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A T46150. sz. palyazat (Alacsony homérsékleti stressztolerancia és antioxidans

aktivitas kozti kapcsolat vizsgalata gabonaféléknél) zaréjelentése

Ritkdn mulik el olyan év hazdnkban, hogy a szE€lsdséges kontinentdlis éghajlatbdl
eredéen ne kelljen valamilyen sulyos gazdasigi kovetkezményekkel jaré karos kornyezeti
tényezovel szamolni. Hol egy hosszantartd, stlyos aszély, hol a rossz iddben, rossz helyen
lezidul6 tilzott csapadékmennyiségbdl eredd belviz, hol a tulsdgosan kemény tél, vagy tul
meleg nydr, esetleg valamilyen kartevo hirtelen megjelenésébdl ad6do jarvany teheti tonkre
az adott év, vagy akér egy évtized munkdjat. A novénynemesitoknek és a termesztoknek is
egyarant az az érdekilk, hogy olyan novényekkel dolgozhassanak, melyek a kornyezet
valtozasait a lehetd legkisebb mértékli karosodds mellett toleraljak. Ahhoz, hogy ilyen
novényeket eld lehessen allitani, mindenekeldtt a novények egyes védekezd és szabdlyozasi

folyamatait kell megismerni.

Ehhez kapcsolodoan a kutatdsi tervben a kovetkezo feladatokat villaltuk:

- Buza-rozs addiciés vonalak felszaporitdsa; Gabonafélék alacsony homérsékleti edzés soran
bekovetkezd antioxidans mikodésének vizsgdlata az edzés kezdeti szakaszdban: az egyes
antioxidédns valaszreakciok sorrendjének meghatdrozdsa, a koztiik levo esetleges kapcsolatok

felderitése.

- Specidlis genetikai anyagok, elsOsorban buza-rozs addiciés vonalak fagyéllésagéanak

tesztelése fitotroni klimakamrédkban, €s az antioxidans rendszeriik miikodésének vizsgélata.

- Kiilonb6z6 alacsony hdmérsékleti edzéskoriilmények hatdsainak tanulmédnyozdsa az
anyagcsere kiillonbozd szintjein abbdl a célbdl, hogy elkiilonitsiik a tényleges fagydllosag
kialakuldsdhoz  sziikséges  folyamatokat az  alacsony  hémérsékleten  fellépd

stresszfolyamatoktdl kiillonboz6 gabonafélékben.

- Kiilonb6z6 stresszfaktorok antioxidans valaszindukcioinak oOsszehasonlitasa

gabonafélékben.

A megfelel6 mértékii télallosag kialakitdsdhoz még a kivald fagyallésdggal rendelkezd
Oszi gabonafajtdk esetében is fontos, hogy miel6tt fagypont alatti hdmérsékletre keriilnének,
bizonyos idejii alacsony, de még fagypont feletti hdmérsékleten torténd edzési periéduson
essenek 4at. Ismert, hogy az alacsony hémérséklet nemcsak a hidegérzékeny, hanem a
hidegtlird novényekben is megnoveli a reaktiv oxigénfajtdk mennyiségét. Vizsgdlataink

