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I. AZ ALKALMAZOTT ROVIDITESEK JEGYZEKE

16:0 palmitinsav

18:0 sztearinsav

18:1 olajsav

18:2 linolsav

18:3 linolénsav

MGDG monogalaktozil diglicerid

DGDG digalaktozil diglicerid

PC foszfatidil kolin

PA foszfatidsav

PE foszfatidil etanolamin

PG foszfatidil glicerol

PI foszfatidil inozitol

LPC lizo foszfatidil kolin

DPG difoszfatidil glicerol

DPPC dipalmitoil foszfatidil kolin

DPPE dipalmitoil foszfatidil etanolamin
BSA marha szérum albumin

cC kolin klorid

I/1,14/ 2-/1l4-karboxi-tetradecil/-2-etil~-4,4-

-dimetil—-3-oxazolidinoxil
1/12,3/ 2-/3-karboxipropil/=-4,4~-dimetil-2-2-

-tridecil-3-oxazolidinoxil

NMR magmagneses rezonancia spektroszkdépia
ESR elektronspin rezonancia spektroszkopia
DSC "differencial scanning" kalorimetria
MIR Triticum aestivum L., Miranovskaja 808

fajtaja



BEZ Triticum aestivum L., Bezostaja 1 fajtaja
SH. MEX. Triticum aestivum L., Short mexican fajtaja

PEN Triticum aestivum L., Penjamo 62 fajtaja



II. BEVEZETES

Kézismert az a tény, hogy a ndvények valtozatos elosz-
lasadban az éghajlati viszonyoknak és legfdképpen a k&rnyezet
homérsékletének déntd szerepe van. Ez a hOmérséklet okozta
szelekcid kiildndsen jelentds a taplalkozas szempontjabol
nélkiilézhetetlen gabonafélék esetében. A kontinentalis ég-
hajlatu orszagokban, igy hazankban is, az egyes haszonn&vé-
nyeket tekintve, nemcsak a hidegtlirés, de a fagytiirés ké-
pességének maximumat is pontosan ismernie kell azoknak a
szakembereknek, akik uj, nagy hozamu fajok ill.fajtadk meg-
honositasaval foglalkoznak.

A novények eltérd fagyalldésaganak oka, biokémiai hat-
terének felderitése évtizedek Ota foglalkoztatja a kutatd-
kat. A téméaval foglalkozd nagyszamu k&zleménybdl megéllapit—-
hatd, hogy az egyes ndvények fagytirtképessége - amely a
télallositas soran alakul ki -~ egyedenként igen eltérd, de
eredete lényegében azonos és az alabbiakban leirt elvek
alapjan magyarazhaté.

Alacsony, /O Oc alatti/ hOmérsékleteken a szdvetekben
levd viz eldszdr a sejtek kozotti térben fagy meg. A kelet-
kezd jég legtdbbszdr még nem okozza a ndvények pusztulasit.
Ez csak akkor k&vetkezik be, ha a fagyas a sejten beliil is.
bekSvetkezik. Ebben az allapotban a fehérjék és mds makro-

molekulak azt az un. k6tott vizet is elveszitik, amely még
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nélkiilézhetetlen nativ konformadciéjuk fenntartadsadhoz. Mas-
részt, a keletkezd mechanikai karosodas szintén pusztulas-
hoz vezet. A sejten beliili fagyas késleltetése tehat dontd-
en fontos a névények tulélése szempontjabdl. A késleltetést
befolyasold tényezdk a kdvetkezdk: a sejtnedv fagyaspont-
csBkkenését ndveld molaris koncentracid ndvekedés, [amely
egy kritikus koncentracidn tul szintén karos/, az esetleges
tulhiilés /amelyﬂen az un. vizoldékony krioprotektiv anyagok-
nak fontos szerepe lehet/, az alacsony hiitési sebesség és
legftképpen olyan, még mik&doképes sejtmembranstrukturak,
amelyeknek vizateresztd képessége alacsony hdmérsékleten
megndvekszik. [Ez utdbbi megjegyzéssel feltételezziik a no-
vények fokozott szarazsagtiirését./

Altalanosan elfogadott ma mar az a nézet, hogy a sejt
és a sejtpartikulumok membré&njainak, ill. a membranok al-
kotdrészei k&zil is elsOsorban a lipideknek kézponti sze-
repe van a ndvények fagyalldésidgédban. A membranlipidek sze-
repét a fagyalldésagban leegyszeriisitve a lipidek fazisval-
tozasi hdmérsékletével magyarazhatjuk. E kritikus hOmér-
sékletnél /lipidkeverék esetén homérséklettartomanynal/
alacsonyabb hdmérsékleteken a membranlipidek a fizioldégias
folyékony-kristdlyos &llapotbdl szilard-gél &allapotba
mennek at. Ebben a szildrd-gél &allapotban a membranok &sz-
szes funkcidja /pl. a membranokhoz k&tdtt enzimek aktiv

allapotban tartasa, a membranok szemipermedbilitéasa,



transzportfolyamatok biztositdsa / irreverzibilisen meg-
sériil. Feltevéslink szerint a ndvények membranlipidjeinek
fdzisvaltozasi homérsékletét és miikddésiiknek a fagyalld-
sdg fokozasa szempontjabdl szdbajohetd Osszes elvét harom

tényezd hatarozza meg:

1. A kiil6nb6z8d membranlipidekben a glicerint észterezd
zsirsavak lanchossza és telitetlensége /[rdvidebb lanc-~
hossz és nagyobb telitetlenség kedvez8bb, alacsonyabb
fazisvaltozasi hOomérsékleti/.

2. Az egyes lipidféleségek minGsége [a foszforsavat észterezd
vizoldékony un. fejcsoport aminoalkoholok, cukrok mi-
lyensége/ a kilil6nb&z6 "fejcsoportu" lipidek arédnya a kii-
16nb6z6 membranstrukturidkban és kOlcsbnhatidsai mas lipi-
dekkel, fehérjékkel, vizzel stb.

3. Olyan lipofil krioprotektiv anyagok alacsony homérsékle-
teken t6rténd megjelenése, melyek akar kis mennyiségben
és csak lokalisan is, de hatassal lehetnek a membranok
fluiditéasara, vizateresztd képességére, ill. fazisval-

tozasi homérsékletére.



III. IRODALMI ATTEKINTES

1. A lipidtartalom ndvekedése és a zsirsavak telitet-

lenségének szerepe a télalldsodas soran

Szamtalan megfigyelés igazolja, hogy a ndvényekben ala-
csony homérsékleteken bizonyos anyagok mennyisége megval-
tozik. Az aminosavak, fehérjék, cukrok, lipidek, nuklein-
savak stb. hideg hatésdra t6rténd felszaporodasa egyben arra
is utal, hogy a névények anyagcseréjében altalanos valtozéas
megy végbe [1/.

A lipidek mennyiségének ndvekedése és a fagyalldsag ko-
z8tti pozitiv korreldcidt mar rég megfigyelték. A modern mé-
réstechnikak fejlddésével pontos méréseket is végeztek bi-
zonyos fajok és fajtdk esetében. Tobb kutatbdcsoport a fagy-
4116s4g és a lipidtartalom kapcsolatat vizsgalva azt talal-
ta, hogy a fagyalldésag kifejlodésének kezdeti periddusaban
foként a foszfolipidek mennyisége ndtt meg /2,3,4/. A buza-
félék kozil az &ltalunk is vizsgalt T.aestivum két eltérd
fagyalldésagu fajtajat tanulmadnyozva egy szerz® arra a meg-
allapitasra jutott, hogy a hidegadaptacié eredményeképpen

a hidegtiird valtozat t&bb 32

P-t épitett be a foszfolipid-
jeibe, mint a hidegérzékeny buza [5/. Ugyancsak a T.aesti-
vum fajon beliil figyelték meg, hogy hidegen csiraztatott

névények foszfolipidjeinek mennyisége magasabb volt az

azonos morfoldgiai &llapotban 1évd 25 OC-on csiraztatottak-



hoz képest [/6,7/. A filifélék leveleinek /2,5,6,8/, valamint
néhany lombhullaté fa kérgének /9,3,2/ télallésodasa soréan
a membréan felszinének n&vekedését figyelték meg. Elektron-
mikroszkdpos felvételek alapjan /amelyeket fas ndvényeken
végeztek/ [/10/ az endoplazmas repikulum és a plazmamembran
felszine megndtt. A membranfelszin ndvekedés bioldgiai je-
lentdségérdl csak elképzeléseink vannak. Feltételezhetjiik,
hogy az endoplazmas retikulum felszinének ndvekedése rész-
ben kompenzilja a rajta lejatsz6ddé reakcidk alacsony hd-
mérséklet okozta sebességcstkkenését. Masrészt, a megnd-
vekedett felszinii plazmamembran valtozatlan vagy csékkent
permedbilitasi egylitthatd esetén is nagyobb sebességli viz-
kidramlast biztosit a sejtekbdl. Mar a bevezetdben emli-
tettiik, hogy a tulélés egyik alapvetd tényezdje a viz~gbz-
jég fazisegyensuly létrejottének médja, az extra- és intra-
cellularis jégkristdlyok aranya /11,12/.

A megfeleld fizikai-kémiai &llapot és a funkcid biz-
tositasara a membranok lipid&sszetételében is valtozasok
t6rténnek. A névényekben legnagyobb mennyiségben jelenlevd
foszfolipidek a PC és PE. A fagyalldsadg szempontjabdél a PC
sokkal kedvezdbb tulajdonsagu foszfolipid, mint a PE ./13,14/.
[Erre a késObbiekben részletesen kitériink./ A PC fokozott
szerepét tamasztja aléd, hogy tanulmanyozva a szervetlen 32P
beéplilését hidegérzékeny és hidegtiird lucerndk gybkereinek'
foszfolipidjeibe azt talaltdk, hogy a hidegtiir6 valtozatban

els®sorban a PC akkumulalt jelzést [/15/. Ugyanezek a szerzdk



14C—acetét beépiilést is vizsgaltak. A hidegtiird fajta gyo-

kerében nagyobb volt a PC fajlagos aktivitdsa, mint a hi-
degérzékenyében.

Az irodalomban t&bb olyan adat is talalhatd, hogy az
egyes szervezetek a kornyezet hdmérsékletéhez vald alkal-
mazkodas eredményeként megndvelik zsirsavjaik telitetlen-
ségi fokat /16,17/. Ugyanakkor Wilson és mtsai a legkildn-
b6z8bb hidegtiird ‘és hidegérzékeny névények linolénsav tar-
talmat wvizsgalva azt talaltdk, hogy hideg hatasara a hi-
degérzékeny novényekben csbkkent annak szintje, mig a hi-
degtlirékben valtozatlan maradt /[feltehetBen a telitetlen
zsirsavakat bontd lipoxigendz aktivitasénak kiilonbdzosé-
gérdl van sz6/ /18/. Willemot és mtsai, valamint Farkas
€s mtsai eltérd fagytlirési buzafajtdkat vizsgalva arra az
eredményre jutottak, hogy a ndvények - fliggetleniil fagy-
tlirésiktdl - hasonldé mértékben ndvelték meg zsirsavijaik
_telitetlenségét hideg hatasara /19,20/. Az irodalmi adatok
alapjan megallapithaté, hogy a membra&nlipidek linolénsav-
szintjének meghatdrozott értéken tartasa csak egyik kdve-
telménye a ndvények fagytiircképességének, de nem ez a meg-

hatarozé, a névények fagytlirésében kiil6nbséget tevd tényezd.

2. A foszfolipidek "degradacidéja" a fagyhatds utéan

Mivel vizsgadlataink soran a névények fagytiirését ta-

nulményoztuk, kiiléndsen érdekesek szamunkra az irodalomban



k6z6lt 0 °C alatti fagyasztasos kisérletek, A mar idézett
japan szerzdk [3/ a nyarfa kéregszOveteinek foszfolipidjeit
vizsgaltak -15 és -195 Oc-os fagyasztas utdn és azt talal-
tdk, hogy a PC és PE eltiinésével egyiddben nagymennyiségii
PA keletkezik. Mas szerzOk is beszamolnak abnormalisan ma-

gas PA szintrdl hideg és fagykezelések soran /21,22,23,24]).

