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1. Bevezetés

Az abiotikus stresszek, mint a szarazsag, s6, magas és alacsony hdmérséklet, nehézfém,
oxidativ stressz, komoly veszélyt jelentenek a mezdgazdasig szdmdra és a kornyezetre is
karos hatdssal vannak. Az abiotikus stressz vildgszerte jelentds mértékben csokkenti a {6
gabonafélék termésmennyiségét. A klimavdltozds miatt a szdrazsiagstressz €s az emiatti
ontozéssel egyiitt jard sostressz egyre tobb teriiletet érint, és komoly szikesedéshez vezethet
az Ontozott teriileteken. Hazdnkban a novénytermesztOknek szintén minden évben
szamitaniuk kell tobbféle stressztényezdre is. Ezek kozé tartozik az alacsony és magas
homérséklet, a szdrazsig, a nehézfém-szennyezés, valamint a kiilonb6z0 patogének
tdmaddsai. A magasabbrendli novények, helyhez kotottségiik miatt, nem tudnak elvandorolni
kornyezetik  kedvezdtlen  valtozdsai el6l. Ezek hatdssal vannak a ndvényi
anyagcserefolyamatokra is, ami a novény védekez0 mechanizmusainak indukalddéasdban, a
"stresszvalaszokban"  tiikkr6z6dik. A megvéltozott kornyezeti koriilményekre adott
stresszvalaszok kialakuldsdnak gyorsasdga €s hatékonysdga meghatdrozhatja az egyedek, sot
még a fajok életképességét is. A rovid ideig tarté stresszvilaszok ("akklimatizacid") az egyes
novényegyedek tuléléséhez sziikségesek, azok a fiziolégiai véltozasok pedig, amelyek
stresszkoriilmények kozt torténd folyamatos nodvekedés sordn alakulnak ki (adapticids
folyamatok) a fajok hosszu tavu életben maradasaért felelosek. A novények tobbféle
védekez0 mechanizmust dolgoztak ki az egyes stresszféleségek kivédésére. A természetben a
novényeket ért stresszek dltaldban nem izoldltan jelentkeznek, hanem tobbféle stresszhatds is
érheti a novényt egyidoben. Ennek hatdsdra a kiilonbozd stresszekre adott vdlaszok azonos
folyamatokat indithatnak be, és a kiilonboz0d jeldtviteli utak és védekezési mechanizmusok
atfedése figyelhet6 meg. Stresszre dltaldnosan indukdlédé6 mechanizmus pl. az
ozmoprotektdns anyagok (prolin, szénhidritok), valamint a makromolekuldk védelmében
szerepet jatszo komponensek (poliaminok, glicin-betain) szintézise, antioxidans tulajdonsagu
vegyiiletek (pl. tiolok, aszkorbinsav) felhalmozddasa, az antioxiddns enzimek aktivitdsanak

novekedése.



Az utébbi idében dertilt ki, hogy a szalicilsav tobb élettani folyamatban szerepet jétszik,
koztiik egyes stresszhatasok védelmének kivdltadsaban is. Az emberiség mar évszazadok ota
hasznalta a flizfa kérgét 14z- és fajdalomcsillapitdsra, mely - mint utébb kideriilt- szalicint
tartalmaz. Az €10 szervezetben ez szalicilsavva alakul. Tehat a ,,szalicilsav” név a fiizfa latin
nevébdl, a Salix-bol szarmazik. A szalicilsav stresszélettani szerepe elsOsorban a biotikus
stressztolerancia jeldtviteli folyamataival kapcsolatban valt ismertté, mindezek mellett
azonban az elmult években szdmos bizonyiték gyiilt 6ssze az abiotikus stresszhatdsok (példaul
alacsony és magas hOmérséklet, UV-B sugirzds, 6zon, nehézfémek stb.) sordn jatszott
szerepérdl is. Ezek a munkdk nagyrészt a kiils6leg adott szalicilsav abiotikus stressz ellen
nyujtott védohatdsardl szamoltak be. Megfeleld koncentracioban alkalmazva a szalicilsav
atmeneti oxidativ stresszt okozhat a novénynek, és ez mint egy edzési folyamat, a novény
antioxidativ ~ kapacitdsat megnovelheti. A szalicilsav ill. szdrmazékainak pontos
hatdsmechanizmusa még ma sem ismert. ElsOsorban exogén SA alkalmazdsakor kérdéses,
hogy az elért hatdsban mennyire jatszik kozvetlen szerepet a felvett szalicilsav, mennyire a
beldle keletkezett metabolitok.

Mind elméleti, mind gyakorlati szempontbdl nagy jelentdsége van azon anyagok
vizsgalatinak, melyek a gazdasdgi novények stresszérzékenységét csokkenteni képesek. A
szalicilsav védohatdsar6l megjelent dolgozatok sem a kezelés mddjat, sem a stressztipust
illetéen nem voltak specifikusak: tobb esetben talaltak védohatast kiillonbozo stressztipusokkal
szemben is mind Ontdzés, mind permetezés, mind az elvetésre keriild6 mag szalicilsavban
torténd 4ztatdsdval. Ezek az eredmények egyértelmiien azt sugalljdk, hogy érdemes a
szalicilsavnak gyakorlati felhasznédlhat6sagaval behatébban foglalkozni. Mindezek alapjan
jelen munkdban egyrészt a kiils6leg adagolt szalicilsav éaltal kivaltott hatdsokat
tanulmdanyoztuk, kiilonos tekintettel a gyakorlati szempontbdl is hasznosithaté magéztatdsos
alkalmazdasra, masrészt hogy a kiillonboz6 abiotikus stresszfolyamatok hogyan hatnak az
endogén szalicilsav szintre. Eredményeink gyakorlati hasznosithatésdgat elsdsorban abban

latjuk, hogy alapot szolgaltathatnak jobb stresszellendllésdgu haszonndvények eldallitasaban.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A novényi stressz

Az elsddleges stresszhatdsok, mint pl. a szdrazsag, s6, alacsony és magas homérséklet,
kémiai szennyezOdés, gyakran egymadssal atfednek, karositjdk a sejteket €s madsodlagos
stresszt (ozmotikus- és oxidativ stressz) vdltanak ki. A kezdeti stressz szigndlok (mint pl. a
hémérsékletvaltozds, a membranfluiditds, az ozmotikus- és ionhdztartds megvaltozdsa)
beinditjak a jelatviteli és transzkripcids folyamatokat, melyek aktivaljdk a homeosztazis és a
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sériilt membranok és fehérjék helyredllitasaért felelds valaszreakcidkat (1. dbra).

Szarazsag

So Kémiai

stressz Masodlagos stressz
hémérséklet Ozmotikus stressz
Oxidativ stressz

Ozmotikus- és ionegyensuly
felborulasa;
membranok és fehérjék
szerkezeti és funkcionalis
karosodasa

Alacsony
hémeérséklet

Ozmoszenzor (pl. AtHK1), foszfolipazok (pl. PLC)

masodlagos hirvivék (pl. Ca2+, PtdOH, ROS ),
MAP kinazok, Ca2+ szenzorok (pl. SOS3),

Ca2+-fliggd protein-kinazok (pl. CDPK-k)

Transzkripcios faktorok
(pl. CBF/DREB, ABF, HSF, Bzip, MYC/MYB)

Detoxifikalas
(SOD, POD)

Chaperone funkciok

wsp, SP1, LEA, COR)

Génaktivacio |

Ozmotikus védelem Viz- és ionmozgas
(prolin, (aquaporinok,
glicin-betain, iontranszporterek)

szénhidratok) l

A sejt homeosztazisanak helyreallasa,
a membranok és fehérjék szerkezeti és funkcionalis védelme

Stressztolerancia vagy rezisztencia

1. abra Stresszvalaszok novényekben (Wang és mtsai 2003 nyoman).

Ha nem a megfeleld viélaszreakcié alakul ki, akkor irreverzibilis kdrosodds érheti a

strukturdlis és funkciondlis fehérjéket és membranokat, felborulhat a sejt homeosztazisa, s



mindez a novény haldldhoz vezethet. (Wang és mtsai, 2003). Az abiotikus stresszfolyamatok
szamos morfoldgiai, fizioldgiai, biokémiai és molekularis valtozdst okoznak, mely végso
soron a novekedést és a termésmennyiséget befolydsolja (Wang és mtsai, 2001a). A
szarazsag-, s6-, alacsony- €s magas hOmérsékleti, valamint az oxidativ stressz gyakran
egylittjarnak, és nagyon hasonlé véltozdsokat indukdlnak a novényekben. Pl. a szdrazsag és
sOstressz elsOdlegesen ozmotikus tresszként jelenik meg, mely a homeosztizis és az
ionhdztartds zavaraival jar (Serrano és mtsai, 1999; Zhu, 2001). Az oxidativ stressz, mely
altaldban minden abiotikus stressz kisérdje, a strukturdlis és funkciondlis fehérjék

denaturécidjat okozhatja (Smirnoff, 1998).

2.1.1. Alacsony homérsékleti stressz

Szamos fontos gazdasigi novényiink szubtropusi eredetii, igy fokozottan érzékenyek az
alacsony homérsékletre. A kukorica esetében, mely hazdnkban és a vildg szdmos mads
orszagaban egyardnt az egyik legfontosabb gazdasdgi novény, a hideg karosité hatdsdval
elsésorban a novény fejlédésének kezdeti szakaszdban kell szamolni. Mivel a novények nem
tudjak szabdlyozni homérsékletiiket, nagyon fontos szdmukra a kornyezet hdmérséklete. A 0
és 15 °C kozotti hdmérséklet (chilling) jelentds karosoddsokat okozhat az erre érzékeny
novényekben. Ezek a kdrosoddsok lathatéan is megnyilvanulhatnak, péld4dul hervadédsban, a
novekedés ledllasdban, szoveti elhaldsban, de zavarokat okozhat az anyagcsere-
folyamatokban és a fotoszintetikus rendszerben is mar azeldtt, hogy a novényen a lathaté
karosoddsok megjelentek volna. A chilling-stressz okozta kdrosoddsok reverzibilisek és
irreverzibilisek lehetnek. Ha a chilling periédust egy magasabb homérsékleti periddus koveti
(mint példdaul a természetben a nappalok és az éjszakdk), akkor a hideg-indukalt
anyagcserezavarok megsziinnek. Ha azonban hosszabb idejii chilling-stressznek tessziik ki az
arra érzékeny novényeket, akkor irreverzibilis karosodast szenvedhetnek.

Tekintettel arra, hogy az anyagcserefolyamatok jelentds része membranhoz kotott, a
membréanok 4allapotdnak megvaltozdsa kiemelkedd szerepet jatszik a hidegstressz, illetve az
alacsony homérséklethez valé alkalmazkodds sordn. A chilling-érzékeny novények
hidegkdarosoddsdandl a membranlipidek nagyrészénél nem torténik féazisdtmenet, bar
eléfordulhat, hogy kisebb lipidfrakciok lokalisan fazisatalakuldst szenvedhetnek alacsony
homérsékleten (Quinn, 1988), itt valdsziniileg inkabb funkciondlisan karosodik a membrén,
mint strukturdlisan. A membranosszetétel kiilonbségei részben megmagyardzhatjdk a

chillingérzékenységben tapasztalt eltéréseket. Kimutattdk, hogy hidegérzékeny novények



levelei lipidextraktumdanak foszfatidil-gliceridjei 4ltaldban lényegesen tobb palmitin- és
transz-A>-hexadekdnsavat (t16:1) tartalmaztak, mint a hidegt{ir6 névényekéi (Murata és mtsai,
1982). ElsOsorban hidegtlird novények esetében ismert, hogy tartés alacsony homérséklet
hatdsira a membranfluiditdis megnovekszik (adaptici6). Kiilonb6zd fagydllosagu
buzafajtdkban esetében korreldciét mutattak ki a transz-A’-hexadekénsav tartalomban a
hidegedzés sordan bekovetkezett véltozds és a fagyéllosag kozott (Szalai és mtsai, 2001),
valamint, hogy az alacsony homérsékleti edzés soran kialakulé membranfluiditds novekedés
szintén korreldl a fagyallosdggal (Nishida és Murata, 1996). Ez egyrészt a telitetlen lipidek
ardnydnak novekedésébdl ered, bar feltételezik, hogy tilakoid membranok esetében - ahol a
telitetlen lipidek ardnya 4ltaldban magas - a fluiditasvdltozas a lipid/fehérje ardny
megvaltozdsanak az eredménye (Chapman és mtsai, 1983). Csicseriborséban azt talaltdk,
hogy a lipidek megnovekedett telitetlensége megovhatja a sejteket a pusztuldstdl alacsony
homérsékleten, habar a membranfluiditas-valtozas nem korrealt az LT értékekkel (Bakht és
mtsai, 2006). Kimutattdk, hogy chilling-szenzitiv novényekben stressz hatisiara megnd a
galaktolipaz aktivitdsa, ez megnoveli a szabad zsirsavak szintjét, melyek mar a lipoxigendz
enzim szubsztratjai lehetnek (Kaniuga, 2008). A kloroplasztisztban kiilondsen sok telitetlen
zsirsav taldlhato, ezekbdl a lipoxigendz enzim hatdséra zsirsav-hidroperoxidok és szuperoxid-
anionok képzddnek, melyek roncsoljadk a membrant. A lipidperoxidicié membrankdrositd
hatdséat altaldban indirekt mérésekkel tudjuk nyomonkévetni, mint pl. az ionkidramlds vagy
pedig a malondialdehid mérésével.

Egyes novekedésszabdlyozd anyagok, mint az abszcizinsav, etilén és a kiillonboz6 PA,
mennyisége is megnd a ndvényekben stresszhatisokra. Az abszcizinsav a leggyakrabban
vizsgalt novényi hormon a stresszfizioldgidban. Hidegérzékeny novényekben alacsony
homérsékleten megnd az abszcizinsav szintje (Vernieri €s mtsai, 1991). Arr6l azonban
megoszlanak a vélemények, hogy ez az abszcizinsav akkumulidcié kozvetleniil a hideg
hatdsdnak koszonhetd (Fracheboud és Stamp, 1993), vagy pedig az alacsony homérsékleten
fellépd vizhidny okozza (Capell és Dorffling, 1989). Ha a novények levelét vagy gyokerét az
alacsony homérsékleti kezelés eldtt vagy alatt abszcizinsavval kezelték, az csokkentette a
hideg okozta karosodasokat (Pardossi és mtsai, 1992, Bakht és mtsai, 2006). Abszcizinsavval
kezelt uborka hajtdsokban megndtt az oldhaté cukrok mennyisége, valamint a sztachidz-
szintdz aktivitdsanak szabdlyozdsaval a sztachidz szintet is kontrolldlta (Meng és mtsai, 2008).
Hidegkezelt kukoricahajtdsokban az abszcizinsav megvédte a mitokondriumokat az
irreverzibilis oxidativ kdrosodéstol azaltal, hogy indukélta az antioxidans enzimeket (Prasad

és mtsai, 1994a). Azt is kimutattdk kiilonb6zd kukorica genotipusokban, hogy az alacsony



homérsékleti kezelés sordn szoros Osszefiiggés van a chilling-tolerancia, a vizellatottsag és az
abszcizinsav akkumulécié kozott (Capell és Dorffling, 1993; Janowiak és Dorffling, 1996).
Ezek alapjan feltételezik, hogy a chilling-tolerancidnak az a feltétele, hogy a novény gyorsan
és hatékonyan tudjon abszcizinsavat szintetizdlni. Az abszcizinsav-kezelés utdni
megnovekedett chilling-tolerancia kukorica sejtszuszpenzidés kultdrdban génexpresszid
valtozassal és ) specifikus fehérjék szintézisével jart egyiitt (Xin és Li, 1992, 1993).
Kukorica kalluszok abszcizinsav és alacsony homérsékleti kezelésre prolint halmoztak fel
(Duncan és Widholm, 1987). Valésziniileg tobb hatds egyiittese jatszik kozre az abszcizinsav
chilling-stressz elleni védéhatasaban.

A PA az él6 szervezetek fontos alkotdelemei. Valdszintileg a hormonokhoz hasonléan
reguldtor szerepet toltenek be a novényekben. A legdltaldnosabban eldéfordulé PA a
putreszcin, a spermidin és a spermin. Tobbféle tton szintetizalédhatnak a novényekben. A PA
szamos novekedés- €s fejlodésélettani folyamathoz sziikségesek, mint példaul a sejtosztodas,
az embriogenezis, virdgzas (Koetje és mtsai, 1993). Mennyiségiik abiotikus stresszfolyamatok
sordn éltalaban megnd (Evans és Malmberg 1989, Shen és mtsai, 2000). Megfigyelték, hogy a
stressztliré novények stresszkoriilmények kozott dltalaban novelik a PA-szintézist és emiatt
kétszer-haromszor is magasabb az endogén PA- szintjiilk, mint a nem stresszelt novényeké
(Kasukabe és mtsai, 2004). Mivel polikationok, ezért erdsen tudnak kotddni negativ toltésii
makromolekuldkhoz, igy pl. a nukleinsavakhoz, fehérjékhez, lipidekhez. A PA csokkentik a
hideg kérosité hatdsat egyrészt azzal, hogy gatoljak a lipid-peroxidéaciét (Tachibana, 2000),
masrészt a membranokhoz kotddve stabilizdljdk a foszfolipid-kettdsréteget, valamint a
tilakoidok molekuldris komplexeit (Bouchereau €s mtsai, 1999). Szamos stresszhatdsnal
kimutattdk, hogy megnd a putreszcin szint. Azt is megfigyelték, hogy a putreszcin
akkumulacié és az alacsony homérséklet okozta karosoddsok kozott egyenes aranyossag van
egyes hidegérzékeny gylimolcsok (citrom, grape fruit) esetében. Hasonlé Osszefiiggést
spermidin és spermin esetében nem tudtak kimutatni (McDonald és Kushad 1986). Masok
kimutattdk, hogy a kukorica egyes részeiben mds-mds poliamin mennyisége korreldl a
hideghatdssal: a gyokérben a spermidin mennyisége, a mezokotilban a putreszcin és a
spermidin, mig a koleoptilban a spermidin és a spermin (Gao és mtsai, 2009). Mutans
Arabidopsis novényekben, melyek nem tudtak putreszcint szintetizalni, csokkent a hidegtiirés,
mely hatds kiils6leg adagolt putreszcinnel vagy abszcizinsavval kivédhetd volt. Viszont olyan
mutidnsoknal, melyek nem tudtak abszcizinsavat szintetizdlni, a kiils6leg adagolt putreszcin

nem védett a hideg ellen, csak ha a novény abszcizinsavat is kapott. Ebbdl arra



kovetkeztetnek, hogy a putreszcin az abszcizinsav szintéziséhez sziikséges egyik jelatvivo
molekula lehet (Cuevas és mtsai, 2008).

Ha hidegérzékeny novényeket alacsony, de fagypont feletti hdmérsékletnek tesziink ki,
akkor etiléntermelést indukdlhatunk. A stressz-indukalt etilénszintézist szamos novényfajban
vizsgaltdk (Wang, 1989; Field, 1990). A legtobb tanulmdny arra utal, hogy a metionin —
SAM — ACC — etilén szintézisut a f6, de nem egyetlen forrdsa a chilling-stressz indukdlta
etilénnek. A chilling-stressz hatdsdra bekovetkezd etiléntermelddés kinetikdja és iddbeli
eloszlasa az egyes hidegérzékeny novényekben kiillonbozd lehet. Egyes novényekben (pl.
korte) az ACC felhalmozddas és az etiléntermelddés mar alacsony hOmérsékleten
megtorténik, mig masokban (pl. uborka) csak az alacsony homérsékletet kovetd felmelegedés
sordn megy végbe (Wang és Adams, 1982; Wang és mtsai, 1985). Ebben az esetben a hideg
csak beinditja a folyamatokat, de ahhoz, hogy végbe is menjenek, magasabb hémérséklet
sziikséges. A hideghez valé alkalmazkodasban a kiilonb6z6 novényekben az etilénnek mas-
mas hatdsa lehet. Ha a dinnyét etilénnel kezelték a hideghatdst megelozOen, akkor az
szignifikdnsan csokkentette a hidegkdrosoddsi tiinetek kifejlddését (Lipton és Aharoni, 1979).
Mis novényeknél, mint példdul a citrom és az avokado, az etilénkezelés fokozta a hideg
okozta karosodast (Lee és Young, 1984; McDonald 1986). A fentiek alapjén ugy tlinik, hogy
az alacsony hOmérséklethez val6 adaptdlodas folyamataban az etilén szerepe fajonként eltérd
lehet. Az sem tisztazott még, hogy a chilling-stressz hatdsiara termel6dd etilén csak kisérd
jelensége-e a stresszfolyamatnak, vagy szerepet jatszik a stresszhez valé alkalmazkodésban.
Az is el6fordulhat, hogy a nagyobb mennyiségii etiléntermelddés a fokozottabb chilling-
érzékenység jele. Két kiilonbozd chilling-érzékenységli kukoricit dsszehasonlitva azt talaltdk,
hogy a chilling-érzékenyben 5 °C-on 65%-os relativ paratartalom mellett tobb ACC
szintetizdlédott (Janowiak és Dorffling, 1995). A chilling-tolerdans genotipusban az
akklimatizaci6 sordn ez az ACC akkumuldcié megsziint, mig az érzékenyben nem. Azonban,
ha az alacsony homérsékleti kezelés 100 %-os relativ paratartalom mellett tortént, akkor nem
kovetkezett be ACC felhalmozddds, ami arra utal, hogy a levelek vizhidnya okozhatta az ACC
felhalmozdédast. Az ACC felhalmozdddsnak alacsony homérsékleten tobb oka is lehet.
Egyrészt az alacsony hOomérséklet hatdsara az ACC-szintdz aktivitdsa, mely a SAM-ACC
atalakulast katalizédlja, megndhet (Janowiak és Dorffling, 1995), masrészt gatlédhat az ACC-
oxiddz enzim aktivitdsa, mely az ACC-etilén konverzidért felelds, az alacsony hémérséklet
okozta membréankdrosodds miatt (Etani és Yoshida, 1987). A PA-szintézis egyik prekurzora
az S-metil-metionin gatolta az etilén szintézist stressz koriilmények kozott (Ko és mtsai,

2004).
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2.1.2. Szdrazsdgstressz

Vilagszerte taldn a szdrazsig az a tényezd, mely a gabonatermesztést legjobban
korlatozza (Boyer, 1982). Hazdnkban is az év tobb szakaszaban, foleg nyaron, de idonként
mar tavasszal is szdmolni kell szdrazsdggal. A gazdasdgi novények szarazsagtiirése nagyban
mulik nemcsak az adott ndovényfajon, hanem azon belill az adott fajtdn is. A nem
szérazsagtlird fajtdkban a szdrazsdgstressz jobban gétolja a novekedést és a fotoszintézist,
mint a szdarazsagtiirOkben (Bagci és mtsai, 2007). A legjobban ismert hatdsa a szarazsagmak,
hogy ozmotikus stresszt okoz, mely a viz kémiai aktivitisdnak megvaltozdsdhoz és a
turgornyomads csokkenéséhez vezet (Serrano és mtsai, 1999). A turgornyomads csokkenésének
kovetkeztében a novényen hervadds figyelhet6 meg, s mivel a turgornyomds a
sejtnovekedéshez is sziikséges, ezért csokkent novekedést is okoz. A vizmennyiség
csokkenése nemcsak a turgort csokkenti, hanem a viz mar nem tudja megfelelden hidratdlni a
fehérjemolekulédkat, ezért azok kicsapddhatnak, ezzel strukurdlis €s funkciondlis zavarokat
okozhatnak. Az ionok hidratburka is csokkenhet, ez is megzavarhatja a sejt miikodését.

A korléatozott vizmennyiség altaldban egyiitt jar a tdpanyagfelvétel korlatozasaval is, és
igy a tdpanyagszint csokkenéssel a novények szoveteiben, de ez novényfajonként véltozhat.
Altalaban egyiittjar a megndvekedett N és a csokkent P felvétellel (Garg, 2003). A korlatozott
tdpanayagfelvételt a csokkent transpirdcid, az aktiv transzport és a membrinpermeabilitds
zavarai okozhatjak (Tanguilig és mtsai, 1987).

Altaldnosan elfogadott, hogy a membrinstabilitis és integritds megérzése
szérazsigstressz sordn a széarazsigtiirés egyik f6 komponense (Bajji és mitsai, 2002).
Kimutattdk, hogy a levélszegmentumok membrinstabilitdsa volt a szdrazsagtiirés egyik
legfontosabb paramétere (Dhanda és mtsai, 2004). Mésok azt taldltdk, hogy kukoricdban a K
eldsegitette a szdrazsagtiirést a megnovekedett membranstabilitds miatt (Gnanasiri és mtsai,
1991). A membrinkdrosodds oka még nem teljesen ismert. Tobbek kozott oka lehet, hogy a
csokkent sejttérfogat miatt né a citoplazma viszkozitdsa, mely megndveli a molekuldk
interakcidjanak esélyét, ami fehérje denaturaciét és membranfizidt eredményezhet (Farooq és
mtsai, 2009). Szdmos olyan vegyiiletet taldltak, melyek ezt megakadalyozhatjdk. Ilyenek pl. a
prolin, glicin-betain, PA, kiillonb6zd cukrok és oligoszaharidok (Folkert és mtsai, 2001). A
novényi hormonok koziil az auxinok, gibberellinek és citokininek mennyisége csokken, mig
az abszcizinsavé (ABA) és etiléné no (Nilsen és Orcutte, 1996).

Egész novény szinten nézve az elsé valasz a szdrazsagstresszre a sztomak bezarédasa. A

gyokér-levél kommunikécié részben az abszcizinsav-etilén-citokinin jeldtviteli Gton torténik a
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novényben, mely az ABA és reaktiv oxigénformdk altal is szabélyozott (Lake és mtsai, 2002).
Egyes kutatdsok szerint az ABA transzportja a gyokér xilémbe kornyezeti tényezok dltal
szabdlyozott, mint pl. a xilém pH-ja vagy a nappalhosszisdg (Wilkinson és Davies, 2002).
Vizhidny esetén a xilémnedv pH-ja megnd, ezzel indukdlja az ABA bejutdsat a gyokér-
xilémbe €s transzportjat a hajtdsba (Hartung és mtsai, 2002). Azok a kornyezeti té€nyzok is,
melyek megnovelik a transpirdcidt, szintén a pH novekedését eredményezik, amely ABA
akkumulédcidhoz és ezéltal csokkent sztdémakonduktivitishoz vezet (Davies és mtsai, 2002). A
citokininek koncentraciéjanak a novekedése a xilémnedvben a sztomak nyitdsat eredményezi,
és csokkenti ABA érzékenységiiket (Wilkinson és Davies, 2002).

A sztomdk zarédéasa miatt a levélben CO; hidny 1ép fel, és a fotoszintézis csokkenésének
ez az elsddleges oka, mely helyredllithatd, ha a novényt CO, gazdag kornyezetbe tessziik
(Meyer és Genty, 1998). A csokkent intercelluldris CO, szint miatt az fotoszintetikus
elektrontranszportlinc komponensei telitdédhetnek, mely reaktiv oxigénformdk (ROS)
képzddéséhez vezethet. Ezek kdrosithatjdk a novényt, ezért megfeleld szinten tartdsukhoz
kiilénb6z6 antioxidans védekezorendszerek vannak. A ROS azonban masodlagos hirvivoként
is funkciondlhat a redox-szignéltranszdukciés tutban €s hormondlis szabdlyozds alatt is
allhatnak (Foyer és Noctor, 2003). A hidrogén-peroxid szigndlmolekulaként mukodik a
sztdmazarddashoz, a levél akklimécigjandl a magas fényintenzitashoz, é€s hosokk proteineket
is indukélhat (Karpinska és mtsai, 2000). Arabidopsis novényeknél ha ABA-t adtak a
zéarésejtekhez, akkor az H,0, felhalmozddashoz vezetett, mely a sztomdk zarédasat
eredményezte (Desikan és mtsai, 2004). Az ABA szdmos szarazsagstresszel kapcsolatos gén
expresszidjat is indukdlja (Bray, 1997; Zhang és mtsai, 2005).

Az auxinok Uuj gyokerek képzddését indukdljak, megtorve a citokininek altal
szabdlyozott apikdlis dominanciat. Ez a kiterjedtebb gyokérrendszer nagyban eldsegitheti a
novény tilélését (Farooq és mtsai, 2009). Az etilén szabdlyozza a szdrazsig éltal indukalt
oregedést, eldsegitve az iddsebb levelek levaldsat, mellyel a novény a transpirdciot, s ezdltal a
vizveszteséget is csokkentheti (Young és mtsai, 2004). A PA koziil lucerna leveleiben a
spermidinszint csokkent a szdrazsigstressz sordn, de a gyokerekben, melyek Rhizobium-
baktériunokat tartalmaztak, nem valtozott a szintje (Goicoechea €s mtsai, 1997). Rizsben a
szabad spermidin €s spermin, valamint a putreszcin oldhatatlan kotott formdjanak mennyisége
novekedett meg levélben a szdrazsagstressz nagyon korai szakaszdban (Yang és mtsai, 2007),
emiatt a megemelkedett PA-szintet a szdrazsigtiirés egyik fontos élettani paraméterének

tartjak rizsben.
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Az ozmotikus helyredllitds taldn az egyik legfontosabb folyamat szirazsigstressz
folyaman. Csicseriborséban megfigyelték, hogy az ozmotikus adaptici6 és a
termésmennyiség kozott korreldcio volt, amikor kiilonbozo vizellatottsagi koriilmények kozott
nevelték a novényeket (Moinuddin é€s Khannu-Chopra, 2004). Ezt éltaliban a novény olyan
kis molekulatomegii, jol old6dé molekuldk szintézisével éri el, melyek nagy koncentracidoban
sem toxikusak. Ezek a molekuldk az oldhat6é cukrok, cukoralkoholok, prolin, glicin-betain,
szerves savak, stb. A novény kiilonb6zd ionokat is akkumuldl, mint pl. kalcium, kalium,
klorid. Ezek a molekuldk/ionok csokkentik a sejt ozmotikus potencidljat, ezzel eldsegitve a
viz bedramldsidt a sejtekbe, igy segitve a sejtorganellumok és a citoplazma normélis
mikodését és a novényt a jobb ndvekedésben és asszimildtumok eldallitdsaban, mely a
magtoltddéshez sziikséges (Subbarao €s mtsai, 2000). A fentebb emlitett molekuldk koziil a
prolin mennyisége nagymértékben megnd alacsony vizpotencidl hatdsara. (Alexieva és mtsai,
2001; Yamada és mtsai, 2005). A megemelkedett prolinszint egyrészt a fokozott szintézis,
masrészt a mitokondriumokban torténd lassabb oxidacié kovetkezménye. Szdmos élettani
szerepe van: makromolekuldk stabilizéldsa, sz€n és nitrogén forrds szdrazsig utani helyredllitd

folyamatokhoz (Zhu, 2002).

2.1.3. SOstressz

A sostressz, ezen belill is a NaCl d4ltal okozott stressz, vildgszerte az egyik
legjelentésebb stresszféleség, mely csokkenti a gabonafélék termésmennyiségét (Tester és
Davenport, 2003). A novények rezisztencidjat dltaldban a tilélési szdzalékkal és/vagy a
sOstressz koriilmények kozotti novekedéssel jellemzik, habar ez komplex folyamat, mely
magdba foglal élettani és biokémiai folyamatokat, valamint morfolégiai és fejlodési
valtozdsokat is (Greenway és Munns, 1980; Yildiz és Kasap, 2007). A sostressz talélési
szdzalékkal valé jellemzésének inkdbb éveld novényeknél van jelentOsége, mig a
novekedéssel és terméshozammal az egyéves novényeket és ezen beliill is a gazdasigi
novényeket, gabonaféléket érdemes jellemezni. A kukorica (Zea mays L.) mérsékelten sotlird
novény (Maas és Hoffmann, 1977). A noOvényi vdlasz Osszetettsége a sOstresszre
magyarazhaté azzal, hogy a séstressz ion- és ozmotikus stressz is egyben, mely membran
destrukciot é€s anyagcserezavarokat okozhat, valamint ROS képzddéséhez vezet, mely
oxidativ stresszt okoz (Chaparzadeh és mtsai, 2004). A Na® és a Cl ionok 4ltaldban egyiitt

jutnak a névénybe, mégis gabonafélék esetében altaldban a Na® toleranciit nézik, mivel a
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gabonafélék inkdbb Na'-ot akkumuldlnak a levelekben, ellentétben pl. a szdjdval,
citrusfélékkel, szolokkel, fas éveldkkel, melyek inkdbb érzékenyek a klorid-ionra.

A novényekben hirom tolerancia tipust kiilonboztetiink meg, melyek a stresszhatés
erdsségétdl €s a novényi résztdl fiiggden egy novényen beliil is miikodhetnek. Az elso tipus az
ozmotikus tolerancia, melyet a szdrazsdgstressz sordn mar részletesen ismertettiink. A
mdsodik tipus a Na' kivélasztds, mely azt jelenti, hogy a Na' nem akkumuldlédik kéros
mennyiségben a szovetekben/sejtekben, mert a ndévény a felesleges mennyiséget eltavolitja.
A harmadik tipus a szoveti tolerancia, amikor az ionok felhalmozddnak a szovetekben.
Arpéval végzett kisérletekben azt kaptak, hogy a CI” nagyobb mennyiségben halmozddott fel
az epidermalis, mint a mezofill sejtekben (Friecke és mtsai, 1996; Huang és van Steveninck,
1989; James €s mitsai, 2006; Leigh és Storey, 1993). A K" esetében pont az ellenkezdjét
tapasztaltdk, mivel az inkdbb a mezofill sejtekben akkumuldlédott (Cuin és mtsai, 2003;
Friecke és mtsai, 1996; James és mtsai, 2006). A Na* esetében nincs bizonyiték a kiilonb6z
sejttipusok kozotti kiilonb6z6 megoszlasra (James és mtsai, 2006). Az enzimmiikodést kb.
100 mM-t6l gitolja a Na*, de a citoszdlban dltaldban NaCl stressz alatt sem mértek 10-30
mM-nal nagyobb koncentriciét. A ndvény a felesleges Na*-ot idedlis esetben a vakuélumaiba
valasztja ki. Volt olyan, hogy a vakuélumban a koncentraciéja meghaladta a 200 mM-t, mely
mar mindenféle enzimaktivitast gitol, ha a citoszdlba jut, a levél viszont teljesen normadlisan
mikodott (Munns és Tester, 2008). Tehat a halofita novények enzimei sem sétlirébbek az
atlagnél, hanem a novények a normadlis mikodést a sejten beliili kompartmentalizacidval érik
el. A kompertmentalizacion kiviil is 1éteznek egyéb tolerancia mechanizmusok, mint pl. az

ozmotikus tolerancia vagy a K akkumul4cid.