kordbbi erre vonatkozo kisérletsorozatdban azt tanulmanyoztuk, hogy milyen kapcsolat van a
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gabonafélék fagyallosdga és egyes antioxidans enzimek aktivitdsa kozott. Az edzett és edzetlen
novényeket Osszehasonlitva megallapitottuk, hogy a bokrosoddsi csomé esetében a vizsgalt
enzimek koziil edz€s hatdsara jelentds novekedést a glutation-S-transzferdz (GST), a levélben
szintén a GST, tovdbbd a guajakol-peroxiddz (POD) és az aszkorbat-peroxidiz (APX)
mutatott. Az egyes antioxidans enzimek koziil azonban csak a hidegedzett novények levelébol
kivont APX és POD enzimek aktivitisa mutatott szoros korreldciét a fagyallosaggal. A
fitotroni koriilmények kozott kapott vizsgalataink eredményei szerint a kiilonb6z6 antioxidans
enzimek edzés sordn bekovetkezd valtozasai azt mutatjdk, hogy az egyes gabonafajok eltérd
stratégidt dolgoztak ki a reaktiv oxigénformdk mennyiségének szabdlyozdsdhoz. A késdbbi
vizsgadlatokban mindezt tjabb, tobb genotipus bevondsival végzett fitotroni és szant6foldi
kisérletekkel is megerdsitettiik. Ennek részeként tobbek kozt rozs (Imperial) és tavaszi buza
(Chinese Spring) addiciés vonalainak fagyéllosagat is teszteltiik. Az Imperidl nevil rozsfajta
fagyallosdga egyértelmii, a mortalitdsi ardny mindossze néhany szdzalék. Ezzel szemben a
donorként alkalmazott tavaszi buzafajta szaz szdzaléka kihalt. Az addiciés vonalak koziil a
leghatékonyabb tilélének az SR és 6R vonalak bizonyultak, melyek esetében kismértékii
fagyallésagnovekedés (30, ill. 10%) kimutathaté volt, az antioxiddns enzimek aktivitasa
azonban nem kiilonbozott olyan mértékben az egyes genotipusokban, hogy magyardzhatnd a

vonalak megemelkedett fagyallésagat (publikacio: elokésziiletben).

Az elozoekhez kapcsolédéan kiegészitd kisérletként kukorica hibridek és
beltenyésztett vonalaik hidegtlirését, valamint antioxiddns kapacitasat vizsgdltuk. Ehhez
kilenc beltenyésztett vonalat €s az ezekbdl létrehozott hat hibridet neveltiink, majd
hidegkezeltiink fitotroni koriilmények kozott. Megéllapithatjuk, hogy egyrészt a hibridek
hidegtlirése rendszerint meghaladja a sziilokét, masrészt a hibridek hidegtlirése rendszerint
kiegyenlitettebb, mint a beltenyésztett vonalaké. A kukorica esetében is igazolhatd, hogy
bizonyos antioxiddns enzimek (pl. GR, APX) aktivitdisa mar enyhe hideghatdsra
megnovekszik. Drasztikus stresszhatdsra azonban mar aktivitidscsokkenés tapasztalhatd. Ha a
kukoricandvények hidegtlirési és antioxiddns adatait egybevetjiik, azt mondhatjuk, hogy a két
paraméter kozvetleniil nincs 0Osszefliggésben egymadssal: az antioxiddns értékekbdl
kukoricavonalak, illetve hibridek hidegtiirésére nem lehet biztonsdggal kovetkeztetni. Ebbol
adédik, hogy bar a magas antioxiddns aktivitds feltehetfleg hozzdjarul az alacsony
homérsékleti stresszt kisér0 oxidativ kédrosodds jobb elviseléséhez, de Onmagdban nem
elégséges a kelld mértékii hidegtolerancidhoz. Mindezek miatt egy adott antioxiddns enzim
aktivitdsat mint hidegtirési markert kukorica esetében a gyakorlat szdmara nem javasoljuk
(publikdcio: Janda et al., 2005, Cereal Res. Commun. 33: 541-548.).

Kiilonbozd  stresszorok  hatdsainak  Osszehasonlitisa  érdekében  kiegészitd
Osszehasonlité vizsgdlatokkal megallapitottuk, hogy mig a polietilén-glikol kezeléssel
indukalt drasztikus szdrazsagstressz is onmagédban csupan kismértékii véltozast okozott az

egyes antioxiddns enzimek aktivitdsadban, Drechslera tritici-repentis gombafertdzés azonban



mar kismértéki stessz esetén is a jelentOs aktivitisemelkedést valtott ki (publikdcio: Janda et
al., 2008, Cereal Res. Commun. 36: 53-64.).