3. A foszfatidil kolin, mint krioprotektiv foszfolipid

Mind a bevezetésben, mind a membranfelszin névekedéssel
foglalkozd fejezetben hangsulyoztuk madr, hogy a legfdbb
membranalkotd lipidek a foszfolipidek, kulcsfontossaguak a
novények szamara az alacsony hdmérsékletek tulélésében.
Masrészt, az eldbbiekbdl mar kitiinik, hogy a névények fosz-
folipidkészletébdl is elsBsorban a PC szintje emelkedett a
novényekben alacsony hBmérsékleten. Gombak /25/ és mélyhii-
tott emlds sejtek [/26/ hidegadapté&lddasa soran is megfi-
gyelték a PC szint emelkedését. Elképzeléseink szerint a PC
tobb szempontbdl is a legalkalmasabb lipidféleség a membran-
szintld krioprotektivitds szempontjabdl.

a./ Roughan és mtsai bizonyitottak, hogy a mikroszoma-
lis PC egy léancszeme az olajsav telitetlenddésének linol-,
ill. linolénsavva és ezek a tObbszOrbsen telitetlen zsir-
savak elsdsorban a kloroplasztisz galaktolipidjeibe észte-'
rezddik [27/. A galaktolipidek mennyisége és zsirsavjai te-

litetlensége feltehetden a klorofillmolekuldk fitol csoport-



jdval vald asszociacid mértékére és ezen keresztill a foto-
szintézis hatasossagara is kihat /28/.

b./ Ha az azonos tulajdonsagu /[lanchosszusdgu és teli-
tetlenséqgii/ zsirsavakkal észterezett foszfolipidek fazis-
valtozasi hdmérsékletét Osszevetjiik, megallapithatjuk, hogy
a fontosabb membranalkotd foszfolipidek k&zilil a PC-nek a
legalacsonyabb a fazisvaltozasi hdémérséklete /13,14/. Mas
szbéval, a PC dus membranokban alacsony hdmérsékleten ked-
vezObb lesz a folyadékkristélyos-szilard-gél szeparalt fa-
zisok mennyiségi aréanya, és ezaltal minden -~ a membranok
integritaséaval kapcsolatos - folyamat kisebb kdrosodast
szenved, még akkor is, ha a zsirsavak telitetlensége nem
ndvekszik meg. A PC kedvezd tulajdonsdga a molekula fej-
csoportjénak térigényével és ebbdl eredden az észterezett
zsirsavak kevésbé gatolt szabad mozgasaval van kapcsolat-
ban /29/.

c./ Csak kevés adatunk van a télalldésodas okozta plaz-
mamembran permeabilitasi valtozasokrdl. Specidlis NMR spek-
troszko6pids mérések permedbilitasi allandd szamitdsat teszik
lehetdvé. E szamitasok alapjan a plazmamembran vizateresztd-
képessége lényegesen megnd a té€lalldsitott egyedben [30/ és
e jelenség a lipidréteg nagyobb permedbilitdsaval magyaraz-
hatdé. Graziani és Livne a kiilonbdzd szintetikus és ndvényi
eredetli foszfolipidek kettds rétegének ozmotikus permedbili-

tadsi koefficienseit hasonlitotta 6ssze [vizre/, amibdl ki-

.



tiint, hogy a ndévényi eredetii PC kettOsréteg volt a leg-
nagyobb permedbilitdsu /31/. Ez nyilvanvaldan alatamaszt-
ja azt a felfogast, hogy a PC akkumulédcid a membranokban

azok nagyobb vizateresztd képességéhez vezet.

4, Membranmdédositds és Onszabdlyozas

A magneses rezonancia spektroszkdpia, tovabba egyéb
fizikai mérémddszerek [/DSC, fluoreszkald festékek alkal-
mazasa/ rohamos elterjedése a membranszerkezeti kutatasok-
ban, a szervezetek membranszinten zajld adaptédcidés mecha-
nizmusainak tanulmanyozasat szinte forradalmasitottéak.

E kutatdsok eredményeibdl ma mar egyre nyilvanvaldbb, hogy

a legkiilonbdzdbb €18lények [/a baktériumoktdél a halakig/ ké-
pesek lényegében azonos eredménnyel, a membranalkotd lipidek’
megndvekedett fluiditdsaval valaszolni a kdrnyezet hdmérsék-
letcsdkkenésére. [32,33/ Feltind ugyanakkor, hogy a cél meg-
valdésitdsa, az un, homeoviszkdzus adaptialddas /azaz minden
hdmérsékleten a fizioldgiadsnak legmegfeleldbb membranlipid
mikroviszkozitds szint beallitésa/ a szervezetekben csak
hasonlé, de nem azonos mbédon torténik. Mig pl. az E. coli
membranlipidjeinek viszkozitas szabalyozédsa foszfolipid-
arany valtozéas nélkiil, kizarélag a zsirsavak telitetlen6—_
désével magyarazhatd, [/32/ addig ez a megallapitéas ugy

tinik, a ndvényekre nem igaz. Részint a mechanizmus vonzd



egyszeriisége, részint a direkt fluiditéasmérési technikéak
kdriilményessége és drdgasdga indokolhatja, hogy a'teli-
tetlen zsirsav'kdzéppontu szemlélet oly sokdig volt kiza-
rbélagos a névényi kriobioldégiaval foglalkozdk kdrében.

A szabalyozasi folyamatokat eddig legrészletesebben a
Tetrahymena pyriformison tanulmanyoztdk. Azok a beavatko-
zasok, amelyekkel a membran lipid&sszetétel megvaltozésat
lehetett elérni; az egyes lipidféleségek, sot molekularész-
letek, fluiditds szabdalyozasban betdltdtt szerepét is tisz-
taztdk. A teljesség igénye nélkil emlitenénk a zsirsavak,
zsirsavszarmazékok, zsirsavprekurzorok, szteroidok stb. be-
épitését /33/. A mddositd beavatkozasok egy kildn csoport-
jat képezik az aminoalkoholos beépitési kisérletek /34,35,
36/. Allandd hdmérsékleten vizsgdltadk pl. patkény fibro-
blaszt sejteken az etanolamin, mono- é&s dimetiletanolamin
és a kolin felvétel okozta foszfolipid- és zsirsavOssze-
tétel valtozasokat /a plazmamembran, mitokondrium és mik-
roszéma frakcidkban/ és e valtozasok kdvetkeztében a kii-
16nb5z8 membranstrukturdkban fellépd mikroviszkozitéas el-
tolddasokat. Az exogén kolin és etanolamin a PC és PE
szintjét jelentdsen megndvelte. A "szokatlan aminoalkoholok"
is beépililtek a foszfolipidek fejcsoportjaként. A fejcsoport
nagyobb metilacids fokaval parhuzamosan ugyanezen foszfo-
lipidek zsirsavkészlete ugy mdédosult, hogy a poléros régid

megndvekedett fluiditasat az észterezd savak lanchosszuk



nbvelésével és telitddéssel részben kompoenzaltdk /37/.

/A kompenzacid mono-, di- és trimetil etanolamin /kolin/
fejcsoportu foszfolipidek esetében tokéletesen megvald-—
sult./ A kolinfelvétel kévetkeztében megndvekedett PC
tartalmu mitokondrium és mikroszdéma frakcidkban azonban

a PC dus membradn joéval mozgékonyabb, mint a PE-ben dusi-
tott membran.

Alig taldlhatd irodalmi adat a névények membrénlipidjeinek
tudatos mbédositasara. [38/ A ndvények plazmamembranjanak
sem izoterm, sem homérsékletfiiggd reguldcidés mechanizmusa

nem tisztdzott még.

5. Magneses rezonancia spektroszkdpia alkalmazdsa

a lipidek mozgékonysaganak vizsgalatdban

Az NMMR spektroszkdépiat madr hosszu ideje alkalmazzdk a
lipidek fizikai-kémiai allapoté&nak vizsgalatira. A mddszer

legnagyobb eldénye, hogy idegen anyag bevitele nélkil, - igy

kikliszobdlve azok zavard hatasat - teszi lehetdvé a mintdk
szerkezetvizsgalatat. A mdédszer ma mar - elsdsorban a mi-
szerek teljesitményndvekedése folytan - nagyszamu varia-

cids lehet®séget kiné&l, melyek k&ziil az aldbbiak tilinnek a
legfontosabbaknak:
a./ 13C NMR esetében a H-NMR "atlagolt protonjele"”

helyett az egyes alkillancmetilének ch jelei felhaaadnak,
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a mozgékonysagi viszonyok vertikalisan térképezhetdk /39,
40/ .

b./ Részlegesen deuterdlt rendszerek esetében olyan
molekulaszegmentumok mozgékonysagviszonyai is vizsg&lhatdk
/2H—NMR/, amelyekre tisztdn protondlt rendszerekben nincs
lehetGség /41/.

c./ Szerkezeti-, méret- és permedbilitdsi viszonyok
szonikalt diszperzidkban és in vivo rendszerekben is tanul-
manyozhatdk az un. paramagneses ionok jelenlétében; abbdl
pl, hogy ha PC liposzoma szuszpenzidhoz Mn++ionokat adva a
trimetilamino csoport metilrezonancia intenzitds&nak 72 %-a
tinik el, megdllapithatdé volt, hogy mekkora a képzett vezi-
kuladk sugara és a foszfolipid kettOsréteg vastagsaga /42/.

d./ Az un. 31P—NMR vizsgalatok a foszfolipidek fejcso-
portjanak mozgékonysagara €s atlagos orientdcidjara adnak
felvilagositast [/29/.

e./ A foszfolipidek hidratacidéjanak megallapitasara
{43/, ill. az intra- és extracelluldris vizpopuldcidk re-
laxécids iddk alapjan t8rténd elkildnitésére tett kisérle-
tek /30/ igen nagy jelentdségliek lehetnek a tovabbi fagyalld-

sdgkutatasban.

Az ESR spektroszkdpia a membrénlipidek rendezettségének,
a tranzicids hdmérséklet meghatarozasanak egyik leggyakrab-

ban alkalmazott médszere napjainkban. A kiilénb&z& helyeken
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paratlan spini N-t tartalmazd gylirlivel szubsztitudlt zsir-
savak ill. foszfolipidek megjelenése a 60-as évek végére
tehetd, szintézisik fdképpen Griffith, Kornberg és Mc-
Connell nevéhez fizddik [44,45/.

A modell vagy in vivo rendszerekbe rendszerint ultrahan-
gozéassal, vagy egyszeri razassl [/46/, mas esetekben BSA-hoz
kotott formaban viszik be az alkalmazott jeldldt [47/.

A kilonb&zd spektralis paraméterekbdl szamolva leggyakrabban
az un. rendparaméter értékét [S/ és a rotacids korrelaciéds
iddt [t/ szoktdk megadni az irodalomban [48/. A rotécids
korrelacids idd segitségével kézvetlen [poise-ban kifejezett/
mikrdviszkozitésérték szémitadsra is lehetdség van. A membran-
lipidek fazisvaltozasi hOmérsékletének ESR spektroszképiéval
t8rténd mérését ndvények hidegtilirésével foglalkozd szerzdk

is leirtak /49, 50/. A ndvények fagyalldésdga és membranlipid-
jeik rendezettsége kapcsolatdra vonatkozd6 méréseket [51/,
tovébba protoplaszton keresztiil plazmamembridn rendezettségére
vonatkoz6 méréseket ESR technikaval csoportunkban végeztiink

[52].
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IV. CELKITUZES

A novények fagytiirésének és membranjai 6§szetételének,
fizikai-kémiai allapoténak kapcsolatardél nagyon sok, egy-
masnak ellentmondd munka l&tott napvilagot. A névényi memb-
ranok "alapanyggai" a lipidek. A kloroplasztisz kivételé-
vel a £6 membranalkotd lipidek a foszfolipidek.

Szerettiik volna megtudni, hogy az altalunk vizsgalt
buzafajtak fagytiirése és foszfolipidjeinek mennyisége,
valamint a foszfolipidek &sszetétele k&zdtt van-e egyértel-
mi kapcsolat. A névények lipidanalitikajénak eredményei
alapjan a f8bb foszfolipidekbdl mesterséges membranokat,
liposzdmakat készitve tanulmanyozni kivantuk, hogy az egyes
foszfolipidféleségek milyen fizikai-kémiai tulajdonsagokat
hordoznak.

Terveink ko&zdtt szerepelt, hogy megvaltoztatva a jol
adaptalddo buzafaﬁta lipiddsszetételét ugy, hogy az a joé
fagytlircképességii, télalldésitott buzafajtdkéhoz legyen ha-
sonld, télalldésodas nélkiil is, - bebizonyitsuk a lipidek
egyértelmii szerepét a fagytiirésben.

Ezzel a foszfolipid Osszetétel valtoztatassal tobb,

a lipidek és fagyalldésag kapcsolatanak még nyitott kérdé-
sére kerestiink valaszt. Ezek k&zll is kiilon emlitést érde-
mel a plazmamembran adaptacidé-fluiditas kapcsolatanak vizs-

galata, amelyet - tekintettel arra a tényre, hogy a plazma-



membran tokéletes izolalasa ndvényekben mindezideig meg-
oldatlan - alapvetden uj, az irodalomban még nem k&zd6lt
médszerrel kellett elvégezniink.

TSrekvéseink végsd soron a kodzvetlen gyakorlati hasz-
nositds lehetdségeihez is elvezetnek. A foszfolipid méré-
sen alapuld tesztelési mddszer segitségével ismeretlen
tlirdképességli buzdk fagytilirése lenne megitélhetd.

A novények hideg- és fagytiircképességének mesterséges fo-
kozadsa a termésatlagok ndvelését eredményezné és a vegy-

szeres nodvényvédelem uj tavlatait nyithatna meg.