2.1.4. Kadmium-stressz

A nehézfémszennyezés komoly kornyezeti probléma, mely nemcsak a novények
termesztésében okoz gondokat, hanem akdr az emberre is veszélyes lehet. A Cd az egyik
legtoxikusabb nehézfém, mely a talajban és a vizekben is eléfordulhat, és mar relative kis
mennyiségben is komoly problémét okozhat barmely €16 szervezetnek (Benavides és mitsai,
2005). A talaj Cd szennyezddése eredhet pl. mezdgazdasdgi miivelésbdl (pl. foszfor
mitrigya), banydszat vagy valamely ipari tevékenység melléktermékeként (Radotic és mitsai,
2000). A nem szennyezett talajok kb. 0,5 mg/kg Cd-ot tartalmaznak, de a talajtél fiiggden,
akar 3 mg/kg is lehet a Cd mennyisége. Magasabbrendii novényeknél a Cd-ot a gyokér veszi

fel és foleg ott akkumulalédik, a hajtdsban mér kevesebb taldlhaté (Breckle, 1991). A Cd nem
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esszencidlis elem, mégis konnyen bejut a novénybe, s ott kiilonb6z6 zavarokat okoz az
anyagcsere folyamatokban. A kadmium géatolja a produkcié szempontjdbol az egyik
legfontosabb metabolikus folyamatot, a fotoszintézist. A kadmium kérositja a
kloroplasztiszokat (Rascio és mtsai, 1993; Ghoshroy és Nadakavukaren, 1990). A kadmium
indukdlta dezorganizdcié a granum- és a tilakoidmembranokat is érinti (Souza és mitsai,
2005). A kadmium gétolja a klorofill bioszintézisét (Parekh és mtsai, 1990), és csokkenti a
teljes klorofill és karotenoid tartalmat, bar ez utdbbit kevésbé, ezaltal csokken a
klorofill/karotenoid ardny (Ferretti €s mitsai, 1993). Izolélt kukorica kloroplasztiszokkal
végzett kisérletekben azt tapasztaltdk, a kadmium a madsodik fotokémiai rendszer (PSII)
oxidalo oldalan, a vizbont6 komplex szintjén fejti ki gatlé hatasat. A PSII koriili
elektrontranszportot a tilakoidmembrén- és polipeptid-Osszetétel megviltoztatdsaval, és
zsirsavak felszabaditdsdval gétolhatja (Bazzaz és Govindjee, 1974). Arra vonatkozdan is
vannak tanulmanyok, hogy a Cd az akceptor oldalon a Qa-Qg elektrondtmenetet gatolja
(Sigfridsson és mtsai, 2004). Az els6 fotokémiai rendszert (PSI) sokdig rezisztensnek vélték,
de kozvetett modon itt is kifejtheti gatlé hatasit. Mivel a Cd-koncentracié emelkedésével a
vastartalom csokken, feltételezve, hogy a vashidny csokkenti a ferredoxin koncentraciét, nem
meglepd, hogy a kadmiumkezelt kukoricandvényekben csokken a ferredoxin-fiiggé NADP*
fotoredukci6 (Siedlecka és Baszynski, 1993). A fotoszintézisen kiviil a kadmium a nitrogén-
és kénanyagcserét is befolydsolja azdltal, hogy megnoveli az ATP-szulfurildznak és az
adenozin 5’-foszfoszulfat reduktaznak és az o-acetilszerin-tiol-lidznak aktivitasat (Nussbaum
és mtsai, 1988; Ferretti és mtsai, 1993), valamint a nitrat- és ammonia-asszimilacio
kulcsenzimeinek, a nitrat-reduktdznak és a glutamin-szintaznak aktivitdsat is serkenti (Ferretti
és mtsai, 1993). Ellenben Boussama és mtsai, (1999) azt taldltdk, hogy a kadmiumkezelés a
nitrogén anyagcsereben direkt €s indirekt médon szerepet jatszé enzimek, dgymint nitrat
reduktdz, nitrit reduktdz, glutamin szintetdz, ferredoxin-glutamat szintiz, NADH-glutamat
szintaz aktivitasat gatolja, mig a glutamat dehidrogendz aktivitdst serkentette kukoricéban.

Nehézfémstressz sordn megnd a reaktiv oxigénszarmazékok koncentricidja a
sejtekben (Dat és mtsai, 2000). A divalens kadmium kation (Cd2+) mas fémekkel (Cu, Fe)
ellentében nem képes részt venni a Fenton-reakcioban, ennek ellenére reaktiv oxigénformak
megjelenését, oxidativ stresszt €s lipidperoxidaciét indukal (Shah és mtsai, 2001).

A nehézfémtolerancidt is hasonlé mechanizmusok eredményezik, mint a sétoleranciét:
egyik csoportjat az elkeriilési-stratégidt, a masikat a tolerancia-stratégiat alkalmazé névények
alkotjak (Hall, 2002). Az elkeriilési mechanizmust a nehézfém felvételének korlatozasaval —

igy azok kizardsaval a szovetekbdl — valdsitjdk meg a novények.
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A tolerancia mechanizmust alkalmazok a nehézfémek aminosavak, fehérjék, peptidek
altali lekotésével képesek a nehézfémeket akkumuldlni, tarolni és immobilizélni. Ilyen
peptidek a fitokelatinok. Novényekben eldszor Grill és mtsai (1985) izoldltak Silene cucubalis
sejtszuszpenzids kultirdbol. A fitokelatinok struktirdja: ()#Glu-Cys),-Gly, ahol az n a $#Glu-
Cys (YEC) egységek ismétlodésének a szdma, mely dltaldban 2-11. A szintézisiikért felelds
enzim a Jglutamil-cisztein-dipeptidil-transzpeptiddz (fitokelatin-szintdz: PCS), melynek
szubsztratja a glutation (Grill és mtsai, 1989). A PC szintézis els6 1épése, a YEC dipeptid
létrehozdsa a GSH-bdl fémion jelenlététdl fiiggetlen, mig a masodik 1épés fémion-fiiggd
transzpeptidicié (Clemens, 2006). Az enzim nehézfémstressztdl fiiggetleniil expresszalodik,
de elsédlegesen a nehézfém jelenléte aktivélja (Cobbett, 2000). A PCS expresszidjardl, és a
mértek a gyokérben €s a szdrban, de a levelekben és a termésben nem (Chen és mtsai, 1997),
mas szerzOk azt tapasztaltdk, hogy paradicsomnovények levelében a PCS enzim csak
nehézfém jelenlétében szintetizdlodik (Reese és mitsai, 1992). A PC-ok bioszintézise
autoreguldciés kontroll alatt all, azaz miutdn a reakcidtermék keldtot képez a nehézfém
ionnal, az enzim aktivalo ion hidnyaban inaktivva valik (Loeffler és mtsai, 1989). Napjainkig
ellentmondasok tapasztalhatok az irodalomban a nehézfémtolerancia és a fitokelatin szintézis
kozotti kapcesolatot illetden (de Knecht €s mtsai, 1994; Delhaize €s mtsai, 1989; Arisi és
mtsai, 2000). Szenzitiv novényekben a fitokelatinok a Cd detoxifikacié f6 elemei (Cobbet és
Goldsbrough, 2002), mig hiperakkumuldlé novényekben, mint pl. a Thlaspi caerulescens
vagy az Arabidopsis halleri azt taldltdk, hogy a fitokelatinok ebben a rendkiviil nagy
tolerancidban nem jatszanak meghatdrozé szerepet (Verbruggen és mitsai, 2009). Tehat
megallapithatjuk, hogy a fitokelatinok a nehézfém detoxifikdci6 f6 komponensei, de
onmaguzkban valészinlileg nem felelosek a kadmiumtoleranciaért, habar a nehézfémstressz
hasznos, korai figyelmezteto jelei. A fitokelatin-szintaz konstitutiv jelenléte felveti a kérdést,
hogy a novény miért fordit annyi energiat rd, ha csak nehézfémstressz sordn van szerepiik.
Feltételezhetjiikk, hogy a fitokelatinok nemcsak egy nehézfém detoxifikaciés rendszert
képviselnek, hanem alacsony koncentracié esetén a cellularis homeosztazis kulcsmolekuldi,
sziikségesek a fémek megfeleld apoenzimeikhez széllitdsdban (Thumann és mtsai, 1991),
valamint az ionok szdllitisdban a kiilonb6z6 novényi részek kozott és a sejten beliili
kompartmentizacioban. Kisérleti adatok vannak arra, hogy részt vehetnek a novényi
immunvalasz kialakuldsaban is fertdz€és soran peptidazként miikddve (Clemens, 2009).Egy

harmadik feltételezett funkcidjuk, hogy a Cd és az As esszencidlisak a ndvények szdmadra €s a
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fitokelatin-ut az Osszekottetés ezekhez az elemekhez (Clemens, 2006). Erre kevés kisérletes
adat van, habar Thalassiosira weissflogii-ban leirtak egy olyan karboanhidrdz enzimet, ami
kevés CO,-ot tartalamz6 Zn-hidnyos kornyezetben aktivalodott és ez az enzim Zn helyett Cd-

ot hasznalt (Xu és mtsai, 2008).

2.1.5. Oxidativ stressz

A novényeknek, mint minden aerob él6lénynek, oxigénre van sziikségiik az
energiatermeléshez. A molekuldris oxigénbdl szdmos mdédon képzdodhetnek részlegesen
redukdlt reaktiv oxigénformak (ROS), melyek reakciokészsége igen nagy, ezért féléletidejiik
rovid. A reaktiv oxigénformdk kiilonb6z6 mértékben minden ndvényben jelen vannak az
aerob anyagcsere eredményeként. Szamos abiotikus stressz, mint pl. alacsony homérséklet,
széarazsag, so- illetve nehézfémstressz, sordin megnd a ROS koncentricidja (Dat és mtsai,
2000). Végsod soron minden abiotikus stresszfolyamat egyiitt jar oxidativ stresszel is.

A ROS képzddés harom f0 modjat kiilonithetjiik el a novényi sejtekben: 1) a
fotoszintetikus, illetve a 1égzési elektron transzportldnc tudlterheltsége sordn bekovetkezd
elektron kidramlds kovetkeztében, 2) a gerjesztett, triplett allapoti klorofillmolekuldk és
oxigénmolekulak reakcidja sordn, 3) kiilonboz6 oxidazok €s peroxidazok reakcidtermékeként,
mint pl.: a peroxiszomdkban, a fotorespirdcidban szerepet jatszo glikolat-oxiddz, vagy a
membrankotott NADPH-oxiddz, és sejtfalhoz kotott peroxiddzok katalizédlta reakcidkban
képzddhetnek redukalt reaktiv oxigénformak (Mittler, 2002; Edreva, 2005).

Egy elektron felvételével a molekuldris oxigénbdl szuperoxid-aniongyok (O, )
keletkezik. Ez kozepesen reakciOképes, rovid féléletidejli (2—-4 ps) ROS, mely nem jut at a
sejtmembranon. A szuperoxid-gyok tovabbi elektronfelvétellel hidrogén-peroxiddd (H,O,)
alakulhat, illetve kinonokat vagy atmeneti fémkomplexeket redukdlhat, igy befolydsolva
egyes fémtartalmu enzimek aktivitdsat. Vizes oldatban egy proton felvételével hidroperoxil-
gyokké (HO,") alakul, mely mar &4t tud jutni a sejtmembrdnon, €s hidrogén atomok
elvondsaval lipid autooxidaciot indithat el (Edreva, 2005).

Gerjesztési energia hatdsdra a molekuldris oxigénbdl szinglet oxigén (‘0,) keletkezik.
Ez vizes kozegben koriilbeliil 4 ps ideig van jelen, majd 4tadja gerjesztési energidjat, illetve
reakcioba 1€p egyes vegyiiletekkel €s endoperoxidokat, vagy hidroperoxidokat hoz Ilétre

(Knox és Dodge, 1985).
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A hidrogén-peroxid kozepes reakcidképességii, viszonylag hosszi (1 ms) féléletideju
molekula, amely bizonyos tdvolsdgra membrianokon keresztiil is képes diffunddlni. Tiol-
csoportjuk oxidacidja altal enzimeket is inaktivédlhat (Dat és mtsai, 2000).

A legreaktivabb oxigénforma a hidroxil-gyok, mely hidrogén-peroxidbdl keletkezik a
Haber-Weiss ciklus elemeként ismert Fenton-reakcié sordn fém katalizator jelenlétében. A
fémionok dltaldban oxidalt formédban fordulnak eld a sejtekben. Szuperoxid-gyok jelenlétében
azonban redukdlédnak és igy képessé vilnak arra, hogy a H,0O, atalakuldsat katalizaljak
hidroxil-gyokké. A hidroxil-gyok barmely bioldgiai molekuldval képes reakciéba 1épni,
tilzott termelddése sejthaldlhoz vezet. A sejtek nem rendelkeznek olyan enzimmel, mely
képes lenne elimindlni a hidroxil-gyokot, ezért fontos, hogy szigori szabélyozds alatt élljon a
H,0; és a O,"” mennyisége a sejtekben (Grant és Loake, 2000).

A ROS semlegesitésére kiillonbozo védekezd rendszerek alakultak ki a novényekben. Az
antioxidans védekezOrendszert enzimatikus €s nem-enzimatikus komponensekre kiilonithetjiik
el. A nem-enzimatikus rendszert antioxiddns tulajdonsdgi vegyiiletek alkotjdk, melyek
lehetnek vizoldhatok, ezek kozott kiemelt fontossagu a glutation és az aszkorbinsav, illetve
lipidoldhatdk, mint példaul az a-tokoferol, vagy a B-karotin. Az enzimatikus elemek koziil az
aszkorbat-peroxiddaz (APX) és a glutation-reduktiz (GR) az el6bbi vegyiiletek reakcioit,
regeneracidjat katalizalva vesz részt a reaktiv oxigénformdk eliminalasdban. A szuperoxid-
dizmutdz kozvetleniil a szuperoxid-aniongyok, mig a kataldz (CAT) hidrogén-peroxid
semlegesitésében vesz részt (Dat €s mtsai, 2000).

A kataldzok a peroxiszomdkban és a mitokondriumokban fordulnak eld, és a H,O,-t
kozombositik. Bar a hidrogén-peroxid nagy koncentracioban mérgez0, kis koncentracioban
szerepet jatszhat a jelatviteli folyamatokban mind novényi, mind 4llati szervezetek esetében
(Devary és mtsai, 1991; Schreck és mtsai, 1991; Prasad és mtsai, 1994b). A H,O, sokkal
kevésbé reaktiv, mint az oxigéngyokok, de egyrészt azért veszélyes, mert ellentétben az
oxigén gyokokkel, at tud diffunddlni a membranokon, és igy a kialakuldsatdl tavolabbi
helyeken is tud kérositani, masrészt pedig konnyen 4talakul hidroxil gyokké, amely az egyik
legaktivabb és ezdltal az egyik legveszélyesebb gyokfajta. Attdl fiiggden, hogy mekkora a
H,0, koncentricidja, a kataldz enzimnek kétféle lehetséges miikodése van (Deisseroth és
Dounce 1970). Ha alacsony a hidrogén-peroxid koncentriciéja (< 10° M), akkor az tn.
"peroxiddcios” Ut miikddik, ahol kiilonbozo vegyiiletek (etanol, aszkorbat, stb.) tolthetik be a
hidrogén-donor H,O; szerepét az alabbi reakcid szerint:

RH,; + H,O, —- R + 2 H,O
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Ha magas a H,O, koncentricié, akkor egy gyorsabb, az un. katalatikus mddon
hatdstalanitja, ahol mind a donor, mind pedig az akceptor szerepét a hidrogén-peroxid
molekula tolti be, igy egyszerre két molekula H,O»-t képes kozombositeni.

2 H,0, —» 2 H,0 + O,

Kukorica esetében harom, egymdstdl fiiggetlen gént (Catl, Cat2 és Cat3) taldltak,
melyek biokémiailag kiilonboz0 kataldz enzimek (CATI1, CAT2 és CAT3) szintéziséért
feleldsek. A CATI1 és CAT2 izoenzimek a citoszolban és/vagy a glioxiszomdkban vagy
peroxiszomdkban, mig a CAT3 fehérjék a mitokondriumokban taldlhatok. Ezen kataldz gének
expresszidja fligg egyrészt a novény fejlettségi fokatdl, valamint tobb kornyezeti tényezdtol,
mint pl. a fény és a homérséklet.

Mivel a kloroplasztiszokban nincs kataldzaktivitds, az ott kiilonféle utakon termelddott
H,0;-ot az Un. aszkorbat-glutation ciklus semlegesiti. Ezen rendszer enzimei és szubsztratjai
azonban nem-fotoszintetikus szévetekben is megtaldlhatéak, tehat més sejtkompartmentekben
is milkddik a ciklus (Dalton és mtsai 1986, Klapheck és mtsai 1990). A ciklus két legtobbet
tanulmdnyozott enzimje az APX és a GR. Az APX egy vastartalmi protein, mely erésen
specifikus az aszkorbinsavra mint elektrondonorra, mig mas peroxiddz enzimek, mint pl. a
guajakol-peroxiddzok (POD), tobbféle vegyiiletet is haszndlhatnak elektrondonorként. Az
APX a kovetkez0 reakciot katalizalja:

2 aszkorbinsav + H,O, — 2 dehidroaszkorbinsav + 2 H,O

Az enzimnek két izoenzimjét tudtdk kimutatni tedban (Chen és Asada, 1989), spendtban
(Nakano és Asada, 1987; Tanaka és mtsai, 1991) és borséban (Mittler és Zilinskas 1991).

Novényekben a GR aktivitds nagy része a kloroplasztiszokban mutathat6 ki (Bielawska
és Joy 1986). Fontos szerepe van a dehidroaszkorbinsav-aszkorbinsav atalakuldsban. A
kovetkez0 reakciot katalizdlja (GSH: redukalt glutation, GSSG: oxidélt glutation):

GSSG + NADPH + H" — 2 GSH + NADP*

Borsélevélben tobb izoenzimet is kimutattak, de még nem tisztizott, hogy ezek
kiillonbozd gének termékei-e, vagy csak a poszttranszkripcidés és poszttranszlacids
modosuldsok kovetkezményei (Edwards és mtsai, 1990).

Novényekben a GR aktivitds nagy része a kloroplasztiszokban mutathat6 ki (Bielawska
és Joy, 1986), de azonositottdk a mitokondriumban, és a citoszdélban is (Foyer é€s mtsai, 1991).
Kukoricdban a GR enzim, az APX-zal szemben, szinte kizarélag csak a mezofill sejtekben
lokalizalédik (Doulis és mtsai, 1997). Stresszhatdsra altaldban novekedés tapasztalhaté az
enzim aktivitdsdban, melynek szerepe lehet a tolerancia kialakuldsaban (Foyer és mtsai, 1991,

1997; Kocsy és mtsai, 2001). A GR-nak fontos szerepe van a dehidroaszkorbinsav-
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aszkorbinsav 4talakuldsban és szerepe nem egyszerlien a hidrogén-peroxid detoxifikacidjaban
rejlik, hanem a redukaélt és oxidélt glutation (GSH:GSSG) ardnydnak finom szabdlyozédsaval
részt vesz a sejt redox dllapotdnak kialakitdsaban, a védekezo6folyamatok beinditdsdban (Foyer
és mtsai, 1991; Szalai és mtsai, 2009).

A reaktiv oxigénformdk sejtkdrosité hatdsuk mellett, alacsony koncentracidban, szerepet
jatszhatnak a védekez6 mechanizmusok jelatviteli folyamataiban (Grant és Loake, 2000; Shao
és mtsai, 2008). Szamos jelatviteli utban mutattdk ki reaktiv oxigénformdk szerepét (Van
Breusegem ¢és mtsai, 2001; Neill és mtsai, 2002). A hidrogén-peroxid kiilénb6zo
stresszhatasok kovetkeztében aktivalodo jelatviteli utak kozos komponense, igy szerepe lehet
a kereszttolerancia kialakuldsdban (Pastori és Foyer, 2002). A sejtekben a reaktiv
oxigénformak mennyiségét Osszetett antioxiddns védekez6 mechanizmusok szabdlyozzak.
Ezek egyrészt megakaddlyozzdk a reaktiv oxigénformak nagy mennyiségli felhalmozodasat,

masrészt lehetdvé teszik kis koncentraciévaltozasok finom szabalyozasat, érzékelését.

2.2. Szalicilsav

A szalicilsav (SA) (o-hidroxi-benzoesav) novényekben dltaldban kb. 1 ug/g friss tomeg
toménységben fordul eld. Legnagyobb mennyiségben hdtermeld névények virdgzasakor, ill.
patogén fert6zés utdn mutathaté ki (Raskin, 1992).

A SA szerepét bizonyitottdk a biotikus stressztolerancia jeldtviteli folyamatdban, a
hiperszenzitiv reakci6 (HR) kialakitdsdban. Dohdny mozaik virussal fertézott
dohénylevelekben a nekrotikus 1éziéban és annak kornyékén lokdlisan megnd az endogén SA
szint (Enyedi és mtsai, 1992). Exogén SA hatdsara dohianyban (Malamy és mtsai, 1990;
Yalpani €s mtsai, 1991), és rizsben (Rakwal és mtsai, 2001) a patogenezissel kapcsolatba
hozhaté (pathogenesis related, PR) fehérjék szintetizdlédnak. Szdmos bizonyiték szl
amellett, hogy SA sziikséges a szisztemikus szerzett rezisztencia (SAR) kialakitdsdhoz is.
Legujabb eredmények szerint a SA felhalmozdddsa az adott szovetben feltétele a SAR
kialakuldsanak, de nem a SA az a transzportalt szigndlmolekula, amely a fert6zés helyérdl a
tdvolabbi szovetekbe szallitddik, hanem a metil-SA (Me-SA). Kimutattdk ugyanis, hogy a
SA-at Me-SA-va alakit6 SA metil-transzferdz enzim miikodése az elsddlegesen fert6zott
levelekben, illetve a Me-SA-t SA-va alakité metil-szalicilsav-észterdz enzim aktivitasanak
megléte az elsddleges fert6zési helytdl tavolabbi szovetekben elengedhetetlen feltétele a SAR
kialakuldsanak (Park és mtsai, 2007). Ezzel 6sszhangban van az is, hogy patogén fert6zést

kovetden a novényekben normadl koriilmények kozott hidnyz6 Me-SA mennyisége, melyet a

20



SA-karboxil-metil-transzferdz enzim szintetizal, drasztikusan megemelkedik (Huang és mtsai,
2003).

A SA masik jol ismert hatdsa, hogy egyes, un. termogén novények esetében képes a
novény homérsékletét megnovelni (Lamarck, 1778; Meeuse és Raskin, 1988). Egyes viragzé
Arum fajok esetében a hdtermelés legmagasabb intenzitdsa sordn az oxigénfelvétel mértéke
elérheti egy repiild kolibri esetében fellépd oxigénfogyasztds mértékét (Lance, 1972). Ezen
fajok esetében a hotermelés elsdsorban az illatanyagok konnyebb kibocsétdsat teszi lehetdvé.
A virdgzds egyes periddusaiban a virdg hoémérséklete 12 °C-kal is megemelkedhet.
kalorigén anyag a SA-val azonos (Raskin és mtsai, 1987). A hotermelés valdszintlileg az un.
cianidrezisztens, alternativ 1égzési lanc fokozd6ddsabodl ered, tovabbd a glikolizis és Szent-
Gyorgyi-Krebs ciklus enzimeinek fokozott mikodése figyelheté meg (Ordentlich és mitsai,
1991). SA-r6l kimutattdk, hogy bizonyos novényekben nagymértékben képes a
mitokondriumban miikodd alternativ oxiddz mennyiségét fokozni (Rhoads és Mclntosh,
1992). A cianid-rezisztens 1égzési utrdl viszont mar kordbban kimutattdk, hogy szerepe lehet
pl. fiatal kukoricandvények hidegtiirésében is (van de Venter, 1985). Feltételezések szerint az
alternativ oxidaz stresszvédd funkcidja abban 4ll, hogy csokkenti a kédros aktiv oxigénformak
kialakuldsédnak lehetOségét (Purvis és Shewfelt, 1993) és korrelacioban van a kukorica

hidegtlirésével (Szalai és mtsai, 2005).

2.2.1 A szalicilsav bioszintézise

A SA bioszintézise a sikiminsav-fenilpropanoid tutvonalbdl indul ki. A fenilalanin
eldszor fahéjsavvd alakul a fenilalanin-ammonia-lidz katalizalta reakcioban. Majd a
fahéjsavbol két uton szintetizalodhat a SA. A két ut az aromds gylrli hidroxilacids €s az
oldallanc oxidécids reakcidjanak sorrendjében kiillonbozik. Az egyik tutvonalon a fahéjsav
orto-hidroxi-fahéjsavva (oHCA, o-kumarsav) alakul egy hidroxilaciés 1épés soran, majd az
oHCA az oldallancon tovdbb oxidalodik. A masik lehetdség, hogy a fahéjsav eldszor
benzoesavvd (BA) alakul az oldalldnc oxiddcidja sordn és a hidroxildcié ezutdn kovetkezik

(Métraux, 2002) (2. abra).
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2. abra A SA bioszintézise. ICS — izokorizmat szintdz. (Métraux, 2002 alapjan).

Az 1izotépos vizsgalatok azt mutattdk, hogy a Primula acaulis és a Gaultheria
procumbens fajokban a 14C—jelélt fenilalaninos vagy fahéjsavas kezelést kovetden a radioaktiv
SA oHCA-n keresztiil szintetizdlodott (El-Basyouni és mtsai, 1964). Ugyanezen fajokban, a
radioaktiv jellés megjelent a SA-ban '“C-benzoesavas kezelést kivetéen is (El-Basyouni és
mtsai, 1964; Ellis és Amrhein, 1971), ami azt sugallja mindkét dtvonal jelen van a
novényekben. Chadha és Brown (1974) azt tapasztalta, hogy egészséges dohdnyndvényekben
a SA a benzoesavon keresztill szintetizalodik, mig Agrobacterium tumefaciens fertdzést
kovetden '*C-trans-fahéjsav orto-kuméarsavva alakul.

Yalpani és mtsai (1993) dohdny mozaik virussal fertdzott dohdny levelében azt
tapasztaltak, hogy 14C—falhéjsalvals kezelést kovetden 14C—jelélt oHCA nem jelent meg, azaz a
SA a fenilalaninbdl a benzoesavon keresztiil szintetizdlodik. Szintén dohdnyban mutattak ki,
hogy a SA a benzoesavbdl szintetizalodik, de kozvetlen prekurzora nem a szabad benzoesav,
sokkal inkdbb annak konjugélt, glikozidos formdja (Chong és mtsai, 2001). Uborkéban,

paradicsomban €s rizsben is igazolast nyert, hogy a SA a fahéjsavbol a benzoesavon keresztiil

22



szintetizalodik (Sticher és mtsai, 1997). Nem szabad figyelmen kiviil hagynunk azonban azt a
tényt, hogy e tanulmédnyok a patogén-indukélt SA-szintézist vizsgaltik.

A legijabb kutatdsi eredmények szerint a SA abiotikus stresszek sordn is a
benzoesavbél szintetizalédik a benzoesav-2-hidroxildz enzim katalizdlta reakciéban. Igy
borséban hdakklimatizdcié sordn a szabad SA-szint pozitiv Kkorreldcioban van a
megnovekedett benzoesav-2-hidroxildz aktivitdssal (Pan és mtsai, 2006). Kukoricaban Cd-
stressz sordn a kotott bentoesav akkumulaciéjat mutattuk ki, melyet SA-novekedés kovetett
(Pal és mtsai, 2005). Rizsben sdstressz, alacsony hémérséklet és H,O, kezelés hatdsara is
indukdlédott a benzoesav-2-hidroxildz és megemelkedett a SA-tartalom. Ugyanakkor a NaCl-
dal nem kezelt rizsnovényekben a SA-tartalmat nem befolyasolta a benzoesav-2-hidroxilaz
gatld unikonazol, ami azt feltételezi, hogy stresszmentes allapotban a SA nem a benzoesav-2-
hidroxildz segitségével szintetizalodik (Sawada és mtsai, 2006).

Baktériumokban mutattdk ki el6szor a SA-szintézis egy harmadik modjat, majd
Arabidopsis kloroplasztiszban is azonositottdk a szintézisért felelds izokorizmét-szintazt
kodol6 gént (ICS1). Az is bizonyitast nyert, hogy az ICS1 patogén fert6zés utdn lokalisan és
szisztémadsan is aktivalédik, és az ICS éltal szintetizalt SA sziikséges a SAR kialakuldsédhoz
(Wildermuth és mtsai, 2001). Felmeriil a kérdés, ha a fahéjsavbdl, illetve az izokorizmatbdl
kiindul6 SA-szintézis egy adott novényfajban fordul eld, mindkét ttvonal specifikusan
stimuldlédik, vagy a fahéjsavas utvonal csak egy alap SA-szintet produkdl a nem fert6zott
novényben. Ez utébbi feltevést tdmasztja ald, hogy Nicotiana benthamiana névényekben az
ICS gén expresszidjanak gétldsa erdteljesen csokkentette a SA-akkumulaciét 6zon, illetve
patogén stresszt kovetéen. A fennmaradé SA-szint valdszinlileg a fenilalanin-benzoesav
utvonalon keresztiil szintetizalodik és nem képes kompenzalni a génszupressziobol adodo SA-

hidanyt (Catinot és mtsai, 2008).

2.2.2. A szalicilsav hatdsai abiotikus stresszfolyamatok sordn

A SA abiotikus stresszfolyamatokban betoltott szerepét szamos stressz sordan tobb
novényfajban is tanulményoztdk, és nemcsak a kiils6leg adott SA hatdsat vizsgalva, hanem
SA felhalmozasara képtelen NahG transzgenikus novényeket elddllitva is (Gaffney és mitsai,
1993).

Csoportunk volt az elsd, aki kimutatta, hogy a tdpoldathoz adagolt 0,5 mM SA novelte a
fiatal kukorica novények hidegtiirését (Janda és mtsai, 1999). Kés6bb azt is bizonyitottuk,

hogy a SA prekurzorai és szarmazékai, Ugymint a benzoesav, fahéjsav, acetil-SA, is
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hatékonyak a hideg elleni védelemben (Janda és mtsai, 2000; Horvath és mtsai, 2002). Ez
fokozott GR és gvajakol-peroxiddz (POD) aktivitdssal, valamint csokkent CAT aktivitdssal
jart egyiitt. Masok kimutattdk, hogy tdpoldatban nevelt kukorica, rizs és uborka novények SA-
kezelése a hajtds hidegtlirését fokozta, a gyokerekét nem (Kang és Saltveit, 2002), s 6k is GR
és POD aktivitds novekedést taldltak a hajtdsokban. Bandn (Musa acuminata) hajtasok
hidegtiirése is fokozddott 0,5 mM hatdsdra, mind a talajra locsolva, mind pedig a levelekre
porlasztva (Kang és mtsai, 2003). Normal homérsékleten az SA-kezelés megemelte a banan
novények hidrogén-peroxid szintjét, mig 5°C-on csokkentette és aktivédlta a SOD, CAT és
POD enzimeket. Kimutattdk azt is, hogy nemcsak a novény, hanem a termés kezelése is
fokozhatja az alacsony homérséklettel szembeni ellendllosagot. Paradicsomot kezelve 0,01
mM metil-szalicilattal, illetve metil-jAzmondttal megndétt a termés hidegtiirése és PR-
proteinek jelentek meg (Ding és mtsai, 2002). Magasabb koncentraciéban alkalmazva a SA-t
azonban mar kdrositd hatdsu volt. Hasonl6 megfigyeléseket tettek Oszibarack esetében is
(Wang és mtsai, 2006).

S6- €s ozmotikus stressz sordn a SA szerepe ellentmondésos. Arabidopsis novényekben
azt taldltak, hogy a fotoszintetikus szovetekben fokozta a ROS képzddést és ezzel eldsegitette
a stressz tiinetek jelentkezését (Borsani és mtsai, 2001). Mdsok azt tapasztaltdk, hogy 0,05
mM SA alkalmazasa eldsegitette a sostressz utdni novekedést, valamint ABA és prolin
felhalmozdédast okozott (Shakirova és mtsai, 2003). A talajhoz adott SA eldsegitette
kukoricanévények tilélését sostressz alatt, és csokkentette a Na* és CI” akkumulaciét (Gunes
és mtsai, 2007). A SA-kezelt novényekben alacsonyabb volt az MDA szint és az
ionkidramléds, mint a kezeletlen novényekben, viszont megemelkedett a hidrogén-peroxid
szintje. Paradicsom (Lycopersicon esculentum) névények gyokerét 0,1 mM SA-ba dztatva a
kezelés védelmet nydjtott 200 mM NaCl stressz ellen (Stevens és mtsai, 2006), megnovelte a
novények novekedését, fotoszintézisét, a transpiraciot, sztomakonduktivitast és csokkentette
az ionkidramlast.

