A kutatas elozményei és célkitiizése

Szamos novényfaj esetében ismeretes, hogy kozép-europai, mérsékelt €govi koriilmények
kozott attelelésiik bizonytalan illetve valtozo. Ennek alapja jelentds mértékben az iddjaras,
masrészt viszont —ezzel egylitt- az adott taxonnak az a képessége is, milyen mértékben képes
elviselni a kedvezdtlen téli koriilményeket. Legfontosabb gazdasagi ndvényeink koziil az 6szi
gabondk, az 0szi képosztarepce, de kertészeti kulturdk koziil a kétéves zoldség- és
disznovények esetében is- az attelelés soran végbemend vernalizadcid egyben a generativ
szervek fejlodésének is alapfeltétele, ami dontd elem a technoldgia soran.

Gyogynovény fajok koziil az attelelés kiillonb6z0 szempontbdl érinti az egyes fajokat. A
foldbeni szerveikkel vagy fasodd hajtasaikkal atteleld, éveld fajok a legtobb esetben kevésbé
veszélyeztetettek, még mediterran eredetli ndvények is igen nagy biztonsaggal attelelnek és
termést hoznak hazankban (pl. édeskomény, izsép, levenula). Més a helyzet a kétéves
¢letformdju fajokkal, melyek a virdgzatok inicidlodasahoz hideghatast igényelnek (pl. kétéves
konyhakomény, sz6sz0s 0korfakkoro). Ilyenkor a télevélrozsa megfeleld fejlettsége sziikséges
az atteleléshez, s egyben a hatékony vernalizacidhoz. Néhany mas faj azonban mind 0szi,
mind tavaszi vetésben megfelelden fejlodik, viragzik és termést hoz. Ezeket a ndvényeket
Oszi-tavaszi ¢letciklustként is jellemezhetjiik (pl. kamilla, mak). Egyéves fajok,
virdgzasukhoz hideghatést nem, csak hossziinappalos koriilményeket igényelnek. A gyakorlati
tapasztalatok szerint ezek a novények az Oszi keléssel meghosszabbodott vegetacios idd
folytan a kovetkezd évben nagyobb biomassza hozamra képesek, mint ugyanazon genotipus
tavaszi kelése utan. Az 6szi kelés utan az attelelést nagyban befolyasolja a novény optimalis
fejlettsége, amit termesztés soran csak bizonyos mértékig tudunk befolyasolni. A fejlettség
mellett a téli id6jaras (hdmérseklet, csapadék) és a novény genetikai adottsagai jelentik a
donto faktorokat.

Ahhoz tehat, hogy eredményes Oszi-tavaszi ciklusu termesztést és nagy hozamokat érjiink el,
szamos tényezot kell figyelembe venni.

A kiils6, agrometeorologiai faktorok koziil meghatarozé a homérséklet abszolut értéke, de
emellett a lehiilés {iteme is, tovabba a tél folyaman eléfordulo lehtilési-felmelegedési ciklusok.
A hotakaro jelenléte és vastagsaga klimankon szignifikdnsan hozzéjarul az attelelés sikeréhez,
ugyanakkor a megfagyott, levegdtlen horéteg csaknem biztos pusztulast okoz. Szabadfoldon a
talajtipus és a talajallapot, de gyakran még az enyhébb domborzati eltérések is nagyban
befolydsoljak a ndvények attelelésének sikerét. Emiatt in vitro tesztek eredményeinek
értékelésekor és a szabadfoldi koriilményekre vald alkalmazasakor igen koriiltekintden kell
eljarni.