V. A FELHASZNALT ANYAGOK ES AZ ALKALMAZOTT MODSZEREK

1. Anyagok

A DPPC és a DPPE a Fluka készitménye.

Az I/1,14/ és 1/12,3/ spinjeldlt sztearinsavak a Syva ké-
szitményei.

A Gas Chrom P géékromatogréfiés hordozéféazis az Applied
Science Laboratories gyartmanya.

A Silic-A-200 és a BSA Sigma termékek.

A sejtfalemésztd enzimek k&ziil az "Onozuka"R-10 a Kinki mfg
Co. Japan, a Pectinase Sigma, A Rhozyme pedig a Rohm and
Haas Ltd. Phyladelphia termékei.

A CC az Ega-Chemie készitménye.

Az Bsszes tdbbi, nem emlitett vegyszer a Reanal terméke.

A vizsgalt novények:
A kisérleteinkben vizsgalt ndvények 4 csoportba sorol-
hatdk aszerint, hogy milyen "kezelést" kaptak, azaz, milye-

nek voltak a h&- és fényviszonyok a fejlddésik soran.

1.1. A természetben télalldésitott ndvények
Az elsd csoport novényei a természetben noéttek. Ezek-
ben a kisérletekben egy rozs, a Secale cereale Kisvardai
fajtajat és a T. aestivum 2 fagytird - Miranovskaja 808

és Bezostaja 1 - és 2 fagyérzékeny - a Penjamo 62 és a



Short Mexican - fajtajat vizsgaltuk. A magokat a Gene-
tikai Intézet kisérleti f&ldjén vetettik el 1977. ok=-
tober végén. November kdzepén a levegd hOmérséklete

o °c ala sillyedt és kb. -5 - -10 °c volt alkalman-
kénti hé6fodéssel. Ezekkel a ndvényekkel januar kdze-
pén végeztlk a kisérleteket, igy minden ndvény tél-

allbésitottnak tekinthetd.

1.2. A fitotronban télalldosodott névények
A ndévények zdme a T. aestivum fajhoz tartozott. Eze-
ken kivil a T. turgidum faj néhéany fajtaja és a Secale
cereale Kisvardai rozsfajta voltak a kisérletek tar-
gyai. Ezek a ndvények meghatarozott program szerint tél-
allésodtak az MTA Martonvasari Mezdgazdasagi Kutatdin-
tézet fitotronjaiban. A n&vények 20 °c nappali és 10 °c.
é€jszakai hOmérsékleten csirdztak, a megviladgitas-erds-
ség 14000 Lux volt. Az idd eldrehaladtaval hetenként
csbkkent a hdmérséklet, csdkkent a megvilagitds ido-
tartama és erOssége is. Az 5. hét végére 3,5 °c volt a
nappali és 0,5 °c az é€jszakai hOmérséklet, a megvilagi-
tads iddtartama 9 6ra. EkOzben a megvilagitis-erdsség
8000 Lux-ra cstkkent. Az 5. hét uté&n egy hét "edzés"
kdvetkezett. 3 °C nappali és -3 °c éjszakai hOmérsék-
let mellett 21 6rdn keresztiil 15000 Lux érte Sket. A k-
vetkezd 4 nap atlaghSmérséklete -4 °c volt és a névények

teljes sotétben voltak. A 4. nap utédn a fitotron hdémér-

-



séklete 0,5 oC/()ra sebességgel -12 Oc-ra hiilt. Ezen a
homérsékleten a ndvények 24 Orat tdltdttek.
A fitotronban nevelt novények fagytiirését a martonva-

sdri intézet munkatarsai hataroztak meg.

A nem télallodositott ndvények nevelése

Laboratoriumban csiréaztak csapvizzel nedvesitett szlird-
papiron, 25-°C hémérsékleten, 100 W-os égdvel folyamato-
san megvilagitottuk Gket. A vizsgalatokhoz 8 napos no-

vényeket hasznaltunk.

Kolin kloridos téapoldaton nevelt Miranovskaja 808

A jO6l1 adaptalddd MIR ezekben a kisérletekben vizkul-
turan nétt 8, illetve 16 napig 25 oC—on, valamint 8 nap
25 °C elBélet utan tovabbi 8 napig +2 ©Cc-on. Minden hd&-
mérsékleten 5 kultura volt kiildnb6zd tapoldatokon: egy
kontroll, amely csapvizen ndtt, a masik 4 kultura kolin
klorid oldaton nevelkedett. Az oldatok koncentracidi:
5, 15, 30, 60 mM voltak. Néhéany kisérletben a ndvények
15 mM kolin klorid oldaton n&ttek 25 °C-on 8 napig,

uténa led6ntdttiik a kolin klorid oldatot és a ndvények

csapvizen ndttek tovabbi 8 napig+2 °c-on.
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2. Az alkalmazott mddszerek

2.1. A lipidek kivonéasa, elvalasztasa és analizise

2.1.1. A lipidek kivonaséat Folch szerint végeztiik, némi mo-
dositassal [/53/. Az analizisekhez kb. 1 gramm ndvényt
felszeletelés és sulymérés utan izopropilalkoholt tar-
talmazd ampullékba forrasztottunk és 1 6rara 100 Oc-os
kémcsdtermosztdtba helyeztik. Kihlilés utén az ampulla-
kat feltdrtiik, tartalmukat Potter-féle homogenizatorba
vittlik és kétszeres mennyiségli kloroformot hozzadntve
homogéneztiik. A homogenadtumot 2 6ran keresztiil allni
hagytuk, majd leszirtik. A szlirlethez az Ossztérfogat
20 %-at kitevd mennyiségi 0,1 M-os KCl oldatot adtunk,
alaposan Osszeraztuk. A KCl oldat hozzéadntésekor a klo-
roformos fazis kiildénvalt a vizes-alkoholos fazistdl.

A kiuloénvalast centrifugéléssal tettiik teliessé. A kloro-
formos fazist szarazra paroltuk és 5 ml kloroformban

felvettiik.

2.1.2. Az Osszfoszfolipidek meghatéarozasa
A foszfolipidek mennyiségi meghatarozasakor Kahovcova
és Odavic mbédszerét kovettik /54/. A lipidextraktbdl
250 ul-t 1,5 % Mg/Ac/z-ot tartalmaz6 szilikagél H la-
pokra cseppentettiink. A megszaradt foltra 50 %-os
HZSO4_et cseppentettliink és 2 O6ran keresztil 180 Oc-os

szaritdszekrényben tartottuk. Kihlilés utan a foltokat



kémcs8be kapartuk, 1 ml "foszfor reagenst" /6,85 g Na-
molibdat +0,4 g hidrazinszulfat + 100 ml cc. HZSO4,
1000 ml-re felbntve desztillalt vizzel/ és 4 ml deszt.
vizet adtunk hozz&, 1 6ra iddtartamra 100 °C-os viz-
flirddbe helyeztilk. Kihililés utan centrifugaltuk és 700
nm-en mértilk az extinkciodot. [/Osszehasonlitd: 4 ml

3

viz + 1 ml "foszfor reagens", standard: 0,1 ml 10 ~M-os

KH2P04 + 3,9 ml deszt. viz + 1 ml "foszfor reagens"/

2.1.3. A foszfolipidek vékonyréteg kromatografids elvalasz-
tasa és mennyiségi meghatarozasa
A foszfolipidek elvalasztasa 2 dimenzids vékonyréteg
kromatografidval tdrtént Rouser és mtsai szerint /55/.
1 ml-nyit a lipidextraktbdél 1,5 % Mg/Ac/z—ot tartalmazd
szilikagél H lapokra cseppentettiink. A lapokat eldtte
110 °C-on 1 6ran keresztiil aktivaltuk. Az elvalasztas
2 dimenzidban tortént. Az elsd dimenzid futtatbelegye:
kloroform : metanol : ammbénia = 65 : 25 : 5. Az elsd
iradnyban a lapok 1 6ran keresztiil tulfutottak és uténa
2-3 Oran keresztiil levegdn szaradtak, mig az olddszerek
szaga érzodott. 90 ©_kal elforditva tettiik a 2. szol-
vensbe: kloroform : aceton : metanol : ecetsav : viz =
=30 : 40 : 10 : 15 : 5. Szaradéas utan a lapokat joéd-
gbzbe tettilkk, a jod a lipidek zsirsavjainak kettds k-
téseihez addicionaldédott és az egyes lipidek barnéas

szint kaptak. A foltokat bejeldltilik, azonositottuk.



A jbd szublimalasa utédn a foltokra 50 %-os H2804—et
cseppentettiink, 180 ©c-on roncsoltuk és a fent leir-

tak alapjan spektrofotometriasan mértiik a foszfort /[/54/.

2.1.4. A foszfolipidek elvalasztasa oszlopkromatografiaval
Az elvalasztas Rouser és mtsai szerint t8rtént [57/.

Penjamo 62 [PEN/ és Miranovskaja 808 [MIR/ levelek
10-10 g-jéabdl az Osszlipideket a madr ismertetett mdédon
extrahdltuk, majd az extraktot 1 ml kloroformban fel-
vettiik. Az elvalasztasnal az alkalmazott oszlop atmé-
r6je 2,5 cm, hossza 10 cm volt. TS6ltetként 1 6ran ke-
resztlil 110 OC—on aktivalt kovasavat [Silic-A-200,
60-200 mesh/ hasznaltunk. A lipidextrakt felvitele
eldtt az oszlopot 300 ml kloroformmal mostuk. A folya-
matos eludlashoz a kovetkezd olddszereket hasznaltuk:
300 ml kloroform, 50 ml kloroform : aceton = 1:1,
50 ml 10% vizet tartalmazd aceton és 150 ml metanol.
Az egyes eluatumok aliquotjainak tisztasagat vékony-
rétegen ellendriztiik. A metanolos frakcid tiszta fosz-
folipideket tartalmazott. A frakcidét beparoltuk és klo-

roform : metanol = 2:1 ardnyu elegyében feloldottuk.

2.1.5. A zsirsavak gazkromatografias vizsgalata
Az Osszlipidek zsirsavainak elemzéséhez a kivont 1li-
pidekbdl 0,5 ml-t kihuzott kémcsbvekbe vittlink és bepa-
roltuk. 3 ml 5% sdésavat tartalmazé metanolt dntdttiink

ra, széndioxiddal lefuvattuk /[inert atmoszféra/ és le-



forrasztottuk. 3 6rads iddtartamra 80 °C-ra tettiik.
Lehiilés utén az ampullakat feltdrtik, tartalmukat kémcsd-
vekbe vittik. Kétszeres mennyiségli vizet és 3 ml pet-
rolétert adtunk hozza, jol Osszeraztuk. A fazisok
szétvalasa utan a petroléteres fazist leszivtuk, koéni-
kus csoOvekbe vittik és szarazra paroltuk. 100 ul ben-
zolban feloldottuk és ebbdl 2 ul-t kromatografaltunk.

A gaz-folyadék kromatografids vizsgalatot langioniza-
cids detektorral miikédd JEOL JGC 1100 késziiléken vé-
geztiik. A zsirsavmetilészterek elvadlasztdsira hasz-
nalt 1,8 m hosszu spirdlis livegkolonna megoszt6fazisa
10% EGSS-Y volt 100-120 mesh Gas-Chrom P hordozdéfazi-
son. Az egyes csucsok azonositésat ismert anyagokkal,
tovabba a retencidés iddk alapjan szamitasokkal végez-
tik. A mennyiségi meghatdrozds terliletszamitassal tor-
tént. Minden esetben 3-3 parhuzamos vizsgilatot végez-
tink. A hiba kisebb volt 2,5%-ndl a f6 zsirsavak [/16:0,
18:2, 18:3/ esetében és kb. 20% volt a 18:0 és 18:1

zsirsavaknal.