Meérsékelt szarazsagstressznél kimutattdk, hogy buza leveleket 1 mM SA-val
permetezve megnovekedett az antioxiddns enzimek aktivitdsa, a klorofill és a relativ
viztartalom, a membranstabilitds, valamint csokkent a hidrogén-peroxid és a lipidperoxidéacid
(Agarwal és mtsai, 2005). SA-val eldkezelt arpa levelekben kevésbé jelentkeztek a vizhidny
okozta tiinetek a sejtmembranokon, és megndtt az ABA tartalom (Bandurska és Stroinski,
2005).

Két rizsfajta esetében (Oryza sativa L. cvs Ratna és IR 36) nehézfémstressz (Pb és Hg

10 uM koncentracioban) sordan, 100 és 200 uM koncentraciéban alkalmazva, a SA javitotta a
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novények csirdzasi képességét és a novekedését, csokkentette az elektrolitkidramlést és az
MDA tartalmat, tovdbba a nehézfémek antioxiddns enzimekre gyakorolt hatdséat is
visszaforditotta (Mishra és Choudhuri, 1997, 1999). Arpamagok aztatdsa, illetve a novények
500 uM SA-val torténd elOkezelése megakadédlyozta a 25 uM kadmium altal kivaltott
lipidperoxidaciot, és megnovelte a hajtas és gyokér frisstomeget. Ez a védOhatas azonban nem
az antioxiddns kapacitds novekedésének koszonhetd. Az antioxiddns enzimek aktivitdsa a
kadmiumstressz sordn megndtt, mig a SA-val elOkezelt novényekben ez a novekedés
elmaradt. A SA-kezelés pozitiv hatdsdra két hipotetikus magyardzatot taldltak: a SA-
elokezelés a gyokérben megemeli a fitokelatin koncentraciét, illetve a SA ABC-
transzporterek expresszidjat stimuldlja (Metwally és mtsai, 2003). 20 pM aluminiumot
tartalmaz6 tapkozegben Cassia tora L. gydkerében, 5 pM SA-kezelés megemelte a citrat-
effluxot, habar magasabb koncentraciéban (20 uM felett) gatolta azt. Emellett a SA
csokkentette az aluminium gyokérnovekedést gatld hatdsat és a gyokér aluminiumtartalmat
(Yang és mtsai, 2003). Szdjdban ugyancsak a SA (0,1 - 100 pM koncentricioban)
védOhatasardl szamoltak be kadmiumstressz sordn (Drazic és Mihailovic, 2005). A 10 uM
SA-kezelés a csirdzds kezdetén stimuldlta a kadmium akkumuldciét Medicago sativa
novényekben, és nem volt képes csokkenteni a kadmiumkezelés okozta hajtas- és
gyokérnovekedés gatlast (Drazic és mtsai, 2006).

Osszegezve megallapithatjuk, hogy a kiilséleg adott SA-nak kiilonbozd abiotikus
stresszek ellen védOhatdsa van, viszont ez altaldban egy sziik SA-koncentracié tartoméanyban
érvényesiil. A tul alacsony koncentracionak nincs hatdsa, a magasabb pedig még fokozhatja is
a stressz okozta karosoddst. Az optimdlis koncentrici6 novényfajonként, s még
stressztipusonként is kiilonbozo lehet.

Mig a kiilséleg adagolt SA hatédsairdl szamos tanulmany jelent meg, az endogén SA
valtozdsair6l mar joéval kevesebb adat 4&ll rendelkezésiinkre. Hidegtird Arabidopsis
novényekben kimutattdk, hogy SA halmozdédott fel 5 °C-on (Scott és mitsai, 2004). A
novények csokkent novekedést mutattak ezen a homérsékleten €s valosziniileg a SA okozta
ezt a novekedésgatlast, mivel a SA-hidnyos NahG novényeknél ez nem volt megfigyelhetd.
Rizs novényekben is megnétt az endogén SA-szint és az SA-bioszintézis egyik enzimének, a
benzoesav-2-hidroxilaznak az aktivitisa sostressz alatt (Sawada és mtsai, 2006). Szintén
sOstressz sordn vizsgéltdk a hormonok véltozdsat Iris hexagondban és azt tapasztaltdk, hogy
az ABA és a jazmonsav mennyisége megndtt, mig a SA-€ csokkent (Wang és mtsai, 2001b).
Széarazsagstressz sordn az endogén SA-tartalom kb. 6tszorosére emelkedett, majd a stressz

hatds megsziintével csokkent Phillyrea angustifolia novények levelében, de még mindig
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magasabb volt, mint a stressz elott (Munné-Bosch és Penuelas, 2003). A vizhidny hatdsara
megndtt a SA-tartalom arpa gyokerében, de a hajtdsban nem valtozott (Bandurska és
Stroinski, 2005). Arpziban kadmiumkezelés (Metwally és mtsai, 2003), Cassia tora L.
gyokerében aluminiumkezelés (Yang és mtsai, 2003), borsé gyokérben kadmiumkezelés
(Rodriguez-Serrano €s mtsai, 2006) hatdsdra is SA-felhalmozddasrél szamoltak be.
Arabidopsis thaliana esetében 500 pM-os kadmiumkezelés tobb mint haromszorosara emelte
endogén SA-tartalmat, de NahG transzformans Arabidopsis vonalakkal Osszehasonlitva
megallapitottdk, hogy a vad tipust vonalakban a felhalmozddott SA felerdsitette a kadmium-

indukalta oxidativ stressz tiineteit (Zawoznik és mtsai, 2007).

2.2.3. A szalicilsav feltételezett hatdsmechanizmusa

A hidrogén-peroxid szint novekedés valdsziniileg a SA antioxiddns enzimekre gyakorolt
hatdsdbol ered (Klessig és mtsai, 2000; Ganesan és Thomas 2001). A legtobb antioxiddns
enzimrdl kimutattdk, hogy a SA befolydsolja aktivitasukat. A Cu,Zn-SOD enzim aktivitasat
serkenti a SA, mely hozzdjarulhat a hidrogén-peroxid szint emelkedéséhez (Rao és mtsai,
1997). Ugyanakkor a POD és a GR miikodését is fokozza a SA in vivo, mely viszont a
hidrogén-peroxid felhalmozddds ellen hat (Dat és mtsai, 1998a; Janda és mtsai, 1999).
Hosszantartdé SA-kezelés Arabidopsisban csokkentette a CAT és az APX aktivitdsat, és
hiperszenzitiv reakci6hoz hasonld sejtelhaldshoz vezetett (Rao és mtsai, 1997). Szintén
csokkentette a CAT és az APX aktivitasat a SA Astragalus adsurgens Pall. kalluszkultiraban,
megnovelve ezéltal a hidrogén-peroxid szintet (Luo és mtsai, 2001).

A SA-r6l bebizonyosodott, hogy képes kozvetleniil a dohanybdl izolélt kataldz
enzimhez kotddni é€s gétolni annak miikodését (Chen és mtsai, 1993b; Conrath és mitsai,
1995). Szamos mds novényfajban (pl. Arabidopsis, paradicsom, uborka) is kimutattdk a SA in
vitro kataldzgatlo hatdsat (Sdnchez-Casas és Klessig, 1994). A SA katalazgatlé hatdsardl
feltételezik, hogy magyardzhatja a megndvekedett hidrogén-peroxid szintet, és igy szerepet
jatszik a SAR kialakuldsdban (Chen és mtsai, 1993a). Ennek ellenére még mindig kétséges a
kataldzgatlas jelentdsége a rezisztencia indukcidjaban. Egyrészt, mert a SA katalazkotése nem
specifikus, mds vastartalmu fehérjéhez is kotddik, pl. akonitdzhoz (Riiffer és mtsai, 1995).
Masrészt, mivel nem minden novény esetében figyeltek meg egyértelmli gatlast és késdbbi
munkak kiilonbséget taladltak a kataldz izoenzimek kozott SA irdnti érzékenységiikben is. A
kukorica CATI1 izoenzimének aktivitisiban 2 mM SA jelentés mértékii (kb. 60%) nem-

kompetitiv gétlast eredményezett, mig a CAT2 esetében a gitlds kompetitiv volt és gyenge
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(20%) (Horvéath és mtsai, 2002). Tovabba a kiilonboz6 kataldz izoenzimek szovetspecifikus
expresszidja kiilonbséget eredményezhet a SA adott szovetben kifejtett hatdsdban,
amennyiben a katal4z val6ban szerepet jatszik a SA hatdsanak kozvetitésében.

A kataldzgéatlds mechanizmusat illetéen feltételezik, hogy a SA mint elektrondonor a
kataldzt lassabb, peroxidativ utra tereli. Alacsonyabb hidrogén-peroxid szint mellett ez
gatlasként jelentkezik, mig kdros szintli hidrogén-peroxid ellen védi az enzimet (Durner és
Klessig, 1996). A kataldzgatlds sordn azonban a SA szabadgyokké alakul, amely a
tovabbiakban lipidperoxiddciét okozhat. Mind a kataldzgdtldis nyomdn megemelkedett
hidrogén-peroxid szintrél, mind a gétlas sordn keletkezd lipidperoxidokrdl feltételezik, hogy
részt vesznek a SA-fiiggd rezisztencia kialakuldsdnak jelatviteli folyamataban (Anderson €s
mtsai, 1998).

Astragalus adsurgens Pall. kalluszkultirdban 0,2 mM SA megnovelte az endogén
hidrogén-peroxid szintet. Kiilsdleg adott hidrogén-peroxid azonban nem helyettesitette teljes
mértékben a SA hatdsat. Dimetil-tiourea mérsékelte viszont a SA hatasat a hidrogén-peroxid
szint csokkentése altal (Luo és mtsai, 2001). Tehat a SA hatdsnak csak részben a hidrogén-
peroxid a kozvetitéje. A hidrogén-peroxid mellett szerepet jatszhat a kataldz gétlasakor
keletkez6 SA-szabadgyok és az dltala okozott lipidperoxidacio is (Klessig és mtsai, 2000).

Nemcsak a SA hatdsdra n0 meg a reaktiv oxigénformdk mennyisége a sejtben, hanem
bizonyitékok szélnak amellett is, hogy a reaktiv oxigénformdk SA-felhalmozodast okoznak
(Le6n és mtsai, 1995a; Enyedi, 1999). Ez a megfigyelés vezetett egy oOngerjesztd SA-
hidrogén-peroxid ciklus hipotéziséhez, amely ciklus a reaktiv oxigénformak felhalmozdédasat
és a sejt halalat eredményezi (van Camp és mtsai, 1998). A nekrotikus 1€ziok kialakuldsat és
terjedését magyardzé modellben kozponti szerepet jatszik ez az ongerjeszto ciklus, mely dltal
megnd a reaktiv oxigénformdk mennyisége, €s programozott sejthaldl indukalédik (Overmyer

és mtsai, 2003).

2.3. A stressztolerancia novelésének lehetoségei

A mezOgazdasagi termelés szempontjabdl fontos, hogy noveljiikk a gazdasigi novények
ellendllésagat abiotikus stresszekkel szemben. Ez tobbféleképpen torténhet: egyrészt a
hagyoményos nemesités valamint a molekularis bioldgiai és géntechnoldogiai médszerekkel
ellendllébb fajtdk elddllitdsa, mdasrészt olyan anyagok hasznédlata, melyek a ndvények

ellendllésagat fokozzak. Mindkét esetben fontos, hogy minél jobban ismerjiikk a gazdasagi
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novényekben stresszkoriilmények kozt lejatsz6do élettani folyamatokat,

védekezomechanizmusokat.

2.3.1. Ozmoprotektdns anyagok alkalmazdsa

Kordbban mar sz6 volt arrdl, hogy bizonyos abiotikus stresszfolyamatokhoz
masodlagos stresszként ozmotikus stressz tarsul, mely ozmoprotektidns anyagok (pl. prolin,
glicin-betain, fruktdnok, stb.) szintézisével jar egyiitt. Ezeknek szerepiik van az ozmotikus
egyensuly fenntartdsaban, valamint a szubcelluléris sejtstruktirdk védelmében a stressz sordn,
azonban nem minden novény szintetizalja Oket megfeleld0 mennyiségben, hogy kelléen
kivédje a stressz okozta kdrosoddsokat (Penna, 2003). Harom lehetdséget korvonalaztak,
ahogyan noOvelni lehetne ezen anyagok mennyiségét stresszkoriilmények kozott: 1)
hagyomdnyos genetikai modszerekkel és nemesitéssel olyan fajtdk létrehozdsa, melyek
nagyobb mennyiségben allitjdk el ezeket a vegyiileteket. 2) géntechnolégiai médszerekkel
olyan novényeket éallitani eld, melyek stresszkoriilmények kozt nagyobb mennyiségben
termelik ezeket az anyagokat 3) és végiil, mint egy gyors alkalmazdsi mdd: kiilséleg
alkalmazva ezeket az anyagokat megnovelni a novények stressztolerancidjat (Ashraf és
Foolad, 2007).

Egyik ilyen anyag a glicin-betain, mely természetes uton nem halmozddik fel akkora
mennyiségben novényekben, hogy kivédje a dehidraticié karositd hatdsait (Subbarao és
mtsai, 2000). Kukoricdban azt taldltdk, ha a leveleket glicin-betainnal permetezték, akkor ez
megnovelte a novényben az ozmoprotektiv anyagok mennyiségét (prolin, glicin-betain,
oldhat6 cukrok és K*) szdrazsagstressz sordn, mig a j6l ontdzott kontrollban csak a glicin-
betain mennyisége nétt. Tovabba novelte a szdrazanyag tartalmat és a termésmennyiséget is
(Zhang és mtsai, 2009). Napraforgdéban is kimutattdk a glicin-betain permetezés védohatdsat
szarazsagstressz ellen (Hussain és mtsai, 2008). Mdsok azt talaltdk, hogy a levelek glicin-
betainos kezelése novelte a fotoszintézist stresszkoriilmények kozott a nagyobb
sztomakonduktivitison €s a Rubisco nagyobb karboxildciés hatékonysdgian keresztiil
(Sakamoto és Murata, 2002), valamint fokozta az antioxidans enzimek aktivitasat is
vizhidnyos éllapotban (Ma és mtsai, 2007). Alacsony homérséklet ellen is védelmet nyujtott a
kiils6leg alkalmazott glicin-betain kukoricdban és csokkentette a lipidperoxidaciot (Chen és
mtsai, 2000). Masok kukorica magvakat 100 mg/l glicin-betainnal kezelve azt tapasztaltk,

hogy alacsony homérsékleten a kezelt novények jobban csirdztak, nagyobb volt a friss- és
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szaraztomegiik és az antioxiddns enzimek aktivitdsa is a kezeletlen novényekhez képest
(Farooq és mtsai, 2008b).

Paprikédban azt talaltak, hogy a magvak glicin-betainos kezelése csokkentette a sOstressz
karosit6 hatdsait (Khafagi és mtsai, 2009).

A kiilséleg alkalmazott prolin novelte a szabad prolin szintet és fokozta a
szérazsagtlirést petinidban (Yamada és mtsai, 2005).

A poliamin szintézis enzimeinek gatldsaval csokkent a  buzandvények
stressztolerancidja, de ez a hatds kiilséleg adagolt PA-kal kivédhetd volt (Liu és mtsai, 2004).
Spermidinnel valé eldkezelés szignifikdnsan megnovelte az arpa szarazsagtiirését (Kubis,
2003), valamint eldsegitette a rovid tava sétoleranciat uborkdban (Duan és mtsai, 2008). Yang
és mtsai (2007) szerint a j6 szdrazsagtiiréshez rizsben 4ltaldban magasabb szabad
spermidin/spermin szint €s oldhatatlan kotott putreszcin szint tarsul. Kukoricamagvakat 0,45-
0,6 mM putreszcinbe dztatva 12-18 6ran 4t a novények hidegtiirése fokozddott, megnovelte a
gyokér és a hajtds szdraztomegét, a hajtdsnovekedést a kezeletlen novényekhez képest,

valamint az elektrolit kidramlas is kisebb volt a kezelt novényekben (Cao és mtsai, 2008).

2.3.2. Antioxiddnsok és hidrogén-peroxid haszndlata

Kiilonb6z6 moédokon kiilsleg alkalmazott aszkorbinsav (100 mg/ml) hatdsat vizsgaltak
biza novényeken sostressz sordn. Azt tapasztaltdk, hogy a leghatdsosabb a gyokéren at
felvetetett aszkorbinsav volt, mely novelte a levélben a CAT, SOD, POD aktivitast, az
aszkorbinsav szintet, fokozta a fotoszintézist, a kezelt novények jobban novekedtek és
kevesebb Na'-ot halmoztak fel. Ugyan kevésbé, de hatdsos volt az is, ha az aszkorbinsavat a
levelekre permetezték vagy a magokat kezelték vele. Azonban azt is megfigyelték, hogy az
aszkorbinsav kezelés az eleve sétolerdns fajtdban hatékonyabb volt (Athar és mtsai, 2009).
Paradicsom magvakat természetes abtioxiddansokkal (aszkorbinsav, [B-karotin, lutein, licopin)
kezelve azt tapasztaltdk, hogy vizhidnyos koriilmények kozott a kezelt novényeknek nagyobb
volt a szaraztomege, levélfeliilete €s jobb volt a fotoszintézise és a vizhasznositdsa a
kezeletlen novényekhez képest, valamint a [B-karotin esetében 4j fehérjék szintézisét is
kimutattdk a kezelt novényekben (MacDonald és mtsai, 2009). Aszkorbinsavas 4ztatds
elOsegitette a rizs egyenletesebb és gyorsabb csirdzdsat is (Basra és mtsai, 2006). Buza
magvak tiolos kezelése (ditiotreitol, tiourea) védelmet nydjtott az 1. és 2. fotokémiai
rendszernek szdrazsagstressz folyamén, valamint fokozta az antioxiddns entimek mikodését

(Nathawat és mtsai, 2007).
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Kukoricandvények hidrogén-peroxidos kezelését kovetden a lipidperoxidacié és az
endogén hidrogén-peroxid szintje megndtt, mig az ozmotikus stressznek kitett novényekben
nem véltozott vagy csokkent. A glutation és a cisztein mennyisége is nagyobb volt, s az
antioxidans enzimek (GR, CAT, GST, APX) aktivitasa is fokozddott (Kellos és mtsai, 2008).
Borsé novényekben a hidrogén-peroxidos permetezés csokkentette a paraquat okozta oxidativ
stresszt, nem nott a lipidperoxidacid szintje €s az antioxiddns enzimek gatldsa is kisebb volt
(Moskova és mtsai, 2009).Hidrogén-peroxiddal el6kezelt biza magvak 150 mM NaCl-ot
tartalmazé kozegen csirdztatva rovidebb idé alatt csirdztak, mint a csak vizes kozegen
csiraztatott kezeletlen magvak. Ezeknek a novénykéknek jobb volt a fotoszintetikus
kapacitdsa és a sztémakonduktivitdsa is. Habar a hajtdsokban Na® és Cl ionok
akkumulalédtak, az elSkezelt novények szovetei tobb K'-ot, Ca,™-ot, nitratot és foszfatot
tartalmaztak és a K'/Na® ardny is nagyobb volt. A kezelés jobb membrinstabiltdst
eredményezett €s csokkentette az ionkidramldst, valamint 4j stresszproteinek szintézisét is
észlelték. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a hidrogén-peroxid aktivalja az antioxiddns
enzimeket a magban, melyek a hajtasban is megjelennek és védik a novényt a sostressz soran
fellépd oxidativ kdrosodas ellen. Az Uj stresszfehérjék megjelenése pedig olyan fizioldgiai
folyamatokat indithat be, melyek segitik a novények tilélését stresszkoriilmények kozott

(Wahid és mtsai, 2007).

2.3.3. Novekedésszabdlyozo anyagok haszndlata

Szamos novényi hormont vagy hormonszeri anyagot alkalmaztak a stressztolerancia
novelésére. Exogén ACC alkalmazdsa az oOregedés késleltetésével megnovelte kukorica
novények szdrazsagtiirését (Todd és mtsai, 2004). ABA hatdsira nétt a szdja
termésmennyisége jO és rossz vizellatottsdg mellett is. Vizhidnyos koriilmények kozt
szignifikdnsan emelkedett a kezelt novények vizpotencidlja és klorofill tartalma (Zhang és
mtsai, 2004). Cynodon dactylonban az ABA-kezelés novelte a novények relativ viztartalmat
és csOkkentette az ionkidramlast és a lipidperoxidaciot, valamint novelte a tilélési szdzalékot.
A SOD és CAT aktivitds magasabb volt az ABA-kezelt novényekben stresszkoriilmények
kozott, de ez a megemelkedett aktivitds HyO, €s NO képzodésének gatldsara elmaradt (Lu és
mtsai, 2009). Alacsony homérsékleten uborkdban a szénhidritok mennyisége nagyobb
novekedést mutatott 50 €s 150 uM ABA kezelés hatdsara, és a sztahidz-szintdz aktivitds is

jobban fokozdédott, mint a kezeletlen novényekben (Meng és mtsai, 2008).
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A SA kezelés novelte Oszi buza szdrazsagtiirését, s ez megnovekedett kataldz-
aktivitdssal jart egyiitt (Horvath és mtsai, 2007b). Cucumis melo-nél azt tapasztaltdk, hogy
mind SA, mind acetil-SA fokozta a novények stressztolerancidjat vizhidnyos koriilmények
kozt. Ezt a hatdst mind a hajtas permetezésével, mind pedig a magvak eldkezelésével elérték,
de a hajtasok permetezése hatékonyabb volt (Korkmaz és mtsai, 2007). Bizdban NaCl stressz
sordn azt tapasztaltik, hogy a magvak SA-as eldkezelése novelte a csirdzési szdazalékot, az
ozmotikus potencialt, a szdraztomeget, a K'/Na" ardnyt és a fotoszintetikus pigmentek
(klorofill-a,b és karotenoidok) mennyiségét (Kaydan és mtsai, 2007). Arpa magok 1 mM SA-
elokezelése védelmet nyujtott séstressz ellen (El-Tayeb, 2005).

Osszegzésiil megdllapithatjuk, hogy a gazdasdgi novények stressztiiroképessége
ozmoprotektdnsokkal, antioxiddsn vegyiiletekkel, valamint novényi hormonokkal vagy
hormonszerii anyagokkal is fokozhatd, mely a novénytermesztés szempontjabol is fontos

lehet.
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3. Kutatasi cél

Csoportunk volt az elsd, aki kimutatta, hogy a tapoldathoz adagolt 0,5 mM SA védelmet
nyujtott fiatal kukoricanovényeknek a hideg ellen, megnovelve néhdny antioxiddns enzim
aktivitdsat, valamint géitolva az etilénprodukciot (Janda és mtsai, 1999). A SA hatdsanak
mechanizmusa még messze nem tisztizott. Az ehhez kapcsolédd kutatdsok koziil

dolgozatomban az aldbbi vizsgalatokat ismertetem.

¢ El6szor a tapoldathoz adagolt SA hatdsait tanulmanyoztuk kiilonféle abiotikus
(hideg, szdrazsag, nehézfém) stresszhatasok alatt. Vizsgaltuk a poliaminok, mint
stresszvédd anyagok, szintjében bekovetkezd véltozdsokat, valamint az etilén
prekurzoranak, az ACC-nek illetve malonil-konjugatumanak, a MACC-nek a
valtozdsait alacsony homérsékleten. A szarazsagstresszre bekovetkezd hatdsokat
fotoszintetikus paraméterek és a membranok &llapotéit jellemzd ionkidramlés
mérésével kovettik nyomon. A Cd-stressz alatti hatdsok tanulmanyozasdra
vizsgaltuk a Cd felhalmozdédasat és megoszlasat a novényben, az antioxidans
enzimekre gyakorolt hatdsat, valamint a nehézfém elleni védelemben szerepet
jatszo fitokelatin-szintdz enzim aktivitdsdnak és a PC, szintjének alakulésat.

% A kovetkez6 1épésben az endogén SA-szint valtozasait tanulmanyoztuk abiotikus
stresszhatdsok alatt fiatal kukoricanovényekben. Mértiik a SA és az egyik
lehetséges prekurzora, az oHCA mennyiségét egyrészt alacsony homérsékleten,
masrészt ABA kezelés utdn. Vizsgaltuk még az endogén SA- és oHCA-szintek
alakuldsat szdrazsag, s6 és nehézfém hatdsara is.

* A harmadik részben a gyakorlati alkalmazds szempontjabol is szdébajohetd
szalicilsavas magaztatds és védoOhatdsanak éElettani hatterét vizsgaltuk. Ehhez
borso-, illetve kukoricandvényeket haszndltunk. Mértiikk, hogyan alakul a
magéztatds hatdsdra az endogén SA-szint a fiatal novényekben, nyomon
kovettik az antioxiddns enzimek mukodésében, valamint a poliaminok
mennyiségében bekovetkezet véltozdsokat a kiillonbozé novényi részekben
nevelési koriilmények kozott, hogy tisztdzzuk, milyen folyamatok Ilehetnek
felelosek a megnovekedett stressztoleranciaért. Tovabba néztiik a véltozasokat
hideg hatdsara is kukoricandvényekben, valamint a nehézfémstressz hatdsait

borséban és kukoricaban is.
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4. Anyagok és médszerek

4.1. A novénynevelés koriilményei, novényi anyagok

4.1.1. Tapoldatos kukoricanovények nevelése

A kisérletek nagy részében (exogén SA hatdsa valamint az endogén SA valtozédsa
kiilonbozd abiotikus stresszek sordn) tdpoldatban, azonos koriilmények kozt nevelt, azonos
korti novényeket haszndltunk, majd kiilonboz6 kezeléseket alkalmaztunk. Az elGnevelés
kortilményei a kovetkezok voltak:

A kukoricaszemeket (Zea mays L., Norma hibrid) 30 percig 0,5%-0s Neomagnol
oldatban fertétlenitettiik, majd desztillalt vizzel nedvesitett szlirOpapirban csirdztattuk 3 napig
26°C-on. A novényeket fé6zOpohdrban (7/pohér), a martonvasari Mezdgazdasigi Kutatdintézet
fitotronjdban neveltiik 22/20°C-on 16/8 6ras fény-sotét periddus mellett Conviron PGR-15
tipusu novényneveld kamrdban (Controlled Environments Ltd, Winnipeg, Canada) 10 napos

korig 250 ml médositott Hoagland-tapoldatban, melynek Gsszetétele az 1. tablazatban lathato.

1. tdblazat. Médositott Hoagland-tapoldat dsszetétele.

Makroelem osszetétel: Mikroelem oOsszetétel:
0,3125 mM KNO; 11,92 uM HBO;3

0,45 mM Ca(NOs), 4,57 uM MnCl,- 4H,0
0,0625 mM KH,PO, 0,191 uM ZnSOy- TH,0O
0,125 mM MgSO,- 7H,0 0,08 uM CuSOy- 5H,O

0,024 uM (NH4)sM070,4- 4H,O

15,02 uM FeSOy4- 7TH,O

23,04 uM Na,EDTA- 5H,0

A megvildgitds mértéke 340 umol m™ s™' PPFD, a relativ pdratartalom 75% volt. A tdpoldatot

kétnaponta cseréltiik.
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4.1.1.1. Exogén SA hatdsa hidegstressz sordn

A kukoricédk felét 0,5 mM SA oldattal kezeltiikk 24 6rdn keresztiil, majd a tapoldatot
SA mentesre cseréltik. A SA-kezelt és kezeletlen (kontroll) novények felét 3 napig

hidegkezeltiik 5 °C-on, majd mintat gyljtottiink az analizisekhez és mértiik az ionkidramlast.
4.1.1.2. Exogén SA és a hidegedzés hatdsa az ACC- és MAC- tartalomra hidegstressz sordn

A kukoricdk felét 0,5 mM SA oldattal kezeltiik 24 6ran keresztiil, majd a tapoldatot
SA mentesre cseréltiik. A SA-kezelt és kezeletlen (kontroll) novények felét 4 napig 13/11 °C-
on hidegedzettiik, majd 4 napra 5 °C-ra helyeztiik. Naponta szedtiink mintét az analizisekhez.
4.1.1.3. Exogén SA hatdsa szdrazsdgstressz sordn

A novények felét 0,5 mM SA oldattal kezeltiik 24 6rdn keresztiil, majd tapoldatot
cseréltiink. A SA-kezelt és kezeletlen (kontroll) novények felét 15 %-os (w/v) PEG6000-rel
kezeltiikk 3 napig, mellyel szdrazsagstresszt idéztiink el6. Harom napon at naponta mértiik a
fotoszintézisben bekdvetkezd véltozdsokat, a 3. napon pedig az ionkidramlast is.

4.1.1.4. A fitokelatin szintézis enzimeinek vizsgdlata

A novények egy részét 0,1 mM kadmium-nitrattal kezeltiik, majd 1, 24 és 48 6ra mulva

mintat szedtiink az enzimaktivitds mérésekhez valamint a Cd-tartalom meghatarozdsahoz.
4.1.1.5. Exogén SA hatdsa kadmiumstressz sordn

A novények egy részét a Cd kezelést megel6zden 1 napig 0,5 mM SA-val kezeltiik
(utdna SA mentes tapoldatot hasznaltunk), mig a novények egy része a Cd-mal egyidejiileg

kapta a SA-t. A kezelést 0,5 mM koncentracidju Cd-mal végeztilk. A 24 6ras Cd kezelést

kovetden gylijtottiink mintat az analizisekhez illetve a Cd-tartalom meghatarozashoz.
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4.1.1.6. In vivo SA-szint vdltozdsa abszcizinsav és hidegkezelés hatdsdra

A novényeket 0,05 illetve 0,1 mM ABA-val kezeltiik 1, 2 illetve 3 napig. A ndvények
egy részét a 2. napot kovetden 1 napra 5 °C-os novényneveld kamrdba helyeztiik. A 3 napos
kezelés sordn naponta gyijtottiink mintdt az analizisekhez, valamint mértiik a klorofill
tartalmat. A novények egy részét hosszabb ideig 5 °C-on hagytuk, hogy tanulmanyozzuk az

ABA hatésat. Ezekbdl a novényekbdl ionkidramldst mértiink 6 napos hidegkezelést kovetden.

4.1.1.7. In vivo SA-szint vdltozdsa szdrazsdg- és sostressz sordn

A novények egy részét 11 illetve 21 %-os (w/v) PEG6000-rel valamint 50 és 100 mM
NaCl-dal kezeltilk két napig, majd visszahelyeztiilk Oket normadl tdpoldatba 1 hétre, hogy
vizsgaljuk a helyredllast. Az analizisekhez a 2 napos kezelés sordn naponta, valamint az 1

hetes helyredllds utdn gyiijtottiink mintét.

4.1.1.8. In vivo SA-szint vdltozdsa kadmiumstressz sordn

A kadmium-kezelés hatdsdnak vizsgédlatdhoz a 10 napos névények tdpoldatat 0, 10, 25
és 50 uM koncentraciokban Cd(NOs),-ot tartalmazora cseréltiik. A kezelés 7 napig tartott,

mialatt a kontroll és kadmium kezelt novények tdpoldatat kétnaponta cseréltiik.

4.1.2. SA-magadztatds hatdsa borso élettani folyamataira kontroll koriilmények kozott

A vizsgalatokhoz borsot (Pisum sativum L. ’Kelvedon’) haszndltunk. A szemeket
(100db/100 ml) oldat 1 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 ardnyu keverékébe iiltettiik. Az
igy eliiltetett borsét 1 hétig neveltik Conviron PGR-15 tipusi novény nevel6kamraban
(Controlled Environment Ltd. Winnipeg, Canada), 22/20 °C-on 16/8 6ras vilagos/sotét
periédus mellett. A megvildgitds mértéke 200 pmol m™ s™ PPFD, a paratartalom 75 % volt.
Egy hét utdn szedtiink mintdt az analizisekhez. A radioaktiv kisérletekhez gyiiriiben *H-mal
jelolt SA-t hasznaltunk a magaztatds sordn (296 kBg/100 ml). A ndvények egy részét termésig

neveltiik, majd mértiik a névényenkénti magtomeget, illetve magszamot.
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4.1.3. SA-magdztatds hatdsa kukorica élettani folyamataira hidegstressz sordn

A vizsgélatokhoz 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 €s homok 3:1:1 ardnyu keverékébe
tltettilk. Az igy eliiltetett kukoriciat egy hétig neveltik Conviron PGR-15 tipusii ndvény
nevelékamridban (Controlled Environment Ltd. Winnipeg, Canada), 22/20 °C-on 16/8 06ras
vildgos/sotét periédus mellett. A megvildgitds mértéke 200 umol m™ s PPFD, a pératartalom
75 % volt. Egy hét utdn a novények egy részét 5 °C-ra helyeztiik, majd 5 nap utdn szedtiink

mintat az analizisekhez.

4.1.4. SA-magadztatds hatdsa borso és kukorica élettani folyamataira nehézfémstressz sordn

A vizsgélatokhoz borsét (Pisum sativum L. *Ran’) és kukoricdt (Zea mays L. "Norma’
hibrid) hasznaltunk. A szemeket 6 Oran at aztattuk desztillalt vizben illetve 0,5 mM SA
idoldatban, majd desztillalt vizzel nedvesitett szlirdpapirban csirdztattuk 3 napig 26°C-on. A
novényeket fOzOpoharban neveltik 22/18°C-on 16/8 6rds fény-sotét periddus mellett
Conviron PGR-15 tipusti novényneveld kamraban (Controlled Environments Ltd, Winnipeg,
Canada) 12 napos korig a 4.1.1 pontban ismertetett médositott Hoagland-tdpoldatban. A borsé
novények egy része mar a nevelés kezdetétdl 1, 2 illetve 5 uM Cd-on, mig a kukorica 10, 15
illetve 25 uM Cd-on nétt. A megvildgitds mértéke 200 pmol m? s' PPFD, a relativ

paratartalom 60% volt. A tapoldatokat kétnaponta cseréltiik.
4.2. Eletképesség mérések
4.2.1. Ionkidramlds mérése

Kukorica levélbol 3 db 5 mm atmérdja levélkorongot 1,5 ml ultratiszta vizet tartalmazé
fioldba helyeztiik és 1 6ran 4t razattuk. Ezutan egy Automatic Seed Analyzer berendezéssel
(ASA610, Agro Science Inc. USA) mértik az oldat konduktivitdsidt, majd a vizet

visszapipettaztuk a fioldba a levélkorongokra és -80 °C-on fagyasztottuk egy éjszakén at,

majd visszaolvasztva szobahOmérsékleten ujra lemértiik a konduktivitdsat (100 %-osan
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roncsolt membran). A méréshez hasznalt ultratiszta vizet desztillalt vizbol allitottuk eld Milli-

Q 50 (Millipore, USA) tipusu berendezés segitségével.