A novénynek megfeleld, -az adott fajra specifikus- fejlettségi fazist kell elérni, hogy a
genetikailag 6roklott védémechanizmusok fenotipusosan megnyilvanulhassanak. Ebben a
fazisban az edzddési periddusban a ndvény szamos biokémiai-¢élettani folyamattal késziil fel a
a fagyhatas okozta stresszallapotra. A fagy karositasa részben a jégkristalyok képzodésének
fizikai, részben pedig azok ozmotikus hatdsaban nyilvanulnak meg. Ezért az edz6dés soran
csokken a szovetek viztartalma, atalakul a plazmamembranok szerkezete, a sejkozotti
jératokban krioprotektansok halmozodnak fel, akadalyozva a jégkistalyok képzddését, a sejten
beliil pedig ozmoprotektansok, a vizvesztés hatdsainak kivédésére. A citoplazma dehidralt
allapota jelentdsen magalapozza a fagytirés mértékét (Palva et al., 2001). Az a faj/fajta,
amely kevéssé viseli el a jelentdsen dehidralt allapotot, érzékenyebbnek bizonyul a hideggel
szemben (Wisniewski et al., 1997). A kiilonb6z6 biokémiai markermolekulak koziil a legtobb
szakirodalom az oldhato cukrokat (szénhidratokat), védoéfehérjéket (,,dehidrin’),
amindsavakat és a membranok felépitésében résztvevd telitetlen zsirsavakat emliti. Az
amindsavak kozil is kiemelkedik a prolin, amely amellett, hogy szerepet jatszik az
ozmoregulacioban, hozzéjarul a sejtszerkezet stabilizalasdhoz is, tovabba részt vesz a sejtek és



szovetek redox potencidljanak szabalyozasdban, s ezzel szignalmolekulaként serkenti a
védekezO reakciokat (Hare et al., 1998). A membrankarosodas elkeriilését szolgaljak a
szabadgyokok hatasait kozOmbosité antioxidans enzimek és egyéb vegyiiletek
(pl.fenoloidok). A felkésziilésben —mint mas stresszek esetében is-, jelentds szerepet
tulajdonitanak az abszcizinsavnak.

A védekezd folyamatok alapvetden genetikailag szabalyozottak, ¢és sokrétli, komplex
mechanizmusokat Olelnek fel. A genetikai determinacid legrészletesebben a téli gabondk —
elsdsorban a bliza — esetében ismert. A véddanyagok szintézisének regulacioja transzkripcids
faktorok kozremiikodésével, tobb 1épcsdben zajlik, és szorosan Osszefligg a vernalizacios
szabalyozassal is (Galiba et al., 2008).

A kiilonboz6 fajokban az egyes fajtak fagytiirése —a gyakorlatban: télallosaga- egészen eltérd
lehet, s ezzel Osszefliggésben az eredményes edz0dési idotartam és homérséklet is valtozhat.

A mak (Papaver somniferum) esetében mindezek a tényezOk gyakorlatilag ismeretlenek.
Tudomanyos kutatast a jelen programunk el6tt ezirdnyban célzottan nem folytattak, alapvetd
ismereteink a termesztési gyakorlatbol szdrmaznak. OTKA munkaterviink 6sszeallitasa soran
tehat mas fajokkal kapcsolatban felhalmozddott és altalanosithatd ismeretekbdl indultunk ki.
A pélyazati munka a nemzetkozi vonatkozéasban is szdmon tartott és egyben eredményes hazai
makkutatds szerves folytatdsa volt. Ebben a kordbban elhanyagolt teriiletként kezelt, de
gyakorlati szempontbol rendkiviil fontos témat, az dszi-tavaszi ciklusi makpopulaciok kémiai
¢s genetikai sajatossdgainak jobb megismerését tlztikk ki célul. Tisztazni kivantuk az
»0sziesség” ¢€s az alkaloidmentesség Oroklddésének torvényszeriiségeit, feltarni e két
tulajdonsag kapcsolatat, és eléallitani a gyakorlat szamara igéretes 01j vonalakat.