A foszfolipidek degradacidjanak mérése

A természetben télalldésitott nbvényeket a fagystressz
hatédséra t6rténd foszfolipid degradacid bizonyitésara
egy hiitGszekrénybe tettik -15 Oc-ra. A lehiilés sebes-
sége kb. 10 OC/perc volt. Miutan a ndévények kiilénbdzd

hosszusdgu idot eltdltdttek a hiitEszekrényben, 24 oOréra
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hidegszobaba /+4 °C/ keriiltek. 24 éra elteltével a no-
vények leveleinek lipidtartalmdt a mar leirt médon ext-
rahaltuk, kétdimenzids lapon a foszfolipideket elva-
lasztottuk és mértiik spektrofotometridsan a mennyisé-
gliiket. E kisérlet eredményeként a PA/PC aradnyt adtuk
meg, mely a foszfolipid degradacid mértékét jellemzi

és egyben ezzei kiisz6b61ltik ki legjobban a mérés hiba-
it. /56/ /Ugyanazon lapon detektdlt PA és PC aréany a

h&rom parhuzamosban 10% max hibdval megegyezett./

Fagytlirési vizsgalatok a vezetdképesség mérésén alapuld
modszerrel

E vizsgdlatokban a Dexter és mtsai &altal bevezetett
moédszert alkalmaztuk /58/. Minden hémérsékleten, ill. ko-
linklorid /CC/ oldaton vagy csapvizen n&tt névénybdl 120-
-140 egyedet gySkerestdl kiemeltiink az edénybdl, a né-
vényeket +2 Oc-ra tettiik egy hOmérsékletszabalyozbdval el-
latott hiitGszekrénybe. A hiit&szekrényt 2 oC/()ra sebesség-
gel hitdttiikk és 0 %C-t6l 6ranként [-20 °c-ig/ 10-10 sza-
lat kivettink a hiit8szekrénybdl. Miutédn a ndvények +4 ©c-on
/hidegszoba/ 1 6rat eltdltdttek, minden levélnek megmértiik
a vezetOképességét egy erre a célra atalakitott OK 102/1
tipusu konduktométerrel [Radelkisz/. A megfagyott le-
velek vezetdképessége ugrasszeriien megndtt. Minden |

esetben azonos szegmentek vezetSképességét mértiik ugy,

hogy r&gzitett tielektrddokra szurtuk fel a leveleket.



Az ép levelek alapallapotban mért vezetSképesség ér-
tékeivel korrigaltuk a kildnbdzd O °c alatti hémér-
sékleten "kezelt" levelek vezetOképesség értékeit.
Eredményeinket 10 levélen mért vezetOképesség atlaga-
bél szamoltuk. A teljesen megfagyott ndvény [1l00%-osan
sérilt/ vezetBképességének mérésére 10 szal ndvényt

cseppfolyds N,-be martottunk és miutan 1 Orat +4 ©c-on

2
eltdltottek, mértiik a levelek vezetdképesség értékeit.

A t8bbi azonos morfoldgiai &llapotu levél vezetBképessé-
gét ehhez hasonlitottuk. Az egyes homérsékleteken a
szbras [a 10 ievél vezetdképességében/ kisebb volt 10%-
nadl. A vezetOképesség értékekbdl %-os sériilést szamol-
tunk, &brazoltuk a homérséklet flggvényében és errdl az
dbrardél olvastuk le a félhalalozasi hdmérsékletet /LH

50/1
amelyeket tablazatban kozlink.

Deuteraltvizes liposzéma-szuszpenzié készitése NMR spekt-
roszkopias vizsgalatokhoz

A szintetikus L-B8,y-dipalmitoil-a-lecitin, az L-g,y-di-
palmitoil-a-foszfatidiletanolamin és tojaslecitin, va-
lamint a MIR és PEN oszlopon elvalasztott foszfolipid-
jeinek liposzdmaszuszpenzidit az alabbi mbédon készitet-
tik:
15 mg~-ot a fenti foszfolipidekbdl kloroform : metanol =

= 2:1 elegyében felvettiink és vastagfalu centrifuga-



(2]

_25_
cstben vékony rétegben Nz-el a cs® aljara paroltuk.
A beparolt filmre 1 ml deuterdltvizet Ontdttink. Egy
150 W-os MSE szonikéldéval 10 percig ultrahangozva opti-
kailag tiszta oldatot nyertilink. Ultrahangozas kd&zben a
mintdkat jéggel hiitottlik. Az igy kapott vezikuldk NMR
spektrumadt Dombi Gydrgy tanszéki mérndk vette fel egy

JEOL C-60 MHz magasfelbontboképességii spektrométeren.

Protoplaszt izoldlésa a kolin klorid oldaton nott

Mranovskaja 808-bdl

A protoplaszt izoldldsa Dudits és mtsai mddszerét kévet-
ve tortént, /59/ azzal a mdébdositéssal, hogy a tépolda-
tot 0,5 M szorbitolra cseréltiik. A protoplaszt izolala-
sat félsteril korilmények ko&zdtt végeztik a 8 napig

25 °c-on és tovabbi 8 napig 2 Oc-on n&tt novények leve-
leib8l. /A névények 0,5, 15, 30, 60 mM kolin kloridon |
néttek./ 2 g levelet zsilettpengével kb. 0,5 mm-es sze-
letekre vagtunk. A petri csészében levd szeletekre 20 ml
0,5M glikézt és 1,4 mM CaClz-t tartalmazd oldatot &ntot-
tiink /pH=6,0/. A ndvényszeletek mosasat kétszer ismétel-
tik a fenti oldattal, majd a szeletekre 20 ml sejtfal-
emésztd enzimoldatot Ontdttink. Az oldat Osszetétele:

2% Cellulase "Onozuka" R-10, 0,5% Rhozyme, 1% Pectinase,

3 mM MES, 0,6 mlM NaH,PO 7 mM CaCl

2° 747 2!

/pH=6,4/. A petri csészét légmentesen lezartuk és 6 Oran

0,5 M szorbitol

keresztiil 25 °C-on lassan raztuk. [K6zben fénymikrosz-
kdépon t8bbszdr ellendriztiik a protoplasztok épségét./

Uténa kémcsovekbe sziirtiik 40-45 mikronos acélsziirdn
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és 1000 rpm-mel 3 percig centrifugaltuk. Az ililedéket 3 mM

MES, 0,6 mM NaHzPO 7 mM CaCl 0,5 M szorbitol /[pH=6,4/

4’ 27
Osszetétell oldatban szuszpendaltuk és ujra centrifugdltuk.
Ezutdn az ililedéket a fenti oldat 5 ml-ében szuszpendal-

tuk és megmértilk a ml-enkénti protoplasztok szamat.

Az atlagos kitermelés 5xlO6 protoplaszt/g levél volt.

BSA-hoz k&tdtt spinjeldlt zsirsavak készitése

Az I [/12,3/ és I [1,14/ spinjeldlt sztearinsavat kloro-
formban felvettiik és egy 25 ml-es Erlenmeyer lombik aljira
paroltuk Nz—vel vékony rétegben. Az I [12:3/ jels5ld hasz-
nadlatakor a membran felszinéhez kézeli, az I [1,14/ jeldld
alkalmazé&saval pedig a membré&n hidrofdéb &6vének rendezett-
ségérdl kaptunk informlcidt. A beparolt filmre annyi 5% BSA-t
tartalmazd puffert &ntdttiink, hogy a zsirsav koncentrécid
0,1% legyen. /Ugyanaz a puffer, mint amelyben a protoplasz-
tokat szuszpendaltuk./
A spinjeldlt sztearinsavat a BSA-puffer eleggyel 16
6ran keresztiil inkubaltuk 25 °C-on /enyhén raztuk koz-
ben/. A 16 6ra elteltével minden spinjeldlt zsirsav
BSA-hoz volt kOtve. [Az ESR spektrumon nem volt un. sza-

bad zsirsav jel/ [/52/.

A protoplaszt jeldlése a spinjeldlt sztearinsavval
Az 5 ml protoplaszt szuszpenzidbdl 7,OxlO6 mennyiséqgl
protoplasztot kipipettdztunk, centrifugdltuk és az lile-

déket felvettiik 200 pl pufferben, amely tartalmazta



a BSA-hoz kOtott spinjeldlt sztearinsavat. A proto-
plasztokat 1 6ran at lassu mozgatds k&zben inkubaltuk

a spinjeldlt sztearinsav-BSA komplex oldattal. 1 oOra
elteltével 10 ml puffert pipettaztunk hozza, centri-
fugaltuk 3 percig, 1000 rpm-mal. /Igy az esetleg még
beépliletlen albumin-spinjeldlt sztearinsavat eltavoli-
tottuk./ Centrifugalds utan az liledéket 100 ul puffer-
ben felvettilik, ellen®Griztilk a protoplasztok épségét [52/.
Az ily mdédon jeldlt protoplasztok ESR spektrumdt Horvath
Laszld6, az MTA SzBK Biofizikai Intézet munkatarsa vet-
te fel, 6 szamolta a rendparamétereket, ill. a korrela-

cibs iddket.




VI. AZ EREDMENYEK ISMERTETESE ES ERTEKELESE

1. A zsirsavak és foszfolipidek vizsgalata a fagy-

tlird rozsban és a kiilénbszd érzékenységi buza-

fajtakban

Vizsgélatainkban a rozs /Secale cereale/ Kisavrdai faj-
taja, mely nagfon fagytlird, a Triticum aestivum buzafaj két
nagy télalldésagu buzafajtdja - a Miranovskaja 808 és Bezos-
taja 1 -, valamint 2 nagyon fagyérzékeny fajtdja - a Short
Mexican é&s Penjamo 62 foszfolipid készletét elemeztiik. /Ezen
fajtak fagyérzékenysége a III. tablazatban megtaldlhatd./

a./ Ismeretes, hogy a novények fagyalldsadga egy fajta
esetében sem &llandé érték. Fligg a novény morfoldgiai &lla-
potatdl és mindenekeldtt attdl, hogy a fagyhatds eldtt meny-
nyi ideig és milyen h®mérsékleti viszonyok k&zdtt fejlddstt.
Az irodalom a novények télalldosodasanak legalapvetSbb moz-
zanataul /a lipidanyagcserén beliil/ a membranalkotd lipidek
zsirsavainak telitetlenedését tartotta /8,9/. Vizsgila-
tainkat a télallésitott ndvények leveleib8l kivont lipidek
zsirsavOsszetételének Osszehasonlitasaval kezdtiik. /I. Tab-
ldzat/ A ndvényekben a legnagyobb mennyiségben jelenlevd
zsirsavak a kovetkezdk: linolénsav, palmitinsav, linolsav,

olajsav, sztearinsav. [Ez utdbbi kettd jdéval kevesebb./
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I. Tablazat
Az oktober végétdl januar kOzepéig szant6f81ddn termesztett
[télallésitott/ rozs és buzafajtak szazalékos zsirsavbssze-

tétele

Zsirsavak [%/

16:0 18:0 18:1 18:2 18:3
S. cer.
KISV 16,9 1,9 3,5 12,4 69,2
T. aest.
MIR 11,8 0,5 9,2 12,4 66,2
BEZ 10,7 1,9 6,9 12,3 68,1
Sh. MEX 13,6 1,9 4,8 13,6 66,2
PEN 15,9 1,5 4,2 11,9 66,5

Egyértelmien megéallapithatjuk, hogy a vizsgadlt ndvények
épp a télalldésitott allapotukban nem mutatnak semmilyen 1lé-
nyeges kiilonbséget zsirsavOsszetételiikben. Részletesen ele-
meztiik az Osszes lényeges membranalkotd lipid, igy a fosz-
folipidek és a galaktolipidek, ill. a foszfolipideken beliil
a PC, PA, PE, PG és PI zsirsavOsszetételét. Az eredmények kdz-
1ésétdl eltekintiink, mert hasonldan a télallésitott ndvények
Osszlipidjei zsirsavOsszetételéhez, nincs korrelacid a zsir-

savak telitetlensége és a ndvények fagytiirése kozott.

b./ Megvizsgaltuk ugyanezen ;&vények leveleinek fosz-
folipid&sszetételét is. A legfontosabb foszfolipidek mennyi-

sége a II. Tablazatban lathatd.
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II. Tablazat

A foszfolipidek mennyisége oktdber végétdl janudr kbzepéig

[1977-78] szantd6fdlddn termesztett rozs és buzafajtdkban

Foszfolipidek /mol x 10-7/g levél/

Novény PC PA PE PG PT
S. cer.

KISV 14,0 3,1 5,6 4,1 2,4

T. aest.

MIR 14,5 6,2 5,5 3,1 2,4

BEZ 15,0 5,7 4,5 3,2 3,1

Sh. MEX. 10,3 6,8 4,8 1,6 2,1

PEN 10,1 8,3 4,0 0,8 2,4

A maxim&lisan télalldésitottnak tekinthetd szantdfoldi
novényekben a legnagyobb mennyiségben jelenlevd foszfolipid
a PC. A PC mennyisége kb. masfélszeres a fagytiir6 ndvények-
ben a fagyérzékenyekhez viszonyitva. Magasabb a PG mennyi-
sége is a fagytiirSkben. Feltind, hogy a PA mennyisége az

érzékenység ndvekedésével nd.

c./ Tovabbi vizsgalatainkat meghatarozott program szerint

/homérséklet, fény, paratartalom/ fitotronban nevelt ndvények-
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kel végeztik.