4.2.2.Gyokér életképesség vizsgdlat TTC-vel

A TTC, mint redukdlt tetraz6liumso, szintelen, vizoldékony vegyiiletébdl redukcid sordn
voros szinti, lipoidoldékony csapadék (formazan) képzddik. Erre a redukciora csak €16 sejtek
képesek, igy a kialakult voros szin intenzitasabol kovetkeztetni lehet a vizsgalt ndvényi rész
életképességére.

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 6ra elteltével desztillalt
vizzel leoblitettiik, majd 5 ml etanolban 60 °C-on, 30 perc alatt kiextrahaltuk a gyokerekbdl a

keletkezett piros szinll vegyiiletet, €s ezt kovetden 485 nm-en fotometraltuk.

4.3. Lipidperoxiddcio meghatdrozdsa

A lipidperoxidaci6 meghatdrozdsa az MDA-tartalom mérésén alapszik. Az elokészités
sordn 0,2 g novényi mintit dorzsmozsarban 600 pl 0,1 %-os (w/v) TCA-val eldorzsoltiink,
majd 12000 g-vel 10 percig centrifugaltuk. A feliiliszé 300 pl-éhez 2 ml 0,5 % (w/v) TBA-t
tartalmaz6 20 %-os (w/v) TCA-t adtunk és az elegyet 90 °C-on 30 percig inkubdltuk. Az
MDA-tartalom meghatdrozasa spektrofotometridsan, 532 nm-en tortént, a 600 nm-en mért
nem specifikus abszorpcié figyelembevételével.

' extinkcis

A lipidperoxidok koncentraciéjit az MDA-tartalomb6l a 155 mM™ cm’
koefficiens segitségével szamoltuk ki, és pmol g friss tomeg adtuk meg (Thomas és mtsai,
2004). A kukorica novények harmadik levél illetve gyokér MDA tartalmdnak mérését a

kadmium stressz elso, negyedik és hetedik napjan végeztiik.

4.4. Klorofilltartalom mérése

A teljes klorofilltartalom meghatarozasidhoz SPAD-502 klorofill méré (Minolta Camera

Co., Ltd, Tokyo, Japan) berendezést hasznaltunk.
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4.5. Klorofill-fluoreszcencia indukcio mérése

A AF/F,,” klorofill-fluoreszcencia indukcids paramétert (AF/F,,’ = (F,’” — F)/ Fy’, ahol
az F,’ a maximalis, mig az F, a steady state klorofill-fluoreszcencia szinteket jelolik fény
adaptélt allapotban) Janda és mtsai (1994) éltal leirtak szerint PAM-2000 (Walz, Effeltrich,
Németorszag) fluorométerrel 22°C-on, a novénynevel0 kamridban mértilk. A mérések a

harmadik teljesen kifejlett levélen torténtek.

4.6. A fotoszintetikus aktivitds mérése

A fotoszintetikus aktivitds mérése a novények legfiatalabb teljesen kifejlett levelein,
nyitott rendszerli LI-6400 tipusd infravords gézanalizdtorral (LI-COR, Lincoln, Nebrasca,
USA) tortént. Megvilagit6 fényforrasként a mérdfejhez csatlakoztathaté 6400-02 LED lampat
(LI-COR, Lincoln, Nebrasca, USA), a hOmérséklet szabdlyozasara a beépitett Peltier elemet
haszndltuk. A méréseket szobahOmérsékleten (22 °C) végeztik. A mért viz- és
széndioxidmennyiség valtozdsanak értékei segitségével a kiilonbdzd gizcsere paraméterek
netté fotoszintetikus aktivitds (A), gdzcserenyildsok vezetoképessége (gs), intercelluldris
széndioxid-koncentracié (C;), transpiracié (E) meghatdrozdsa von Caemmerer és Farquhar

(1981) médszere szerint tortént.

4.7. Antioxiddns enzimek kivondsa és aktivitds mérése

Az izoldlas soran 0,5 g novényi anyagot kvarchomokkal dorzsoltiink el 2,5 ml jéghideg
0,5 mM TRIS pufferben (pH 7,4), 3 mM MgCl, és 1 mM EDTA jelenlétében
dorzsmozsarban. A homogenatumot hiitétt centrifugaban 20 percig centrifugaltuk 15000 g-
vel. A feliiluszét Eppendorf csovekbe osztottuk szét.

A glutation-reduktdz aktivitdsat a friss, mig a tovabbi enzimeket a —20°C-on tdrolt
fagyasztott feliiliszobol mértilk. Az enzimaktivitisokat fotometridsan hatdroztuk meg
(Shimadzu UV-VIS 160A). Mérésig a mintdkat jégen tartottuk, a méréseket pedig
szobahOmérsékleten végeztiik. Az enzim aktivitdsokat 1 g enzim fehérje altal 1 perc alatt

okozott abszorbancia véltozasban (AA min™ g'1 fehérje) adtuk meg.
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4.7.1. Kataldz (EC 1.11.1.6)

A kataldz aktivitasat 240 nm-en mértiik, a hidrogénperoxid fogydsat nyomon kovetve. A
reakcidelegy Ossztérfogata 3 ml volt, és 0,44 mM TRIS puffert (pH 7,4) 0,0375% H,0,-t és 50
ul novényi mintat tartalmazott (Janda é€s mtsai, 1999). A reakciét a H,O, hozzdaddsaval

inditottuk el.

4.7.2. Gvajakol-peroxidaz (EC 1. 11.1.7)

A gvajakol oxiddcidja nyomédn bekovetkezd abszorbancia novekedést 470 nm-en
spektrofotométerrel nyomon kovetve mértiik (Addm és mtsai, 1995), hidrogén-peroxid
oldattal inditva a reakciét. A 3 ml reakcidelegy Osszetétele a kovetkezd volt: 88 mM Na-acetat

puffer (pH 5,5), 0,88 mM gvajakol, 0,0375% H,0, és 50 pl ndvényi minta.

4.7.3. Aszkorbdt-peroxiddz (EC 1.11.1.11)

Az aszkorbat-peroxiddz aktivitasat a kovetkezo Osszetétell reakcidelegyben mértiik: 0,2 M
TRIS puffer (pH 7,8), 5,625 mM aszkorbinsav és 0,042% H,0,. A reakcidelegy 2,25 ml volt,
mely 50 ul mintat tartalmazott, és a reakciét HO, hozzdadéasdval inditottuk. Az aszkorbinsav

fogyasat 290 nm-en kovettiik nyomon (Janda és mtsai, 1999).

4.7.4. Glutation-reduktdz (EC 1.6.4.2)

A glutation-reduktdz  aktivitdsdnak meghatdrozdsakor a 5,5°-ditio-bis-(2-nitro-
benzoesav) (DTNB) redukcidjat mértiik 412 nm-en a Smith és mtsai (1988) 4ltal leirtak
szerint. A reakcidelegy 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 reakciét

50 pl minta hozzdadaséaval inditottuk.
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4.7.5. Glutation-S-transzferdaz (EC 2.5.1.18)

A glutation-S-transzferdz aktivitisinak meghatarozasa 340 nm-en spektrofotometridsan
Mannervik és Guthenberg (1981) mddszere szerint tortént S-2,4-dinitrofenil-glutation
képzddését nyomon kovetve. A 2,75 ml reakcidelegy 72,5 mM Na-foszfat puffert (pH 6,5), 2,6
mM GSH-t, I mM 1-kloro-2,4-dinitrobenzént tartalmazott €s a reakciét a 100 pl mintaval

inditottuk.

4.8. Prolintartalom meghatdrozdsa

A prolintartalmat Bates és mtsai (1973) mddszere alapjan hatdroztuk meg 0,5 g novényi
anyagot extrahaltunk 10 ml desztillalt vizben, majd ebbdl 2,5 ml-t reagdltattunk 3,4 ml ecetsavas
ninhidrin reagenssel (12,5 mg/ml). 5 ml toluollal kiextrahdltuk majd 518 nm-en mértiik

spektrofotometridsan.

4.9. Kadmiumtartalom meghatdrozdsa

A kadmiumtartalmat Hegediis és mtsai (2001) médszere alapjdn hataroztuk meg. 0,1 g
szaraz elporitott novényi részt 2 ml 30%-os hidrogén-peroxid és 2 ml 65 %-os salétromsav
elegyével roncsoltuk (1 napig 25 °C-on, majd 20 percig 120 °C-on tilnyomdson forraltuk). A
mintdk fémtartalmat ICAP-61E tipust atomabszorpcids késziilékkel hataroztuk meg.

4.10. ACC- és MACC-tartalom meghatdrozdsa

Az ACC és MACC meghatarozasat Tari és Nagy (1994) szerint végeztiik, melyhez 2 g
novényi anyagot dorzsoltiink el 10 ml 80 %-os etanolban, centrifugéaltuk 20 percig 12 000 g-vel,
majd a feliilisz6t fioldba ontottiik, a csapadékot pedig tjra extrahdltuk és centrifugdltuk a fent
leirtak szerint. A feliilisz6t az el6z6hoz 6ntottiik, majd vakuumbeparldban szarazra paroltuk. Az
ACC meghatdrozdsa Lizada és Yang (1979) szerint tortént etilénné vald atalakitds utidn. Az

dtalakitds hatékonysdga 85 % volt. A reakciét a SA 10"° -10° M koncentracié tartomanyban
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nem befolydsolta. A MACC-t sésavas hidrolizist kovetden mértiik. Az MACC-tartalmat a
hidrolizis el6tt és utdn mért ACC-tartalom kiilonbsége adja.
Az ACC-bol keletkezd etilént gazkromatografidsan mértiikk, a mérés paraméterei a

kovetkezOk voltak:
Géazkromatograf tipusa: Hewlett-Packard 5890 Series I1.
Oszlop tipusa: 305 x 0,3 cm rozsdamentes acél, toltet tipusa: Alumina F-1 80/100 mesh
(Supelco Inc. Bellefonte, Pennsylvania, USA)
Termosztit hdmérséklete: 100 °C
Injektor hdmérséklete: 120 °C
Vivogaz: He, sebessége: 35 ml/perc
Detektor: langionizacids (FID)

hémérséklete: 160 °C

FID H; sebessége: 30 ml/perc

FID leveg6 sebessége: 300 ml/perc

4.11. Poliamintartalom meghatdrozdsa

Mintaelokészités: 200 mg kukoricalevelet folyékony nitrogénben eldorzsoltiink, majd
I ml 0,2 M jéghideg perklérsavval extrahdltuk és 20 percig allni hagytuk jégben. Ezt
kovetden 20 percig centrifugdltuk 10000 g-vel és a feliilluszé6 100 pl-ébdl szarmazékot
képeztiink danzil-kloriddal Smith és Davies (1985) mdédszerével az aldbbiak szerint.

Szdrmazékképzés: 100 pl mintdhoz 200 ul telitett nétrium-karbonatot és 400 pl
acetonban oldott danzil-kloridot (5 mg/ml) adtunk. Osszerdzds utdn 60 °C-on sotétben 60
percig inkubaltuk, majd 100 ul 100 mg/ml toménységli prolin oldatot adtunk hozzd, és
tovabbi 30 percig inkubdltuk szobahOmérsékleten sotétben. Ez kovetéen a danzil-
szarmazékokat 500 pl toluollal 30 masodpercig extrahdltuk, és a szerves fazist vikuum alatt
bepéroltuk. A maradékot 1 ml 100 % metanolban felvettik 0,2 pm poérusméretii teflon
membransziirén 4tszirtiik és analizaltuk.

A folyadékkromatografids méréshez Waters tipusi HPLC-t (WATERS, Milford, MA,
USA) hasznaltunk, mely a kovetkezd részegységekbdl dllt: W 2690 rendszer, mely tartalmaz
egy automata mintaadagol6t, oszloptermosztatot ¢és gradiens keverésre alkalmas
pumparendszert; és ehhez egy W474 tipusu scanning fluoreszcens detektort csatlakoztattunk.

A mérési adatok kiértékelése Millenium32 program (WATERS, Milford, MA, USA)
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segitségével tortént. A fent leirt médon szarmazékképzett mintdbol 4 pl-t injektaltunk a 18
um szemcseméretll Supelcosil C;g toltettel toltott 20x2,1 mm-es el6tét kolonndra, mely utidn
egy 100x2,1 mm analitikai oszlop volt kotve, amelyben Hypersil ODS 5 um szemcseméretii
toltet volt. A mérés sordn az aldbbi szolvenseket hasznaltuk:

A: viz; B: ACN; C: MeOH

Az elvélasztas a 2. tablazatban taldlhat6 gradiens programmal tortént. Az dramlési sebesség az
analizis sordn 0,5 ml/perc, az oszlophOmérséklet 40 °C volt. A danzil-kloriddal
szarmazékképzett poliaminok detektdldsa fluoreszcens detektorral 340 nm-es gerjesztési és

515 nm-es kisugarzasi hullimhosszon tortént.

2. tablazat. Poliaminok elvalasztasdhoz hasznélt gradiens program.

Id6 (perc) A% B % C%
0 56 44 0
13 3 68,5 28,5
17 0 70 30
21 0 70 30
22 56 44 0
34 56 44 0

4.12. Szalicilsav extrakcio és mennyiségi analizis

A SA HPLC-s analizisét Meuwly és Métraux (1993) 4ltal leirt médszer szerint végeztiik,
mellyel az alabbi vegyiileteket lehet kimutatni: benzoesav, fahéjsav, orto-hidroxi-fahéjsav és
SA. A 1,5 g novényi mintat folyékony nitrogénben, 0,75 g kvarchomok hozzdadasaval
dorzsmozsarban eldorzsoltiikk. A homogenatumot centrifugacsovekbe ontottiik €s 2 ml 70 %-
os metanolt adtunk hozz4, mely 250 ng orfo-anizinsavat (0-ANI: bels¢ standerként hasznédlva)
és 25 ug para-hidroxi-benzoesavat (p-HBA: extrakcids karrierként hasznalva) tartalmazott.
Az extraktumot 10000 g-vel 20 percig centrifugaltuk. A feliildszot félretettiik, 2 ml 90%-os
metanollal a csapadékot ujra extrahaltuk, majd utdna 10000 g-vel 20 percig cetrifugdltuk. Az
igy képzodott feliiluszot az elozéekben félretetthez Ontottiik. Ezzel az eljarassal a ndvényben

1évo szabad vegyiileteket, illetve a kotottek koziil a metanolban oldéddkat lehet kinyerni. Az
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0sszegyujtott feluszokat vakuumbepdarloban vizes fazisig beparoltunk, majd 1 ml 5%-os (w/v)
TCA-t mértiink hozzajuk. Vortexelést kdvetden 13000 g-vel 10 percig centrifugdltuk. A
feliiluszokat kétszer 2,5 ml ciklohexan: etilacetdt = 1:1 (v/v) elegyével particiondltuk. A felsé
szerves fazis a szabad fenolos vegyiileteket, mig az alsé vizes fazis a metanolban oldédé
kotott fenolos vegylileteket tartalmazta. A felsd szerves fazist Pasteur-pipettdval iivegfiolakba
helyeztiik 4t és mérésig —20°C-on tdroltuk. A kotott fenolos vegyiiletek savas hidrolizise a
kovetkezOképpen tortént. Az alsé 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 és 80°C-on 60 percig inkubaltuk. Majd a fent leirt médon
kétszer particiondltuk, és a felso szerves fazisokat felhasznaldsig -20°C-on taroltuk.

A HPLC analizis elétt a képzodott mintdkat vakumbeparléban szdrazra paroltuk, majd
az ,,A” szolvens 900 pl-ében visszaoldottuk. A folyadékkromatogrifids méréshez Waters tipusu
HPLC-t (WATERS, Milford, MA, USA) haszndltunk, mely a kovetkez6 részegységekbol allt:
W2690 pumpa rendszer, (mely tartalmazott egy automata mintaadagolét, oszloptermosztatot
és gradiens keverésre alkalmas pumparendszert) UV/VIS didédasoros detektor (W996) és egy
W474 scanning fluoreszcens detektor. A mérési adatok kiértékelése Millenium32 program
(WATERS, Milford, MA, USA) segitségével tortént. A mintabdl 40 pl-t injektaltunk az 5 um
szemcseméretil, 150x4,6 mm méretli Supelcosil ABZ-Plus analitikai oszlopra. A mérés sordn az
alabbi szolvenseket haszndltuk: A: 25 mM Na-acetét (pH 2,6), 15% ACN; B: 100% ACN.

Az elvdlasztas a 3. tdbldzatban taldlhat6 gradiens programmal tortént. Az oszlophdmérséklet
az analizis sordn 40°C volt.

Detektéldshoz a diddasoros UV/VIS detektorral 230 €s 300 nm kozott teljes spektrumot
vettiink fel, melynek egyik célja az, hogy minden vegyiiletet a maximalis abszorbancidnal
tudjunk kiértékelni, masrészt a jellemzé UV spektrum alapjan is lehet azonositani a csticsot a
retencids 1d0 mellett (benzoesav, orfo-hidroxi-fahéjsav, SA és transz-fahéjsav). A vizsgalt
vegyiiletek koziil az orto-hidroxi-fahéjsav és a SA fluoreszkdl is. Detektalasuk 317 nm
gerjesztési és 436 nm kisugarzasi (oHCA), illetve 305 nm gerjesztési és 407 nm kisugarzasi
hulldmhosszon (SA) tortént. Az izotdppal jelolt kisérletekben a radioaktiv csticsokat a HPLC
rendszerhez csatlakoztatott 150TR tipust folyadék szcintillicids detektorral (Canberra

Packard, Meriden, CT, USA) detektaltuk.

43



3. tdblazat. SA és oHCA elvdlasztdsdhoz hasznalt gradiens program.

Aramlasi
Id6 (perc) sebesség A% B %
(ml/perc)
1 0 1 100 0
2 1 1 100 0
3 3 1 95 5
4 5 1 95 5
5 18 1 45 55
6 20 1 0 100
7 20,1 1,4 0 100
8 25 1 0 100
9 27 1 100 0
10 31 1 100 0

4.12. v -Glutamil-cisztein-szintdz enzim aktivitdsdanak mérése

0,3 g levelet, illetve 0,5 g gyokeret 1,5 ml 0,1 M TRIS-HCI pufferben (pH 8.0), mely 5
mM EDTA-t és 10 mM MgCl,-ot tartalmazott elddrzsoltiink, majd 10 percig 10 000 g-vel
centrifugaltuk. A feliilisz6 650 pl-ét 5 ml Sephadex G-25 gélen soétalanitottuk. Az
enzimaktivitds méréséhez a kovetkezd reakcidelegyet mértiik 6ssze: 50 pl 1000 mM HEPES-
NaOH puffer (pH 8,0), mely 400 mM MgCl,-ot tartalmazott, 50 pl 300 mM Na-glutamat, 50
ul 16 mM cisztein és 8 mM DTE 1:1 aranyu keveréke, 50 pl 70 mM ATP és 50 pl viz. A
reakcidelegyet 45 percig 37 °C-on inkubdltuk, majd a reakcidelegy 50 ul-ét
szarmazékképeztiikk monobromo-bimannal (10 pl 15 mM monobromo-biman, 200 pul 50 mM
CHES (pH 9,0), 50 ul reakcidelegy, 15 perc szobahdmérsékleten sététben). A reakciét 700 pl
5 %-os ecetsav hozzdaddsaval allitottuk le. A O perces mintdhoz az inkubélds el6tt kivettiink
50 ul-t a reakcidelegybdl €s szarmazékképeztiikk. A kiinduldsi és keletkezett 7y-glutamil-
cisztein mennyiségét a 4.14. pontban ismertetett HPLC-s moddszerrel hatdroztuk meg. Az
enzimaktivitdst a kiinduldsi és a keletkezett y -glutamil-cisztein mennyiségének kiilonbsége

alapjan szamoltuk.
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4.13. Glutation-szintdz enzim aktivitdsdnak mérése

0,3 g levelet illetve 0,5 g gyokeret 1,5 ml 0,1 M TRIS-HCI pufferben (pH 8.0), mely 5
mM EDTA-t és 10 mM MgCl,-ot tartalmazott elddrzsoltiink, majd 10 percig 10 000 g-vel
centrifugaltuk. A feliilisz6 650 pl-ét 5 ml Sephadex G-25 gélen sétalanitottuk.

Az enzimaktivitdis méréséhez a kovetkezd reakcidelegyet mértiik Ossze: A
reakcidelegyet 60 percig 37 °C-on inkubdltuk, majd a reakcidelegy 25 ul-ét
szarmazékképeztilk monobromo-biméannal (20 pl 15 mM monobromo-bimén, 200 pl 50 mM
CHES (pH 9,0), 25 ul reakcidelegy, 15 perc szobahdmérsékleten sotétben). A reakciét 1000
ul 5 %-os ecetsav hozzdadasaval allitottuk le. A O perces mintdhoz az inkubalas eldtt
kivettink 25 pl-t a reakcidelegybdl és szarmazékképeztikk. A kiinduldsi és keletkezett
glutation mennyiségét a 4.14. pontban ismertetett HPLC-s mddszerrel hataroztuk meg. Az
enzimaktivitdst a kiinduldsi és a keletkezett glutation mennyiségének kiilonbsége alapjan

szamoltuk.

4.14. Glutation és yglutamil-cisztein tartalom HPLC-s mérése

A tiol vegyiiletek meghatdrozasa Kocsy €s mtsai (2004) mddszere alapjan tortént. A
folyadékkromatografids méréshez Waters tipusi HPLC-t (WATERS, Milford, MA, USA)
hasznéltunk, mely a kovetkezd részegységekbdl allt: W2690 pumparendszer, (mely tartalmazott
egy automata mintaadagolot, oszloptermosztitot ¢és gradiens keverésre alkalmas
pumparendszert) és egy W474 scanning fluoreszcens detektor. A mérési adatok kiértékelése
Millenium32 program (WATERS, Milford, MA, USA) segitségével tortént.

A mintdkbdl 20 pl-t injektaltunk a 10 pum szemcseméretii, 250x4 mm méretii 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 elvélasztds a tdblazatban taldlhaté gradiens programmal tortént. Az dramlasi sebesség az
analizis soran 1,5 ml/perc, az oszlophdmérséklet 30°C volt.

A szarmazékképzett mintdk detektdldsa fluoreszcens detektorral 380 nm-es gerjesztési és 480

nm-es kisugarzdsi hullamhosszon tortént.
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4. tablazat.

Tiolok

elvalasztasahoz

hasznalt gradiens program.

Idé A% B %
(perc)

1 0 100 0
2 10 92 8
3 15 86 14
4 17,5 0 100
5 25,5 0 100
6 26,5 100 0
7 31 100 0

4.15. Fitokelatin-szintdz enzim aktivitasdnak mérése ¢és fitokelatinok mennyiségi

meghatdrozdsa

A 750 mg novényi mintat kvarchomokkal dorzsmozsarban 750 ul 50 mM TRIS (pH
8,0) pufferrel, mely 10 mM p-merkaptoetanolt és 14% (v/v) glicerolt tartalmazott,
eldorzsoltiik. Eppendorf centrifugdban 13000 g-vel 10 percig centrifugdltuk a
homogenizatumot, az aktivitisméréshez a feliilisz6t hasznéltuk. A fitokelatin-szintdz enzim
aktivitdsdit Chen és mitsai (1997) dltal leirt modszerrel végeztiik. A 300 ul végtérfogati
reakcidelegy Osszetétele a kovetkezd volt: 200 mM TRIS (pH 8,0), 10 mM [-merkaptoetanol,
10 mM GSH, 0,5 mM Cd(NO3); és 200 ul novényi minta. A reakciét a ndvényi minta
hozzdadésaval inditottuk és 60 percig 35°C-on inkubaltuk. A reakci6 leallitdsahoz 30ul 50%-
os 5-szulfosalicilsavat hasznaltunk, majd 10 percig jégen inkubdéltuk. A kicsapddott fehérjéket
13000 g-vel tortént 5 perc centrifugdldssal tavolitottuk el, és a feliiliszét hasznaltuk a HPLC
analizishez.

A folyadékkromatografids méréshez Waters tipusi HPLC-t (WATERS, Milford, MA,
USA) haszndltunk, mely a kovetkezd részegységekbdl allt: W2690 pumparendszer, (mely
tartalmazott egy automata mintaadagol6t, oszloptermosztatot €s gradiens keverésre alkalmas
pumparendszert), egy W 501 pumpa (a szarmazékképzéshez) és egy diddasoros UV/VIS
detektor (W996). A mérési adatok kiértékelése Millenium32 program (WATERS, Milford,
MA, USA) segitségével tortént. A mintab6él 100 pl-t injektiltunk a forditott fazisd, 5 wm
szemcseméretil, 100x2,1 mm méretli Hypersil ODS analitikai oszlopra. A mérés sordn az aldbbi

szolvenseket hasznaltuk: A: viz + 0,1% TFA; B: viz, 20% ACN + 0,1% TFA
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5. tablazat. Fitokelatinok elvalasztasahoz

hasznalt gradiens program.

Az elvalasztds az 5. tdblazatban taldlhat6 gradiens programmal tortént.

Idé A% B %
(perc)

1 0 100 0
2 2,5 75 25
3 17,5 0 100
4 18 0 100
5 19 100 0
6 25 100 0

Az édramldsi sebesség az analizis sordn 0,5 ml/perc, az oszlophdmérséklet 25°C, a
mintatér hdmérséklete 6°C volt.

A fitokelatinok mennyiségi meghatarozdsa ,,post-column” szdrmazékképzéssel tortént, a
kovetkezd Osszetételli Ellman-reagenssel: 50 mM Na-foszfat puffer (pH 8,0), 10% ACN és
74,5 uM DTNB. A reagens dramlasi sebessége 1,5 ml/perc volt. A reagens és a minta egy 20
cm hosszd és 1 mm atmérdjli tefloncsOben keveredett. A szarmazékképzés utdn az elegy
abszorbancidjat 410 nm-en mértiik UV/VIS detektorral. A fitokelatinok (PC,) koncentraciéjat

a GSH-ra felvett kalibraciés gorbe segitségével hataroztuk meg.

4.16. Statisztikai analizis

Az eredmények 10 ismétlés atlagai a klorofill-a fluoreszcencia indukciés mérések és a
klorofilltartalom esetében, 5 ismétlés dtlagai az MDA-tartalom meghatirozasa, és a HPLC-s
analizisek sordn, 3-5 mérés dtlagai az enzimaktivitdsi adatok, illetve a GC analizis
eredményei. Mivel az altalunk vizsgdlt paramétereket az Oregedési folyamatok is
befolyasolhatjdk (Prochazkova és mtsai, 2001), a paraméterek véltozdsait az azonos napos
kontroll novényekben mért értékekhez hasonlitottuk. A szignifikancia vizsgdlathoz Student-

féle kétmintas t-probat hasznaltunk.
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5. Eredmények

5.1. Exogén szalicilsav hatdsa kiilonbozo abiotikus stresszhatdsok sordn

A szalicilsav szerepét el0szor a biotikus stressztolerancia jelatviteli folyamatdban
bizonyitottdk, de az abiotikus stresszfolyamatokban is jelentds szerepet jatszik. ElsOként
mutattuk ki, hogy 0,5 mM SA védelmet nyujt fiatal kukorica novényeknek a hideg kérositd
hatdsaval szemben (Janda és mtsai, 1999), s ezek utan kivancsiak voltunk rd, hogy egyrészt
ennek a hatdsnak milyen élettani folyamatok vannak a hatterében, mdasrészt, hogy egyéb

abiotikus stresszek ellen is véd-e.

5.1.1. Poliaminok mennyiségének vdltozdsa szalicilsav elokezelés hatdsdra hidegstressz

folyamdn

A novénynevelés és a kezelések leirdsa a 4.1.1.1. pontban taldlhat6. Az 1 napos 0,5
mM-os SA-kezelés utdn, majd az ezt kovetd 3 napos hidegkezelés utdn mintat gyiijtottiink a
kezelt és kezeletlen kukorica ndvények leveleibdl az analizishez. Az eredmények a 3. abran
taldlhatéak. A putreszcinszint 1 napos szalicilsav kezelés hatasdra 22/20 °C-on kb.
haromszorosara nott, amely ezen a szinten maradt a 3 napig tarté 5 °C-os hidegkezelés utan
is. A hidegkezelést kovetéen a szalicilsavval nem kezelt novényeknél kb. kétszeres
novekedést tapasztaltunk. A spermidintartalom szalicilsavkezelés hatdsdra nem valtozott a
novényekben a kontrollhoz viszonyitva 22/20 °C-on. A 3 napig tart, 5 °C-os hidegkezelés
soran viszont 50 %-kal novekedett a spermidinszint kukoricdban. A spermintartalom a
putreszcinhez és a spermidinhez képest joval alacsonyabb a novényekben.A spermin
tartalmdban a szalicilsav kezelés jelent0s valtozdst nem idézett el6 a kontrollhoz képest.
Viszont hidegkezelést kovetden a sperminszint felére csokkent a kontrollhoz viszonyitva. De,
ha az 5 °C-on 1év6 spermintartalmat a 24 6ras SA-kezelés soran kialakult spermintartalommal
hasonlitjuk 0ssze, akkor ez esetben szignifikans kiillonbséget nem tapasztalhatunk. A kontroll

novényeket ért hidegstresszt kovetden sem volt valtozds a sperminszint tekintetében.

48



~ 0.15

g *k %k *k %k

£

)

@ o -

-

"_51

© 0.05

£

3

=

>

a g/

K22C K5 C SA22 C SA5<C
B

**

o
o
‘

o
e
(6]

SPD (umol g™ friss témeg)
o

0.05
[
K22°C K5 < SA22C SA5<C
C
~ 0.03
o
)
£
:‘9
& 0.02
=
"-m **
© 001
£ 0.0
3
<
o
n 04
K22°C K5 < SA22C SA5<C

3. abra. Szalicilsavval kezelt (SA) és kontroll (K) kukoricanévények
levelének putreszcin (A), spermidin (B) és spermin (C) tartalma 1
napos szalicilsav kezelés (22°C), majd az ezt kovetd 3 napos
hidegkezelés (5°C) utan. ** ***:. gzignifikdns P<0,01 és 0,001
szinten a kontrollhoz képest (n=5).

49



5.1.2. ACC és MACC mennyiségének vdltozdsa szalicilsav elokezelés hatdsdra hidegstressz

sordn

A novénynevelés €s a kezelések leirdsa a 4.1.1.2. pontban taldlhaté. Az edzetlen kontroll
novények leveleiben az ACC koncentracié nagymértékben emelkedett hidegstressz alatt (4.
abra). Ez az emelkedés kevésbé volt megfigyelhetd a szalicilsavval el6kezelt novényekben.
Atlagban (1-4 napig hidegkezelt novények) a szalicilsav elékezelt novények ACC-tartalma
53%-a volt a kontroll novényekének. A 4 napig 11/13°C-on edzett novények levelének ACC-
tartalmdban nem volt szignifikdns valtozds a 4 napos 5 °C-os hidegkezelés folyamédn sem a
kontroll, sem a szalicilsav-elokezelt kukoricakban.

A gyokerek ACC-tartalmat mind az edzés, mind a szalicilsav elOkezelés kismértékben
megnovelte (4. dbra). A kontroll novények ACC-szintje az 5°C-os hidegkezelés elsé két
napjan nagyfoku emelkedést mutatott, majd ezt kovetden csokkent, de még mindig magasabb
szinten maradt, mint a hideghatds eldtt. Az edzett vagy szalicilsavval eldkezelt ndvények
gyokerében az 5°C-os hideg négy napja alatt nem vdltozott szignifikdnsan az ACC
mennyisége. Lathatd, hogy a szalicilsav megakaddlyozta az ACC-felhalmozd6dast alacsony
homérsékleten az edzetlen novényekben. Mivel a gyokérmegnytlds nagyon érzékeny etilénre,
ezért az ACC-szint csOkkentése egy fontos tényezé a gyokerek hideghatds utédni
novekedésének szempontjabal.

A levelek MACC-tartalma a hidegkezelés sordn megemelkedett (5. dbra), de a hidegedzés
hatdséra is ugyanezt tapasztaltuk. SA hatdséara csak a nem edzett novények levelében mértiink
emelkedést, de azt is csak 4 nap hideg utan. A levelekkel ellentétben a gyokérben csokkent az
MACC-tartalom a hidegstressz sordn. Ez a SA-val kezelt és nem edzett novényekben még

kifejezettebben mutatkozott meg.
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4. abra. Az ACC-tartalom valtozdsa fiatal kukoricandvények levelében és gyokerében
hidegkezelés (5°C) soran hidegedzést és szalilcilsav kezelést kovetoen (C-NA: kontroll, nem
edzett; C-A: kontroll, edzett; SA-NA: 0,5 mM szalicilsavval kezelt (1 nap az 5°C-os hideget
megeldzéen) nem edzett; SA-A: 0,5 mM szalicilsavval kezelt, edzett). *: szignifikdns P<0,05

szinten a kontrollhoz képest (n=5).
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5. dbra. Az MACC-tartalom véltozédsa fiatal kukoricanovények levelében és gyokerében
hidegkezelés (5°C) sordn hidegedzést €s szalicilsav kezelést kovetden (C-NA: kontroll, nem
edzett; C-A: kontroll, edzett; SA-NA: 0,5 mM szalicilsavval kezelt (1 nap az 5°C-os hideget
megeldzéen) nem edzett; SA-A: 0,5 mM szalicilsavval kezelt, edzett).
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5.1.3. Exogén SA hatdsa ozmotikusstressz folyamdn

A hideg utdn 4ttértiink a szdrazsdgstressz vizsgdlatara, melyhez szintén tdpoldatban
nevelt fiatal kukoricandvényeket haszndltunk. A szarazsagstresszt a tdpoldathoz adagolt PEG-
gel idéztiik el6. A novénynevelés €s a kezelések leirdsa a 4.1.1.3. pontban taldlhato.