A kovetkezd kisérletsorozatokban a megvildgitdsnak az Oszi buza fagyallésdgat
befolydsolé hatdsat vizsgéltuk. Eloszor Mv Emese biuizafajtat neveltiink 10 napig kontroll
koriilmények kozott (20/18 °C), majd a novények egy része alacsony homérsékleten (5 °C)
edz3dott tovabb 12 napig vagy normdl megvildgitis (PPFD = 250 umol m™ s™), vagy
alacsony fényintenzitds (PPFD = 20 pmol m? s”) mellett. A novények maésik része vagy
kontroll koriilmények kozott maradt, vagy 20/18 °C-on magasabb megvilagitasra keriilt
(PPFD = 500 pmol m?s'). A 12 napos edzést kovetd fagyteszt eredményei azt mutatjak,
hogy a fagyallosdg mértéket nemcsak az edzési homérséklet, hanem a megvilagitas is
jelentdsen befolydsolja: egyrészt az alacsony hOmérsékleten végrehajtott edzés lényegesen
hatékonyabb volt normdl megvilagitds mellett, masrészt részleges fagyallosagot el lehet érni
normdl hémérsékleten is, ha a nevelési fényintenzitdst megemeljiik. Ezeket az eredményeket
két fagyasztisi homérsékleten (-10 és -12 °C) végrehajtott tesztekkel erdsitettik meg.
Mindezek utdn arra kerestiink valaszt, hogy a fény milyen biokémiai, élettani folyamatokon

keresztiil jarul hozza a fagyallésag kialakuldsahoz.

Az egyes klorofill-a fluoreszcencia indukcids paraméterek kiilonb6z6 koriilmények
kozt torténd hidegedzés soran bekovetkezd valtozésait tekintve azt mondhatjuk, hogy a PS2
maximalis kvantumhatasfokat jelzé F,/F,, paraméter fényben 5 °C-on kismértékii csokkenést
mutatott, ami arra utal, hogy ezek a novények az edzés alatt fotoinhibiciét is szenvedtek.
Sotétben ilyen véaltozds nem volt. Hasonl6 tendencidt mutatott az aktudlis kvantumhatdsfokot
jelzé6 AF/F,’ (AF= F,’-F;), valamint a fotokémiai kioltds (qp) is. Ezen paraméterek
0sszehasonlitdsandl azonban figyelembe kell venni, hogy a mérési koriilmények csupan az
F,/F, paraméternél standardok (sotétadaptalt 4llapot, ¢és ilyen tartomdnyban a
homérsékletfiiggés elhanyagolhat6), az utdbbi két paraméterben kapott kiillonbségek nemcsak
az ,el6életi”, vagyis az eltérd fény- és hOmérsékleti viszonyokbdl is adédnak. A nem-
fotokémiai kioltds (qn) fényben torténd edzés sordn jelentdsen, alacsony fényitenzitdsnal nem

szignifikdnsan magasabb volt.

A kovetkezOkben a tdavoli vords fény dltal indukdlt termolumineszcencia sdv
alakuldsat vizsgéltuk kontroll és edzett buzandvényekben. A kontroll, 20/18 °C-on nott
novényekben az AG-sdv csicshomérséklete 41 °C koriil volt. Normdl megvilagitds mellett 12
napig hidegedzett novényekben a sav alacsonyabb hdomérsékletre, 36 °C-ra tolddott el.
Alacsony megvildgitis (20 umol m? s') mellett torténd edzés sordn mindez nem volt
megfigyelhetd, az AG-sdv csicshomérséklete a kontroll, edzetlen novényekével megegyezd
volt. A P700 oxidaciés allapotanak tanulményozasdhoz a sotétadaptalt leveleket el0szor 50 s-
ig FR fénnyel vilagitottuk meg, és kovettik nyomon a sotétben torténd re-redukcid

kinetikdjat, mely kétkomponensii exponencidlis gorbével jol illeszthetdnek bizonyult. Ha a



kiilonbozé  koriilmények  kozt edzett  buzandvényekben  kapott  exponencidlisok
idékomponenseit 0sszehasonlitjuk, lathat6, hogy a fényben torténd hidegedzés hatdséra a re-
redukcié mértéke felgyorsul. Alacsony megvildgitds mellett végzett edz€s hatdsdra a gyors
komponens id6allanddja nem valtozott, a lassti komponensé pedig megndtt. Mindezek az
eredmények a ciklikus elektrontranszportlanc edzés sordn bekovetkezd fokozott mitkkodésére
utalnak (publikdcio: Apostol et al., 2006, Z Naturforsch. C. 61c: 734-740).