A fitotronban nevelt, =12 Oc-os fagyhatasnak kitett néhany
buzafajta és a rozs foszfolipidtartalmadnak meghatarozasaval
egyértelmiien megdllapithattuk, hogy alacsony hdmérséklet
hatadsara a fagytiiré fajtakban un. "membran augmentéciés; fo-
lyamat jatszodik le. A foszfolipidek halmozdbédasa e folyamat
eredménye a fagytlird fajtdkban. Az 1. Abrabdol lathatjuk, hogy
a foszfolipidek mennyisége kb. 2,5-szer t6bb a fagytlird egye-
dekben a fagyérzékenyekhez képest. Masrészt, a 25 ©c-on n&-
vesztett noOvények foszfolipidtartalma kdzel azonos és a
legkevésbé fagytiird fajtak -12 ©Cc-on mutatott foszfolipid
szintjével azonos. A nagyszamu mérésbdl ugy tinik, hogy a
tulélés és a télallodsitott fagyhatasnak kitett levelek fosz-
folipidtartalma k6z6tt linedris kapcsolat van. A késOb-
biekben még utalunk ré&, hogy a megndvekedett foszfolipidtar—.
talom és kOvetkezményeképpen a nagyobb plazmamembran fel-
szin alapvetden fontos lehet stresszhelyzetben, a viz sejtbdl

extracellularis térbe tOrténd tavozédsanak megkénnyitésében.
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1. Abra

Osszefliggés a rozs és kiilonbozd buzafajtédk [/az anyag és
modszer részben leirt, fitotronban termesztett/ -12 Oc-os
fagyhatast kovetd %-os tulélése és a 25 Yocon 7 napig“
nevelt ill. fitotronban télallésitott és -12 °c-on fa-

gyasztottccilevelek foszfolipidtartalma kozdott.

2. Az alapvetd foszfolipidek hidrolizisének mértéke

- mint médszer - a fagytlirés tesztelésére

A kOvetkez® vizsgalatokkal célunk kettds volt. Va-
laszt adni arra a kérdésre, hogy a -12 OCc-ra tdrténd lassu
lehlités soran mely foszfolipidek szintje, ill. ardnya ndtt

a fagytiird fajtakban. Masrészt, a membrankarosodas termékei



fellelhetdk-e ilyen hdmérséklet hatésa utan.

A III. Tébléazatban lathatd, hogy a ndvények a tulélés
novekedésével parhuzamosan voltak képesek megtartani - a
nyilvdn mar stresszhelyzet eldtt is eltérd - PC szintet.

A fagytlird egyedek kdzel négyszer annyi PC-t tartalmaztak,
mint a fagyérzékeny fajtadk. Nemcsak a PC abszolut szintje,
hanem az Osszfoszfolipidek %-&ban kifejezett PC értékek is
magasabbak a fagytiird fajtadkban. A PA abszolut mennyisége
minden névényben kb. azonos érték. Mivel az érzékeny né-
vények sokkal kevesebb foszfolipidet tartalmaztak leveleik-
ben, mint a fagytird térsaik, ez a PA allanddésag relativ
PA n&vekedést jelent az érzékeny noévényekben. A PA/PC ha-
nyadossal jellemezhetjﬁk a membrdnok "jbésagat". A tulélés
névekedésével ez a hanyados rohamosan csdkken, tehat a
fagytiir6 fajtak membranjainak tulajdonsaga sokkal kedve-
z8bb, mint az érzékeny fajtdké. A PE %-0s mennyisége szin-
tén kdzel ugyanaz minden ndvényben.

Ha a télalldésitott levelekben levd kiil6nbség membran-
jaik eltérd mindségével magyardzhatd, ugy fagystressz soran
membranjaik eltérd mértékben karosodnak és kildnbdzd ideig
képesek megbrizni membranjaik "integritasat".

A kisérletsorozat elején emlitett, szantdé6fs1ddén tél-
alldésitott rozs- és buzafajtak PA/PC aranyanak véltozését‘
kovettiik -15 °C-on kb 10 oC/perc sebességli fagyasztas uﬁén.

/2. Abral/

-
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Tablazat

Egy rozs,valamint kiilonb6zd buzafajok és fajtdk tulélése

/%], tovabba a PC és PA mennyisége, ezek aré&nya PA/PC és

a PC és PE Osszfoszfolipidek %-&ban kifejezett értékei

-12 °c-os fagyhatas utéan

N&vény

T. aest.

Tobari 66
Penjamo 62
Short Mex.

T. turgidum

Genetile

T. aest.
Sieta Cerros

San Pastore

T. turgidum

Buccale

T. aest.
Karstein
Odessza 51
Kastiszka
Bezostaja 1
Kavkaz

Miranov. 808

Tulélés

oo

15,2
43,8

51,2

66,7
77,0
80,2
92,7
95,0
97,5

Secale cereale

Kisvardai

98,5

PC

10,8

PA

PA/PC
mol x 10_7/g levél

1,49
1,25
1,11

1,05

1,00
0,77

0,68

0,59
0,59
0,58
0,57
0,47
0,45

0,43

PC

22,3
20,5
21,0

23,9

22,3
31,8

33,0

31,1
29,5
29,7
30,1
32,1

32,0

33,9

oo

PE

23,8
26,7
22,8

21,9

21,7
22,3

24,9

25,3
23,6
22,8
21,4
24,4
21,3

23,6
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A foszfatidsav felhalmozdédas a télallédsitott rozsban és bu-
! e 4 2 A U
zafajtakban -15 Oc-on az idd fliggvényében ..PEN, S R MBS
] ] Q0 AA
BEZ, MIR, Seccen

A vizsgalt novények PA/PC aréanya fokozatosan ndtt a
hidegkezelés iddtartamaval. A PA felhalmoz6das a PC karara
forditottan aradnyos a ndvények fagytiird képességével. Ez a
16 6ras hidegkezelésnél volt a legnyilvanvalodbb; hosszabb
ideig tartdé hideghatdsra a PA/PC arany ismét kisebb lett.

A felszaporodas lelassulésa részben a prekurzorok kimeriilésé-



nek, részben a PA mas komponensekké /LPA, stb./ vald to-
vabbalakulasanak tulajdonithatd. Az utdbbi feltételezés

alatamasztasara nincs direkt bizonyitékunk.

3. A lipidek NMR spektroszképiads vizsgadlata

A lipidekkgl folytatott nagyfelbontdéképességlii NMR
spektroszkdpids vizsgadlatok vélja kettds volt:

a./ Olyan modellrendszerek tanulmanyozésa, melyek se-
gitségével kozvetlenil demonstralhatd, hogy a lipidek zsir-
savjainak telitetlensége, tovdbbé& az azonos telitettségi
és lanchosszusagu zsirsavak esetében a lipidek fejcsoport-
ja&nak mindsége egy adott hOmérsékleten miképpen hat a mo-
lekulék mozgékonysagara.

b./ Klilonb6zd hdmérsékleteken ndvesztett MIR és PEN
foszfolipidjeibdl készitett vezikuldk spektrumanak Osszeha-
sonlitasa az alkillanc mozgékonysag szempontjabdl.

A 3. Abran észterkdtésben két palmitinsavat tartalmazd
foszfatidilkolin /DPPC/ - melynek fazistranzicids hoémérsék-
lete 41,5 °c - vezikuldinak spektruma lathatd. Az &bran jél

latszik, hogy a molekula fejcsoportjanak [N/CH §=3,2 ppm/

3/3
és alkillancéanak / /CHZ/n’ §=1,3 ppm ill. CH3, §=0,8 ppm/
mozgékonysdga nagysagrendekkel nagyobb, ha a lipideket

tranzicids hoOmérsékletiiknél magasabb hOmérsékleteken vizs-

gédljuk. /A jel intenzitdsa egyenesen és szélessége fordi-

tottan aradnyos a mikroviszkozitassal, amint az eldz6 feje-



zetben leirtuk./
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3. Abra

DPPC deuteralt vizben készitett vezikuldinak NMR spektruma
s o
258 esES5OFNEon

A kOvetkezd abran /4. Abra/ a részben telitetlen zsir-
savakkal észterezett tojaslecitin és DPPC spektrumat vetet-
tiik 8ssze 25 °C-on. A telitetlen zsirsavak molekuldris ren-
dezetlenséget ndveld hatéasa mind a fejcsoport, mind az al-

killanc jelének OSsszehasonlitéasabdl kitinik.
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4. Abra

Tojaslecitin és DPPE deuteralt vizzel készitett vezikulainak

NMR spektruma 25 ®c-on

Abban az esetben, ha a foszfolipidek azonos zsirsavak-
kal észterezettek, de a fejcsoportjuk eltérd, markans kil-
16nbségek lathatdk az alkillanc fluiditasdban. /5. Abra/

A DPPEzsirsavjainak mozgasa még 70 OC--on is szinte teljesen
gatolt, mobilitadsa meg sem k&zeliti a DPPC 50 OC-on, vagy a
tojaslecitin 25 Oc-on mérhetd &rtékeit. A DPPE molekuldinak
primer aminja merdben mas tulajdonsagot ad a molekuléanak,
mint a DpPC kvaterner nitrogénjének jelenléte. /A DPPE fej-
csoportjanak kisebb térkitdltése miatt a membran pakoltsa-

ga nagyobb, a zsirsavak mozgastere kisebb./
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5. Abra

DPPC és DPPE deuteralt vizben képzett vezikuldinak NMR
spektruma 50, ill. 70 °C-on

A n6vények membrénfoszfolipidjei kozdtt taldalhatd PC
és PE [/a plazmamembran f& lipidkomponensei/ aranya és teli-
tetlensége, amint azt a fenti modellrendszerrel is bizonyi-
tottuk, alapvetden fontos tényezdje a membranok fluiditasa-
nak- és ezen keresztiil a fagyalldésdgdnak. A fenti rendszer
alkalmasnak bizonyult arra is, hogy segitségével a ndvények
fosifolipidjeinek alkillanc mozgékonysagat megitéljiik és a
kapott kép alapjéan O6sszehasonlitésokat tegyiink. A 25 ©c-on
7 napig nevelt MIR és PEN izolalt foszfolipidjei alkillanc

mozgékonysagat szemlélteti a 6. abra.
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6. Abra

1. napig. 29 ©c-on nevelt MIR és PEN foszfolipidjeinek deute-
ralt vizben készitett vezikuldinak NMR spektrumrészlete
50 OC-—on
/|Fent: MIR; alatta: PEN/

A kiilénbdzd fejcsoportok és a foszfolipidekbe észte-
rezett zsirsavak telitetlenségi allapotédnak k&zds hatasa jol
lemérhetd a spektrumok alkilladnc régidinak Osszevetésébdl.
/A novények foszfolipidjei spektruma 2 ppm-nél nagyobb tar-
tomanyanak elemzésétdl - a sokkomponensii rendszer bonyo-

lultsaga miatt - eltekintettiink. A 25 ©C-on nevelt 7 napos



ndvények foszfolipidjei alkillanc mozgékonysédga nem kiildn-
bdzik. [/Azonos zsirsav- és foszfolipid Osszetétel./

A kdvetkezd abran /7. Abra/ a télalldésitéds utan 6 o6ran ke-
resztiil -12 °C-on tartott MIR és PEN foszfolipidjei veziku-

lainak NMR spektrumrészlete lathato.

e

2 1 0
(PPM)
7. Abra

A té14116sitas utadn 6 d6ran keresztiil -12 °C-on tartott MIR
és PEN leveleinek foszfolipidjeibd®l deuterdlt vizben ké-
szitett vezikuldk NMR spektrumrészlete
/|Fent: MIR; alul: PEN/
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Az abrabdl kitinik, hogy az emlitett fagyhatas utadn a MIR
foszfolipidek zsirsavjai a stresszhelyzetet kSvetden nagyobb
mozgékonysaguak, mint a PEN-é. A jelenség hatterében - mivel
izolalt foszfolipidekrdl van szb6 -, és kizartak a foszfolipid-
egyéb lipid, foszfolipid-fehérje, ill. a foszfolipid-ion k&l-
csbnhatasok - a kozel azonos zsirsavisszetételekbdl itélve
csakis a komponensek eltérd ardnya, azaz a mar ismertetett

fejcsoport hatds &ll. Ez a fejcsoport hatéas a fagyalld faj-

tdk PC tdbbletével joél magyardzhatd és hangsulyozza a PC

kulcsszerepét.

4., Kisérletek a foszfatidilkolin szintjének ndvelésére

a Miranovskaja 808-ban

Az eddigi kisérleteink egyik legnyilvanvaldbb eredmé-
nyeként azt allapithattuk meg, hogy a fagytlird buzafajtak
a télalldésodas sorén megndvelik foszfolipidjeik mennyiségét,
és a plazmamembran egyik legfontosabb polaros lipidjének, a
PC-nek szintje megemelkedik. Kézenfekvd tehat, hogy a fagy-
4l116sadg mesterséges indukalaséanak legcélszeriibb mdédjaul e fosz-
folipid mennyiségének kedvezd megvaltoztatasat tiliztik ki
célul.

Tobb kisérlettel igazoltuk, hogy a buzak mind a levelei-
ken, mind gydkeriikdon keresztiil felveszik a kolint /[esetlink-

14

ben kolinklorid formadban/. A C jelzett CC aktivitasanak

elhanyagolhatéan kis %$-a /1-2%/ a LPC-ben, a f& tSbbsége a



PC-ben volt mérhetd inkubalas utan a lipidek extraktjabdl.
Nagy mennyiségl CC felvételéhez [az anyag és mbédszer rész-
ben leirtak szerint/ a csapvizben feloldott CC O, 5, 15, 30,
60 mM-os oldatait haszndltuk. A 25 °C-on 7 napig kiilénb&zd
koncentradcidju CC oldaton ndvesztett MIR levelein észlelhetd
legszembetiinGbb valtozas a ndvekedés gatlddas, amely a na-

gyobb koncentracidknidl egyre kifejezettebb /8. Abra/.

