktivitdsanak meghatarozasakor a 5,5 -ditio-bis-(2-nitro-benzoesav) redukcidjat
mértiikk 412 nm-en a Smith és mtsai (1988) altal leirtak szerint. A glutation-S-
transzferdz aktivitisanak meghatdrozdsa 340 nm-en spektrofotometridsan

Mannervik €s Guthenberg (1981) modszere szerint tortént.

Prolin tartalom meghatdrozdsa: A prolin tartalmat Bates és mtsai (1973)
modszere alapjan hataroztuk meg 0,5 g novényi anyagot extrahdltunk 10 ml

desztillalt vizben, majd ebbdl 2,5 ml-t reagdltattunk 3,4 ml ecetsavas ninhidrin



reagenssel (12,5 mg/ml). 5 ml toluollal kiextrahédltuk majd 518 nm-en mértiik

spektrofotometridsan.

Kadmium tartalom meghatdrozdsa: A kadmium tartalmat Hegediis €s mtsai
(2001) modszere alapjan hataroztuk meg ICAP-61E tipusi atomabszorpcids
késziilékkel.

ACC és MACC tartalom meghatdrozdasa: Az ACC és MACC
meghatdrozasat Tari €s Nagy (1994) szerint végeztiik gdzkromatograffal, melyhez

2 g ndvényi anyagot hasznaltunk.

Poliaminmérés: A Poliamintartalom meghatirozdsa Smith és Davies (1985)

modszerével tortént HPLC-vel.

SA-extrakcio és mennyiségi analizis: A szalicilsav HPLC-s analizisét
Meuwly és Métraux (1993), valamint Pal €s mtsai (2005) altal leirt modszer

szerint végeztiik.

Y -Glutamil-cisztein-szintdz és glutation-szintdz enzim aktivitdsanak
mérése: Y -Glutamil-cisztein-szintiz és glutation-szintdz enzim aktivitasat Kocsy
€s mtsai (2004) altal leirtak szerint mértiikk 0,3 g levél, illetve 0,5 g gyokér
felhaszndlasaval HPLC-vel.

Fitokelatin-szintdz enzim aktivitdsdnak mérése és fitokelatinok mennyiségi
meghatdrozdsa: A fitokelatin-szintdz enzim aktivitisat Chen és mtsai (1997)

altal leirt modszerrel végeztiik.

Statisztikai analizis: Az eredmények 10 ismétlés atlagai a klorofill-a
fluoreszcencia indukcios mérések €s a klorofilltartalom esetében, 5 ismétlés
atlagai az MDA tartalom meghatarozasa, és a HPLC-s analizisek soran, 3—5
mérés atlagai az enzimaktivitasi adatok, illetve a GC analizis eredményei. Mivel
az altalunk vizsgalt paramétereket az oregedési folyamatok is befolydsolhatjdk

(Prochazkova €és mitsai, 2001), a paraméterek valtozdsait az azonos napos



kontroll novényekben mért ért€ékekhez hasonlitottuk. A szignifikancia

vizsgédlathoz Student-féle kétmintds t-probat hasznaltunk.

3. Eredmények

Jelen dolgozat keretében a kiillonb6z6 modon alkalmazott kiilsleg adagolt
SA szerepét tanulmdnyoztam abiotikus stresszfolyamatok sordn, valamint az
endogén SA-szintben bekovetkezett valtozdsokat vizsgiltam ezen stresszek

hatasara.

3.1. A kiilsoleg adagolt szalicilsav hatdsai a stressztiro képességre

Mivel el6szor a hideg elleni védelemben mutattuk ki a SA védOhatasat,
ezért tovabb tanulminyoztuk, hogy a milyen anyagcsere-folyamatok
jarszodhatnak le a fiatal kukoricanovényekben, amik a megnodvekedett
stresstolerancidért felelosek lehetnek. Kimutattuk, hogy a tdpoldathoz adagolt
SA hatdsara megnovekedett a novények poliamin tartalma, mely a
makromolekuldk védelmében szerepet jatszhat. Ez a megemelkedett poliamin-
mennyiség egyrészt az SA hatdsdra megnodvekedett Put-szintbOl szarmazott,
valamint az SA kezelést kovetd hideg hatasara a Spd is felhalmozddott. A
tdpoldathoz adagolt SA a hideg hatdsara bekovetkezd6 ACC akkumulaciot is
csokkentette hasonldéan a hidegedzéshez. Tehat elmondhatjuk, hogy ebben az
esetben a SA az edzéshez hasonl6 folyamatokat inditott be a ndvényekben.