Ismert, hogy a membranlipidek kulcsszerepet jatszanak a homérsékleti adaptacidban.
Vizsgaltuk a foszfatidilglicerol (PG) zsirsavOsszetételének valtozasait kiillonbozd megvilagitas
melletti fagyallésagi edz€s sordan Mv Emese Oszi buizafajtdban. A legkifejezettebb valtozas a
hexadekansav-0sszetételben kovetkezett be. Levelekben ez a lipid nemcsak telitett, hanem
transz helyzetli egyszeresen telitetlen formédban is eléfordul. Ennek ardnya (t16:1/16:0)
alacsony hOmérsékleti edzés sordn jelentdsen lecsokkent. A csokkenés mértéke fényben
nagyobb volt, mint sotétben, sOt magas fényintenzitds mellett normal hémérsékleten is
bekovetkezett. A C-18-as zsirsavak telitetlenségi foka ebben a lipidosztalyban nem véltozott
szamottevoen. A foszfatidil-etanolamin (PE) lipidosztaly zsirsavosszetételének valtozasit
tanulmanyozva megallapithatjuk, hogy az 4altalunk alkalmazott edzési koriilmények kozott
szignifikdns valtozds csak akkor kovetkezett be, amikor az edzés alacsony homérsékleten és
fényben tortént. Ebben az esetben mind a 16:0, mind a 18:0 zsirsavak részardnya mintegy
30%-kal csokkent, a 18:3 zsirsav részardnya viszont megndtt, ami jelentds véltozast
eredményezett a telitetlenségi indexben is. Mas vizsgélt lipidosztilyokban, mint pl.
monogalaktozil-diacil-glicerid ~(MGDG), vagy digalaktozil-diacil-glicerid (DGDG)
szignifikdns valtozdst nem tapasztaltunk. Osszehasonlité vizsgalatként nemcsak alacsony
homérséklet, hanem egy gazdasdgi szempontbdl is fontos nehézfém, a kadmium hatdsat is
vizsgaltuk egy madsik gabonaféle, a kukorica membranlipid-dsszetételére. Kimutattuk, hogy
érdekes médon nemcsak az alacsony homérsékleti adaptacid, hanem bizonyos koncentracidju
kadmiumstressz is képes membranfluiditds-novekedést eldidézni. Ez is példa lehet arra, hogy
kiillonbozo eredetli stresszorok dtfedd jeldtviteli utakon keresztiil hasonld vdlaszreakcidkat
indukalnak (publikdcio: Janda et al., 2007, Phytochemistry 68: 1674-1682).

Az antioxidéns aktivitds kimutatdsa céljabol 5 fontos antioxidans enzim aktivitdsanak
valtozdsat vizsgaltuk kiilonbozé hdmérsékleten és megvilagitds mellett végrehajtott edzés
sordn. Alacsony hOmérsékleti edzés (5 °C) 12 nap utdn kismértékli, de statisztikailag
szignifikdns emelkedést indukdlt a glutation-reduktiz (GR) enzim aktivitisdban. Ezen
emelkedésnek a mértéke alacsony megvilagitds mellett nem volt szignifikdans. Hasonl6 jellegti
valtozds mutathaté ki az APX enzim aktivitdsidban is. Ennél azonban emelkedés volt
tapasztalhaté akkor is, amikor alacsony hdmérsékleten, alacsony fényintenzitdson edzddtek a
novények. A kataldz enzim aktivitdisa mindhdrom esetben kismértékben, de statisztikailag
szignifikdnsan megnott. Mindezen enzimekkel szemben a POD enzim aktivitisa abban az

esetben ndtt meg, amikor az edzés alacsony homérsékleten, alacsony fényintenzitds mellett



zajlott. A szuperoxid-dizmutdz enzim aktivitdsa egyik esetben sem mutatott szignifikdns
valtozast (publikdcio: Janda et al., 2007, Phytochemistry 68: 1674-1682).