8 Abra

0, 5, 15, 30, 60 mM CC oldatok hat&sa a MIR /7 napig 25 °C-

on termesztett/ ndvekedésére

A gyakorlatban szamos ndvekedésgatld anyag ismeretes.
Néhany retardans kémiai felépitésében is van k&zOs vonas;

éspedig az a kvaterner nitrogén, ill. trimetil ammdénium



csoport, amely az ismert kldérkolinkloridban /CCC/ is meg-
taldlhaté.

A O, 5, 15, 30, 60 mM CC oldatok foszfolipid &sszeté-
telre kifejtett hatadsadt harom kisérletben vizsgaltuk
/V. Tablazat/. A novények egy csoportja 8 napig 25 ©c-on
ndtt; egy masik csoport ezutan ujabb 8 napig 2 ©c-on ndtt
tovabb, ill. egy harmadik csoport 16 napig ndtt 25 ©c-on.
Egy olyan kisérletet is végeztiink, amelyben a 25 ©c-on
15 mM CC-n ndvesztett ndvények gySkerérdl 8 nap utan ledn-
tdttik az oldatot és helyette csapvizet tettiink, majd a nd-
vények 2 ©c-on igy ujabb 8 napot t&ltottek.

Amint az varhatd volt, a MIR foszfolipid 6sszetétéle
mind a négy kezeléstipus hatdsara megvaltozott. A valtoza-
sok lényegében minden esetben azonos jellegiek voltak;
megndvekedett a PC szintje és ezzel parhuzamosan csbkkent
a PA %$-os mennyisége. [A novények Osszfoszfolipid szintje
a klilonbdzd kezelések uté&n nem valtozott./ Az is megdllapit-
haté az V. Tablazatbdl, hogy azonos CC koncentracidknal a
hidegkezelés okozott legjelentdsebb PC szint emelkedést.

A 8 napig 25 ©c-on és tovabbi 8 napig 2 OCc-on t3rténd neve-
lés kdzel 20%-kal magasabb PC %$-hoz vezetett, szemben a vé-
gig 25 OC-on t5rténd neveléssel. Lényegében a végig melegen
novesztett /15 mM CC/ novény [V. Tablazat: c. pont/ %-os

PC értékével azonos szémszerien is a 8 napig 25 ©c-on 15 mM
CC-n, majd ujabb 8 napig 2 ©c-on csapvizen nevelt MIR meg-

feleld PC %-0s értéke. A novény tehdt igen erGsen reagal a
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V. Tablazat

A MIR foszfolipid &sszetétele klilénb6z8 koncentracidju CC
oldatokon nevelve: a, 8 napig 25 OC—on, b, 8 napig 25 ©c-on
és tovabbi 8 napig 2 °C-on, ¢, 16 napig 25 °c-on, d, 15 mM

CC-n 8 napig 25 OCc-on és tovabbi 8 napig csapvizen 2 Oc-on

Kezelés Foszfolipidek /%/

/mM CC/ PA PC PI PE+PG DPG

a, 0 30,6 24,2 9,2 27,6 8,3
5 28,4 28,1 9,2 25,6 7,6

15 27,6 29,9 10,3 24,7 7,5

30 24,0 31,4 9,9 28,1 6,5

60 19,6 42,4 9,3 21,3 7,4

b, 0 35,6 24,6 4,4 29,7 5,7
5 26,5 31,6 6,6 30,6 4,6

15 17,7 41,6 7,7 29,2 3,8

30 10,9 42,5 9,9 31,1 5,6

60 ‘ 9,3 47,8 10,9 26,9 5,1

c, 0 43,7 20,8 8,5 23,8 3,2
5 38,2 22,1 6,9 25,9 6,8

15 25,4 23,6 11,3 35,2 5,1

30 14,7 42,1 13,4 24,8 -

60 16,5 43,8 11,6 23,6 4,4

d, 15 38,9 23,3 6,5 27,3 3,0



L

"homérséklet-kényszerre" CC jelenlétében, am CC tavol-
1étében igyekszik "elfelejteni" elGéletét - azaz az afi-
zioldgids PC szintet membranjaiban.

A CC felvétel és PC-vé alakitas homérsékletfliggésének

€s mechanizmusénak mélyebb megértésében segit a 9. Abra.

20

g-levél

Mol x 10”7 PC

9. Abra

A PC és PA abszolut mennyiségei a 8 napig 25 °c-on és

00 ,AA o0, AL

, ill. a 16 napig 25 °c-on
0, 5, 15, 30, 60 mM CC oldaton novesztett MIR leveleiben

tovabbi 8 napig 2 °c-on

Az abrabdl kitlinik, hogy minden egyes CC koncentracidénal a
ndvény kevesebb PC-t készit 25 OC—on, mint alacsony homérsék-
leten. A kildnbségek mar alapallapotban, azaz CC tavollété-

ben lathatdék. Valdésziniinek latszik, hogy kellden nagy kon-
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centracidknal "telitddés" van, hOmérséklettdl fliggetleniil.

A 15-30 mM CC jelenlétében szintetizalt 14-16 mol x 10—7

/g
lev. PC szint azonos a szantdé6foldrdl szarmazd, télalldsi-
tott 8-10 hetes MIR és a t&bbi fagytird buza PC tartalma-
val. A 9. Abran a kétféle hOGmérséklet utan mért PA tartal-
mat is feltintettik a kilénb&zd CC koncentracidknal. vald-
szinlinek latszik, hogy a PC diglicerid-része /legalabbis
tobbségében/ a mar meglevd PA-bOl szarmazik; bar allitdsun-
kat csak a kiilonbozd neutralis lipidekre vonatkozd méré-
sekkel tehetjiik teljesen egyértelmivé.

Lathatjuk, hogy a kolinfelvétellel a ndvény a CC kon-
centracidotbl és hOmérséklettdl fliggden eredeti foszfolipid
Osszetételét megvadltoztatja. Ha feltételezzilk, hogy a kildn-
b6z8 szervezetek membrénjai a szervezet kilonbdzd szinti és
mértékli adaptacids képessége révén minden koriilmények kdzdtt
a novény szamara legkedvez®bb fizikai-kémiai &llapot el-
érésére és megtartasara tdrekszenek, kézenfekvd felvetniink
a kovetkezbket:

1. Vajon a megvaltozott foszfolipid Osszetétel - amely mint
az NMR spektroszképids vizsgalatokbdl egyértelmiilen ki-
tiint, nagymértékben befolydsolja a zsirsavak alkillanca-
nak mozgékonysdgat - mennyire felel meg a j6l adapt&ldods,
j6 fagytlird MIR-nek? Mas szbval; az abnormalisan magas PC
szintet és ebbdl eredden a membran tulfluidizaltsiagat

képes-e a nbvény kompenzalni?



2. A plazmamembridn - amely eleve magas foszfolipid és fo-
leg PC tartalmu, igy kolinfelvétellel minGsége draszti-
kusan megvaltozott - mikroviszkozités-valtozdsa mér-
hetd-e?

3. A kolinfelvétel megndvelte a PC szintet, ami nagyobb moz-
gékonysagu membrant eredményezett. Vajon a nagyobb flui-
ditasszint Onmagaban elvezethet-e a fagyalldésag ndveke-
déshez? Azaz> a természetes kOriilmények k&zdtt 4-6 hétig
tartd télallositas [/amely méréseink szerint a membranok
mikroviszkozitasanak csodkkenéséhez vezet/ iddben rdvidithe-

t6-e a fluiditasszint mesterséges ndvelésével?

Az els® kérdésre mindenekeldtt a zsirsavak elemzésébdl
nyert adatok alapjan kerestiink helyes valaszt. Amint a VI.
Tablazatban lathatd, az eldzdekben ismertetett kiilénbdzd
kisérleti korilmények kozott a ndvények Osszlipidjei zsir-
saviOsszetételét vizsgadltuk a kiilonbdzd koncentracidk filigg-
vényében. Megdllapithatjuk, hogy a zsirsavak %-os aranya
lényegesen nem valtozik a kezelések sorén.

Az irodalombdél ismeretes, hogy a plazmamembréan lipid-
jeinek tObbsége foszfolipid /PC, PE/, mig a kloroplasztisz
zsirszerl anyagainak jelentds részét a legtelitetlenebb
zsirsavakkal észterezett galaktolipidek alkotjak. Erdemes-
nek latszott, hogy a foszfolipidek, a PC, ill. a galakto-
lipidek /MGDG, DGDG/ zsirsavOsszetételét kiilén is megvizs-

galjuk [/VII. Téablazat/.
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VI. Tablazat

0, 5, 15, 30, 60 mM CC hatadsa a MIR levelek &sszlipidjei
zsirsavosszetételére a kiildénbzd kezelések soran /a, b, ¢,
d; lasd az V . Tablazat!/

Kezelés Zsirsav [%/

/mM CC/ 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3

a, ) 16,4 1,1 3,7 19,4 59,5
5 16,2 1,2 3,7 20,2 58,7

15 15,9 0,8 4,3 20,5 58,5

30 17,0 0,8 5,0 18,7 58,4

60 20,2 2,1 5,2 23,4 49,2

b, 0] 16,6 0,8 3,8 19,2 59,5
5 13,8 1,1 6,0 17,1 61,2

15 16,0 0,8 2,5 15,3 65,3

30 17,7 1,1 3,1 14,5 63,7

60 19,1 4,1 6,1 14,5 56,3

c, 0] 15,6 0,7 3,3 18,9 61,4
5 16,3 1,3 2,6 16,1 63,7

15 14,7 0,6 3,0 19,8 65,0

30 19,7 1,3 5,0 17,4 56,6

60 16,6 1,4 4,4 18,7 59,5

d, 15 15,2 1,3 4,1 22,6 56,8
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VII. Tablazat

Osszfoszfolipidek, PC, MGDG és DGDG %~o0s zsirsavOssze-
tétele a 25 °C-on 8 napig +2 ©Cc-on tovabbi 8 napig csap-
vizen, ill. 15 mM CC-n nevelt MIR leveleibdl

Lipid Kezelés Zsirsav 1%/
/mM CC/ 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3
Ossz-
lipid 15 38,4 1,0 3,5 27,8 29,3
PC 0 25,1 3,4 7,3 39,8 24,4
15 39,9 7,0 11,0 28,8 13,2
MGDG 0 6,1 1,1 3,6 14,5 74,2
15 24,0 1,4 2,6 14,1 57,9
DGDG 0 27,2 1,8 1,3 8,6 61,2
15 13,0 1,7 1,2 10,6 73,5

A vizsgdlatokat a 15 mM CC-n felndvd MIR leveleken végez-
tik. A foszfolipidek és elsdsorban a PC ugyanis, - amint
az irodalmi attekintés részben mar emlitettilk - kdzvet-
len szerepet jatszik a kloroplasztisz galaktolipidjeinek
telitetlen zsirsavakkal vald ellatasdban. A folyamat oly
médon t&rténik, hogy a PC-ben észterezett olajsav - t&bb-
féle elképzelés szerint - 1linolsavva telitetlenddik,
magan a PC molekuldn és ez a linolsav linolénsavva teli-

tetlenedve jelenik meg a galaktolipidek zsirsavkészletében.
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[Jelzett olajsav PC-be tOrténd felvételét, fokozatos te-
litetlenddését,majd galaktolipidekbe tOrténd beéplilését
buzékban alacsony hémérsékleteken mi is kimértiik. /

A VII. Tablazat nagyon jelentds valtozasokat mutat és jel-
zi, hogy az Osszlipidek zsirsavdsszetételének valtozat-
lansaga téves ko&vetkeztetések levondsara késztethet, és

az egyes lipidféleségek zsirsavOsszetételének elemzésével
kaphatunk helyes képet a PC felszaporodas hatasarol.