Ellentétben az alacsony hOmérséklettel ozmotikus stressz sordn a
tdpoldathoz adagolt 0,5 mM SA csOkkentette a nettd fotoszintézist, a
sztOmaatereszto-képességet, valamint fokozta a membrankarosodast fiatal

kukoricanévényekben, s mintegy felerdsitette a stressz hatasat.



Ezutdn a SA Cd-stresszre kifejtett hatdsat vizsgaltuk. Elso 1€pésben a
nehézfém toxicitds kivédésében szerepet jatsz0 enzimek aktivitdsanak
valtozasait vizsgaltuk. Kimutattuk, hogy Cd hatdsdra kukoricandvények
gyokerében el0szor a GS enzim aktivitdsa fokozodott mér 1 6ra elteltével, majd
I nap utdan a YECS aktivitdsa is. A PCS enzim aktivitisa kezdetekben nem
valtozott, majd 2 nap utdn kismértékben csokkent a PC, mennyiségének
felhalmozodasaval parhuzamosan. A levélben ugyanakkor a PCS aktivitésa,
parhuzamosan a Cd megjelenésével a levélben, mar 1 ora elteltével
megemelkedett, mig a tobbi enzim aktivitdsa csak 1 nap utdn ndtt meg, majd 2
nap utin kismértékii csokkenést tapasztaltunk. A tovabbiakban a kiilsdleg
adagolt SA hatdsat tanulmdnyoztuk. Kisebb mértékii Cd-felhalmozo6dast
tapasztaltunk SA-kezelés hatasara a kukoricanovények gyokereiben, mig a
levelekben jobban akkumulédlédott a Cd a SA-kezelt novényekben. Ennek
ellenére a SA-kezelés a gyokerek életképességét csokkentette, mig a levelekben
mérsékelte a membrankarosodas mértékét Cd-stressz folyaméan. Gyokerekben a
SA-kezelés fokozta a POD, APX és GR enzimek aktivitdsat, mig a levélben csak
a GR enzim mukodésében okozott kismértékii emelkedést, valamint a
fotoszintetikus elektrontranszportlinc mikodését is védte a Cd-mal egyiitt

adagolt SA.

3.2. Az endogén szalicilsav-szint vdltozdsa abiotikus stresszek folyamdn

Az exogén SA hatdsainak vizsgalata utin attértiink az endogén SA szintben
bekovetkezd valtozdsok tanulmanyozédsara abiotikus stresszhatdsra Hideg
hatdsara kukoricanovényeknek csak a levelében nott meg a szabad SA-szint,
viszont mind a levélben, mind a gyOkérben megndtt egy lehetséges
prekurzordnak, az oHCA kotott formdjanak a mennyisége. Az ABA hatdsat is
vizsgéltuk alacsony hdmérsékleten fiatal kukoricanovényekben. 0,05 illetve 0,1

mM ABA-kezelés csOkkentette kukoricandvények klorofill tartalmat, de
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mérsékelte a hideg okozta membrankarosodas mértékét. A gydkerekben fokozta
a GR, GST és APX aktivitasat, mig a levélben csak a GST aktivitdsa nott meg
kismértékben. ABA-kezelésés hatasara mind a szabad, mind a kotott oHCA
mennyisége megnott a ndvények gyokereiben, de hideg hatdsara lecsokkent. A
levelekben nem tapasztaltunk valtozast. A szabad SA-szint nem valtozott ABA-
kezelés hatdsara, a kotott SA mennyisége csak a levélben emelkedett meg, de
hideg hatasara lecsokkent a mennyisége.