Mind az antioxiddns enzimek alacsony homérsékleten bekovetkezd valtozédsai, mind
szamos egyéb védekezd mechanizmus aktivaldsa kapcsolatba hozhat6 egy jelatvivd anyag, a
szalicilsav miikodésével (publikdciok: Janda et al., 2007, In: Salicylic acid. A plant hormone;
Horvdth et al., 2007 J. Plant Growth Regul. 26: 290-300).

Ezért az adott kisérleti rendszeriinkben vizsgaltuk egyrészt a szalicilsav, mdsrészt
ennek egy feltételezett prekurzordnak az orto-hidroxi-fahéjsavnak (o0HCA) a véltozasét is. A
szalicilsav mennyisége mind szabad, mind kotott formdban nemcsak alacsony homérsékleti,
fényben torténd edzés soran, hanem normdl hémérsékleten magas fényintenzitds mellett is
megndtt. A szabad szalicilsav mennyiségének novekedése statisztikailag szignifikdns volt kis
fényintenzitas mellett torténd hidegedzés sordn is. A szabad orfo-hidroxi-fahéjsav mennyisége
mind a négyfajta mintdban kozel azonos volt. Ezzel szemben a kotott forma mennyisége
nagysagrendekkel megnétt abban az esetben, amikor az edzés alacsony homérsékleten,
normdl megvilagitds mellett zajlott. Egyéb esetekben, tehdt alacsony megvildgitds mellett,
vagy nagy fénynél normal homérsékleten ilyen véltozas nem volt kimutathatd. (publikdcio:
Janda et al., 2007, Phytochemistry 68: 1674-1682).

Mindezek az eredmények megerdsitik azt a feltételezésiinket, hogy a szalicilsavfiiggd
jelatviteli Ut szerepének tanulmanyozdsakor nemcsak magédra a szalicilsavra, hanem egyes
prekurzorainak a valtozasaira is figyelemmel kell lenni (publikdciok: Horvdth et al., 2007,
Biol Plant 51: 480-487; Pdl et al., 2005, Physiol. Plant. 125: 356-364).

Az AG termolumineszcencia sdav vdltozdsa mint a kiilonbozo stresszfaktorok indikdtora

A vizsgélatok fontos részét képezték az egyes stresszfaktorok hatdsainak
termolumineszcencidval (TL) torténd tanulmédnyozdsa is. Termolumineszcenciat
fotoszintetizalé anyagbdl hagyomanyosan dltaldban a mintdnak jéval fagypont ald valé hiitése
utdin mérnek. Az tjabb vizsgdlatok azonban azt mutattidk, hogy a fagyasztds bizonyos
esetekben jelentds mértékben befolyédsolhatja a novények TL kibocsétdsat. Kisérleteinkben az
elézetes fagyasztds kiilonb6z6 TL komponensekre gyakorolt hatdsait tanulmanyoztuk
kiilonboz6 novényfajokon. Buzét és kukoricat osszehasonlitva megallapitottuk, hogy a két faj
tavoli vOrds fény altal indukalt TL gorbéje mar a kontroll koriilmények kozott 1€vo
novényekben 1is jellegzetesen eltért: buzdban a B-sav cstcshOomérséklete jelentOsen
alacsonyabb volt, mint kukoricdban. Fagyasztds utdn buzdban a membrankarosoddsbol eredd
protongradiens megsziinésének koszonhetden ez az érték a magasabb homérsékletek iranyaba
tolodott. A 40-45 °C koriili cstcshomérséklettel jellemezhetd AG-sdv buzandvényekben
fagyasztds utdn is kimutathat6 volt, szemben a hidegérzékeny kukoricaval, ahol mar egy révid