A vizsgalatok modszere

A munka soran tiz makfajtat illetve szelektalt torzset valasztottunk ki, amelyek ismert

¢letciklusuknal és stabil alkaloidtartalmuknal fogva varhatéan jo alapot nyujtottak a fenti

vizsgalatokhoz. Ezek tobbiranyu jellemzését végeztiik el, illetve hasznaltuk fel a tesztelendd

reciprok keresztezési kombinaciok eldallitasdhoz. Eszerint az alabbi keresztezéseket végeztiik

el (1d. részjelentés, 2006-07):

= Karakteresen alacsony (max. 1%o) Osszalkaloid-tartalmu tavaszi* ("Przemko’, ’Ametiszt’
fajtak, 1/172 sz. szelektalt torzs) és 6szi* (’Leila’ fajta, ’Kozmosz’ fajta) taxonok kozott;

= Jellegzetesen magas (kb. 20 %o) 6sszalkaloid-tartalmu tavaszi ("Minoan’, ’Medea’) és 6szi
(’Kozmosz’ fajta, 67sz. szelektalt torzs) taxonok kozott;

= Karakteresen magas (20 %o felett) narkotin tartalmu tavaszi ("’Korona’ fajta) és 0szi magas
hatéanyagt (’Kozmosz’ fajta; 67sz. szelektalt tdrzs) taxonok kozott.

= Kontrollként egyes vizsgalatokban szerepeltettiink egy ujabb 6szi fajtat, a *Zeno’-t is.

A Kkeresztezéseket és az utdodnemzedékek tesztelésének nagyobb részét szabadfoldi
kisérletekben folytattuk. A kisérleti allomanyok vetése 2006 és 2007 tavaszan (sziil6fajtak),
2008 tavaszan (F1), 2008 6szén ¢és 2009 tavaszan (F2) tortént a soroksari kisérleti
izemiinkben. A keresztezéseket kasztralas eldozte meg, majd a viragokat leszigeteltiik. A
tovabbiakban e kombinaciok F1 és F2 utddnemzedékeit vizsgaltuk a fagytlirés és az
alkaloidtartalom szempontjabol, 0Osszehasonlitva a sziiléi anyagokkal is. Egyes
kombinaciokban a szélséséges fenoldgiai sajatossdgok miatt (virdgzasi id6 20-25 napos
eltolodasa) a keresztezés csak rendkiviil kis utddszamot eredményezett, igy ezeket —bar
minden esetben tovabbvittiik,- a kovetkeztetések levonasakor nem szamitottuk be.

Az alkaloid analitikai vizsgalatokat a kordbban leirt modszerrel végeztilkk (Németh et al.,
2002), a metaxénia elkeriilése végett mindig szigetelt tokokbol.



A fagytlirési tesztekhez valamint a biokémiai markerek analiziséhez végzett in vitro
vizsgalatok modszereit a tovabbiakban, az eredmények ismertetése elott kozoljiik.

* A tovabbiakban az ,,6szi” fajta alatt az dszi-tavaszi vegetacios ciklusu, fagytolerans taxonokat értjiik, mig
tavaszi” fajta néven a tavaszi €letciklusu, fagyérzékeny anyagokat emlitjiik.

Eredmények
1. A mak fagytolerancidajanak jellemzése

1.1. In vitro fagyteszt kidolgozasa

A fagytiirési vizsgalatokhoz munkaterviinkben szerepelt egy olyan hidegtirési in vitro
program kidolgozéasa, ami lehetévé teszi az ,,0szi” illetve ,tavaszi” jellegli genotipusok
megbizhato, gyors elkiilonitését. A kisérletek soran az alabbi kérdéseket kellett tisztaznunk:
a./ milyen fejlettségi fazisban all6 novényt hasznaljunk;

b./ szlikséges-e, s ha igen, milyen teszthdmérsékleten és milyen hosszan torténjen az edzés

c./ milyen teszthémérsékleten és milyen hosszan torténjen a fagytiirés tesztelése,

d./ milyen koriilmények kozott és milyen sokaig célszerli regeneraltatni a ndvényeket.
Kiindulasi informacioként csak a gyakorlati tapasztalatokat tudtuk felhaszndlni, hiszen a mak
fagytiirésének a szakirodalomban az alapjai sem ismeretesek. E gyakorlati tapasztalatok
szerint a mak akkor telel legnagyobb eséllyel, ha szeptember végén vetik és 3-4 lombleveles
allapotot ér el a tél bedlltdig, tovabba az erds (?) fagyok idején hotakard védi. Ennél tobb
informaciot a gabonak fagytiirésének vizsgilatardl szolo kozleményekbdl nyerhettiink (pl.
Galiba et al., 2008), ahol ismert, hogy alacsony megvilagitas mellett a hidegedz6dés kevésbé
mivel a mak a generativ differencialédashoz nem igényel vernalizaciot.