Az Osszlipideknek kb. 50 %$-&t kitevd galaktolipidek a klo-
roplasztisz lipidkomponensei, a plazmamembran [amely az
Ossz membranlipideknek kb 10 %-at tartalmazza/ £fdként
foszfolipidekb®l all. A tablazatbdl kitinik, hogy a fosz-
folipidek keveréke kevesebb 1l8:3-at és t&bb 18:2-t, mig a
PC mind 18:2-bdl, mind pedig 18:3-b6l kb. 10 %-kal keve-
sebbet tartalmaz CC kezelés utdn. Eltér a kétféle galakto-
lipid zsirsavOsszetétele is; az MGDG telitettebb, a DGDG
telitetlenebb, mint a kontroll. Kovetkeztetésként megalla-
pithatjuk, hogy a kolinfelvétel sokkal nagyobb mértéki
valtozasokat eredményezett a lipidanyagcserében, mint azt
el6z0leg feltételeztiik; tovabba, hogy a fentiekbdl ugy
tinik, a plazmamembran foszfolipidjei a mozgékonyabba valt
fejcsoport fluidizald hatasat a molekuldk alkillancainak

keményitésével részben kompenzaljéak.
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5. Fluiditas mérés a megndvekedett PC tartalmu ndvény

plazmamembranjaban

A plazmamembran izoldldsa n&vényekbdl nehézkes és bi-
zonytalan eljaras. Ugyanakkor - mint madr hangsulyoztuk -
a névény alacsony hOmérsékleteket tuléld képessége szem-
pontjabdl éppen ennek a strukturdnak az épsége az egyik leg-
fontosabb ténfez6. Az irodalombdél t&bb indirekt fizikai
mérombédszer ismeretes a klilénbdzd membrdnok polaros, vagy
hidrofdéb 6ve mikroviszkozitasanak mérésére. Ezek kozil az
egyik legdltalanosabb az un. spinjeldlt zsirsavak mddszere.
Ha egy modell vagy in vivo membranrendszer lipid&vének moz-
gékonysagi viszonyait kivanjuk feltérképezni [tengely koriili
forgas, laterdlis diffuzid, flip-flop mozgéds stb./, e célra
a rendszerrel legnagyobb analdgidt mutatd zsirsavjeldldk a
legalkalmasabbak. Elhelyezkedésiik a membranok hidrofdéb &vé-
ben azonos az észterezett zsirsavak orientacidéjaval, més-
részt a parositatlan elektront tartalmazd nitroxid /mds néven
doxyl/ gyliri a zsirsavlanc minden egyes C atomjara szubszti-
tudlhatdé. A spinjeldlt zsirsavak nemzetk&zi megallapodés sze-—

rinti altalanos képlete: I/m,n/

CH3-/CH2/m—C-/CH2/n-COOH



A spektrum - amely a magneses térer6sség fliggvényében a
rezonanciahelyeken mért abszorpcibértékek elsd differen-
cidlhanyadosa - elemzésébdl még a membranok kiilénbdzd
mélységeinek mikroviszkozitdsara is kdvetkeztetni tudunk.

A spinjeldlt zsirsavak izolalt protoplaszt plazmamembranba
torténd bevitelét sikerrel megoldottuk. A mintdk ESR spekt-
rumdnak elemzésébdl az un. rendparaméter /[ SA / 1i1l. rota-
cibds korreldcids idd |/ T | értékei szamithatdk, melyek kdz-
vetlen kapcsolatba hozhatdk a gydk kérnyezete altal meg-
szabott mozgékonysdgi viszonyokkal /minél nagyobb a szam,
anndl merevebb a membran/. Természetesen feltételezhetjiik,
hogy a membranokba juttatott zsirsavjeldldk - mint &lta-
ldban a szabad zsirsavak - karboxil-csoportjukkal a fosz-
folipidek glicerol &véhez kapcsolddva "usznak" az észtere-
zett zsirsavak kozdtt, tSbbé-kevésbé azok alkillancaval
parhuzamosan elhelyezkedve.

Kisérleteink célja az volt, hogy a membranok &sszeté-
telének megvaltozasat eredményezd izoterm beavatkozas kdz-
vetlen, mikroviszkozitds valtozédsban megnyilvanuldé hatasat
- annak jellegét és mértékét - a zsirsavdvben meghataroz-
zuk. A lancmozgékonysag az eredetileg un. all-transz &allapot-
ban levd alkillanc C-C k&tés mentén tOrténd és un. transz-
gauche atmeneteket eredményezd csavarodasaival, ill. ezek

el6fordulasanak valdszinliségével ardnyos. Ezen atmenetek - -

valdészinlisége a fejcsoporttdl tavolodva nd. A telitetlen
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zsirsavak kett®&s kotései cisz térallasuak, e térdllas miatt

a molekuldk nagyobb térigényliek. Emiatt a nagyobb térigény mi-
att a szomszédos zsirsavmolekuldkon a fentebb emlitett atme-
netek nagyobb valdszinliséggel jonnek létre, vagyis a telitet-
len rendszerek mozgékonysédga nagyobb. E mozgékonysag azonban
fligg a foszfolipidek fejcsoportjanak mindségétdl is - amint
azt az irodalmi adatok és a k&zdlt NMR spektrumok is bizo-
nyitottdk. E mozgékonys&gi viszonyok egy lipid kettOsréte-
gen beliil vertikdlisan is valamilyen gradiens mentén val-
toznak, am a mozgékonysagi viszonyok ereddjeként egy fosz-
folipid vagy foszfolipid keverék jo6l definidlt tranzicids
hdmérséklettel jellemezhetd, amely hdmérséklet alatt e fo-
lyadékkristélyos &llapottal egylittjard mozgékonysag meg-
sziinik és a rendszer az un. szilard-gél strukturaba megy

at, mozgékonysaga O.

Vizsgadlatainkat a PC képzés szempontjadbdl legered-
ményesebb /25 °c 8 nap + 2 °c s nap/ kolinfelvételi ki-
sérletekkel végeztiik. A klilonb6zd CC koncentracidju olda-
tokon ndtt MIR leveleibdl nyert protoplasztok plazmamembran-—
jai lipiddvének rendezettségét tiikrdzi a 10/a, b, c abra.

A 10/a abran a 25 °c 8 napig + 2 °c 8 napig termesztett
MIR leveleinek O6sszfoszfolipidjei 100 %-aban adtuk meg a
PC tartalmat a CC koncentracid filiggvényében. A ndvények
plazmamembranjaiban a PC-t tekintve feltehetden ugyanilyen

mértéki ardnyvaltozas megy végbe, és amint arra az eldbbi-
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ekben kovetkeztettiink, a fejcsoport régid megndvekedett
fluiditasat /az adott hdmérsékleten optiméalis fluidités
szint bedllitiasa céljabdél/ a ndvény esetleg a foszfolipi-

dek zsirsavjai segitségével kompenzélja.

% PC

60

mM CC

1l0/a Ebra

A PC % valtozas 0, 5, 15, 30, 60 mM CC oldaton novesztett
/8 nap 25 °c + 8 nap 2 OC/ MIR leveleiben

Elképzeléseink bizonyitéka a 10/b, c a&bra. A fejcsoporttdl
legtavolabb - I /1,14/ spinjeldld- aranyosan a PC % ndve-
kedésével nd a plazmamembran rendezettsége /10/b Abra/.

Kbzelebb az egyre nagyobb mozgékonysdgu fejcsoporthoz, a
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kompenzacidé majdnem a fele, sOt kisebb CC koncentraciodnéal
mikroviszkozitds csOkkenést mértiink. /10/c Abra/ Az I
/12,3/ jelbld a fejcsoporthoz k&ézeli régid mikroviszkozi-
tasard6l ad informacidt. [/Ezekbdl a rendparaméterekbdl jol
latszik, hogy a fejcsoporttdl téavolabb a rendparaméter jo-
val kisebb, mint ahhoz k&zel, vagyis a fejcsoporttdl tavo-

lodva a fluiditas egyre nagyobb./

0.160}
0.140
<
%)
0.120f o
L. . ; .
0 5 15 30 60
mM CC
10/b Abra

A rendparaméterek a fentiek szerint nevelt MIR
protoplaszt plazmamembranjaban I [/1,14/ jeldld alkalma-

zasakor
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A rendparaméterek / SA | értékeinek vadltozasa a CC kezelt
MIR protoplaszt plazmamembranjaban I /12,3/ jeldld alkalma-

zasakor

Az eddigiekbdl egyértelmiien megallapithatjuk, hogy
az abnormdlisan magas PC szint fluidizaldé hatdsat a ndvény
a zsirsavak telitésével igyekszik kompenzalni. A bedlli-
tott technika segitségével a jovOben azokra a tovabbi és
érdekes kérdésekre is valaszolhatunk, hogy a kompenzacid
nagysaga hogyan fligg a homérséklettdl, az egyes fajtak erede-

ti fagyallésagatdl stb.



6. Mesterséges fagyalldsadg indukcid

A ndvények hideg- és fagytlird képességének megdllapi-
tasara iranyuld kisérletek egyik célja az volt, hogy a nyert
ismeretek birtokdban ugy mddositsuk azokat a névény szamara
kadrt nem okozd beavatkozassal, hogy az alacsony hdmérsékle-
teket tlird képességlik fokozddjék.

Adataink bizonyitotték, hogy a legeredményesebb beavat-
kozasok a membranlipidek, els®sorban a plazmamembran alkotd
foszfolipidek mennyisége és f6leg aranya megvaltoztatasanak
irdnyabanvarhatodk.

A fagyalldsag megvaltoztatasanak - vagyis elképze-
léseink szerint mindenekeldtt a plazmamembran lipid&ssze-
tétele megvaltoztatasanak - egyik formédja, amint azt bi-
zonyitottuk kisérleteinkkel, az aminoalkoholos kezelés
volt. A vizoldékony aminoalkohol felszivbédasa nem itkdzott
nehézségekbe: beépiilése a PC-be ugyanakkor lényegesen meg-
valtoztatta a foszfolipidek arédnyat a kontroll ndvények-
hez képest. A PC megndvekedett szintjével parhuzamosan
- laboratériumi kérilmények k&zdtt- a MIR leveleinek fagy-
4116sadga egy adott hlitési sebességnél megndtt. Az eredmé-
nyeket a VIII. Tablazatban foglaltuk Ossze.

A VIII. Tablazatbdl a kovetkezdket &allapithatjuk meg:

a 25 °c-on nevelt [egyébként kivaldé télalldésagu/ MIR -2 °c

k6ril megfagy. [Nem valtozik a fagytlirdképessége akkor sem,



ha tovabbi néhé&ny napig szobahdn tovabb nd a ndvény./

VIII. Tablazat

Fagyalldésag értékek /LHSO/ 2 OC/éra hiitési sebességnél a
kiilonb6zd ideig 25 Oc-on vagy ezt kdvetden 2 ©c-on tartott
MIR leveleiben. A n&vények csapvizen, vagy 15 mM CC oldaton,
ill. f&ldben ndttek.

Kezelés LHSO / °c /
25 oC, 8 nap, csapviz - 2,2
25 °c, 8 nap, 15 mM CC - 12,3
25 oC, 8 nap +2 oC, 8 nap csapviz - 7,3
25 °c, 8 nap +2 °C 8 nap, 15 mM CC - 13,7
25 °C, 8 nap +42 nap edzés f&ld - 12,5
25 oC, 8 nap 15 mM CC + 2 oC, 8 nap viz - 9,7

Ha a 25 °C-on vald ndvesztést alacsony hOmérsékleten [2 OC/
folytattuk /végig csapvizen/, 8 nap alatt -7,3 OC—ra,

42 nap alatt pedig /fdldben/ -12,5 Oc-ra ndtt a levelek fagy-
tlirése. Ezek a mérések jbé Osszhangban vannak a MIR termé-
szetes koOrililmények k&zdtt tapasztalhatd tiirSképességével;

meg kell azonban jegyeznlink, hogy a természetben igen ritka

az ilyen gyors hdmérsékletcsdkkenés. Masrészt a vizkultu-

rds viszonyok pl. éppen a ndvények vizhéztartisanak meg-
vadltoztatasaval nem tekinthetdk minden szempontbdl Sssze-
vethetdnek a f&ldbe liltetett ndvényekkel.

Alapvetden megvaltozott a helyzet, ha a ndvények CC
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jelenlétében ndttek. A 25 °c-on 8 napig 15 mM CC-n ter-
mesztett MIR fagyadlldsaga lényegében eléri a 6 hétig CC
nélklil nevelt, maximédlisan edzett egyedek tilirSképességét.
A MIR akkor mutat legnagyobb tulélést, ha néhdny napig

2 OC-on tartjuk 15 mM CC oldaton. Ez az érték csdkken,

ha a CC el&kezelést 25 °C 8 nap utdn csapvizes ndvesztés
valtja fel, bar még mindig nagyobb, mintha a ndvények
ugyanilyen hd&mérsékleteken, de végig csapvizen ndnek

/[ -9,7 °¢c /. Ezzel a kisérlettel sikerililt bebizonyitanunk,
hogy az exogén CC nyoman megndvekedett PC szint a kezelés
utdn /[annak megsziintetésével/ rdvidesen fiziolbgiads érték-
re 411 be. Masrészt, hogy a megndvekedett fagyalldsag
részleges felejtése mbgdtt olyan hatdsok is huzddnak, ame-
lyeket szintén a CC bevitel hozott létre, de nem a meg-
valtozott PC tartalommal fliggnek Ossze, hanem valamilyen
CC prekurzort igényld més anyag magasabb intracellulédris
szintjével. TObb elképzelésiink k&zil a feltehetden gibbe-
rellin cs&kkenést okozd hatast kell kiemelniink, miutén
tobb olyan gibberellin gatld retardans ismeretes az iro-
dalombdl, amelyek trimetil csoportot [pl. CCC/ mint

k6z6s molekularészletet tartalmazzak.