Fotoszintézis: A nettd fotoszintézis aktivitdsat és a sztoma konduktivitdsat a harom
napos PEG-kezelés alatt minden nap mértiik. A szalicilsav és a PEG kiilon-kiilon kis mértékii
csokkenést okozott a netté fotoszintézisben €s a sztdmakonduktivitisban, de egyiitt vald
alkalmazasuk drasztikus hatdst eredményezett (6. €s 7. dbra). A kukorica kiilsé morfologiai
jegyeit tekintve a szalicilsavval és PEG-gel kiilon-kiilon kezelt ndvényeknél €s a kontrollnal —
a PEG-kezeléstol eltelt 24 orat figyelembe véve — a novények levelein még véltozas nem volt
megfigyelhetd, ugyanakkor a fotoszintézisiikben és a sztéma konduktivitisukban mar volt
kiilonbség. A szalicilsavval és PEG-gel egyarant kezelt kukoricdk leveleinek a széle mar
besodrédott kétoldalt. A PEG-es kezelést kovetd mdsodik napon ez utébbi novények elsod
harom levelének a vége sargulni kezdett. PEG-gel, illetve a csak szalicilsavval kezelt
novények tovabbra sem valtoztak morfoldgidjukat tekintve a kontrollhoz képest, csak
novekedésiik lassult le. A kukoricanal alkalmazott 0,5 mM szalicilsav-oldattal valé kezelés

nem védett a 15 % PEG-gel eldidézett szarazsagstressz ellen (22/20 °C).
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6. dbra. Tédpoldatban nevelt, 2 hetes kukorica netté fotoszintézise 1 napig
tarté 0,5 mM szalicilsavval kezelt (SA) és kezeletlen (K) névényeknél
22/20 °C-on, 16/8 h fény/sotét periddussal, és az ezt kovetd 3 napos
szérazsigstressz soran. Az adatok 5 mérés atlagit mutatjdk. (PEG:
polietilén-glikol, 0. nap: PEG-kezelést megel6z0, 24 o6rds szalicilsav
oldattal val6 kezelés.)
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7. abra. Tapoldatban nevelt, 2 hetes kukorica sztémakonduktivitdsa 1
napig tarté 0,5 mM szalicilsavval kezelt (SA) és kezeletlen (K)
novényeknél 22/20 °C-on, 16/8 h fény/sotét periddussal, és az ezt
kovetd 3 napos szdrazsagstressz sordn. Az adatok 6t mérés atlagat
mutatjdk. (PEG: polietilén-glikol, 0. nap: PEG-kezelést megel6z0, 24
oras szalicilsav oldattal val6 kezelés.)

lonkidramlds. Harom napos PEG-kezelés utdn mértilk az ionkidramlast frissen
szedett novényi mintdkbdl. Az ionkidramlas mértéke a szalicilsavval, illetve PEG-gel
kezelt kukoricdkndl szignifikinsan nem volt nagyobb a kontrollhoz viszonyitva (8. dbra),
viszont a SA-val és PEG-gel parhuzamosan kezelt novényeknél nagyobb mértékli

membrankdrosodas volt megfigyelhetd.
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8. dbra. Membrankdrosodds mértéke kukoricanovények esetében
szérazsdgstressz utdn frissen szedett novényi mintabol, és -80 °C-
os fagyasztast kovetéen. (K: kontroll, SA: szalicilsav, PEG:
polietilén-glikol). ***: szignifikdns P<0,001 szinten a kontrollhoz
képest (n=5).
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A kontrollhoz képest a szalicilsavas, illetve a PEG-es kezelés nem okozott valtozast a
membréanok szerkezetében. A membrinkarosodds csak azokndl a novényeknél volt
kiemelkedd, amelyeket szalicilsavval és PEG-gel egyardnt kezeltiink. Ezek az eredmények azt
mutatjak, hogy a szalicilsav nemcsak, hogy nem védett, hanem szinergista gitl6 hatast fejtett

ki a PEG-gel egyiitt.

5.1.4. Szalicilsav elokezelés hatdsa Cd-stressz folyamdn

Miutén azt tapasztaltuk, hogy ugyan hideg ellen a tdpoldathoz adagolt SA védett, de
szérazsagstressz alatt fokozta inkdbb annak karosité hatdsat, kivancsiak voltunk, hogy Cd-
stressz soran milyen hatast fejt ki. Els6 1épésben a fitokelatinok, mint a védekezésben szerepet

jatsz6 molekuldk, szintézisét néztiik 0,1 mM Cd hatdséara.

5.1.4.1. Fitokelatin-szintdz enzim vizsgdlata

A kisérletekhez kéthetes, tdpoldatban nevelt kukoricandvényeket hasznéltunk (nevelési
koriilmények 4.1.1.4. rész). A Cd-ot a tdpoldathoz adtuk, majd a kezelés kezdetét kovetden 1,
24, illetve 48 6ra mulva szedtiink mintdt az analizisekhez. A Cd mennyisége folyamatosan
emelkedett a 2 nap sordn a gyokerekben (9. dbra). A levelekben is mar kimutathat6 volt 1 6ra
multan (10. dbra), de ekkor még foleg az iddsebb levelekben akkumuldlédott. 24, illetve 48

ora elteltével azonban foleg a fiatalabb levelek Cd-tartalma emelkedett meg jelentOsen.
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9. édbra. 0,1 mM Cd felvétele 2 hetes tdpoldatban nevelt
kukoricanovények gyokerében. ***: szignifikdns P<0,001 szinten a
kontrollhoz képest (n=10).
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10. é4bra. 0,1 mM Cd felvétele 2 hetes tdpoldatban nevelt
kukoricandvények levelében. ***: szignifikdns P<0,001 szinten a
kontrollhoz képest (n=10).

A tovabbiakban a 3. és 4. levelet haszndltuk a PC szintézisében szerepet jatsz6 enzimek,
a Y-glutamil-ciszetin-szintdz (YECS), a glutation-szintdz (GS) és a fitokelatin-szintdz (PCS)
aktivitdsdnak és az in vivo PC2-szint meghatdrozasihoz.

A Cd-kezelést megelézden a YECS aktivitdsa kicsi volt mind a levelekben, mind a
gyokerekben és ez az 1 6ras Cd-kezelés utdn sem valtozott (11. dbra). 24 6ra utdn azonban a
levelekben kb. tizenotszorosére, mig a gyokerekben kb. harmincszorosdra emelkedett az
enzim aktivitdsa, de 48 6ra utdn a levelekben az 1 napos értékhez képest kb. az 6todére, mig

gyokerekben kb. a felére esett vissza.
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11. 4abra. y-glutamil-cisztein-szintdz  aktivitdsdnak  vdltozdsa
kukoricandvényekben 0,1 mM  Cd kezelést kovetden. ** #%%*;
szignifikdns P<0,01 és 0,001 szinten a kontrollhoz képest (n=5).
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A GS aktivitasa levelekben nem valtozott a Cd hatasara, mig a gyokerekben mar 1 6ra
utdn kismértékben megemelkedett (12. dbra) €s ezen a szinten is maradt a 2 nap folyaman.
Osszehasonlitva a YECS enzimmel, a GS aktivitisa mar a kontroll novényekben sokkal
magasabb volt, igy ez a kismértékli emelkedés is sokkal nagyobb aktivitist eredményezett,

mint a YECS-ben bekovetkez6 nagy valtozas.
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12. abra. Glutation-szintdz aktivitdsdnak valtozdsa kukoricanévényekben
0,1 mM Cd kezelést kovetden. *: szignifikdns P<0,05 szinten a
kontrollhoz képest (n=5).

A PCS aktivitdsa a gyokerekben gyakorlatilag nem véltozott a Cd-kezelés 24 6rija alatt,
de 48 ora elteltével kismértékii csokkenést tapasztaltunk (13. &bra). A levelekben
gyakorlatilag nem volt mérhetd aktivitds a Cd-kezelést megel6zéen, de mér 1 6ra elteltével
megnott az enzim aktivitasa és ez 24 6ra utdn még kifejezettebb volt (13. dbra). 48 6ra utdn itt
is csokkenést tapasztaltunk. Az in vivo PC,-szint a levélben nem véltozott, €s a gyokerekben

sem volt szignifikdns az emelkedés (14. dbra).
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13. abra. Fitokelatin-szintdz aktivitidsanak véltozdsa kukoricanévényekben
0,1 mM Cd-kezelést kovetden. * ** ***: gzignifikdns P<0,05, 0,01 és
0,001 szinten a kontrollhoz képest (n=5).
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14. abra. Fitokelatinok mennyiségének valtozdsa kukoricandvényekben 0,1
mM Cd-kezelést kovetden.

5.1.4.2. Exogén SA hatdsa kadmiumstressz sordn

Mindezek utdn a SA hatasat vizsgaltuk Cd-kezelés alatt. A kisérletekhez tovédbbra is
kéthetes, tdpoldatban nevelt kukoricandvényeket haszndltunk. A novények egy részét a Cd-
kezelést megeldzden 1 napig 0,5 mM SA-val kezeltiik (SA ek), mig a novények egy része a
Cd-mal egyidejiileg kapta a SA-t (SA). A kezelést 0,5 mM Cd-mal végeztiik (Id.: 4.1.1.5.
pont). Elsé 1épésben a Cd-felvételét vizsgdltuk 24 o6rdt kovetden. A csak Cd-mal kezelt
novények esetében nagymértékli Cd felhalmozddast tapasztaltunk a gyokerekben, az SA-

elokezelés ezt mérsékelte €s ha a novény a Cd-mal egyiitt kapta a SA-t, akkor még kevesebb
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Cd jutott a gyokérbe (15. dbra). A levelekben azonban pont forditott volt a helyzet
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Ezek utdn vizsgaltuk, hogy a SA-kezelés hogyan hat a gyokerek, illetve a levelek
életképességére. A gyokerek életképességének vizsgidlatihoz a TTC reakciét hasznéltuk,
mivel a gyokerekbdl azonos feliileti mennyiség kimérése az ionkidramldsos moddszerhez
nehézkes volt és nagyok voltak a szérdsok, de ezzel a mdédszerrel j6 eredményeket kaptunk.
Maga a Cd-kezelés 20%-ra csokkentette a gyokerek életképességét, és kb. ugyanezt az aranyt
tapasztaltuk a csak SA-val kezelt novények esetében is (17. dbra). A SA ek+Cd és a SA+Cd
kezelések viszont 10% ala csokkentették a gyokerek életképességét, tehat a SA-nak itt inkdbb

karositd, mint védOhatasa volt.

I
o

w w
o (3]
L
L

n
o
L

o
L

*kk *%k%k

Eletképesség (%)
ny
o

Cd SA ek+ Cd SA+Cd SA ek SA
Kezelések

17. abra. Szalicilsavval kezelt kukoricanovények  gyokerének
€letképessége 24 ords 0,5 mM  Cd-kezelést kovetden a kontroll
szazalékdban (100% Ass érték: 0,24). ***: szignifikans P<0,001 szinten a
kontrollhoz képest (n=10).

A leveleknél az életképesség méréséhez az ionkidramlést vélasztottuk, mivel a TTC-s
mérésnél a keletkezd piros szin jelzi az életképességet, €s ennek mérésénél a levelek klorofill
tartalma zavard volt, masrészt a levelekbdl azonos feliiletli levélkorongokat vagva a mérés
szorasa is elfogadhatonak bizonyult. A levelekben azt tapasztaltuk, hogy a SA-val kezelt
novényekben hasonlé ionkidramlési értékeket mértiink, mint a kontrollban, és ezek Cd kezelés
hatdsdra sem valtoztak, mig a csak Cd-mal kezelt novényekben megnétt az ionkidramlds, ami

membrankarosodasra utal (18. abra).

59



40

35

30

25

lonkiaramlas (%)

b
I3
183
133
133
133
183
133
133
183
133
133
183
133
183
183
183
183
183
183
133
183
133
133
183
183
183
133
133
183
133
133
183
183
133
133
133
183
133
133
183
183
133
183

33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333

33332333333

13333333333
333333332
3333323258s
3333323258s
3333323235s
3333323255s
3333323255s
333338232
3333323258s
333323258s
33333232383
$333323238s
$333323258s
3333323258s
$333323258s
3333323255s
$333323258s
33333232
3333323258s
3333323258s
3333323258s
3333323238s
$333323258s

33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333

33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
33332333333
$3332333333:

i353338833E
Eistrssaiss]
Eisarssaissd
Eissrssaissd
Eisarssaiss]
Eissrssaissd
Eisarssaissd
Eisaissaissd
Eisarssaissd
EissEssaissd
Eissrssaissd
Eissrssaiss]
EisaEssaissd
Eissrssaissd
EissEssaiss]
EisaEssaissd
EissEssaissd
Eisarssaiss]
Eisarssaiss]
Eisarssaissd
Eisarssaiss]
33533833244

3. 333
S s s e s st tssseststssessstssessstssess:
$13232E33eietataetetasasasatisiasatasiaiacs
333333832338383233332832338823233882323328233

333
333
333
33!
33!
33!
33!
33!
33!
33!
33!
33!
33!
33!
33!
33!
33!
33!
33!
33!
33!
33!
33!
33!
33!
33!
33!
33!
33!
33!
33!
33!
33!
33!
33!
33!
33!
33!
838
33!
33!
33!
33!
333
333
1353

S s s a st sssssestssssesssssstssssssss
S s s e s s esasseststsseststssessstssessssss
S s e s s e tsseststsseststssessstssessssss
S s s e s sttt eststsseststssessssssessssss
S eSS a s s e sssestssssestsssssssssssss

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3

3
2222222222222222222222222222222222222222222228222

boe:
333
183
183
183
183
I3
183
I3
183
183
I3
183
183
I3
183
I3
183
183
183
I3
183
183
183
I3
I3
183
183
183
I3
183
I3
183
183
I3
I3
183
183
183
183
183
183
183
I3
183
I3
832
832
183

SA ek+ Cd SA+Cd
Kezelések

18. 4bra. Szalicilsavval kezelt kukoricanovények levelének életképessége 24
oras 0,5 mM Cd kezelést kovetden. **: szignifikdns P<0,01 szinten a
kontrollhoz képest (n=10).

Meértiikk a 2. fotokémiai rendszer kvantumhatdsfokat is (AF/Fm’ paraméter) a stressz

mértékének detektaldsira. Lathatjuk, hogy a legnagyobb csokkenést a SA ek +Cd okozta (19.

abra), €és még magdban a SA ek-nél is kisebb értékeket mértiink, mint csak a Cd-kezelés utdn.

Az SA+Cd és SA-kezelés kismértéku csokkenést okozott.

AF/Fr'

*kk

4

2 |

.

K Cd SAek+Cd SA+Cd

Kezelések

SAek

*kk

SA

19. ébra.
kukoricandvények levelében 24 6rds 0,5 mM Cd-kezelést kdvetden. *,***:
szignifikdns P<0,05 és 0,001 szinten a kontrollhoz képest (n=10).

A kvantumhatasfok  valtozasa

szalicilsavval

kezelt
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Antioxiddns enzimek: Ismert, hogy a Cd oxidativ stresszt okoz a novényekben, ezért
mértiik az antioxiddns enzimek véltozdsat is a kezelések hatdsara. A levélben csak a GR
aktivitdsa nott meg kb. egyenld mértékben a kezelések hatdsara (21. dbra), mig a tobbi enzim

aktivitasa nem valtozott.

*%

GR aktivitas
(AA412 mg™' fehérje)

SAek+Cd SA+Cd SAek SA
kezelések

20. abra. GR valtozasa szalicilsavval kezelt kukoricanovények levelében 24
ords 0,5 mM Cd-kezelést kovetden. *,**: szignifikdns P<0,05 és 0,01 szinten
a kontrollhoz képest (n=5).

A gyokérben a POD aktivitdsa Cd-kezelés hatdsara kismértékben csokkent (21A. dbra),
mig a SA-kezelt novényekben megnott, kivéve, amikor a SA-t €s a Cd-ot egyszerre kaptak a
novények, mert ekkor nem lattunk véltozast a kontrollhoz viszonyitva. Az APX aktivitdsa Cd-
kezelés hatdsdra nem véltozott, mig a SA-kezelt novényekben megemelkedett (21B. dbra). A
legnagyobb mértékli névekedést akkor tapasztaltuk, amikor a SA-t a Cd-mal egyidoben adtuk
a novényekhez. A GR aktivitds a Cd-kezelés hatdsdra nem véltozott, mig a SA-kezeléseknél, a
fentebb emlitett enzimekhez hasonléan, megndtt (21C. dbra). A legnagyobb valtozds a Cd-
kezelést megelézden SA-val kezelt novényekben volt, mig 6nmagaban a SA-elékezelés nem
okozott enzimaktivitds valtozast a kontrollhoz viszonyitva. A kataldz enzim aktivitisa nem

valtozott.
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21. abra. POD (A), APX (B) és GR (C) valtozasa szalicilsavval kezelt
kukoricandvények gyokerében 24 o6rdas 0,5 mM Cd-kezelést kovetden.
* ok kxk gzignifikdns P<0,05, 0,01 és 0,001 szinten a kontrollhoz képest
(n=5).



Fitokelatin-szintdz és fitokelatinok: A Cd elleni védekezés egyik fontos komponense a
fitokelatinok szintézise, melyet a fitokelatin-szintdz enzim szintetizdl glutationb6l. Tehat
néztilk a fitokelatin-szintdz aktivitdsdnak valtozdsit SA-kezelés hatdsara és a fitokelatin
szintben bekovetkezett valtozdsokat. A gyokérben a kezelések hatdsara lecsokkent az enzim

aktivitdsa (22. dbra), de a csak Cd-mal kezelt novényekben.
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k cd SAek+Cd  SA+Cd SA ek SA
kezelések

22. abra. Fitokelatin-szintaz aktivitisanak valtozasa szalicilsavval kezelt
kukoricandvények gyokerében 24 6ras 0,5 mM Cd kezelést kdvetden. *,#** #¥*:
szignifikdns P<0,05, 0,01 €s 0,001 szinten a kontrollhoz képest (n=5).

A PC,-szint nagymértékben megemelkedett a lecsokkent aktivitds ellenére is (23. dbra),
igy itt valosziniileg a keletkezett termék gyakorolt feed-back gatléhatast az enzimre. A SA-
kezelt novényekben viszont a csOkkent enzimaktivitdis nem jart megemelkedett

fitokelatinszinttel, igy itt val6szintileg a SA-kezelés okozta valtozadsok miatt nem mitkodott az

enzim.
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B I
k Cd SA ek+Cd SA+Cd SA ek SA
kezelések

o

23. ébra. Fitokelatinok mennyiségének véltozdsa szalicilsavval kezelt
kukoricanovények gyokerében 24 6rds 0,5 mM Cd kezelést kovetden. **:
szignifikdns P<0,01 szinten a kontrollhoz képest (n=5).
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A levélben a gyokérhez viszonyitva a kontrollban nagyon kicsi enzimaktivitast mértiink,
viszont Cd kezelés hatdsara ez megemelkedett. A legnagyobb valtozast akkor figyelhettiik
meg, amikor a SA-t a Cd-mal egyidOban adtuk, mig a csak SA-eldkezelés is kismértékii
enzimaktivitds novekedést eredményezett (24. dbra). A tobbi esetben nem tapasztaltunk
szignifikdns véltozast, valamint a fitokelatinok szintje sem emelkedett meg (adatok nincsenek

feltiintetve).

*k

N W » OO0 O N ©
|

PCS aktivitas (nkatal g fehérje)

k Cd SA ek+Cd SA+Cd SA ek
kezelések

24. abra. Fitokelatin-szintdz aktivitasanak valtozasa szalicilsavval kezelt
kukoricanovények levelében 24 6rds 0,5 mM Cd kezelést kovetOen. * #* #*%*;
szignifikans P<0,05, 0,01 €s 0,001 szinten a kontrollhoz képest (n=5).

5.2. Az endogén SA vdltozdsai abiotikus stresszfaktorok hatdsdra

Az eddigiekben azt vizsgdltuk, hogy kiilonbozd abiotikus stresszek sordn (hideg,
szérazsdg, Cd) milyen élettani valtozdsokat okoz a Cd, és ez mennyire védi, illetve kdrositja a
novényt. Mivel a szalicilsavat a novények is szintetizdljak és ismert volt, hogy biotikus stressz
hatdsdra megnd az endogén SA-szint, kivancsiak voltunk, hogy a kiilonféle abiotikus

stresszfaktorok milyen hatdst gyakorolnak az in vivo SA mennyiségére.

5.2.1. ABA kezelés hatdsa hidegstressz sordn

Ismert, hogy a kiils6leg adagolt ABA védelmet nyujthat hidegstressz ellen. Azt

vizsgéltuk, hogy az endogén SA-szintre milyen hatdssal van ez a kezelés. A novénynevelés

paramétereit a 4.1.1.6. pontban ismertettem. Kisérleteinket 2 hetes, tdpoldatban nevelt
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kukoricanovényekkel végeztiik, a tdpoldathoz 0,05, illetve 0,1 mM ABA-t adtunk 1, 2 és 3
napig. A novények egy részét a 2. napot kovetden 1 napra 5 °C-os ndvényneveld kamraba
helyeztik. A noOvények 4llapotanak altaldnos jellemzésére mértik a novények
klorofilltartalmat valamint az ionkidramlast.

Az ABA-kezelt novények klorofilltartalma kismértékben csokkent a kontrollhoz
viszonyitva normal homérsékleten (25. dbra), mig a hidegkezelt ndvényekben a kontrollhoz

hasonlé értékeket mértiink.

40

351 *kKk
30 || — kk%k T

25
20 —
15
10 +—

Klorofilltartalom (SPAD)

1 2 3 2+1 hideg
Idétartam (nap)

O kontroll @ 0,05 mM ABA m 0,1 mM ABA

25. abra. ABA-kezelt kukoricandvények klorofilltartalma hidegstressz
soran. * ***: gzignifikdns P<0,05¢és 0,001 szinten a kontrollhoz képest
(n=10).
Az ionkidramlasban 1 nap utdn nem tapasztaltunk valtozast, ezért a novényeket
hosszabb ideig 5 °C-on tartottuk, és a 6. nap utdn Ujra megmértiik az ionkidramldsukat. Az
alacsonyabb koncentracidjui ABA-kezelt novények a kontrollhoz hasonld értékeket mutattak

(26. abra), mig a magasabb koncentraciondl kisebb értéket mértiink, tehat itt védOhatdst

tapasztaltunk.
[2])
8 60
o
8 0
2 40 -
.g ;\? *%
8 20 -
S
§ o
= kontroll 0,05mM ABA 0,1imM ABA
Kezelések

26. abra. ABA-kezelt kukoricandvények ionkidramldsa 6 napig tartd
5 °C-os kezelés utan. **: szignifikdans P<0,01 szinten a kontrollhoz
képest (n=10).

65



Antioxiddns enzimek: A levélben csak a GST aktivitdsa véaltozott meg a kezelések

hatdséra €s itt is csak a 3 napos 20°C-on ABA-kezelt névényekben tapasztaltunk novekedést a

kontrollhoz képest. A hideg hatdsara is kismértékben megemelkedett az enzim aktivitasa, de

itt az ABA-kezelt és kezeletlen novények kozt nem volt kiillonbség (27. 4bra).

0,04
"c
£
2 0,03 T
< *%
g *k
S 0,02
8
=
£ 0,01
'—
&
0 |
1 2 3 2+1 hideg
Idétartam (nap)
O kontroll m 0,05 mM ABA m 0,1 mM ABA‘

27. 4bra. GST aktivitdsanak valtozdsa ABA-kezelt kukoricandvények
levelében. **: szignifikdns P<0,01 szinten a kontrollhoz képest (n=5).

Az antioxiddns enzimek aktivitisa féleg a gyokérben viltozott. A GR aktivitds ABA

kezelés hatdsdra mar az els6 nap utdn megnodvekedett, majd folyamatosan csokkent, de a

kontrollndl magasabb maradt (28A. 4bra). Hideg hatdsira a kezeletlen novényekben

kismértékli emelkedést mértiink €s ehhez hasonlé értékek voltak az ABA-kezelt novényekben

is. Ez a 3 napig 20 °C-on ABA-kezelt novényekben talélt értékekhez volt hasonlé. A GST

aktivitdsa az ABA-kezelt novényekben minden esetben magasabb volt a kontrollhoz képest

(28B. abra), és ehhez hasonld tendencidt tapasztaltunk az APX esetében is (28C. dbra). A

CAT és POD aktivitdsa nem valtozott szignifikdnsan a kezelések hatdséra.

66



*%*
0,09

0,08 - *%k [ .’_‘ T
0,07 T
0,06 - *% T
0,05 - T
0,04 -
0,03 -
0,02 -
0,01 -

*% **

GR aktivitas (AAsr2 min™)

1 2 3 2+1 hideg
Idétartam (nap)

B 0,06

0,05 -

0,04
0,03 -

0,02 |

0,01 -

GST aktivitas (AAss min™)

1 2 3 2+1 hideg
Idétartam (nap)

0,09 Y ialediad *kkFHh*
0,08 hx T

0,07 -
0,06
0,05 -
0,04 -
0,03 -
0,02 -
0,01 -

APX aktivitas (AAze min™)

1 2 3 2+1 hideg
Idétartam (nap)

‘ O kontroll m 0,05 mM ABA m 0,1 mM ABA

28. abra. GR (A), GST (B) és APX (C) aktivitasanak valtozdsa ABA-
kezelt kukoricanovények gyokerében. * ** ***: gzignifikans P<0,05, 0,01
€s 0,001 szinten a kontrollhoz képest (n=5).



Szalicilsav és oHCA: Mivel az egyik f6 kérdés az volt, hogy a kiillonboz6 abiotikus
stresszek hogyan hatnak az endogén szalicilsav szintre, ezért mértik a SA és az egyik
feltételezett prekurzora, az oHCA mennyiségét hidegkezelést kovetden. Az eredmények a 6.

tablazatban talalhatoak.

6. tablazat. oHCA és SA mennyiségének valtozdsa levélben, illetve gyokérben 1 napos
hidegstresszt (5°C) kovetden. *,**: szignifikdns P<0,05 és 0,01 szinten a kontrollhoz képest
(n=5).

(ngg' Levél Gyokér
friss (omeg) Kontroll Hideg Kontroll hideg
Szabad oHCA 305+201 397+344 211489 260+£52
Kotott oHCA T774+1548 10330+828%** 180+110 488+204**
Szabad SA 56431 116+46* 7322 64420
Kotott SA 533497 683+153 102+49 141+£90

A kotott oHCA mennyisége a levélben 1,3-szorosdra, mig a gyokérben 2,7-szeresére
no6tt. A levélben ugyan kisebb mértékben emelkedett az oHCA, de mivel a kiindulési szintje is
joval magasabb volt, ezért ez a ndvekedés abszolit értékben nagyobb mennyiségii oHCA-
felhalmozddast (2556 ng/g friss tomeg) jelentett, mig a gyokérben a nagyobb mértékii
valtozas is csak 300 ng/g friss tomeg volt. A hideg hatdsara a szabad SA-szintje a levélben kb.
kétszeresére emelkedett, mig a gyokérben nem tortént valtozas. A kotott oHCA-ban, valamint
a szabad SA-ban kapott emelkedés nem volt szignifikans.

Parhuzamosan azt is néztiik, hogy az ABA-kezelés milyen véltozast okoz a novényben
kontroll és alacsony hdmérsékleti koriilmények kozott. Gyokérben nevelési hdmérsékleten a
szabad és a kotott oHCA-tartalom is megndtt az ABA-kezelés hatdsara (29. dbra), mig
hidegben nem volt szignifikdns kiilonbség a kontrollhoz viszonyitva. Levélben nem véltozott
szignifikdnsan a szintje az ABA-kezelés hatdsdra. A szabad SA-szint nem valtozott sem a
gyokérben, sem a levélben, és a kotott SA-szintben is csak a levélben taldltunk kismértékii

emelkedést nevelési hdmérsékleten, hidegben pedig lecsokkent a szintje (30. dbra).
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29. dbra. Szabad (A) és kotott (B) oHCA mennyiségének véltozdsa
ABA-kezelt kukoricanovények gyokerében. * **: szignifikans P<0,05
€s 0,01 szinten a kontrollhoz képest (n=5).
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30. dabra. Kotott SA mennyiségének véltozdsa ABA-kezelt

kukoricanovények levelében. * **: szignifikans P<0,05 és 0,01
szinten a kontrollhoz képest (n=5).

69



5.2.2. Endogén SA vdltozdsa szdrazsdgstressz folyamdn

Ezek utin a szdrazsigstressz alatti endogén SA- illetve oHCA-szintre voltunk

kivancsiak. A novénynevelés koriilményei a 4.1.1.7. fejezetben taldlhatéak. Hogy detektaljuk

a stressz mértékét, mértilkk a 2. fotokémiai rendszer kvantumhatasfokat. A 31. abran lathato,

hogy az 1 és 2 napos 11%-0s PEG-kezelés mar csokkenést okozott ebben a paraméterben a

kontrollhoz viszonyitva, de az 1 és 2 napos értékek kozt nem volt kiillonbség. Viszont a 21%

PEG-kezelt novényekben a PS2 kvantumhatdsfoka drasztikusan lecsokkent. A 2. nap utdn a

novényeket normadl tdpoldatba helyeztiik és 1 hét mulva néztiik a helyreallast. A 11%-os PEG-

gel kezelt novények esetében a kontrollhoz hasonl6 értékeket mértiink (31. dbra), mig a 21%-

os PEG-gel kezelt novények nem élték tuil az 1 hetet.
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|

0,1

PS2 kvantumhatékonysaga

kontroll

*k*x

*k*%

11% PEG

21% PEG

E1 nap B2 nap

1hetes k

11%PEG 1hét
visszaallas

31. 4dbra. A PS2 kvantumhatékonysdgidnak valtozdsa PEG-kezelés
hatdsédra. ***: szignifikdns P<0,001 szinten a kontrollhoz képest (n=5).

SA és oHCA: A szabad oHCA-szint a 21%-0s PEG-gel kezelt novényekben jelentdsen

megndtt és a 2. nap utdn még nagyobb mértékben (32. dbra). A tobbi kezelés esetében nem

tapasztaltunk véltozast.
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32. 4dbra. A szabad oHCA mennyiségének valtozasa PEG-kezelés
hatdsara levélben. *: szignifikdns P<0,05 szinten a kontrollhoz képest
(n=5).

A kotott oHCA maér a 11%-os PEG-gel kezelt novényekben is megndtt a masodik napon
(33. dbra), mig a 21%-kal kezelteknél mar az 1. nap utén is volt kismértékii emelkedés, ami a
2. napon még kifejezettebb volt. A legnagyobb ardnyu emelkedés, kozel hétszeres, azonban a

11%-0s PEG-gel kezelt novényekben kovetkezett be az 1 hetes visszadllds soran.

*%k%

oHCA tartalom (ng g friss témeg)

kontroll 11% PEG 21% PEG 1hetes k 11%PEG 1hét

visszaallas
E1 nap 82 nap

33. 4bra. A kotott oHCA mennyiségének véltozdsa PEG-kezelés
hatdsara levélben. ** ***: gzignifikdns P<0,01 és 0,001 szinten a
kontrollhoz képest (n=5).
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A szabad SA-szint csak a 21%-o0s PEG-gel kezelt novényekben ndtt meg szignifikdnsan
(34. 4bra). A kotott SA mennyisége 2 nap utin a 21%-os PEG-gel kezelt ndvényekben
haromszorosdra nott, €s egy kisebb mértékii, kb. kétszeres, ndvekedés volt a 11%-os PEG-
kezelt novényekben az 1 hetes visszadllas utdn (35. dbra). A gyokerekben nem valtozott az

SA és oHCA mennyisége a kezelések hatdsara.
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34. dbra. A szabad SA mennyiségének valtozdsa PEG-kezelés hatdséara
levélben. *: szignifikdns P<0,05 szinten a kontrollhoz képest (n=5).
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35. dbra. A kotott SA mennyiségének valtozasa PEG kezelés hatdséara
levélben. ** *#**: gzignifikdns P<0,01 és 0,001 szinten a kontrollhoz
képest (n=5).
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5.2.3. Endogén SA vdltozdsa sostressz folyamdn

Mindezek utdn vizsgdlni kivantuk, hogy van-e kiilonbség, ha az ozmotikus stresszhez
ionstressz is tarsul, ezért NaCl-stressznek tettiik ki a novényeket. A nevelési koriilmények a
4.1.1.7. fejezetben taldlhatéak. A kisérleteinkben alkalmazott koncentracidju (50, illetve 100
mM) NaCl kozepes stresszt okoz. Korabban 150 és 200 mM oldatokkal is folytattunk
elOkisérleteket, de a novények par nap utidn elpusztultak. Az 50 és 100 mM NaCl-stressz
szignifikdnsan csokkentette mind a gyokér, mind pedig a hajtas friss- és szdaraztomegét (7.
tdblazat). A csokkenés a gyokereknél a szaraztomegben csak a visszadllas utdn latszott, mely
a poszt-stressz szindromanak tudhat6 be. A hajtdshossz is szignifikdnsan csokkent mindkét
sOkoncentracional, mig a PS2 kvantumhatékonysigidt csak a magasabb koncentracié

csOokkentette (8. tablazat).