Ozmotikus stressznek kitett novényekben (11 illetve 21 % PEG) a szabad
SA-szintje megemelkedett a 21 %-os PEG hatédsara. A kotott SA-szintjében is
csak a 21 %-os koncentracional tapasztaltunk emelkedést a kezelés alatt, mig a
visszadllas sordn a 11 %-os PEG-gel kezelt novényeknél is megemelkedett a
szintje. A szabad oHCA mennyisége csak a 21 %-o0s PEG-kezelés utan ndtt meg,
mig a kotott mennyisége mindkét PEG-kezelésnél megemelkedett és ez még
kifejezettebb volt a 11 %-os PEG-nél a visszaallas alatt.

Sostressz vizsgélata sordn kimutattuk, hogy az altalunk hasznélt 7 napos 50
illetve 100 mM NaCl-kezelés hatdsara valamint a visszadllas soran gyokérben a
POD és a GR, mig a levélben a GR és az APX aktivitisa megemelkedett. A
szabad SA mennyisége a 100 mM NaCl-kezelés és a visszadllds soran
megemelkedett a kukoricanovények gyokereiben, mig a levélben csak a
visszadllas sordn. A kotott SA mennyisége nem véltozott szignifikdnsan. Ezzel
ellentétben a szabad oHCA szintje mar a 100 mM-os NaCl-kezelés 3. napjatol
folyamatosan emelkedett és a visszadllds sordn ez még kifejezettebb volt. A
gyokérben csak a visszadllds sordn tapasztaltunk novekedést. A kotott oHCA
szintje nem valtozott. Ebbdl megallapithatjuk, hogy itt az oHCA valdsziniileg
inkabb antioxidansként funkciondlt, nem pedig a SA prekurzoraként.

Cd-stressz soran is vizsgaltuk az endogan SA, valamint oHCA valtozasait.
25, illetve 50 uM Cd hatédsara kukoricandvények levelében megnott a szabad €s
a kotott SA és oHCA szint, mig a gyokérben csak a szabad oHCA szint

emelkedett az 50 uM Cd-kezelést kdvetden.
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3.3. A szalicilsavas magdztatds élettani hatdsai

Ezek utin attértink a gyakorlat szdméra jobban haszndlhat6 SA-
magaztatasos  kisérletekre.  Kisérleteinket  el0szor bors6  novényen
végeztiik.Kimutattuk, hogy borsémagvak 0,1, illetve 0,5 mM SA-aztatdsa
novelte a csirdzasi szdzalékot, valamint a szemszdmot €s a szemtOmeget,
tovabba fokozta a POD aktivitast 1 hetes ndvények hajtisaiban, illetve az APX
aktivitasat az epikotilban. A kotott oHCA mennyisége minden ndvényi részben
megnott a 0,5 mM SA-magéztatds hatdsara, mig a szabad oHCA csak az
epikotilban volt kimutathatosagi hatéar felett €s a mennyisége nem valtozott a
kezelés hatdsara. A szabad SA tartalom nagymértékben megemelkedett az
epikotilban, mig a magban kisebb mértéki akkumulaciot taldltunk a SA-
magdaztatds hatdsara. A kotott SA foleg a magvakban halmozddott fel, de
kismértékli novekedést az epikotilban €s a gyokérben is tapasztaltunk. Hogy
nyomonkovessilk a magdaztatds sordn hasznalt SA-at triciummal jelolt SA-t
haszndltunk. Ennek alkalmazéasaval kimutattuk, hogy a magéztatashoz hasznilt
SA fdleg a magban taldlhat6 kotott frakcioban jelenik meg, €s csak
kismértékben az epikotilban. Az epikotilban taldlhat6é jelolt SA a novekedés
mértékéhez képest kisebb aranyu, tehat valdsziniileg féleg a de novo szintézisbol
szarmazik a borsé epikotilban felhalmozddott szabad SA.