A kisérleteket (edzés és fagyasztds) RUMED 1000 tipusd, tobb ciklusban programozhatd
fénytermosztatban folytattuk, ami -20 °C és + 50 °C fok kozott teszi lehetdvé a tesztelést,
konstans 4000 lux fényerd mellett. A csiraztatdshoz és eldneveléshez Sanyo MLR-351H
Klimakamrat hasznaltunk, ahol +5 °C ¢és 40 °C fok kozott szabalyozhato a hdmérséklet, illetve
1000 és -22 ezer lux kozott a fényerd. A tervezéskor e miszaki lehetOségeket is
szlikségszeriien figyelembe kellett venniink.

A vizsgélatokat hat 1épcs6bdl 4llo kisérletsorozatban hajtottuk végre, 2007 6szétél 2009
marciusaig. A tesztekhez az elsd ciklusban az *A1’° standard ,tavaszi” fajtat és a jol ismert
’Kozmosz® ,,6szi” fajtat hasonlitottuk 0Ossze. A magokat minden esetben standard
foldkeverékbe, 4x4 cm-es cserepekbe vetettiik, majd egyeltiik, hogy cserepenként 5-6 egyed
maradjon a teszteléshez. A ndvényeket 3-4 lombleveles éallapotig 15/10 °C hémérsékleten
neveltiik (ez mintegy 6 hetet vesz igénybe), 14 ezer lux megvilagitds mellett, 12/12 orés
nappali /éjszakai ciklusban. Ezutan kertiiltek a hidegkamréba.

Az elsé vizsgalati szakaszban tisztaztuk a fagyteszt hOmérsékleti tartoményat.
Megallapitottuk, hogy a mak szamara az LT50 érték -2 és -4 °C kozott varhato (1. tablazat).
Az alkalmazott iddtartamban ezen értékek kozott varhato a legjellemzdbb eltérés a kétféle
genotipus kozott. Az optimalis fejlettségi  allapotnak -a gyakorlati tapasztalatokhoz
igazododan- a 3-4 leveles nagysag tekintheto.



1. tablazat Mdakfajtak fagytiirése klimakamraban, kiilonb6zo homérsékleteken
(megmaradt egyedek aranya %)

Nagysag Al ’Kozmosz’
0°C 2°C -4°C -6 °C 0°C -2°C -4°C -6 °C
4 nap 3 nap 3 nap 3 nap 4 nap 3 nap 3 nap 3 nap
6-7 leveles 81 79 0 0 91 97 77 0
3-4 leveles 96 10 0 0 71 54 5 0
szikleveles 49 0 0 0 43 4 0 0

A tovabbi kisérletekben a kritikus teszth6mérsékletnek a -3 °C-ot allitottuk be.

Az id6tartam és a homérsékleti program vonatkozasdban ujabb két kisérleti ciklus soran
bebizonyosodott, hogy legkedvezébb a fokozatos lehtités, és fagypont alatt az 1-1
hémérsékleti értéken legfeljebb 3 napig vald nevelés (2. tdblazat). Ebben a szakaszban mar
tobb fajtaval dolgoztunk, s egyben arra is informéciot kaptunk, hogy a termesztési gyakorlat
részErdl ,tavaszi” vagy ,,0szi” fajtdknak nevezett genotipusok a fagytolerancia szempontjabol
- bar valoban két csoportot alkotnak -, de ezen beliil egymastol kiillonbozoek.