7. tablazat. Kukoricanovények friss- és szdraztomegének valtozdsa sostressz, majd az azt
kovet6 visszadllds sordn. *,**: szignifikdns P<0,05 €és 0,01 szinten a kontrollhoz képest (n=5).

Hajtas Gyokér

Tnap | 4nap visszasllds Tnap | 4nap visszadllis
Frisstomeg (g)
kontroll 5,29+1,91 6,90+3,02 3,29+0,48 4,14+1,26
50 mM NaCl 4,34+1,32 4,68+2,72%* 2,1340,32 2,15+0,04*
100 mM NaCl 3,67+1,29* 4,52+1,38%* 1,40+0,15% 1,99+0,25%**
Széraztomeg (g)
kontroll 0,69+0,25 0,95+0,45 0,22+0,005 0,31+0,05
50 mM NaCl 0,59+0,20 0,63+0,37** 0,160,042 0,13+0,001*
100 mM NaCl 0,53+0,21%* 0,62+0,18** 0,12+0,007 0,13+0,01%*

8. tabldzat. Kukoricanovények  hajtdshosszdnak  valamint a  PS2
kvantumhatékonysdganak véltozdsa sostressz, majd az azt kovetd visszadllds
sordn. ** ***: g7zignifikdns P<0,01 és 0,001 szinten a kontrollhoz képest (n=5).

Hajtas

Tnap | 4nap visszaallas
Hossz (cm)
kontroll 46,8346,96 50,61+6,85
50 mM NaCl 41,64+7,64** 42,5348, 44%*
100 mM NaCl 38,96+4,52%** 41,6843,98%**
PS2
kvantumhatasfoka
kontroll 0,666+0,014 0,641+0,028
50 mM NaCl 0,657+0,022 0,657+0,017
100 mM NaCl 0,58020,046%** 0,61+£0,035*

73



A CAT és GST enzimek aktivitdsa nem valtozott a stressz, illetve a visszaallas sordn (az
adatok nincsenek feltiintetve). Az antioxidans enzimek koziil a GR aktivitasa mind a levélben,
mind a gyokérben megnott (35. dbra). A levélben a 100 mM kezelés esetében mar 3 nap utdn
lathat6 volt a novekedés, mig 7 nap utdn mar az 50 mM sékoncentraciondl is. A visszadllas
folyaman az enzim aktivitdsa csokkent, de a 100 mM kezelés esetében még mindig magasabb
volt a kontroll novényekben mérteknél. A gyokerekben mar az 50 mM kezelésnél is lathaté
volt a novekedés 3 nap utdn €s az aktivitas értékek hasonld szinten maradtak még a visszadllas

alatt is.
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O kontroll 0 50mM NaCl m 100mM NacCl ‘

35. abra. A GR aktivitasanak valtozasa sokezelés hatasara levélben (A) és
gyokérben (B). *,**: szignifikdns P<0,05 és 0,01 szinten a kontrollhoz
képest (n=5).

Az APX aktivitdsa csak a 7. napon nétt meg a levelekben (36. dbra), s hasonlé szinten

maradt a visszadllds sordn is. A gyokerekben APX esetében nem tapasztaltunk szignifikdns
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valtozast. A GPX esetében viszont csak a gyokerekben ndvekedett meg az aktivitds, de mar a

3. naptdl és a visszadllds végéig ugyanazon a szinten maradt (37. abra).
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3nap 7nap nap visszaallas

O kontroll @ 50mM NaCl m 100mM NacCl

36. abra. APX aktivitasanak valtozasa sokezelés hatasara levélben.
* k% szignifikdns P<0,05 és 0,01 szinten a kontrollhoz képest
(n=5).
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GPX aktivitas (AAsomin™)

0,1

3nap 7nap 4 nap visszaallas

‘n kontroll @ 50mM NaCl m 100mM NaCl

37. é4bra. GPX aktivitdsdnak valtozdsa sokezelés hatdsdra
gyokérben. * ** **%: gzionifikdans P<0,05, 0,01 és 0,001 szinten
a kontrollhoz képest (n=5).
A szabad SA-szint a levelekben csak a 100 mM sékezelés hatdsara emelkedett meg (38.
abra) és csak a visszadllds alatt. A gyokerekben hasonldé koncentraciéju NaCl-ndl mér a 7.
napon tapasztaltunk novekedést €s a visszadllas folyaman mind az 50, mind pedig a 100 mM-

lal kezelt novényeknél magasabb volt a SA-szint a kontrollhoz képest.

75



’8\’ 16 A *%
E, 14 -
2 12
R
o)}
0 08
£ i
= 0,6 \
S
S04 [
[
802 -
5 0
3nap Tnap 4nap visszaallas
14 5
L) *
81,2
£ *kk
2 1
@ *
£ 08
05 | T
6 T
€ 04
E
< 0.2
)
0
3nap Tnap 4nap visszaallas
|CIkontroll 1150 mM NaCl M 100 mM NaCl|

38. dbra. A szabad SA mennyiségének valtozdsa sokezelés hatdsara levélben
(A) és gyokérben (B). *,** *#**: gzignifikdns P<0,05, 0,01 és 0,001 szinten a
kontrollhoz képest (n=5).

A szabad oHCA-szint mar a 3 naptdl emelkedett a 100 mM séval kezelt novények
leveleiben (39. dbra) és ez az emelkedés a visszadllast kovetéen joval nagyobb volt. A

gyokerekben csak a visszadllaskor tapasztaltunk kisebb mértékii emelkedést.
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39. dbra. A szabad oHCA mennyiségének valtozdsa sokezelés hatdsdra
levélben (A) és gyokérben (B). ** ***: gzignifikdns P<0,01 és 0,001 szinten
a kontrollhoz képest (n=5).

5.2.4. Endogén SA viltozdsa Cd-stressz folyamdn

Miutdn vizsgéltuk az ozmotikus- €s ionstressz hatdsit az endogén SA-szintre,
tanulmanyoztuk, hogy milyen hatist gyakorol rd egy toxikus nehézfém, a kadmium (ez a
fejezet (5.2.4.), volt doktoranduszom, dr. P4l Magda disszertici6janak is részét képezi). A

novénynevelés a 4.1.1.8. pontban leirtak szerint tortént.

Antioxiddns enzimek aktivitdsa: A kadmiummal kezelt novények levelében a GR

aktivitdsa koncentriciofiiggd moédon novekedést mutatott, 11, 39 és 47%-os novekedést

77



tapasztaltunk a 7. napon 25 és 50 uM Cd jelenlétében a kontroll névények levelében mért

értékekhez képest (40. abra).
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40. abra Kadmiumkezelés hatdsa a glutation-reduktdz enzim aktivitdsdra
kukoricanovény levelében. *, **: szignifikdns P<0,05 és 0,01 szinten a

kontroll (0 uM Cd) aktivitdshoz képest (n=5).

A GPX aktivitdisa a Cd-kezelés hatdsara a novények levelében a GR aktivitds
valtozasdhoz hasonléan megemelkedett, a kontroll levélben mért értékekhez képest a

novekedés 10, 25 és 50 uM Cd jelenlétében 74, 92 illetve 110%-os volt (41. dbra).
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41. abra Kadmiumkezelés hatdsa a gvajakol-peroxiddz enzim aktivitidsara
kukoricanovény levelében. *, ***: szignifikdns P<0,05 és 0,001 szinten a

kontroll (O uM Cd) aktivitashoz képest (n=5).

A kadmiumkezelés a levélben csak a GR illetve GPX aktivitdsat volt képes
befolydsolni az altalunk alkalmazott koriilmények kozott, a gyokérben viszont a Cd nem

befolyasolta az antioxiddns enzimek aktivitdsat szamottevden.
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A szalicilsav és mds fenolos vegyiiletek: Mivel szamos adat azt bizonyitja, hogy egyrészt
a kiilséleg adott SA-nak kiilonb6zd abiotikus stresszek ellen védd hatdsa van, masrészt
szamos abiotikus stressz SA felhalmozddast okozott. Kivancsiak voltunk, vajon a Cd kezelés
hogyan befolydsolja a SA és mds fenol vegyiiletek (0HCA) mennyiségét a

kukoricanévényben.
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42. dbra 7 napos kadmiumkezelés hatdsa a szabad (A) és kotott (B) szalicilsav-tartalomra a
kukoricandvény levelében. * ** ***: gzignifikdns P<0,05, 0,01 és 0,001 szinten a kontroll
koncentraciéjahoz képest (n=5).

A Cd-koncentrici6 novekedésével ardnyos modon, a Cd-mal kezelt ndvényekben
szignifikdnsan megemelkedett a SA és oHCA mind a szabad, mind a kotott formédban. A
szabad SA-szintje 50, 146 és 182%-o0s (42A. édbra), mig a kotott SA mennyisége 9, 146 és
176%-0s novekedést mutatott 10, 25 és 50 uM Cd jelenlétében a kontrollhoz képest (42B.

abra).
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43. abra 7 napos kadmiumkezelés hatdsa a szabad (A) és kotott (B) orto-hidroxi-fahéjsav-
tartalomra a kukoricanovény levelében. *,** ***: szignifikans P<0,05, 0,01 és 0,001 szinten a
kontroll koncentraciéjahoz képest (n=5).

A szabad oHCA tartalom 31, 127 és 161%-kal (43A. dbra), a kotott oHCA pedig 41,
439 és 436%-kal emelkedett meg a 10, 25 és 50 uM Cd-mal kezelt novények levelében a
kontrollhoz hasonlitva (43B. dbra).

Megallapithatjuk, hogy a Cd kezelés a vizsgdlt fenolos vegyiiletek kotott és szabad
formdinak felhalmoz6déséat indukélta a levélben, mely hatdsa dontéen a magasabb (25 és 50
UM) koncentracioknal vélt kifejezetté.

A kezeletlen novények gyokerében a SA szabad €s kotott formdjanak mennyisége

azonos nagysagrendben volt, és mennyiségiiket a Cd kezelés nem befolydsolta jelentGsen (az
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adatok nincsenek feltiintetve), és a levéllel ellentétben csak a legmagasabb koncentracibban

(50 uM) volt hatdssal a szabad oHCA-tartalomra és tobb, mint Otszorosére

emelkedett(44.4bra). A kotott oHCA mennyisége a kimutathat6sagi hatér alatt volt.
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44, abra Kadmiumkezelés hatdsa a szabad oHCA-tartalomra a

kukoricanovény gyokerében. Az adatok atlag értékek (n=5). ***: szignifikans
P<0,001 szinten a kontrollhoz képest.

5.3 A szalicilsavas magdztatads élettani hatdsainak vizsgdlata

Szdmos publikédcié jelent meg arrdl, ha a magokat iltetés eldtt kis koncentricidju
szalicilsav oldatba aztatjdk, akkor az fokozza az abiotikus stresszrezisztenciidt. Ennek a

folyamatnak azonban az élettani héttere nem ismert. A munka ezen részében erre kerestiink

valaszt. A kisérletekhez borso és kukorica novényeket hasznaltunk.
5.3.1. A szalicilsavas magdztatds hatdsai kontroll koriilmények kozott borso novényben

Csirdzdsi szdzalék és termés: A kisérletekhez borsonovényeket hasznaltunk (nevelési
koriilmények: 4.1.2. fejezet), melyek magvait elézetesen 0,1 mM, 0,5 mM SA-ban, illetve
desztillalt vizben aztattuk 24 6rdn 4t. A csirdzasi szazalék vizsgélatdhoz 200-200 eldkezelt

borsdszemet csirdztattunk szlrdpapirban, mig a termésmennyiség megéallapitasahoz 20-20

novényt neveltiink fel. Az eredmények a 9. tdbldzatban lathatdak.
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9. tablazat. Bors6 magvak csirdzdsa, a szemszam, illetve a szemtdomeg
alakuldsa szalicilsavas aztatast kovetden (A csirdztatdshoz 200 magot, a
szemszam €s szemtomeg meghatiarozdshoz 20-20 novényt haszndltunk). *:
p<0,05 illetve **: p<0,01 szinten szignifikans.

Kezelések

kontroll 0,1mM SA 0,5mM SA
Csirazas 73,7%£5,3 85,8+3,9* 87,8+1,8%*
(%)
Szemszam 10,8+2,3 12,542,5% 11,8423
(db/ndvény)
Szemtomeg 20,6+4,1 24,644 ,9%* 23,944 8*
(g/movény)

A szalicilsavas kezelés hatdsdra a magvak 12, illetve 14 %-kal jobban csirdztak.
Szemszam esetében szignifikdns novekedést csak a 0,1 mM koncentraciondl tapasztaltunk, de
minimdlis novekedés a 0,5 mM koncentraciondl is tortént. A szemtomeg mindkét

koncentraciéndl megnott.

Antioxiddns enzimek: Ezek utan azt vizsgéltuk, hogy milyen valtozdsok kovetkeznek be
a novényekben a magdztatast kovetden. A kisérletekhez 1 hetes borsé novényeket
hasznaltunk, az iiltetés utdni 7. napon gyijtottiink magokat, levelet, epikotilt és gyokeret az
analizisekhez. El0szor az antioxidans enzimek aktivitasat mértiik, hisz a SA oxidativ stresszt
okozhat. Az enzimaktivitdsokat hajtisban, gyokérben és epikotilban hatdroztuk meg. A
kataldz és a glutation-reduktdz aktivitdsa egyik novényi részben sem véltozott a SA-kezelés
hatdsdra. Mind a kataldz, mind a glutation reduktdz aktivitisa a hajtdsban kb. négyszer
magasabb volt, mint a gyokérben €s az epikotilban

A kezelés hatasara a POD aktivitasa (45. abra) koriilbeliil kétszeresére novekedett a
hajtasban mindkét esetben, a szalicilsav oldat koncentraci6jatol fiiggetleniil. A tobbi ndvényi
részben nem figyelhetdé meg szignifikans eltérés, de az epikotilban kb. hatszoros, mig a

gyokérben kb. kilencszeres volt az enzim aktivitdsa.
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POD aktivitas (DA470 min-1)
(2]

hajtas epikotil gyoker
[ODV 00,1 mM SA E0,5mM SA|

45. abra. Szalicilsavas dztatds hatdsa a guaiakol-peroxiddz enzim
aktivitdsdra borséban. ***: szignifikdns P<0,001 szinten a kontrollhoz

képest (n=5).
Az APX esetében a hajtdsmintdkban magasabb az enzim aktivitdsa (kb. mdasfél-kétszeres),
mint a gyOkérben illetve az epikotilban, viszont a kezelés hatdsdra nem valtozott
szignifikdnsan az érték (46. dbra). Az epikotilban a 0,5 mM SA-kezelés hatdsara emelkedett

az aktivitds, a gyokérben pedig csokkenés figyelhetd meg.
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46. dbra. APX aktivitdsdnak véltozdsa 1 hetes borsonovényekben a magvak
szalicilsavas dztatdsat kovetden. *,**: szignifikdns P<0,05 és 0,01 szinten a

kontrollhoz képest (n=5).

A GST-aktivitds a hajtadsban volt a legmagasabb, kb. nyolcszorosa az epikotilban és a
gyokérben mért értékeknek, viszont a hajtdsban mért aktivitisok nem mutattak szignifikins
eltérést a SA-kezelés hatdsdra. Az epikotil illetve a gyokér mintdk eredményein azonban
statisztikailag szignifikdns az enzim aktivitisdnak a csokkenése (47. dbra). A kiillonbozé SA

koncentraciok nem befolyasoltdk a csokkenés mértékét, nagyjabdl azonos mértékiiek voltak.
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47. édbra. GST aktivitdsdnak valtozdsa 1 hetes borséndovényekben a magvak
szalicilsavas dztatdsat kovetOen. * ** ***: gzignifikdns P<0,05, 0,01 és
0,001 szinten a kontrollhoz képest (n=5).

Poliaminok: Az antioxidans enzimek utdn mértilk a poliaminok szintjét, mivel ezek
makromolekuldkhoz kapcsolédva stabilizalhatjak azok szerkezetét, ezaltal védve Oket stressz
sordn. Az analizisekhez hajtast, epikotilt, gyokeret, illetve magvakat hasznaltunk, a vizsgélt
poliaminok a putreszcein, a kadaverin, a spermidin és a spermin voltak. A hajtasban
mindegyik poliamin szintje csokkent az dztatds hatdsara (48. dbra), bar a putreszcin értékek
nem voltak statisztikailag szignifikdnsak. A legnagyobb mennyiségben a spermidin volt jelen.
Az epikotilban a putreszcin, cadaverin, spermidin szintjében csokkenés figyelhetd meg az
dztatds hatdsara (49.4bra), mig a sperminszint nem véltozott. Legjelentdsebb eltérés a 0,5 mM
SA-kezelt mintdkban figyelhetd meg. A legnagyobb mennyiségben a cadaverin van jelen. A
gyokérben a poliaminok mennyisége csokkent, csak a spermin szintjében nem figyelhettiink
meg szignifikdns eltérést (50. dbra). Ebben a novényi részben is a 0,5 mM SA-kezelés
hatdsdra tortént a legjelentdsebb csokkenés. A spermidin volt jelen a legnagyobb
mennyiségben. A magban a spermidin és a spermin esetében jol lathaté a csokkenés, mig a
putreszcin €s cadaverin szintjében nincs szignifikans eltérés (51. dbra). Itt is szintén a 0,5 mM

SA-val kezelt mintdkban volt nagyobb mértékii a véltozas.
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48. dabra. Poliaminok mennyiségének valtozdsa 1 hetes borsénovények
hajtdsdban a magvak szalicilsavas aztatdsat kovetden. * **: szignifikdns
P<0,05 és 0,01 szinten a kontrollhoz képest (n=>5).
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49. dabra. Poliaminok mennyiségének valtozdsa 1 hetes borsondvények
epikotiljdban a magvak szalicilsavas dztatdsat kovetden. * ** ***: szignifikans
P<0,05, 0,01 és 0,001 szinten a kontrollhoz képest (n=5).



9000

8000 -

7000

6000 -|

5000 -

4000 oy

3000 -

2000 -

Poliamin tartalom (ug g triss tomeg)

1000 +—

Put Cad Spd Spn

[ODDV ©0,1 Mm SA 0,5 mM SA]

50. 4&bra. Poliaminok mennyiségének valtozdsa 1 hetes borsondvények
gyokerében a magvak szalicilsavas dztatdasat kovetden. *,** ***: szignifikans
P<0,05, 0,01 és 0,001 szinten a kontrollhoz képest (n=5).
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51. 4bra. Poliaminok mennyiségének valtozdsa 1 hetes borséndvények
magvaiban a magvak szalicilsavas dztatdsat kovetéen. * **: szignifikdns
P<0,05 és 0,01 szinten a kontrollhoz képest (n=5).

oHCA és szalicilsav: Ezek utan kivancsiak voltunk arra, hogy a szalicilsavas 4ztatds
hogyan befolyasolja az endogén oHCA- és SA-szintet a kiilonb6zd novényi részekben. A
szabad oHCA-szintje csak az epikotilban volt a kimutathatésdgi hatar felett, de a kezelést
kovetden nem véltozott szignifikdnsan a mennyisége. A kotott oHCA mennyisége a
gyokérben és a magban ndtt meg jelentés mértékben a szalicilsavas dztatds hatdsara (52.
abra), az epikotilban €s a gyokérben kis mértékben emelkedett a mennyisége, a 0,5 mM SA-

kezelést kovetoen.
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52. abra. Kotott oHCA mennyiségének valtozdsa 1 hetes borséndvényekben a
magvak szalicilsavas dztatasit kovetden. *,**: szignifikdns P<0,05 és 0,01 szinten a
kontrollhoz képest (n=5).

A hajtdsban a szabad SA-tartalom 0,5 mM SA-kezelés hatdsara kismértékben
megnovekedett (53. dbra), mig a gyokérben nem véltozott szignifikdnsan a mennyisége. Az
epikotilban jelentds volt a novekedés mindkét koncentricié esetében, 0,1 mM kezelést
kovetden kilencszeres, mig 0,5 mM-ndl hatszoros. A magban 0,1 mM eldkezelésnél
kismértékii emelkedést tapasztaltunk a szabad szalicilsav szintben, mig a 0,5 mM
koncentraciondl ez jelentdsebb mértékii volt, habir még igy is harmada, fele volt az

epikotilban mért értékeknek.

A kotott SA mennyisége a hajtdsban nem valtozott szignifikdnsan (54. 4bra). A
gyokerekben kismértékli emelkedés volt megfigyelhetd, de még igy is alacsonyabb volt a
szintje, mint a hajtdsban. Az epikotilban a 0,5 mM SA-kezelésnél mar kifejezettebb
novekedést tapasztaltunk, de legnagyobb véltozds a mag esetében volt megfigyelhetd. A
kontrollhoz viszonyitva 0,1 mM koncentraciéondl kb. négyszeres, mig a 0,5 mM-ndl kb.

kilencszeres volt a kotott szalicilsav szintje.
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53. abra. Szabad SA mennyiségének valtozdsa 1 hetes borséndovényekben a
magvak szalicilsavas aztatasat kovetden ** ***: szignifikdns P<0,01 és 0,001
szinten a kontrollhoz képest (n=5).
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54. 4bra. Kotott SA mennyiségének valtozdsa 1 hetes borsénévényekben a
magvak szalicilsavas dztatdsat kovetden *,** ***: gzignifikdns P<0,05, 0,01
€s 0,001 szinten a kontrollhoz képest (n=5).

Mivel tudni szerettiik volna, hogy ez a véltozds a szabad illetve a kotott SA-szintben a
szalicilsavas magaztatds sordn felvett SA-bdl szarmazik-e, vagy a novény altal szintetizalt SA,
ezért triciummal jelolt radioaktiv SA-t adtunk a 0,5 mM SA oldathoz, melyben a magvakat
aztattuk 24 6ran 4t. Az 1 hetes novényekben néztiik, hogy mely novényi részben €s milyen

ardnyban jelenik meg a jelolt SA. Az eredmények a 55. dbran lathatéak. A gyokérben és a
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levélben a radioaktiv SA mennyisége mind a szabad, mind a kotott forma esetében
kimutathat6sagi hatdr alatt volt. Habar az epikotilban a SA-el0kezelés hatdsdra nagymértékii
emelkedést tapasztaltunk a szabad SA-szintben, radioaktivitast itt sem taldltunk. A kotott SA
esetében viszont mar megjelent a jelolés. A magvakndl is csak a kotott forméandl taldltunk
radioaktiv jelolést, de itt jelentds mértékben halmozddott fel a jelolt SA. Ha a 0,5 mM SA-
eldkezelésnél nézziik a kotott SA ardnyét az epikotil és a mag esetében, akkor a magban kb.
Otszoros a kotott SA mennyisége, viszont a radioaktivitds mértéke a magban kb. 13-szorosa az
epikotilban levonek. Tehat az eldkezelés sordn felvett SA-t a borsénovény a novekedés
kezdeti szakaszdban a magban kotott formava alakitja és az endogén szalicilsav az egyéb

novényi részekben nagyrészt in vivo szintézisbdl szarmazik.
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55. 4abra. Kotott SA mennyiségének véltozdsa 1 hetes borséd
novényekben a  magvak  szalicilsavas  4ztatdsait  kovetOen
(***:szignifikans p<0,001 szinten).

5.3.2. A szalicilsavas magdztatds hatdsai alacsony homérsékleten kukoricaban

A kisérletekhez 1 hetes kukoricanovényeket haszndltunk, a nevelési koriilmények a
4.1.3. fejezetben taldlhatéak A SA-kezelés hatdsara sem a friss, sem pedig a szaraztomeg nem
valtozott (az adatok nincsenek feltiintetve). A novényeket az 1 hetet kovetden 5 napra 5 °C-ra

helyeztiik, hogy ldssuk, stresszkoriilmények kozott milyen véltozdsok torténnek a SA

magaztatds hatdsara.
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Poliaminok: A poliaminok koziil levélben a CAD mennyisége emelkedett meg
jelentdsen hideg hatdsdra €s a SA-kezelt novényekben ez még kifejezettebb volt (55B. dbra).
A Put mennyiség 0,5 mM SA-kezelés hatdsira megemelkedett a kontrollhoz viszonyitva
(55A. dbra), de a hideghatast kovetden mennyisége csokkent, igaz, a SA-kezelt névényekben
magasabb maradt, mint a kezeletlenekben. A Spd mennyisége lecsokkent SA-kezelés hatdsira
(55C. 4bra), és az 5 °C-ot kdvetden tovabbi csokkenés volt megfigyelhetd. A Spn mennyisége
nem valtozott a kezelések hatdsara. A gyokérben a Put-szintje megemelkedett mindkét
koncentraci6éju SA-kezelés hatdsara (5S6A. dbra), 5 °C-on viszont lecsokkent. A Spd (56B.
abra) és a Spn (56C. dbra) mennyisége 20 °C-on megemelkedett 0,5 mM SA hatdsdra, mig
hidegben a Spd joval a kontroll szintje alda mig a Spn a kontroll szintjére csokkent. A Cad

mennyisége nem valtozott a kezelések hatdsara.

Antioxiddns enzimek: A membranok védelmében szerepet jatszé poliaminok utdn az
antioxiddns rendszerre kifejtett hatast vizsgaltuk. A borsoval ellentétben az antioxidéans
enzimek aktivitdsa nem véltozott 20 °C-on a SA-kezelt novényekben és a hideg hatdsara (5

nap 5 °C) sem volt kiilonbség a kezelések kozott.
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55. é4bra Poliaminok mennyiségének valtozdsa 1 hetes kukoricanovények
levelében kontroll és alacsony homérsékleti koriilmények kozott a magvak
szalicilsavas 4ztatdsdt kovetden * ** ***: szignifikdns P<0,05, 0,01 és 0,001
szinten a kontrollhoz képest (n=5).
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56. dbra Poliaminok mennyiségének valtozdsa 1 hetes kukoricanévények gyokerében kontroll
és alacsony homérsékleti koriilmények kozott a magvak szalicilsavas dztatdsdt kovetden
* gk k% szignifikdns P<0,05, 0,01 és 0,001 szinten a kontrollhoz képest (n=5).
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Szalicilsav és oHCA: A kotott oHCA mennyisége csak a magban véltozott a SA-kezelést

kovetden, 0,1 mM koncentraciéndl kb. kétszeresére, 0,5 mM-ndl kb. négyszeresére nott (57.

abra), a hidegkezelés sordn viszont mar nem valtozott. A kezeletlen novényekben 5 °C-on

viszont kb. kétszeresére nétt, ezzel elérte a 0,1 mM SA-val kezelt novényekben mért szintet.
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57. abra. Kotott oHCA mennyiségének véltozdsa 1 hetes kukoricandvények
magvaiban kontroll és alacsony homérsékleti koriilmények kozott a magvak
szalicilsavas dztatasat kovetden. ** ***: szignifikdns P<0,01 és 0,001 szinten

a kontrollhoz képest (n=5).

A szabad oHCA-szintje minden névényi részben megemelkedett a SA-kezelés hatdsara,

a levélben (58A. dbra) és a magban (58C. dbra) kb. hdromszoroséara, mig a gyokérben (58B.

abra) 2,5-szeresére. A magban halmozddott fel legnagyobb mennyiségben (kb. 3 ug/g friss

tomeg), mig a gyokérben csak kb. 250 ng/g volt SA-kezelést kovetden. Hideg hatdsira a

levélben kezeletlen novényekben nagymértékii novekedést tapasztaltunk, elérte a SA-val

kezelt novények szintjét, mely mar a hideg hatdsira nem valtozott. A gyokérben és magban a

kezeletlen novényekben nem véltozott a mennyisége 5°C-on 5 nap utdn sem, viszont az SA-

val kezelt novényekben csokkent, bar még igy is jéval tobb volt, mint a kezeletlen

novényekben.
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A szabad és kotott SA-szintje csak a magban valtozott a kezelések hatdsara. A szabad
SA mennyisége csak a 0,5 mM SA-val kezelt névényekben emelkedett meg 20 °C-on kb.
haromszorosdra €s hideg hatdsdra ez még fokozdodott (59. abra). A kezeletlen novényekben és
a 0,1 mM SA-val kezeltekben 5 nap 5 °C utdn kb. kétszeresére nott a mennyisége, de még igy
is csak fele volt a 0,5 mM-mal kezeltekhez képest. A kotott SA mennyisége mar 0,1 mM SA-
kezelés utdn is kismértékben megemelkedett (60. abra), de hideghatdsra ugyanezen a szinten
maradt. A kezeletlen novényekben sem tapasztaltunk véltozdst a kotott SA-szintben hideg
hatdsdra. A 0,5 mM kezelésnél viszont azt tapasztaltuk, hogy a kotott SA mennyisége kb.
négyszeresére emelkedett a kontrollhoz képest és hideghatdsdra még tovabb ndétt, mintegy

hatszorosa volt a kontrollnak.
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59. é4bra. Szabad SA mennyiségének vdéltozdsa 1 hetes kukoricanovények
magvaiban kontroll és alacsony hdmérsékleti koriilmények kozott a magvak
szalicilsavas dztatdsat kovetden. ** ***: szignifikans P<0,01 és 0,001 szinten a

kontrollhoz képest (n=5).
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60. 4dbra. Kotott SA  mennyiségének véltozdsa 1  hetes
kukoricanovények magvaiban kontroll és alacsony homérsékleti
koriilmények kozott a magvak szalicilsavas aztatasat kovetOen. *#*:
szignifikdns P<0,001 szinten a kontrollhoz képest (n=5).

5.3.3. A szalicilsavas magdztatds hatdsai Cd-stressz sordn borsoban és kukoricaban

A hideg utdn Cd-kezelést kovetden néztilk a szalicilsavas magdztatds hatdsait.
Kisérleteinket borsdval végeztilk, a novénynevelés és a Cd-kezelés koriilményei a 4.1.4.
fejezetben taldlhatéak. El8szor a lipidperoxidaciot mértiik az oxidativ stressz jellemzésére. A
SA hatdsara a Cd-mal nem kezelt novények levelében kismértékii emelkedést tapasztaltunk az
MDA-szintben, a Cd kezelés sordan viszont az SA eldkezelt novényekben jéval kisebb volt
(61. abra). Parhuzamosan mértiik az elektrolit kidramlast is a membransériilések jellemzésére,
s azt tapasztaltuk, hogy az SA-val kezelt novényekben ezek az értékek alacsonyabbak voltak
(62. dabra). Tehat az SA-eldkezelés mérsékelte a Cd okozta oxidativ stresszt és a

membrankarosodast is.
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60. dbra. A MDA mennyiségének valtozdsa 12 napos Cd-on nott
borsondvényekben a magvak szalicilsavas dztatdsat kdvetden *,***:
szignifikdns P<0,05 és 0,001 szinten a kontrollhoz képest (n=5).
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61. abra. A membrankdrosodas valtozdsa 12 napos Cd-on nétt
borsénovényekben a magvak szalicilsavas dztatdsat kovetden. * ***:
szignifikdns P<0,05 és 0,001 szinten a kontrollhoz képest (n=5).

Ismert, hogy a prolin védelmet nyujthat kiilonbozd abiotikus stresszhatdsok folyaman.
Az SA elokezelt novényekben csak a legmagasabb Cd koncentraciondl tapasztaltunk kisebb
mértékll felhalmozodast a Cd-mal nem kezelt novényekhez képest (62 dbra), mig az SA-val
nem elOkezelt novények esetében mar 1 pM Cd koncentraciétél megndtt a mennyisége a

novények leveleiben.
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62. dbra. A prolin mennyiségének valtozdsa 12 napos Cd-on nott
borsondvényekben a magvak szalicilsavas dztatdsit kovetOen. *,#* **%;
szignifikdns P<0,05, 0,01 és 0,001 szinten a kontrollhoz képest (n=5).

Szalicilsav és oHCA: Mind a szabad, mind a kotott oHCA mennyisége csak a

legmagasabb Cd koncentraciondl ndtt meg jelentOsen, de mig a szabad oHCA a SA eldkezelt

novények leveleiben (63A. édbra), addig a kotott a kezeletlenekében mutatott jelentds

novekedést (63B. abra).
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63. dbra. A szabad (A) és kotott (B) oHCA mennyiségének valtozasa 12 napos
Cd-on nétt borséndvényekben a magvak szalicilsavas 4dztatdsat kovetden.
* ok ks szignifikans P<0,05, 0,01 és 0,001 szinten a kontrollhoz képest (n=5).
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A szabad SA-szint a SA-elokezelés hatdsdra kismértékben megemelkedett, de a Cd
koncentracié novekedésével csokkent (64A. dbra), mig az SA-val nem eldkezelt novényekben
csak késobb kezdett el csokkenni, de a legmagasabb Cd koncentriciéndl mar azonos
mennyiséget mértiink az SA eldkezeltekkel. A kotott SA mennyisége alacsonyabb
koncentracioknal nem véltozott az SA-elokezelés hatdsdra, a legmagasabb koncentraciondl is
csak kismértékii emelkedést tudtunk kimutatni (64B. abra). A SA-val nem -elOkezelt
novényeknél viszont a magasabb koncentraciokndl jelentds, kb. hdromszoros novekedést

tapasztaltunk a kontrollhoz képest.
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64. dbra. A szabad (A) és kotott (B) SA mennyiségének véltozdsa 12 napos
Cd-on nétt borséndvényekben a magvak szalicilsavas dztatdsat kovetden.
* ok ks gzignifikdns P<0,05, 0,01 és 0,001 szinten a kontrollhoz képest
(n=5).