VII. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

A télallositott buzafajtdk membranlipidjeinek és fagy-

tiirésének kapcsolatardl eredményeink alapjan a kdvetkezdket

&llapithatjuk meg:

1.

2.

Az eltérd télalldosagu buzafajtak leveleinek zsirsav-
Osszetétele nem kiilonbdzdtt. Ha egy 25 Oc-on 7 napig

nevelt buzafajta a levelének zsirsavisszetételét /[nem
k6z0lt kisérletek/ hasonlitjuk Ossze a télalldésitott

azonos levelek zsirsavOsszetételével, kb, 15 %$-kal na-
gyobb a linoclénsav %-0s aranya a télalldsitott levelek-

ben [/ezt mas szerzdk is megfigyelték/ /62/. Itt azonban
felmeril az a kérdés, hogy mennyire helytdlld Osszehasonli-
tani egy 7 napos ndvényt néhany hetes ndvénnyel, és ez

az idofaktor kikerlilhetetlensége értékelhetetlenné teszi
ezt az Osszehasonlitiast. Ujabban De la Roche [/63/ és mtsali ga-
toltadk buzadban a linolénsav szintézist, é&s ez nem okozott
rosszabb fagytlirést a névényben. Valdszinli, hogy a zsir-
savak telitetlenségének is van szerepe a fagytiirésben,

ez azonban nem meghatdrozd szerep.

A foszfolipidek szerepe

A lipidanalitiké&val nyert adataink és irodalmi hivatko-
zasok alapjan /1,2,3,5/ megallapithatjuk, hogy a tél-
4ll6sodas folyaman a j6 fagytird egyedekben a foszfolipi-

dek mennyisége nott, ebbdl pedig az irodalomra tamaszkod-
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va [10/ azt a kbvetkeztetést vonhatjuk le, hogy a memb-
ranok felszine nagyobb lett [/az endoplazmés retikulum
és a plazmamembréan felszine/. Mivel alacsony hOmérsék-
leten az &sszes kémiai folyamat sebessége kicsi, a noé-
vény az aktiv felszin n&velésével prbébadlja a membran-
k6tdtt folyamatok mikddését biztositani.

Nagyon fontos a novény tulélése szempontjabdl,
hogy a plazmamembrin permedbilitdsa mindig megfeleld
legyen: lehiilés sordn a viz egy részének a sejtbdl ki
kell &ramlania /10, 11/ és a zavartalan, vagy még inkabb
nagyobb plazmamembran permedbilitds nagymértékben hozza-
jarul a tuléléshez. Igy feltehetd, hogy a membranok fel-
szinének ;erﬁletnévekedése épp ugy benne foglaltatik az
adaptacidéban, mint ezen membranok fluiditésé&nak szaba-
lyozésa. [A fagyérzékeny novények képtelenek a felszin
nbvelésére. /[

A membranfelszin nbvekedésével egyiddben a foszfo-
lipidek Osszetétele is megvaltozott. A PC mennyisége
kb. 3-szoros volt a fagytlir6 egyedekben a fagyérzéke-
nyekhez képest. Ezzel parhuzamosan a fagyérzékeny ndvény
foszfolipidjeinek mozgékonysdga a fagyhatds utan sokkal
kisebb, mint a fagytiirdé, bar zsirsavkészletiik azonos.
Az, hogy a PC képez a legkevésbé zsufolt membrant,/ennél-
fogva legmozgékonyabb membrant/ jél beleillik a fenti ered-

ményekbe [13, 14/. A PC felhalmozddast hidegkezelést kove-
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toen megfigyelték gombakban (25, 26/ és mélyhlitoétt em-
18s sejtekben [64/.

A PC fejcsoportja okozta joé tulajdonsagait az NMR
felvételeken egyértelmiien bizonyitottuk a modellkisér-
letekben. A télalldsitott, majd fagyasztott levelek [MIR
és PEN/ izolalt foszfolipidjeinek NMR spektrumdbdl meg-
dllapithatjuk, hogy a MIR-bO1l izolalt foszfolipid vezikulék
mozgékonységa nagyokb és mivel a zsirsavak Osszetétele
azenos, a PC mennyiséce pedig nd a MIR-ben, ez a mozgékony-
s&g névekedés a fejcsoport hatéasa.

A PC hidrolizise az egyik korai jele a hidegkéaro-
sodésnak a hidegérzékeny ndvényekben. Pl. ukorka /23/
és a szbjabab [/21/ sziklevelében fagypont alatt a PC
szintén hidrolizé&lt.

Hogy mikor és milyen h&mérsékleten kdvetkezik be ez
a hidrolizis, ez a membran "jdsaganak" fokmérdje, és ez a
hémérséklet egybeesik a ndvény fagytiirésének hataraval.

Ha a membran még alacsony hoOmérsékleten is folyékony-kris-
télyos allapotban marad, a membrdnok nem tdredeznek szét,

a foszfolipdz-D nem "szabadul ki" a membrdnbdl /fiziold-
giés korilmények kozdtt az enzim ugyvanis inaktiv/.

Bizonycs szerves olddszerek jelenlétében homogénezve a szd-
veteket, a foszfolip&z-D szintén aktivalddhat és az extrakt-

ban a PA szint emelkedése mérhetd [/65/. Forrd izopropanol

jelenlétében végzett homogénezéssel ez a miitermék PA képzd-



dés kikiisz6bSlhetd [/56/. A roncsolddott membranu nd-
vényt magasabb hémérsékletre helyezve a foszfolipaz-D
elkezdi miik&édését és a PC hidrolizal /65/. Ezért a
PA/PC ardny mérésével a novények a fagytilirésiik alapjan
sorba allithatdok és ez olcsd, egyszeri médszert ad a

novénynemesitdknek a fagytiirés megbecsiilésére.

A foszfolipid 6sszetételének megvaltoztatasa

A PC kedvezd tulajdonsadgai a fagyalldosag tekintetében
ismertek. A PC bioszintézisének 3 alapvetd utja ismeretes.
A PE metilaldédasanak, tovabba az ugynevezett fejcsoport
cserének novényekben inkabb csak elvi jelentdsége van.
In vivo legjelentSsebb CDP-kolin ut, ez esetben a PC PA-
bdl vagy mas poolbdl szarmazd digliceridekbdl és CDP-ko-~
linb6l keletkezik. Nemrégiben sikeres kisérletek t&rtén-
tek a fejcsoport Osszetételének médositasara allati [67/
és névényi [/68/ sejtekben is. A paradicsom hidegtlirése
megvaltozott, ha a meﬁbrént PE~-ben dusitottdk /69/. Ha a
névények CC jelenlétében ndttek, a legszembetiinSbb valto-
z4s a koncentracidofiliggé nbvekedés gatldédas volt. A CC az
N/CH3/3 csoport jelenléte miatt hasonlit t8bb, a mezdgaz-
daséagban alkalmazott ndvekedésgatlodhoz. Valdszini,
hogy a fagytilirés novekedésének okozdja csak részben a CC
dltal eldidézett membranmédositas. Ugyanis azokban a ki-
sérletekben, ahol a CC-n ndtt ndvények 8 nap utdn vizen

ndttek tovabb, a PC-szint a kontroll értékre csdkkent,



és evvel egyiddben fagytiirésének kb csak 50 %-a "ve-
szett el" [/70/. A nbvekedésgadtldok a hormonok bioszinté-
zisét megvaltoztatjdk. A ndvekedésgatldkkal kezelt né-
vények fagytiirése megndtt [/71/ és gibberelinnel ezt a
fagytiirés novekedést el lehetett tiintetni /72/. Ezekbdl
levonhatd az a kovetkeztetés, hogy a ndvények hormon-
héztartasa a fagytiirés kialakitaséaban szintén fontos sze-
repet jatszhat.

A ndvényekben a PC szintje ardnyos volt az alkalma-
zott CC koncentracidval, és fliggott a termesztés hOmér-
sékletétdl. A hidegen tartott n&vények minden CC kon-
centracidéndl to&bb PC-t készitettek, mint az ugyanannyi
ideig 25 ©c-on névelt ndvények. A PC szintjének emelke-
dése mellett az 6sszfoszfolipidek szintje valtozatlan
maradt. A PC jelentds része a PA-bdl keletkezett. A nd-
vény ugyanakkor a kolin-"kényszer" elmultdval helyre-
dllitja az eredeti PC aranyt.

A 15 mM CC-n ndtt nbvények tilintek a legalkalmasabb-
nak a fagytilirés vizsgdlatara, figyelembe véve a ndveke-
désgatlddast és a membranmozgékonysagi viszonyokat.

Barmilyen k&riilmények kozott 15 mM CC-n ndtt ndvé-
nyek fagytilirése jobb volt, mint az ugyanolyan ko&rilmények
k&zott, csapvizen ndtt ndvényeké.

A CC oldaton n&tt névények plazmamembran foszfoiipid—
jeinek zsirsav része a CC koncentracidé névekedésével mere-

vedik. Ez a merevedés a 30 és 60 mM CC jelenlétében nagyon
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nagy. Ugyanakkor 5 mM CC jelenlétében enyhe fluiditas
ndvekedés volt tapasztalhatd - a kontroll &llapothoz
képest - abban az esetben, ha a fejcsoporthoz k&zeli he-
lyen spinjeldlt zsirsavval [/I/12,3/ jelsliink. A fejcso-
porttdl tavolodva [I/1,14/ jeldld/ ez a fluiditds ndveke-
dés nem észlelhetd. Ezek az adatok azt jelzik, hogy a né-
vények membradnjainak az adott hdmérsékleten van egy opti-
malis - a zsirsavak és a fejcsoportok &ltal megszabott -
fluiditasszintje és a n6évény olyan lipideket szintetizal,

hogy az optimdlis fluiditéast tartani tudja.



VIII. OSSZEFOGLALAS

Nagyszamu méréssel igazoltuk, hogy az eltérd fagy-
tlirdképességii buzdk a télalldésitasi folyamat soradan - ara-
nyosan az alacsony homérsékleteket tiiré képességiliikkel -
foszfolipideket akkumuldlnak. A foszfolipidek mennyiségi
valtozasat aranyvaltozas is kiséri: a fagytiird egyedek
membranjai PC-ben gazdagabbak. A PC alacsonyabb szintje
a fagyérzékeny buzdkban a foszfolipdz-D enzim aktivaloéda-
saval, a PC PA-va tOrténd atalakulasaval részben magyaraz-
hatéo.

A degradacids folyamat kovetése - a foszfolipid mérés
egyszerilisége révén - ismeretlen tlirSképességli buzak fagy-
&dll6saganak gyors tesztelési lehetbsége lehetne a gyakor-
latban.

A levelekbOl extrahalt foszfolipidek liposzdéma szusz-
penzidjan végzett NMR spektroszkdpias kisérletek is ala-
témasztottdk azt a feltevésiinket, hogy a lényegében azonos
zsirsavOsszetétell membrédnlipidek eltérd molekularis mozgé-
konységa elsdsorban fejcsoport kiildnbségekkel magyaréaz-
hato.

A MIR buzafajta CC tapoldaton névesztve leveleinek PC
szintjét jelentSsen megndvelte. A ndvekedés mértéke alacsony
hdmérsékleten nagyobb volt, mint 25 °c-on. A képzddstt PC
mennyiségével aranyosan cs&kkent a levelek PA tartalma,

aldtamasztva a PC un. CDP-kolin uton vald képztdésének vald-
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szinliségét.

A megvaltozott foszfolipid &sszetételd novény levelei-
ben a kiilénb6zd poldros lipidek zsirsavésszetétele sem al-
landé. Ez azonban a total lipidek elemzésébdl nem tiinik ki.
A PC deszaturacids folyamatokat gyorsitd szerepével magya-
razhatdé a DGDG telitetlenedése. Azokban a strukturdkban
viszont, ahol a PC maga is jelen van, csdkken a telitetlen
zsirsavak mennyisége. A fejcsoport fluidizald és az ezt
kompenzalni proébaldé zsirsav telitddés rigidizald hatdsainak
egylitteseként a ndvény membranjai lipiddvének mikroviszko-
zitasat feltehetBen egy fizioldgias érték koriil ' tudja tar-
tani. Az izoterm Onregulé&cids mechanizmus miikédését plazma-
membranban - az irodalomban eldszdr - az ESR technikéaval
bizonyitottuk.

A kedvezd membranmédositds, a homeoviszkoOzus &allapot
természetes kdrilmények kdzott 5-6 hétig tdrténd eiérésének
lerdviditését, az 1-2 hetes novények fagyalldésdg ndvekedését
eredményezte. A ndvények membranmédositds utjan t&rténd
fagyallosédgndvelése belathatatlanul nagy lehet&ségeket kinal

e mdédszer gyakorlati hasznositéséanak terén.
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