idejii -1,5 °C-os fagyhatés is szignifikdns hatdssal van a tavoli voros fény altal indukalt TL



gorbére: az AG-sav amplitidéja jelentdsen lecsokken, csicspozicidja a magasabb hdmérsékletek
irdnydba tolodott. Alacsonyabb homérsékleti kezelések hatdsdra kukoricdban az AG-sav
fokozatosan tovabb csokken, majd egy kiiszobérték alatt teljesen eltlint. A B-sdv jelentdsen
alacsonyabb homérsékleti fagyasztas utan kezdett csak csokkenni, mint az AG-sdv. Ez jol latszik
abbdl, hogy -3,3 °C-os fagyasztas utdn, mikor az AG-sdv madr teljesen eltlint, a B-sdv még nem
valtozott. Egy kiiszobérték alatt azonban egy hirtelen amplitidocsokkenés kovetkezett be, de
szemben az AG-sdvval, a B-sdv még joval alacsonyabb homérsékletek mellett is detektdlhatd
volt. Bors6 novényekben a tdvoli voros fénnyel indukdlt AG-sdv viselkedése a buzaéval egyezett
meg, muskatliban viszont egy kritikus hdmérséklet alatt TL jel egyaltalan nem volt detektéalhato.
A tavoli voros fénnyel indukalt TL gorbe fagyasztasra torténd viselkedése uborka és tok esetében
a kukoricdra és a buzdra (ill. borséban) jellemzd gorbék kozé esett: a csokkend hdmérséklettel az
AG-sév fokozatosan csokkent, majd akdrcsak a kukoricdban, egy kiiszobérték alatt teljesen
eltlint. A tavoli voros fény éltal indukélt B-sdv azonban, akdrcsak a bizdban vagy a borséban
felfelé tolddott. Ennek amplitiddja gyakorlatilag nem csokkent szignifikdnsan. Mindezzel
szemben érdekes moédon az egy elektronitmenetet megengedd un. single turnover
fényfelvillandssal (flash-sel) indukdlt B-sdv nem mutatta ugyanezt a felfele tolodast.
Kisérleteinkben igazoltuk, hogy intakt levelekben a flash gerjesztés egy Osszetett sdvot
eredményez, melynek magasabb hémérsékleti komponense tulajdonképpen egy AG-sav
(publikdcio: Janda et al., 2004, Photochem. Photobiol. 80: 525-530).

Az eredmények gyakorlati alkalmazdsdnak lehetoségei

A vizsgélataink f0 célja néhany kiemelkedden fontos gazdasdgi novény kiillonbozo
tipusu stresszhatdsokra bekovetkezd valaszreakcidinak jobb megismerése volt. Ezektol az
eredményektdl tobbek kozt azt varjuk, hogy lehetOséget biztositanak arra, hogy
céliranyosabban lehessen kivdlasztani azokat a folyamatokat, amelyek akir hagyomanyos
novénynemesitési eljarassal, akar biotechnoldgiai titon torténd befolydsoldsaval a novények
stressztlird képessége hatékonyabban ndvelhetd.

A kisérletek sordn tobb esetben (pl. termolumineszcencia alkalmazdsa kiillonbdzo
novényfajok esetében, vagy buza esetében egyes antioxiddns enzimek vizsgdlata sordn)
sikeriilt Osszefliggést taldlni az egyes vizsgdlat paraméter valtozdsa ill. az adott novény
stressztlird képessége kozott. Ezek a felismerések alkalmasak lehetnek a gyakorlat szdmara

megfeleld tesztmddszerként valo felhasznalasra is.

Mindezek mellett a szalicilsavval és rokon vegyiileteivel kapcsolatos eredményeink
biztatd alapot biztositanak az adott vegyiiletek mint stresszvédd anyagok nagyléptékdl,

gazdasagos felhasznaldsdnak kidolgozédsahoz.