Fitokelatinok és fitokelatin-szintdz aktivitds: A levelekben nem taldltunk valtozast sem a
magaztatdsos SA-elokezelés, sem a hosszitdvi Cd-kezelés hatdsara a PC, mennyiségében,
mig a gyokerekben Cd-kezelés hatdasdra megndtt a mennyiségiik, de az SA eldkezelt és
kezeletlen novények kozt nem volt kiilonbség. A fitokelatin-szintdz aktivitdsa nem valtozott

sem a Cd, sem az SA-el6kezelés hatasara.
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A kisérleteket elvégeztiik kukoricdval is, és nagyon hasonlé eredményeket kaptunk
(adatok nincsenek feltiintetve). A SA-elokezelés itt is csokkentette a lipidperoxiddciot és a
membrankdrosodds mértékét, valamint az SA-val elokezelt novények prolintartalma nem
valtozott, mig a kezeletleneké megndtt Cd hatdséra. Itt sem taldltunk véltozast a levelekben
sem a SA-elokezelés, sem a Cd-kezelés hatdsara a PC, mennyiségében, mig a gyokerekben
Cd-kezelés hatdsdra megndtt a mennyiségiik, de itt sem volt kiilonbség az SA el6kezelt és
kezeletlen novények kozt. A fitokelatin-szintdz aktivitdsa sem véltozott sem a Cd, sem az SA-
el0kezelés hatdsara. A szabad SA-szint a SA-elokezelés hatdsdra itt is kismértékben
megemelkedett, de a Cd koncentracié novekedésével csokkent, mig az SA-val nem eldkezelt
novényekben kukoricdban is csak késobb kezdett el csokkeni. A kotott SA mennyisége
viszont kb. hatszorosdra nétt 10 mM Cd hatdsdra, de a magasabb Cd koncentracidknal csak
kb. haromszoros emelkedést tapasztaltunk az SA-el0kezelés hatdsara. A SA-val nem eldkezelt
novényeknél a magasabb koncentraciokndl itt is jelentds, kb. tizszeres noOvekedést

tapasztaltunk a kontrollhoz képest.
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6. Eredmények megyvitatasa

6.1. A kiilsoleg, tdpoldathoz adagolt, szalicilsav hatdsai

6.1.1. Alacsony homérsékleti stressz

Csoportunk volt az elsd, aki kimutatta, hogy a tdpoldathoz adagolt 0,5 mM SA-
elokezelés hatdsara a fiatal kukoricanovények hidegkarosoddsa kisebb mértékii volt. Ezen
védohatds a lathatd kiillonbségek mellett klorofill fluoreszcencia indukcids paraméterekben
(Fv/Fm, (Fm'-Fs)/Fm') is megnyilvanult, valamint a szalicilsav-kezelt novények esetében a
hidegkarosodds eredményeként fellépd elektrolit kidramlds 1ényegesen kisebb volt. Azt is
kimutattuk, hogy a CAT aktivitdsa lecsokkent, mellyel parhuzamosan kismértékii emelkedést
tapasztaltunk a POD enzim aktivitisaiban. Az APX és SOD enzimek aktivitdsanak
valtozasdban nem kaptunk szignifikédns eltérést (Janda €s mtsai, 1999). A tovédbbiakban azt
vizsgaltuk, hogy még milyen folyamatok allhatnak az SA hideg elleni védOhatdsdnak a
hatterében. Ismert, hogy a poliaminoknak szerepe van a kiilonféle stresszhatdsok elleni
védelemben (Bouchereau és mtsai, 1999). A hiromnapos alacsony homérsékleti kezelés
hatdsara a putreszcin (Put) szint megemelkedett, mig az SA eldkezelt novényekben mar
normdl homérsékleten nagyobb mértékii novekedést tapasztaltunk, mely a hideg hatdsara mar
nem véltozott (Németh és mtsai, 2002). Mdasok is tapasztaltak Put novekedést alacsony
hémérsékleten zoldségekben és gylimolcsokben (Kramer és Wang, 1989), valamint mi is
kimutattuk korabban, hogy az alacsony homérsékleten fellépd fotoinhibicié hatdsdra a Put-
szint megnd kukoricdban (Szalai és mtsai, 1997). A Put-r6l kimutattdk, hogy hidegstressz
soran képes antioxidans enzimekhez (pl. szuperoxid-dizmutdzhoz) kotddni, vagy antioxidans
tulajdonsagu molekuldkkal konjugatumokat képezni, ezéltal segitve mozgasukat sejten beliil
az oxidativ stressz helyéhez (Bouchereau és mtsai, 1999). A spermidin szintje nem valtozott
sem a 3 napos 5 °C-os hOdmérséklet, sem az SA-elokezelés hatdsdra. Viszont az SA eldkezelt
novényekben a hideg hatdsdra megndtt a szintje, mig a sperminé kismértékben lecsokkent.
Cukkiniben is kimutattdk, hogy alacsony homérséklet hatdsara a spermidin és a spermin
mennyisége megemelkedett (Kramer és Wang, 1989). Ismert, hogy a hidegstressz
lipidperoxidaciot okozhat, a spermidin és a spermin pedig védelmet nydjthat a membranoknak
azaltal, hogy egyrészt meggatolja a foszfolipidek lipid kettOsrétegen keresztiili mozgasat,
valamint stabilizdljdk a tilakoid membrdanok molekula komplexeit (Popovic és mtsai, 1979;

Besford és mtsai, 1993). Ezekbdl az eredményekbdl megallapithatjuk, hogy a SA eldkezelt
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novények alacsony homérsékleten megemelkedett putreszcin €s spermidin szintje szerepet
jatszhat a hidegstressz elleni védelemben.

Szdmos hidegérzékeny novény esetében kimutattidk, hogy hidegstresszt kovetden
etiléntermelés indul be (Tong és Yang, 1987). Ezen etiléntermelés fizioldgiai jelentdsége nem
ismert, pillanatnyilag gy tlinik, hogy csupédn egy stresszfolyamatokat kiséré "melléktermék",
mert sem védd, sem szabdlyozé funkcidjat nem mutattak ki hidegstresszel kapcsolatban, de
nem is jarult hozza a hidegkdrosodasi tiinetek kialalakuldsdhoz. Az alacsony homérséklet az
etilén prekurzordnak, az ACC-nek a mennyiségére is hat, fokozva az ACC-szintdz aktivitasat.
Kimutattdk azt is, hogy fiatal kukoricanovényekben a magasabb ACC-tartalom nagyobb
hidegkarosodassal jart egyiitt (Janowiak és Dorffling, 1995). A magasabb ACC tartalom oka a
megnovekedett ACC-szintdz aktivitds mellett az ACC-oxiddz (mely az ACC-etilén
konverzidért felelds enzim) inaktivdldsa lehet, mely a membrankirosodds kovetkezménye
(Etani és Yoshida, 1987). Szalicilsavrdl azt is kimutattdk, hogy bizonyos rendszerekben képes
az ACC etilénné valé atalakuldsidt meggatolni (Leslie és Romani, 1986). A hideg-indukalt
etilénszintézis jelentkezhet akkor is, ha a novények a hidegperiédus utdn visszakeriilnek
normal hémérsékletre (Kimmerer és Kozlowski, 1982).

A tapoldathoz adagolt SA véddéhatdsdnak tovabbi tanulmdnyozdsdhoz fiatal
kukoricandvények egy részét 4 napig 11/13 °C-on hidegedzettiik, majd 4 napig 5 °C-on
tartottuk. Az ACC folyamatosan emelkedett a 4 napos hidegkezelés sordn a nem kezelt
kukoricanovények levelében. A SA eldkezelt novények levelében kisebb mértékii emelkedést
tapasztaltunk (Szalai és mtsai, 2000). Ezek az adatok jol korreldltak azzal, hogy a szalicilsav
nem csOkkentette a kontroll (nem hidegkezelt) ndvényekhez viszonyitott etilénprodukciot,
viszont a hideg-indukélta etilénprodukcié kisebb mértékli volt a szalicilsavval kezelt
novényekben, mint a kezeletleneknél (Janda és mtsai, 1999). Ha az 1-4 napos hidegkezelt
novények atlag ACC tartalmat nézziik, akkor az SA eldkezelt novények ACC tartalma 53%-a
volt a kontroll novényekének, habar szignifikdns kiilonbség nem volt a normél hdmérsékleten
nevelt novények kozott. A 4 napos 13/11 °C-os hidegedzést kovetd 5 °C-os homérséklet nem
okozott ACC felhalmozddast sem a kontroll, sem a SA-eldkezelt novények levelében. Ebbol
arra kovetkeztethetiink, hogy az ACC tartalom a hidegérzékenység egyik j6 markere a
kukorica hidegkdarosoddsdnak. A gyokerekben az ACC tartalom nem valtozott sem a
hidegedzett, sem a SA elokezelt novényekben. Itt a SA-eldkezelés helyettesitette a
hidegedzést, ellentétben a levelekkel. A gyokerek sikeres akklimatizicidja az
alacsonyhomérséklethez meghataroz6 a novény hideg utini novekedése, viz- és

tdpanyagfelvétele, valamint azoknak a hajtdsba val6 transzportja szempontjabol. A gyokerek
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megnyuldsa nagyon érzékeny etilénre, igy az ACC tartalom csokkenése nagyon fontos lehet a
hatékony gyokérnovekedés szempontjdbol, hogy a ndvény a hideghatds utdn maximalisan ki
tudja haszndlni a talaj er6forrdsait. Mdsok is tapasztaltak ACC novekedést hideg hatdsira
kukorica hibridekben és vonalakban (Janowiak és Dorffling, 1995, 1996), s ez a novekedés
pozitiv korreldciét mutatott a hidegérzékenységgel (Janowiak és Dorffling, 1996). Ezt
aldtdmasztja az a megfigyelés 1is, hogy azokban a kukoricandvényekben, melyek
toleransabbak voltak az alacsony homérséklettel szemben (Janowiak és Dorffling, 1996;
Janda és mtsai, 1998) kisebb mértékii ACC felhalmozddast lehetett megfigyelni hidegstressz
hatdsdra. Ehhez hasonléan a nem hidegedzett, de szalicilsavval kezelt novényekben is
kevesebb ACC halmozédott fel. A szalicilsav ACC-tartalom csokkentd hatdsa fdleg a
hidegperiddus elsé harom napjan volt kiillonosen jol megfigyelhetd a gyokerekben, viszont a
hidegedzett novényekben az SA mar nem okozott tovabbi ACC csokkenést.

Néztiik az ACC malonil-konjugatuméanak (MACC) véltozasait is. Hidegedzés hatdsara
az MACC tartalom megndtt levelekben, s hideg hatdsara tovdbb novekedett kezdetekben.
Nemcsak kukoricidban, de buzdban is megfigyeltek MACC akkumulécigjat alacsony
hémérsékleten. Az ACC-vel ellentétben azonban az MACC tartalom nem korreldlt a
hidegtiiréssel sem kukoricdban (Janowiak és Dorffling, 1996), sem btizaban (Machackova és
mtsai, 1992). A nem edzett novények gyokerének MACC tartalma csokkent hidegstressz
sordn. Buzdban az edzés sorin MACC akkumuléciét tapasztaltak (Machackova és mtsai,
1992), de kukoricdban ez nem volt megfigyelhetd, a hidegedzett novények gyokerének
MACC tartalma sosem volt szignifikdnsan nagyobb, mint az edzetleneké.

Osszegzésiil elmondhatjuk, hogy a 0,5 mM SA-kezelés, melyrél korabban kimutattuk,
hogy mérsékelni tudja a hidegkdrosodas tiineteit, csokkenti az ACC felhalmozddast fiatal
kukoricanovényekben. Azt is megallapithatjuk, hogy az ACC tartalom j6 markere a
hidegkarosodds mértékének kukoricdban. Az MACC tartalomban ugyan torténtek véaltozdsok

hideg hatdséra, de ez nem mutatott korrelaciét a novények hidegtlirésével.

6.1.2. Szdrazsdgstressz

Miutén azt tapasztaltuk, hogy alacsony homérsékleti stressz alatt a SA szdmos olyan
komponensre (antioxiddns enzimek, poliaminok, etilén, ACC) hatdssal van, mely védelmet
nyUjthat a stressz elleni védelemben, megvizsgaltuk, hogyan hat szdrazsigstressz alatt. A
széarazsagstressz tanulmdnyozdsdhoz tdpoldatban nevelt kukoricanovényeket hasznéltunk,

PEG-gel idézve el6 az ozmotikus stresszt. A SA-kezelés, hasonléan a fentiekhez, 0,5 mM SA-
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val tortént 1 napig a stresszhatdst megeldzéen. A PEG kezelés 3 napig tartott. Mind a PEG,
mind a SA-kezelés kismértékli netté fotoszintézis csokkenést okozott. Azokban a
novényekben viszont, melyek mindkét kezelést megkaptak, dramai csokkenést tapasztaltunk.
A sztémakonduktivitisban teljesen hasonlé tendenciit tapasztaltunk. Az ionkidramlds
értékeknél is csak a mindkét kezelésen datesett novényekben tapasztaltunk emelkedést a
kontrollhoz viszonyitva, mely komoly membrankédrosodédsra utal. Ezekbdl az eredményekbdl
levonhatjuk azt a kovetkeztetést, hogy a SA, mely a hidegkdrosodds ellen megvédte a
novényeket, a szdrazsagstressz sordn nemhogy védelmet nem nydjtott, hanem inkabb
felerdsitette annak kéarosité hatdsat. Ezek az eredmények Osszhangban vannak azzal, hogy a
NahG transzgenikus Arabidopsis novények, melyek nem képesek SA felhalmozdsra, jobban
tolerdltdk a sostresszt (mely az ionstressz mellett ozmotikus stressz is), mint a vad tipus
(Borsani és mtsai, 2001). Mivel buzdban kimutattdk, hogy az aszpirinben val6 magaztatés
védelmet nyujtott szdrazsagstressz ellen és fokozta a fotoszintetikus aktivitdst (Hamada,
1998), ezért a kisérleteket megismételtiik buzdval is, de nagyon hasonlé eredményeket
kaptunk, mint kukorica esetében (Németh és mtsai, 2002). Ezekbdl az eredményekbdl
megallapithatjuk, hogy az alkalmazds mddja is fontos a védo- vagy karositohatds
szempontjabol. Késébbi kisérletek folyaméan viszont para-hidroxi-benzoesav (pHBA)
kezeléskor azt tapasztaltuk, hogy az megnovelte az 0szi buza (Cheyenne) szarazsagtlirését €s
fokozta a kataldz enzim aktivitisat (Horvéath és mtsai, 2007). Mésok kimutattik, hogy a
pPHBA Dactylus glomerata-ban novelte a prolinszintet (Duran-Serantes és mtsai, 2002). Ez a
megemelkedett prolin ozmotikus adapticiét eredményezhet. Kordbban viszont azt taldltuk,
hogy kiilonb6z6 benzoesav szdrmazékokat vizsgalva (aszpirin, fahéjsav, benzoesav, pHBA) a
pHBA volt az egyetlen, mely nem fokozta fiatal kukoricandvények hidegtiirését (Horvath és
mtsai, 2002). Tehat nem csak az alkalmazas mddja, hanem az alkalmazott stressz €s a hasznalt

benzoesav-szarmazék is befolyasolhatja, hogy kialakul-e véddhatés.

6.1.3. Cd-stressz

Miutén azt tapasztaltuk, hogy a hideg és a szdrazsag elleni védelemben a tapoldathoz
adagolt SA nem ugyanolyan hatdst fejt ki, ezért megvizsgaltuk, hogyan hat Cd stressz soran.
A Cd elleni védelemben a fitokelatinoknak fontos szerepe van (P4l és mtsai, 2006a), ezért
els6 1épésben a szintézisiikhoz sziikséges enzimek (YECS, GS, PCS) aktivitasat vizsgaltuk 0,1
mM Cd-mal kezelt fiatal kukoricandvényekben. Az enzimaktivitdsokat 1, 24, illetve 48 Ords

Cd hatés utan hatdroztuk meg. Ezzel parhuzamosan mértiik a Cd tartalmat is a gyokérben és a
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kiilonbozo levélszinteken. A gyokerekben a Cd mennyisége folyamatosan nétt a 48 6ra alatt.
Mir a legfiatalabb levelekben is megjelent a Cd 1 6ra utdn, de ekkor még az 1. levélben volt a
legnagyobb mennyiségben. KésObb viszont inkédbb a fiatalabb levelekben akkumuldlédott, de
az iddésebb levelekben is ndtt a Cd tartalom. Ennek ellenére az F,/F,, paraméterben és a PS2
kvantumhatékonysdgdban nem tapasztaltunk valtozast a 48 6ra alatt, tehat a 0,1 mM Cd-
kezelés nem okozott elviselhetetlen stresszt a novényeknek. Nagyobb koncentracidkndl (0,5,
illetve 1 mM) is csak kismértékii csokkenést volt lathat6 ezekben a paraméterekben. A YECS
aktivitdsa 24 6ra utdn mind a levélben, mind a gyokérben megndtt, majd a 48 o6ra utdn mar
csokkenést mutatott, de még igy is joval magasabb volt a kontrollndl. A GS aktivitds mar 1
ora elteltével megnétt a gyokérben, de csak kismértékben, és ezen a szinten is maradt. A
levélben nem tapasztaltunk valtozast. Kordbban mar kimutattdk, hogy a YECS enzim a GSH
szintézis limitdlé faktora (Noctor és mtsai, 1997). Ezzel Osszhangban mi is azt kaptuk
kordbban fiatal kukoricanovények gyokerében Cd-kezelés hatdsara, hogy 1 nap utdn a YEC-
szintje lecsokkent, de a 4., illetve 7. napon megemelkedett, mig a GSH mennyisége
valamennyi vizsgalt napon csokkent Cd jelenlétében (Pal és mtsai, 2006b). A GSH szint
csokkenésével a YECS felszabadulhat a GSH okozta feedback gatlas aldl, és ez
megmagyardzhatja a YECS aktivitdsdnak késleltetett emelkedését, valamint a a YEC-szint
megemelkedését (Szalai és mtsai, 2009). Ezen kiviill a GS kisebb aktivitisnovekedésének
lehetséges magyarazata lehet a kadmium eltéré hatdsa a YECS és a GS, mivel ut6bbit a
kadmium nagyobb mértékben gatolja (Hell and Bergmann 1990). Azt is kimutattdk, hogy
egyrészt GS taltermeld transzgenikus mustar novényekben a GSH és a PC szint megnétt Cd
hatdsdra (Zhu és mtsai, 1999a), YECS-t tiltermeld transzgenikus mustar novényekben a YEC-,
a GSH- és a PC-szint is megemelkedett (Zhu és mtsai, 1999b), tehat mindkét enzim limital6
faktor lehet a fitokelatinok termelése szempontjdbol Cd-stressz alatt. A fitokelatinok
megjelenése a nehézfémstressz egyik korai figyelmeztetd jele a novényekben (Keltjens és van
Beusichem, 1998). Gyors akkumulécidjuk feltételezi, hogy a PCS enzim folyamatosan jelen
van a novények gyokerében (Grill és mtsai, 1989). Mdsok azt tapasztaltdk, hogy az enzim
paradicsomnovények levelében csak a kadmiumnak Kkitett novényekben szintetizalédott
(Reese és mtsai, 1992; Chen és mtsai, 1997). Eredményeink hasonlé kovetkeztetésre
vezethetnek minket, mivel a kukoricalevélben kismértékii PCS aktivitisokat mértiink, és
feltételezhetéen ez nem elegendd ahhoz, hogy az in vivo PC, szintet megemelje. Az altalunk
is tapasztalt aktivitds gatlds 48 6ra utdn a kukorica gyokerében kadmium jelenlétében azzal

magyarazhatd, hogy a PC-ok szintézise Onszabdlyoz6 moddon torténik, ahogy a reakcid
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terméke (PC) kelatot képez a nehézfémmel, a PCS az aktivalé nehézfém hidnydban inaktivva
valik (Loeffler €s mtsai, 1989). Kisérletiinkben a gyokér in vivo PC szintje mar 1 6ra utdn
megemelkedett, igy feltételezhetd, hogy a reakcidelegyben jelenlévd fitokelatinok kelétot
képeztek a kadmiummal, és a kontrollhoz képest alacsonyabb PCS aktivitisok mértiink a
kadmiummal kezelt novények gyokerében (Szalai és mtsai, 2002). Hasonlé eredményeket
kaptunk szintén kukoricdban hosszabb tavi Cd-kezelés esetén is (Pél és mtsai, 2006b). Tehat
megallapithatjuk, hogy kadmiumkezelés hatdsara az in vivo PC2 szint megemelkedett a
kukorica gyokerében. A megemelkedett fitokelatinszint felelés lehet a kadmium hatékony
detoxifikdldsaban, vakuolaris kompartmentalizaci6jdban a gyokérben. A gyokérben a
kontrollhoz képest tapasztalt in vitro PCS aktivitds csokkenés a fitokelatinok gyors
akkumul4cidjdval magyardzhaté. Eredményeink megerdsitik azt a feltételezést, hogy mig a
gyokérben a PCS enzim jelenléte konstans, addig a levélben a kadmium jelenléte sziikséges a
szintézisének indukciéjahoz (Szalai és mtsai, 2002; 2005).

Mindezek utdn azt vizsgdltuk, hogyan hat a SA-elokezelés Cd-stressz sordn.
Altaldnossiagban elmondhatjuk, hogy egy adott novényfaj érzékenysége Cd-ra a
koncentracion, a kezelés hosszan, a novény kordn, valamint a vizsgalt novényi részen mulik.
Kordbbi eredményeink azt mutattdk, hogy a 0,1 mM Cd rovidtdvon nem okozott tdl nagy
stresszt a novénynek, ezért, hogy a SA hatdsit jobban ldssuk, 0,5 mM Cd-kezelést
alkalmaztunk. A 0,5 mM SA-at egy nappal a nehézfém kezelés elott adtuk a tdpoldathoz és a
Cd-kezelés elott eltavolitottuk, vagy pedig a Cd-mal egyiitt kapta a novény. Azt tapasztaltuk,
hogy mind a SA-elékezelés, mind a Cd-mal egyiitt adott SA nagymértékben csokkentette a
gyokér Cd-tartalmat (Szalai és mtsai, 2005). A gyokerek kismértékli Cd-tartalom
csokkenésérdl kukorica magvak SA-magdztatdsos eldkezelését kovetden is beszdmoltunk
(Krantev és mtsai, 2008). A gyokerek életképességét a SA-kezelés a Cd-kezeléshez hasonlo
mértékben csokkentette, mig SA+Cd hatdsdra még nagyobb mértékli csokkenést
tapasztaltunk. Arabidopsis novények vizsgalatanal azt talaltak, hogy NahG novények, melyek
bontjdk a SA-t, emiatt nem né meg az endogén SA-szintjiik, jobban tolerdltdk a Cd-stresszt,
mint a vad tipus (Zawoznik és mtsai, 2007). Hasonl6 eredményre jutottak NaCl-stressz
esetében is (Borsani és mtsai, 2001). Tehat a megnovekedett SA-szint fokozta a Cd-kivaltotta
oxidativ stresszt. Kordbbi kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy a SA véddhatdsa elég szlik
koncentracitartomédnyban érvényesiil. Ez alatt nem hatdsos, felette pedig kifejezetten karos.
A védohatast kifejtd koncentraciotartomany nemcsak az adott novényfajtol fiigg, hanem az
alkalmazott abiotikus stressz fajtdjan is (Horvath és mtsai, 2007a). Mi is azt tapasztaltuk,

hogy a gyokérben a POD, az APX és a GR aktivitds joval nagyobb volt a SA-val és Cd-mal
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egyidoben kezelt novényekben, mint a csak Cd-mal kezeltekben. Maga a SA-kezelés is
fokozta ezeknek az enzimeknek az aktivitdsit, ami szintén megndvekedett oxidativ stresszre
utal. Mdasok azt taldltak, hogy arpanovények hosszabbtivi SA-kezelése (7 nap) 0,5, illetve 1
mM SA-val csokkentette azok klorofill- és fehérjetartalmat, valamint a gyokér- és
hajtasnovekedést is gatolta. Viszont ha a novényeket csak 2 6ran at kezelték SA-val, akkor
nem tapasztaltdk ezt a gatlast, csak 6 Ords kezelésnél jelentkeztek el0szor ezek a tiinetek
(Pancheva és mtsai, 1996). A SA-kezelés szintén csokkentette a PCS aktivitdsiat is a
gyokerekben és a PC, akkumuldcié sem kovetkezett be a SA-kezelt novények esetében, mig a
csak Cd-mal kezelt novényeknél a csokkent PCS aktivitds ellenére megnovekedett PC,
tartalmat talaltunk. Az enzim aktivitascsokkenésének oka lehet a termelodott PC, feed-back
gatlasa, mivel az enzim aktivitdsahoz sziikséges Cd-ionokat keldtolja. A SA-kezelés hatdsira
tapasztalt csokkenés esetében ezt nem mondhatjuk el, hisz ott nem tapasztaltunk PC,
felhalmozédast. Ittt  valdszintileg az alkalmazott SA-kezelés okozta a csokkent
enzimmiikodést.

A levél esetében azonban teljesen mds hatdsokat tapasztaltunk. Annak ellenére, hogy a
SA-kezelt novények levelébe tobb Cd jutott fel, mint a csak Cd-mal kezelteknél, a
membrankdsodds mértéke csak a Cd-kezelés hatdsdra nétt meg szignifikdnsan a kontrollhoz
képest, mig a SA-val kezelt novényekében nem. A PS2 kvantumhatékonysdga is kevésbé
csokkent azokban a ndvényekben, melyek a Cd-mal egyiitt kaptdk a SA-at. Nagyobb ardnyud
csokkenést csak az SA-elOkezelés, illetve az azt kovetd Cd okozott. A SA-kezelés
fotoszintézisvédo hatdsat tapasztaltuk kukoricdban (Krantev és mtsai, 2008) illetve borséban
is (Popova és mtsai, 2008). Az antioxiddns enzimek koziil, ellentétben a gyokérrel, csak a GR
aktivitds nott meg a levelekben, s az is csak kismértékben. Mdasok is azt tapasztaltik, hogy 6
oras 0,5 mM SA-kezelés csokkentette a paraquat okozta fotoszintézis gatlast (Ananieva és
mtsai, 2002) és csokkentette a paraquat altal kivéltott oxidativ stresszt (Ananieva és mtsai,
2004) 4rpaban. A PCS aktivitds kicsit jobban emelkedett levelekben, amikor a SA-at egyiitt
adtuk a Cd-mal, de a PC, szintben nem tapasztaltunk véltozast. A levélben viszont joval
alacsonyabb Cd-szint volt, mint a gyokérben, valdszinlileg ezért nem tapasztaltunk PC,
akkumuléaciét. Ezekbdl az eredményekbdl levonhatjuk azt a kovetkeztetést, hogy a SA-

kezelés eltérd hatdst gyakorolhat a levélre és a gyokérre ugyanazon névényen beliil is.
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6.2. Az endogén szalicilsa- szint vdltozdsai kiilonbozo abiotikus stresszfolyamatok sordn

6.2.1. Alacsony homérsékleti stressz

Miutdn megvizsgadltuk a tdpoldathoz adagolt SA hatdsat kiilonboz6 abiotikus
stresszfolyamatok sordn, attértiink az endogén SA-szint véltozdsainak tanulmanyozdsara
stresszkoriilmények kozott. Tdpoldatban nevelt fiatal kukoricandvényekben vizsgaltuk a SA
és egyik prekurzora, az oHCA mennyiségében hideg hatdsdra bekovetkezd valtozasokat. A
szabad oHCA-szint nem vdltozott jelent6sen, mig a kotott mennyisége megnétt a
hidegkezelés sordn mind levélben, mind gyokérben. Hasonl6an nagy mennyiségli kotott
oHCA felhalmozddast tapasztaltunk Oszibiza hidegedzése sordn (Janda és mtsai, 2007). A
szabad SA mennyisége csak a levélben nétt meg, a gyokérben nem véltozott. Szintén nem
valtozott a kotott SA-szint sem. Mivel a kotott oHCA nagysagrenddel nagyobb mennyiségben
volt jelen a levélben, mint az SA, nem valészinli, hogy csak az SA prekurzoraként
funkciondlt. Az is ismert, hogy nemcsak a SA, hanem egyéb benzoesav szdrmazékok, koztiik
az oHCA is képesek védelmet nytjtani fiatal kukoricanovényeknek a hideg ellen (Janda és
mtsai, 2000; Horvéath és mtsai, 2002). A hidroxi-fahéjsavaknak, koztiik az oHCA-nak is,
ismert az a tulajdonsdga, hogy képesek kozombdositeni a szinglet oxigént (Foley és mitsai,
1999), igy valoszintlileg az oHCA-nak foleg az antioxiddns valaszban volt szerepe, fiiggetleniil
az SA bioszintézistol.

Kimutattdk, hogy arpdban szarazsagstressz (Bandurska és Stroinski, 2005), valamint
buizaban sostressz alatt (Shakirova €s mtsai, 2003) SA-kezelés hatdsdra megnd az ABA-szint.
Mivel a SA-kezelés hatdssal volt az endogén ABA-szintre, megnéztiik, hogy az ABA kezelés
hogyan befolyédsolja az endogén SA mennyiségét fiatal kukoricanovényekben. Az ABA-t a
tapoldathoz adagoltuk 0,05 és 0,1 mM mennyiségben, majd néztiik a hatdsat 1, 2 illetve 3 nap
mulva, valamint a novények egy részét 2 nap utan 1 napra 5°C-ra helyeztiik. Az ABA kezelés
a novények klorofilltartalmédt kismértékben csokkentette, de az ionkidramlisban nem
tapasztaltunk valtozdsokat. Viszont ha a novényeket 6 napig 5 °C-on tartottuk, akkor a 0,1
mM ABA-val kezelt novényekben kisebb ionkidramlédsi értékeket mértiink, mint a nem
kezeltekben. Csicseriborsoban kimutattdk, hogy az ABA kezelés hatdsara nott a novények
hidegtiirése és a membrinban pedig a telitetlen zsirsavak aranya (Bakht és mtsai, 2006), s az
ABA kezelés kismértékben helyettesitette az edzést, bar nem volt olyan hatékony, mint az
alacsony homérsékleten torténd edzési folyamat. Esetiinkben is hasonlé folyamatot

indukalhatott, hiszen mar normal hémérsékleten megemelte szamos antioxiddns enzim (GR,
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GST, APX) aktivitdsit a gyokérben, valamint a GST aktivitist a levélben, mely
kozrejatszhatott abban, hogy a 0,1 mM kezelt novényekben kevésbé kdrosodtak a
membréanok. Eredményeinkkel sszhangban mdsok is azt taldltdk, hogy Cynodon dactylon-
ban az ABA kezelés védett a szdrazsagstressz ellen, csokkentette az ionkidramlast és a
lipidperoxidacié szintjét, valamint fokozta az antioxiddns enzimek aktivitdsat (Lu és mtsai,
2009). Azt is kimutattak, hogy az ABA kezelés serkenti kiilonb6z6 ozmotikumok szintézisét,
mint pl. a glicin-betain vagy a szénhidritok szintézisét alacsony homérsékleten (Jagendorf és
Takabe, 2001), s mindez eldsegitheti a novények fokozottabb hidegtlirését. Az ABA kezelés
esetiinkben viszont nem befolydsolta a szabad SA-szintet, €s a kotott SA mennyisége is csak a
kukoricandvények levelében emelkedett meg kismértékben nevelési homérsékleten, mig
hidegben lecsokkent. Viszont gyokérben mind a szabad, mind a kotott oHCA-szint
megemelkedett az ABA kezelés hatdsdra normal hémérsékleten, s mivel az SA-szint nem
valtozott jelentdsen, az oHCA-nak valdsziniileg itt is inkabb antioxidans szerepe lehet, s nem

a SA prekurzoraként ndtt meg a mennyisége.

6.2.2. Szdrazsdg- és sostressz

A kovetkezd 1épésben a szdrazsdgstressznek az endogén SA-tartalomra gyakorolt
hatdsait tanulmdnyoztuk tapoldatban nevelt fiatal kukoricanovényekben 11 illetve 21 %-os
PEG koncentraciokndl. A novényeket 2 napig tartottuk ozmotikus stressz koriilmények
kozott, allapotuk jellemzésére mértiik a PS2 kvantumhatékonysidgat. Mar a 11%-os PEG
hatdsara is lecsokkent ez a paraméter, de a ndvényeket normaél tdpoldatra helyezve ez az érték
7 nap utan mar megegyezett a kontrolléval ismét, tehat a novények teljesen regenerdlodtak. A
21 %-os PEG hatéasara drasztikus csokkenést tapasztaltunk mar 1 nap utdn is és a novények
elpusztultak, hidba helyeztiik 6ket vissza két nap utdn normadl tdpoldatra. Tehat a 11 %-os
PEG kezelés sordn adapticiés folyamatok jatszédtak le a névényben. A SA és oHCA
mennyisége csak a levelekben valtozott. A szabad SA-szintje, csak a 21 % PEG-gel kezelt
novényekben nétt meg, és ugyanezt tapasztaltuk a szabad oHCA esetében is. Tehat ez
val6szinlileg a stressz kisérdjelensége volt csak és nem adaptacids folyamat. A kotott oHCA
viszont megndtt mindkét koncentraciondl, viszont az 1 hetes visszadllds utan joval magasabb
volt a szintje, mint a kontrollban, tehat ez mar az adaptdciés mechanizmus része lehet.