A tovabbiakban kukoricandvényekben vizsgédltuk a SA-magéztatas hatdsait.
Kimutattuk, hogy hatdsara megnétt a Put mennyisége kukoricandvények
levelében, valamint hideghatisra az SA magaztatott novények levelének
cadaverin tartalma. A gyOkérben a magaztatds hatdsdra a Put, Spd és Spn
mennyisége megemelkedett, de hideg hatdsara a kontroll szintjére esett vissza. A
szabad OHCA mennyisége a SA-magdztatis hatdsdra megemelkedett a
kukoricandvények, levelében, gyokerében és a magban is. A gyokérben és a

magban a hideghatds alatt is magasabb volt a szintje a kontrollhoz képest, mig a
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levélben kicsit alacsonyabb, de ez nem az oHCA-szint csokkenésbdl adodott,
hanem a kontroll ndvényekben hideghatésra tortént oHCA akkumuldcié miatt. A
kotott oHCA csak a mavakban emelkedett meg a kezelés hatdsara és a
hidegkezelés alatt is magasabb volt a szintje. A szabad és kotott SA
mennyiségében hasonlé valtozdsokat tapasztaltunk, mint a kotott oHCA
esetében.

Cd-stressz sordn is tanulmanyoztuk a SA-magdztatds kivéltotta
folyamatokat mind borséban, mind kukoricdban. Kimutattuk, hogy mindkét
novényben csokkenttette a lipidperoxidacié mértékét, mérsékelte a
membrinkérosodast, valamint gitolta a prolin akkumulaciét. A szabad SA-szint
a SA elokezelés hatdsara kismértékben megemelkedett, de a Cd koncentracio
novekedésével csokkent, mig az SA-val nem eldkezelt novényekben mind
borséban, mind kukoricaban is csak késobb kezdett el csokkenni. A kotott SA
mennyisége magasabb Cd-koncentracioknidl mindkét novényben jelentOsen
megemelkedett, mig a SA-magdztatott novények esetében csak kismértékli
movekedést tapasztaltunk.

Osszegzésiil megdllapithatjuk, hogy a SA-eldkezelés védelmet nyijthat a
novényeknek abiotikus stresszfolyamatok sordn, viszont a kezelés moddja,
idOtartama, a kezelt ndvényi rész, a ndvény kora €s dllapota, valamint az adott
abiotikus stressz fajtdja €s foka nagyban befolyésolja a SA 4ltal kivaltott hatast,

mely akar karos is lehet a novényre, felfokozva a stresszszimptomakat.

4. Uj tudoméanyos eredmények

» Kimutattuk, hogy a tapoldathoz adagolt SA hidegstressz soran poliaminok
szintézisét indukdlja, valamint, az edzéshez hasonldan, csokkentette a
hideg hatdsara bekovetkezd ACC felhalmozodast kukoricandvényekben,

mely a stressztiroképesség fokozodasara utal.
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» Kimutattuk, hogy a tapoldathoz adagolt SA ozmotikus stressz soran
fokozta a membrankarosodast fiatal kukoricandovényekben, s mintegy
felerdsitette az ozmotikus stressz hatdsat.

» Kisebb mértékii Cd-felhalmozddast tapasztaltunk SA-kezelés hatdsara a
kukoricandvények gyokereiben, azonban a gyokerek életképességét a SA-
kezelés csokkentette, mig a levelekben mérsékelte a membrankarosodas
mértékét.

» Kimutattuk, hogy mérsékelt NaCl-stressz hatdsara a szabad oHCA szintje
mar a kezelés 3. napjatdl folyamatosan emelkedett €s a visszadllds sordn
ez még kifejezettebb volt, mig a gyokérben csak a visszadllds sordn
tapasztaltunk novekedést. Ezek a véltozdsok adapticids folyamatokra és
az oHCA antioxidans szerepére utalnak.

» Triciummal jelolt SA alkalmazasaval igazoltuk, hogy a borsé
magdaztatashoz hasznalt SA féleg a magban taldlhato kotott SA frakcioban
marad, €s csak kismértékben jelenik meg az epikotilban. Az epikotilban
talalhato jelolt SA a SA-szint novekedésének mértékéhez képest kisebb
aranyu, tehat a bors6 epikotilban felhalmozddott szabad SA valdszinilileg
fdleg de novo szintézisboOl szarmazik.

» Igazoltuk a SA magaztatds védohatasat Cd-stresszel szemben fiatal
kukorica- €s borsondovényekben. Ez a védohatds kisebb mértékii
lipidperoxidaciéban €és membriankdrosodasban, a fotoszintetikus é&s

antioxidans rendszer jobb mitkkodésében nyilvanult meg.
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