Hasonlo kisérleteket végeztiink 50, illetve 100 mM NaCl-dal is. Eldzdleg a 150 és 200
mM-os koncentracidkat is teszteltiikk, de az 1 hetes kezelést a novények nem élték til. A

novények dallapotdnak jellemzésére itt is a PS2 kvantumhatékonysagat mértiikk, mely 7 nap
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utdn a magasabb sékoncentracié esetén lecsokkent, de a 4 napos visszadllds sordn kezdett
helyredllni, tehat ezek a s6koncentraciok mérsékelt stresszt jelentettek a novényeknek. Ismert,
hogy a sostressz oxidativ karosodast okoz (Borsani és mtsai, 2001) €s ez valtozdsokat okoz az
antioxidans enzimek aktivitasdban is (Hernandez és mtsai, 1993). A Kkisérletek soran azt az
eredményt kaptuk, hogy a CAT aktivitds nem véltozott és a POX is csak kismértékben a
gyokerekben. Ez 6sszhangban van azzal a megfigyeléssel, hogy a CAT és POX aktivitds nem
valtozott kevésbé sotolerdns gyapot novényekben (Meloni és mtsai, 2003). Viszont az APX és
a GR aktivitisa megemelkedett, mely biztosithatja a hidrogén-peroxid bontdsiat é&s
szabdlyozhatja a redukalt glutation mennyiségét (Molina és mtsai, 2002). Az is ismert, hogy a
ROS mennyisége nemcsak a stressz folyamén, hanem a visszaallas alatt is magas lehet, tehét a
novénynek e periddus alatt is magasabb antioxiddns kapacitassal kell rendelkeznie. Szdmos
tanulmany van arrél, hogy citolégiai €s biokémiai kirosoddsok Iéphetnek fel az abiotikus
stresszfolyamatot kovetd visszadllds sordn (Dreesman és mtsai, 1994; Szalai és mtsai, 1996;
David és mtsai, 1998). Esetiinkben is az APX, a POX és a GR aktivitisa magasabb volt a
visszadllds sordn az eldzdleg stressznek kitett novényekben, mint a kontrollban. Mdasok is azt
tapasztaltdk, hogy a GR aktivitds a visszadllds sordn magasabb volt, mint a stressz alatt
(Torres-Franklin és mtsai, 2007).

Az elmilt iddszakban szdmos tanulmdny jelent meg az exogén SA hatdsair6l
sostressznek  kitett novényekben. A SA-kezelés novelte a tdlélési szdzalékot, a
hajtasnovekedést és a fotoszintézist arpa és paradicsom novényekben (El-Tayeb, 2005;
Stevens és mtsai, 2006). A SA erésen gitolta a Na™ és CI ionok akkumuldci6jat is és
eldsegitette a a N, Mg, Fe, Mn és Cu felhalmozddast sostressz sordn kukoricdban (Gunes és
mtsai, 2007). Paradicsomban leirtdk a tdpoldathoz adagolt SA védShatdsit amagasabb Na*
koncentracié ellenére, de ez a védOhatds koncentraciofiiggd volt (Szepesi és mtsai, 2008,
2009). Kevesebb adat van viszont az in vivo SA valtozdsokr6l. NahG transzgenikus
Arabidopsis novények jobban novekedtek alacsony hdmérsékleten, mint a vad tipus (Scott és
mtsai, 2004). Azt is kimutattdk, hogy az endogén SA-szint megemeli a ROS-szintet (Borsani
és mtsai, 2001) és a benzoesav-2-hidroxildz enzim gatldsa, mely a SA bioszintézis egyik
enzime, védelmet nydjtott rizs novényeknek NaCl-stressz alatt (Sawada és mtsai, 2006).
Esetiinkben az in vivo SA-szint nem emelkedett egyik sékoncentraciéndl sem a stresszhatds
alatt, s ez Osszhangban van azzal a megfigyeléssel, hogy soOstresszhez adaptalt paradicsom
sejtekben alacsonyabb volt a SA koncentricid, mint azokban a sejtekben, ahol nem tortént

eldzetes adapticié (Molina és mtsai, 2002), hisz mar a fotoszintézis és az enzimaktivitds
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eredményekbdl latszott, hogy ez a NaCl koncentricié adapticiés folyamatot indit be a
kukoricandvényekben.

A fenolsavak erds antixodans tulajdonsaggal rendelkeznek és széleskorben eléfordulnak
a novényekben. A hidroxi-fahéjsavak, melyek a gabonafélékben is megtaldlhatdak, szintén ide
tartoznak és jo antixoddns hatdsuk van. Ezek kozé tartozik az dltalunk vizsgalt oHCA is és
egyéb benzoesav szdrmazékok (Gallardo és mtsai, 2006). A kisérletek soran az oHCA-szintje
mar a kezdetektdl folyamatosan emelkedett, s a legnagyobb mennyiségben a visszadllds sordn
halmozddott fel. Ismert, hogy természetes koriilmények kozott a mezdn a stressz csak
atmeneti 4dllapot €s a novény tulélésében fontos szerepet jatszik, hogy mennyire tud
regenerdlédni a stresszperiddusok utdn (Lutts és mtsai, 2004). Esetiinkben az endogén SA-
szint csak a regenerdcids féazis alatt nétt meg, amely novelhette a ROS mennyiségét, mert
ugyanakkor viszonylag magas GR aktivitast és oHCA-szintet mértiink a novényekben, mely
megnovekedett antioxiddns kapacitdsra utal. Mint mar kordbban is emlitettem, buza
hidegedzése sordn szintén megndtt az oHCA mennyisége (Janda és mtsai, 2007), tehat a

megemelkedett oHCA mennyiség szintén adaptécids folyamatokra utalhat.

6.2.3. Cd-stressz

A kovetkezd 1épésben a Cd hatdsat vizsgaltuk az endogén SA és prekurzordnak
tartalméra. Kisérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy kezdetben a kontroll novények levelei
mind kotott, mind szabad formdban kismennyiségli SA-t és oHCA-t tartalmaztak. A
magasabb (25 és 50 uM) kadmiumkoncentraciok megkozelitéleg haromszorosara emelték a
szabad és kotott SA-szintjét, a kotott forma akkumuldcidja volt nagyobb. Ezen kiviil nagy
mennyiségli BA felhalmozdédast (szabad és kotott formdban 1is) tapasztaltunk, mely
nagysdgrenddel nagyobb volt a SA-hoz képest (Pal és mtsai, 2005). A kotott BA
felhalmozddasa, a szabad forma gyors konjugaciéjat jelezheti. Dohdnyban kimutattdk, hogy a
konjugélt BA sokkal valdsziniibb direkt prekurzora a SA-nak, mint a szabad form4ja (Chong
és mtsai, 2001). Azonban az ilyen nagymértékii kotott BA felhalmozddas adédhat a SA
bioszintézis alacsony mért€ékébdl is. A kadmiummal kezelt novények leveleiben oHCA
felhalmozdédast is mértiink. A fenolos vegyliletek kozott a kotott oHCA mennyisége
emelkedett meg legnagyobb mértékben a kezelés sordn, és 2 nagysagrenddel nagyobb volt a
szabad formdjdhoz képest.

A gyokérben a szabad oHCA mennyisége jelentdésen nott 50 uM Cd jelenlétében. A

kadmiumkezelés nem befolyésolta jelentdsen a szabad és kotdtt SA koncentricidjét, és a
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mennyisége mindkét formdban, a levélben mért értékekhez hasonld volt. A gyokérben a kotott
oHCA mennyisége a kimutathatésagi hatdr alatt volt. Szalicilsav kezelés csokkenti a
nehézfém toxicitast is tobb novényfajban (Yang és mtsai, 2003; Metwally és mtsai, 2003).
Korédbbi kisérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy 1 napos 500 uM-os szalicilsavas kezelés
kukoricdban, 1 nappal a kadmiumkezelés el6tt, illetve azzal parhuzamosan alkalmazva
csokkentette annak klorofill-a fluoreszcencia indukciés paraméterre gyakorolt hatdsat,
valamint a kadmiumtartalmat. Azonban a szalicilsavas kezelés Onmagdban is, de a
kadmiummal egyiitt alkalmazva még kifejezettebben csokkentette a gyokér életképességét.
Tehat a szalicilsav gatolta ugyan a kadmiumfelvételt, de eldsegitette annak karosité hatdsat
(Pal és mtsai, 2002). Kevés adat all rendelkezésre arra vonatkozolag, hogy abiotikus, illetve
nehéztémstressz sordn a szalicilsav szintézise milyen dtvonalon torténik. Ezért kiillondsen
fontos a szalicilsav felhalmozddés vizsgalata mellett, a szalicilsav lehetséges prekurzorainak
mennyiségi meghatdrozdsa. Mivel a gyokérben csak szabad formdban jelenlévé oHCA
mennyisége a gyokér BA- és SA-tartalomhoz képest joval kisebb, tovabba a szabad oHCA
mennyisége a legmagasabb kadmiumkoncentracié esetében megemelkedett, mig a szalicilsav
szintje nem valtozott, feltételezhetben az oHCA nem prekurzora a szalicilsavnak kukoricaban
kadmiumstressz sordn. Eredményeink azt mutatjdk, hogy az oHCA levélben €s gyokérben is
tapasztalt akkumulédcidja a SA-szintézistl fiiggetleniil indukédlédik, de mivel az oHCA
antioxidédns tulajdonsdga az irodalombdl ismert (Foley és mtsai, 1999), igy felhalmozodasa
része lehet a novényben indukal6dé antioxidéns stresszvalasznak (Pal és mtsai, 2005).
Irodalombdl ismert, hogy a szalicilsav hatdssal van az antioxiddns rendszerre, mivel
gatolja a katalazt, de stimuldlja peroxiddzokat és serkenti a glutation produkciét (Chen és
mtsai, 1993b; Rao és mitsai, 1997; Srivastava és Dwivedi, 1998). Kimutattuk, hogy
kukoricdban a szalicilsavas elOkezelés hatdsara a POD az APX és a GR aktivitds
megemelkedett (Janda és mitsai, 1999; Pal és mitsai, 2002). Mustdrban is kimutattdk a
megemelkedett GR aktivitast exogén SA hatdsdra (Dat és mtsai, 1998a). Ugyanakkor arpdban
az exogén szalicilsav a kadmiumtoxicitast csokkentette, de nem az antioxiddns rendszer
szintjén, hanem mds kadmium detoxifikdlé rendszert indukdlva (Metwally és mtsai, 2003).
Mivel jelen kisérleti koriilmények kozott az endogén szalicilsav-tartalom csak a
kadmiumkezelés hetedik napjan emelkedett meg, viszont a GR aktivitds mar négy nap
elteltével, nem valdészind, hogy a szalicilsav direkt szerepet jatszik indukdldsdban, azonban ezt

a POD esetében nem zérhatjuk ki.
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6.3. A szalicilsavas magdztatds hatdsai

A szalicilsav véddhatdsardl szdmos tanulmény sziiletett az elmult id6szakban, viszont
gazdasdgi szempontbdl bizonyos eljardsoknak, mint pl. a tdpoldathoz adagolt SA-nak, a
gyakorlati felhaszndldsa eléggé korlatozott. A magvak vetés elotti SA dztatdsa viszont
hasznalhat6 mdédszernek tlinik, s ennek véddhatisardl is beszamoltak (El-Tayeb 2005; Hayat
és mtsai, 2005; Farooq és mtsai, 2008a; Popova és mtsai, 2009), de a hatdismechanizmusa még
nem ismert. Az élettani folyamatok tanulmédnyozdsara 1 hetes borséndvényeket (levél, gyokér,
epikotil, mag) haszndltunk. A SA magéiztatds az 1 hetes novényeknél a magokban
koncentraciofiiggd emelkedést okozott mind a szabad, mind a kotott SA mennyiségében.
Valodsziniileg ennek egy része az aztatdshoz hasznalt SA-bol szarmazott. Hogy ezt tisztdzzuk,
triciummal jelolt SA-t adtunk a magaztatds sordn. A jelolt SA nagyrésze a magban, a kotott
SA frakciéban jelent meg, melybdl arra kovetkeztethetiink, hogy a magban az 4ztatds sordn
bejuttatott SA nagy részét a borséndvény kotott formava alakitotta. Felmeriil a kérdés, hogy a
tobbi novényi részben tapasztalt SA novekedés vajon minek az eredménye lehet. A szabad
SA-ban nem taldltunk egyik novényi részben sem jelolést, és a kotott formdban is csak az
epikotilban volt kismennyiségli jelolt SA, annak ellenére, hogy a legnagyobb mértéki
valtozast a szabad SA mennyiségében az epikotilban tapasztaltuk. Abszoldt értékben is
nagyobb volt a szabad SA mennyisége az epikotilban, mint a magban, valamint a kotott SA
mennyisége is Osszemérhetd volt az epikotilban a szabaddal. Mivel a kotott frakcidban
kimutathaté volt a jelolt SA az epikotilban is, ezért ha a szabad SA novekedés a magaztatas
sordn bejuttatott SA transzportjabdl szdrmazott volna, akkor ott is kellett volna radioaktivitast
tapasztalnunk. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy ez a mennyiségi ndovekedés a szabad SA
frakciéban az epikotilban inkdbb de novo szintézisbdl szarmazik, mint a magbol vald
transzport eredménye. A megemelkedett SA-szint kozvetleniil is antioxidansként
funkciondlhat vagy kozvetett iton mddosithatja a redox egyenstlyt az antioxiddns vélaszok
aktivdlasaval (Guo és mtsai, 2007; Popova és mtsai, 2009). Szintén emelkedést tapasztaltunk
a kotott oHCA mennyiségében is minden novényi részben. Az oHCA, mely maga is
antioxidéns tulajdonsdgu, szintén a SA bioszintézis uton szintetizalodik, igy a SA magaztatés
indukdlhatta ennek a vegyiiletnek a szintézisét is, habar erre kozvetlen bizonyitékaink
nincsenek. Kordbbi tanulmanyok kimutattdk, hogy a SA és egyéb benzoesav szdarmazékok
hatékonyak az oxidativ stressz okozta kdrosoddsok megel6zésében. Uborka és dohdny levelek
Na-szalicildtos permetezése kivédte a paraquat okozta oxidativ stresszt (Strobel és Kuc,

1995). Ehhez hasonlé eredményeket kaptak arpdban, ahol a SA-kezelés csokkentette a
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paraquat indukélta hidrogén-peroxid termelést (Ananieva €s mtsai, 2002) és fokozta az
antioxiddns enzimek aktivitdsat is (Ananieva és mtsai, 2004). Szdmos kisérlet tdmasztja ald a
szalicilsav kozvetlen szerepét a redox egyensuly szabdlyozdsdban és rizsnovények oxidativ
stresszel szembeni védelmében. A SA egyrészt képes kozombositeni a hidroxil-gyokoket,
masrészt képes keldtolni a vastartalmu vegyiileteket, igy mind a hidroxilgyokok kozvetlen
karositd hatdsit képesek megakaddlyozni, mind pedig ujabb keletkezésiiket a Fenton-
reakcioban (Dinis és mtsai, 1994). Viszont ardnylag kis koncentriciéban (0,05-0,5 mM)
mérsékelt stresszt okoz, mely akklimatizaciés folyamatokat indithat be, mely pl. az
antioxiddns enzimek aktivitdsanak fokoz6ddsban is megnyilvanulhat (Prasad és mtsai, 1994b;
Janda és mtsai, 1999). Magdztatds hatdsdra a borsonovényekben csak az APX aktivitdsa nott
meg kismértékben a hajtasban és az epikotilban, valamint a POX a hajtasban. Ezek a
mérsékelt hatdsok magyardzhatéak azzal, hogy a novényeket nevelési koriilmények kozt
vizsgaltuk és egyfajta edz6dési folyamatnak tekinthetéek. Kukoricdban is elvégeztiik ezeket a
kisérleteket, kiegészitve egy 5 napos 5 °C-os hidegkezeléssel. Az antioxiddns enzimek
aktivitdsdban nem tapasztaltunk véltozast. A szabad oHCA tartalom viszont megemelkedett a
minden novényi részben a SA-kezelés hatdsdra és a hidegkezelés alatt is magasabb volt a
szintje, mint a kezeletlen novényekben. A kotott oHCA, valamint a szabad és kotott SA
mennyisége csak a magvakban emelkedett meg, tehat kukoricdban a megnovekedett
antioxidéns kapacitdsért inkdbb az oHCA volt felelds, mint az antioxidans enzimek.

Tovébbi stresszvédlaszokat keresve megvizsgaltuk a poliaminszintet is. Szamos stressz
indukalja a poliamin szintézisért felelds géneket (Usadel és mtsai, 2008). A poliaminok, mint
kationos komponensek képesek a nukleinsavakhoz, foszfolipidekhez, fehérjékhez €és mas
anionos komponensekhez kotddni. Szerepiiket mutatja az akklimatizdcidés folyamatokban,
hogy poliamin felhalmozddast taldltunk buizdban rovid- €s hossziutavi hidegedzés folyaman
(Réacz és mtsai, 1996), valamint S-metil-metionin kezelés hatdsara is (Racz és mtsai, 2008). A
poliaminszintézis jelatviteli tUtja még nem nagyon ismert. Kordbban kimutattuk, hogy
tapoldathoz adott 0,5 mM SA megnovelte a Put és Spd mennyiségét fiatal
kukoricanovényekben (Németh és mtsai, 2002). Ehhez hasonléan az arginin-dekarboxildz
génexpresszidjanak novekedését mutattak ki SA-kezelést kovetéen dohdnyban (Jang és mtsai,
2009). Borséban lecsokkent a poliaminok mennyisége minden novényi részben a SA-kezelés
hatdsara, kukoricaban viszont nevelési homérsékleten a levélben megnétt a Put szintje és ez
hidegben is magas szinten maradt, mig a Cad-ben alacsony homérsékleten tapasztaltunk
nagyobb novekedést. A gyokérben nevelési homérsékleten a Put-, Spd- és Spn-tartalom

novekedett meg a SA-kezelés hatdsdara, mely szerepet jatszhat a makromolekuldk
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stabilizdlasdban a stressz folyamédn. Tehat megallapithatjuk, hogy a SA-kezelés kiilonb6z6
novényekben kiilonb6zd folyamatokat indukélhat, tehat a hatds fajfiiggd lehet.

A tovédbbiakban a SA magdaztatis nehézfémstresszre gyakorolt hatdsat vizsgaltuk.
Kisérleti novényként itt is borsét és kukoricat hasznaltunk. Borsé magvak 6 6rds SA dztatdsa
pozitiv hatdssal volt a novekedésre, fotoszintézisre, a Rubisco aktivitdsra, a
termolumineszcencidra €és a klorofilltartalomra (Popova €s mtsai, 2009). Habdr a SA részt
vesz a stressztiinetek kialakuldsdban, ez sziikséges az adapticids folyamatok beinduldséhoz és
a stressztolerancia kialakuldsdhoz. Ismert, hogy a prolin szdmos stresszhatdsra (szdrazsag,
hideg, UV, nehézfém, stb) felhalmozddik a novényekben, s amellett, hogy részt vesz a stressz
elleni védelemben, j6 indikdtora maganak a stressznek. A csokkent prolin szint esetiinkben a
SA magéztatott borsd- és kukoricanovényekben azt jelzi, hogy a SA valamennyire
csokkentette a Cd okozta stresszt. Ezzel 0sszhangban van az is, hogy a lipidperoxidacié és a
membrankarosodds mértéke is kisebb volt a SA magaztatott novényekben, amely arra utal,
hogy a SA csokkentette az oxidativ stresszt. A nagy SOD aktivitds a SA elOkezelt
kukoricandvényekben is arra utal, hogy ROS akkumuldlédott a Cd-kezelés kovetkeztében
(Krantev és mtsai, 2008). Rizsben is kimutattdk, hogy a SA az antioxidans védekezdrendszer
aktivalasaval védelmet nyujtott Cd ellen (Guo és mtsai, 2007). Rao és Davis (1999) a SA 2
kiilonb6z6 hatdsmechanizmusét kiilonitették el Arabidopsis-ban az oxidativstresszt okozé
Ozonstressz alatt: az egyik hatds, hogy a SA aktivdlja az antioxiddns védekezdrendszert, az
6zon éltal okozott oxidativ kdrosodds csokkentéswe érdekében; a masik, hogy a magas SA-
szint oxidativ ,robbandst” okoz és sejthaldlhoz vezet. Ez a példa azt mutatja, hogy a SA
fontos alkotéeleme a stresszvédlaszok szabalyozasdnak és mennyiségétdl fiiggden akar teljesen
ellentétes folyamatokat is kivalthat (Yang €és mtsai, 2004).

Szamos elméleti magyardzat lehet a SA pozitiv hatdsanak esetiinkben a Cd-stressz
kivédésében a fiatal borso- és kukoricandvényekben:

1) A SA megelozte a Cd okozta halmozodoan kialakulé karosoddsokat. Ezt
aldtdmasztja az, hogy a SA-magdaztatott novények gyokerében kevesebb Cd
halmozddott fel (Popova és mstai, 2009). Hasonl6t tapasztaltunk akkor is,
amikor a tdpoldathoz adtuk a SA-at (Szalai és mtsai, 2005). A Cd altaldban a
gyokérben halmozodik fel, hisz ez a novényi rész van kitéve a
nehézfémhatdsnak a talajban, s innen tovabbitdédik a hajtdsba. Ez azonban
altaldban csak akkor kovetkezik be, ha a gyokér miar nem képes

eltavolitani/semlegesiteni a Cd-ot. Az alacsonyabb Cd-szint a SA eldkezelt
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novények gyokerében szerepet jatszhat abban, hogy a fotoszintézis kevésbé
karosodott és a novekedés is kevésbé volt gitolt.

2) A SA-eldkezelés az oxidativ karosodast is csokkentette. A lipidperoxidécid, a
membrankarosodds kisebb mértékii volt az SA-kezelt novényekben, s a
stresszmarkerként haszndlhaté prolin is kevésbé akkumuldlédott ezekben a
novényekben, jelezve, hogy kisebb mértékii volt a stressz (Krantev és mtsai,
2008; Popova és mtsai, 2009).

3) A SA-elokezelés a membranokat is stabilizdlta, az elOkezelt novények
membrénjainak zsirsavosszetétele még Cd stressz alatt is hasonlé maradt a
kontroll novényekéhez. Ez fdleg a telitetlen zsirsavak (18:2, 18:3) ardnyandl
nyilvanult meg (Popova és mtsai, 2009). SA-elokezelés nélkill nem
tapasztaltunk hasonlét (Pal €s mtsai, 2007)

Osszegzésiil megdllapithatjuk, hogy a magvak SA-eldkezelése pozitivan befolydsolta a
novekedést, a fotoszintetikus folyamatokat, valamint aktivdlta az antioxiddns
védekezOrendszert a korai novekedési stddiumban Cd-nak kitett novényekben, s védelmet
nyujtott a Cd hatdsara bekovetkezd halmozodé kéarosoddsok ellen. Ezen kiviil szerepet
jatszhat még specifikus fehérjék, illetve a védelemben szerepet jatsz6 enzimek szintézisének

szabdalyozasdban is.
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7. Osszefoglalas

Jelen dolgozat keretében a kiilonb6z6 mddon alkalmazott kiilséleg adagolt SA szerepét
tanulmanyoztam abiotikus stresszfolyamatok sordn, valamint az endogén SA-szintben
bekovetkezett valtozasokat vizsgaltam ezen stresszek hatdsara. A kisérletek sordn a kovetkezo
eredményeket kaptuk:

» Mivel el6szor a hideg elleni védelemben mutattuk ki a SA védohatasat, ezért
tovabb tanulmanyoztuk, hogy a milyen anyagcsere-folyamatok jarszodhatnak le
a fiatal kukoricanovényekben, amik a megnovekedett stresstolerancidért
feleldsek 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 hatdsara megnovekedett Put-szintbdl szarmazott, valamint az SA kezelést
kovet6 hideg hatasédra a Spd is felhalmozddott. A tdpoldathoz adagolt SA a hideg
hatdsara bekovetkez6 ACC akkumulaciét is csokkentette hasonldéan a
hidegedzéshez. Tehat elmondhatjuk, hogy ebben az esetben a SA az edzéshez
hasonl6 folyamatokat inditott be a novényekben.

» Ellentétben az alacsony hémérséklettel ozmotikus stressz sordn a tapoldathoz
adagolt 0,5 mM SA csokkentette a nettd fotoszintézist, a sztomadtereszto-
képességet, valamint fokozta a membrankarosodast fiatal kukoricandvényekben,
s mintegy felerdsitette a stressz hatdsat.

» Ezutan a SA Cd-stresszre kifejtett hatdsat vizsgéltuk. Els6é 1épésben a nehézfém
toxicitds kivédésében szerepet jatsz6 enzimek aktivitdsdnak valtozdsait
vizsgaltuk. Kimutattuk, hogy Cd hatdsara kukoricanovények gyokerében el0szor
a GS enzim aktivitasa fokozodott mar 1 ora elteltével, majd 1 nap utan a YECS
aktivitdsa is. A PCS enzim aktivitdsa kezdetekben nem valtozott, majd 2 nap
utdn kismértékben csokkent a PC, mennyiségének felhalmozodasaval
parhuzamosan. A levélben ugyanakkor a PCS aktivitdsa, parhuzamosan a Cd
megjelenésével a levélben, mar 1 o6ra elteltével megemelkedett, mig a tobbi
enzim aktivitdsa csak 1 nap utdn ndtt meg, majd 2 nap utdn kismértékli
csokkenést tapasztaltunk. A tovdbbiakban a kiils6leg adagolt SA hatdsat
tanulmanyoztuk. Kisebb mértékli Cd-felhalmozodast tapasztaltunk SA-kezelés
hatdsdra a kukoricanovények gyokereiben, mig a levelekben jobban

akkumuldlédott a Cd a SA-kezelt novényekben. Ennek ellenére a SA-kezelés a
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gyokerek életképességét csokkentette, mig a levelekben mérsékelte a
membrankdrosodds mértékét Cd-stressz folyamédn. Gyokerekben a SA-kezelés
fokozta a POD, APX és GR enzimek aktivitdsidt, mig a levélben csak a GR
enzim mukodésében okozott kismértéki emelkedést, valamint a fotoszintetikus
elektrontranszportlanc miikodését is védte a Cd-mal egyiitt adagolt SA.

Az exogén SA hatdsainak vizsgdlata utdn attértiink az endogén SA szintben
bekovetkezd véltozdsok tanulmdnyozédsara abiotikus stresszhatdsra Hideg
hatdsara kukoricanovényeknek csak a levelében nétt meg a szabad SA-szint,
viszont mind a levélben, mind a gyokérben megndtt egy lehetséges
prekurzordnak, az oHCA kotott formdjanak a mennyisége. Az ABA hatdsét is
vizsgéltuk alacsony homérsékleten fiatal kukoricandvényekben. 0,05 illetve 0,1
mM ABA-kezelés csokkentette kukoricandvények klorofill tartalmat, de
mérsékelte a hideg okozta membrankdrosodds mértékét. A gyokerekben fokozta
a GR, GST és APX aktivitasat, mig a levélben csak a GST aktivitdsa ndtt meg
kismértékben. ABA-kezelésés hatasara mind a szabad, mind a kotott oHCA
mennyisége megnétt a novények gyokereiben, de hideg hatdsara lecsokkent. A
levelekben nem tapasztaltunk valtozast. A szabad SA-szint nem valtozott ABA-
kezelés hatdsdra, a kotott SA mennyisége csak a levélben emelkedett meg, de
hideg hatdséra lecsokkent a mennyisége.

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

Séstressz vizsgdlata sordn kimutattuk, hogy az éltalunk haszndlt 7 napos 50
illetve 100 mM NaCl-kezelés hatdsdra valamint a visszadllas sordn 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 sordn
megemelkedett a kukoricandvények gyokereiben, mig a levélben csak a
visszadllds sordn. A kotott SA mennyisége nem valtozott 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
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gyokérben csak a visszadllas sordn tapasztaltunk novekedést. A kotott oHCA
szintje nem véltozott. Ebbdl megallapithatjuk, hogy itt az oHCA valdszinilileg
inkabb antioxiddnsként funkciondlt, nem pedig a SA prekurzoraként.

Cd-stressz sordn is vizsgaltuk az endogdn SA, valamint oHCA valtozasait. 25,
illetve 50 uM Cd hatédsara kukoricanovények levelében megndtt a szabad €s a
kotott SA és oHCA szint, mig a gyokérben csak a szabad oHCA szint emelkedett
az 50 uM Cd-kezelést kovetden.

Ezek utdn attértiink a gyakorlat szdmara jobban haszndlhaté SA-magaztatdsos
kisérletekre. Kisérleteinket eldszor borsé novényen végeztiikk.Kimutattuk, hogy
borsomagvak 0,1, illetve 0,5 mM SA-4ztatdsa novelte a csirdzasi szdzalékot,
valamint a szemszdmot €s a szemtdmeget, tovabba fokozta a POD aktivitast 1
hetes novények hajtasaiban, illetve az APX aktivitdsat az epikotilban. A kotott
oHCA mennyisége minden novényi részben megnétt a 0,5 mM SA-magéztatds
hatdsdra, mig a szabad oHCA csak az epikotilban volt kimutathatésigi hatér
felett és a mennyisége nem valtozott a kezelés hatdsara. A szabad SA tartalom
nagymértékben megemelkedett az epikotilban, mig a magban kisebb mértékli
akkumuldciot taldltunk a SA-magdztatds hatdsara. A kotott SA foleg a
magvakban halmozdédott fel, de kismértékii ndvekedést az epikotilban és a
gyokérben is tapasztaltunk. Hogy nyomonkovessiik a magéaztatds sordn hasznalt
SA-at triciummal jelolt SA-t hasznaltunk. Ennek alkalmazédsaval kimutattuk,
hogy a magaztatashoz hasznalt SA f6leg a magban taldlhaté kotott frakcidban
jelenik meg, és csak kismértékben az epikotilban. Az epikotilban taldlhat6 jelolt
SA a novekedés mértékéhez képest kisebb aranyt, tehat valdsziniileg foleg a de
novo szintézisbol szarmazik a borsé epikotilban felhalmozodott szabad SA.

A tovabbiakban kukoricanovényekben vizsgiltuk a SA-magdztatds hatdsait.
Kimutattuk, hogy hatdsidra megndtt a Put mennyisége kukoricandvények
levelében, valamint hideghatdsra az SA magaztatott novények levelének
cadaverin tartalma. A gyokérben a magdztatds hatdsdra a Put, Spd és Spn
mennyisége megemelkedett, de hideg hatdsdra a kontroll szintjére esett vissza. A
szabad oHCA mennyisége a SA-magdztatds hatdsara megemelkedett a
kukoricanovények, levelében, gyokerében €s a magban is. A gyokérben és a
magban a hideghatds alatt is magasabb volt a szintje a kontrollhoz képest, mig a
levélben kicsit alacsonyabb, de ez nem az oHCA-szint csokkenésbdl adddott,

hanem a kontroll novényekben hideghatésra tortént oHCA akkumuldcié miatt. A
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kotott oHCA csak a mavakban emelkedett meg a kezelés hatdsira és a
hidegkezelés alatt is magasabb volt a szintje. A szabad és kotott SA
mennyiségében hasonlé véltozasokat tapasztaltunk, mint a kotott oHCA
esetében.

» Cd-stressz soran is tanulmanyoztuk a SA-magaztatas kivaltotta folyamatokat
mind borséban, mind kukoricdban. Kimutattuk, hogy mindkét ndvényben
csokkenttette a lipidperoxiddcié mértékét, mérsékelte a membrankarosodast,
valamint gdtolta a prolin akkumuldciét. A szabad SA-szint a SA eldkezelés
hatdsiara kismértékben megemelkedett, de a Cd koncentracié novekedésével
csokkent, mig az SA-val nem eldkezelt novényekben mind borséban, mind
kukoricdban is csak késObb kezdett el csokkenni. A kotott SA mennyisége
magasabb Cd-koncentracioknal mindkét novényben jelentdsen megemelkedett,
mig a SA-magdaztatott novények esetében csak kismértékii movekedést
tapasztaltunk.

Osszegzésiil megéllapithatjuk, hogy a SA-eldkezelés védelmet nyijthat a ndvényeknek
abiotikus stresszfolyamatok sordn, viszont a kezelés mddja, idétartama, a kezelt novényi rész,
a novény kora és dllapota, valamint az adott abiotikus stressz fajtdja €s foka nagyban
befolyasolja a SA 4ltal kivdltott hatdst, mely akar karos is lehet a novényre, felfokozva a

stresszszimptomakat.
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8. Uj tudoményos eredmények

Kimutattuk, hogy a tapoldathoz adagolt SA hidegstressz sordn poliaminok szintézisét
indukalja, valamint, az edzéshez hasonldan, csokkentette a hideg hatdsara bekovetkezd
ACC-felhalmozdédast kukoricandvényekben, mely a stressztiirdképesség fokozddasara
utal.

Kimutattuk, hogy a tdpoldathoz adagolt SA ozmotikus stressz sordn fokozta a
membréankdarosodast fiatal kukoricanovényekben, s mintegy felerdsitette az ozmotikus
stressz hatdsat.

Kisebb mértékii  Cd-felhalmozddast —tapasztaltunk  SA-kezelés hatisiara a
kukoricanovények gyokereiben, azonban a gyokerek életképességét a SA-kezelés
csokkentette, mig a levelekben mérsékelte a membrankdrosodds mértékét.

Kimutattuk, hogy mérsékelt NaCl-stressz hatdsara a szabad oHCA szintje
folyamatosan emelkedett a levélben €s a visszadllds sordn ez még kifejezettebb volt,
mig a gyokérben csak a visszadllds soran tapasztaltunk novekedést. Ezek a véltozdsok
adaptécids folyamatokra és az oHCA antioxidadns szerepére utalnak.

Triciummal jelolt SA alkalmazédsdval igazoltuk, hogy a borsé magéztatashoz hasznalt
SA féleg a magban taldlhat6 kotott SA frakcidban marad, €s csak kismértékben jelenik
meg az epikotilban. Az epikotilban taldlhaté jelolt SA a SA-szint novekedésének
mértékéhez képest kisebb ardnyd, tehat valdszinlileg féleg de novo szintézisbol
szarmazik a bors6 epikotilban felhalmozodott szabad SA.

Igazoltuk a SA magaztatds védOhatdsat Cd-stresszel szemben fiatal kukorica- és
borsénovényekben. Ez a védohatds kisebb mértékti lipidperoxiddcioban és
membréankdrosodasban, a fotoszintetikus és antioxidans rendszer jobb miikodésében

nyilvanult meg.
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