2. tdblazat Makfajtak fagytiirése klimakamraban, kiilonbozo ideig torténd fagyhatas utdan
(megmaradt egyedek aranya %)

Fajta -2°C -3°C*

3 nap 6 nap 3 nap 7 nap 9 nap
’Zeno’ (6szi) 75 0 43 22 0
’Leila’ (0szi) 78 9 37 10 0
’Korona’ (tavaszi) 29 0 0 0 0
’ Ametiszt’(tavaszi) 70 0 4 0 0

* A 3 napig -2 °C-on val6 kezelés folytatasaként

A fagytlirés preciz detektdlasdhoz elengedhetetlen a megfeleld regeneracios koriilmények
biztositdsa, az ¢életképesség definidlasa. Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy az
alkalmazott 10, 15, 18, 24 és 28 °C koziil a kozéps6 tartomany, a 18°C a legalkalmasabb az
¢letben maradt egyedek ardnyanak biztos és viszonylag gyors meghatarozasara. Ezen a
homérsékleten az életképes ndvények 14 nap alatt kizoldiilnek, 0j levélkezdeményeik
jelennek meg. A fagyhatast tal nem ¢lt egyedek ugyanakkor —kiszaradasos tiinetekkel-
egyértelmiien elpusztulnak. Tapasztalataink szerint a fagyhatds utan a +2 °C-on torténd
atmeneti nevelés feleslegesnek bizonyult.

Ennek alapjan a kifejlesztett és a tovabbiakban alkalmazott program az alébbi:

06 hét eclénevelés 15/10 °C (nappali/éjszakai) homérsékleten, 14 ezer lux (12/12
nappali/éjszakai) megvilagitas mellett, 3-4 lombleveles allapotig,

oEdzés 4 napig +2 °C-on, majd 4 napig 0 °C-on, 4000 lux (12/12 nappali/éjszakai)
megvilagitas mellett, 3-4 lombleveles allapotig,

o Fagyhatas 3 napig -2 °C-on, majd 4 napig -3 °C-on, a korabbi fényviszonyok mellett,

o Regeneracio 14 napig + 18 °C-on, 14 ezer lux (12/12 nappali/éjszakai) megvilagitas
mellett.

A vizsgalatok soran bebizonyosodott, hogy az egyes ciklusok a fagytiiré egyedek aranyara

vonatkozdan kismértékben eltéré eredményt adhatnak, de a kidolgozott mddszer a kétféle




mak genotipus (Okotipus) elvalasztasdra azonos korlilmények kozott —statisztikailag
megbizhato eredményt produkal.

1.2. A tesztelt fajtak és keresztezett utddaik fagytirése

A vizsgalatokba vont genotipusok tesztelését részben a fent emlitett kondicionalt
feltételrendszerben, részben szabadfoldon végeztik. A klimakamraban két ciklus soran
teszteltilk a kontroll sziiléi fajtadk mellett azok F1 és F2 utddsorat. Az utddnemzedékeket
minden reciprok kombinacioban két csoportra bontottuk: az alacsony (max. 0,4%) illetve
magas (0,8-2,0%) osszalkaloidtartalmu sziil6i egyedek utddait kiilon tételként vizsgaltuk.

E kisérletekben tehat arra kerestiink valaszt, hogy a kiilonb6z6 6szi jellegl sziil6fajtak hogyan
orokitik a fagytoleranciat. Hogyan jelentkezik ez a jelleg az F1 illetve F2
utédnemzedékekben, van-e ilyen szempontbdl kiilonbség az egyes fajtak kozott, tovabba
tapasztalhatd-e anyai hatds vagy alkaloidtartalomhoz val6 kapcsoltsag?

Nyolc, jellemzé kombinacid tesztelése alapjan megallapitottuk, hogy a keresztezett utédok
fagytiirését mindkét szilé befolyasolja. JOI mutatja ezt a 3. tablazatban a 'Kozmosz’ x
"Medea’ és "’Kozmosz’ x ’Korona’ kombinaciok osszehasonlitasa, melyek koziil az utobbiban
a megmaradt egyedek aranya csak mintegy egyharmada az el6z6nek. Hasonloan fontos az
anyai partner is, amit mutat pl. a 67’ x ’Medea’ ¢s a ’Kozmosz’ x 'Medea’ kombinaciok
Osszehasonlitdsa, ahol a ’Kozmosz’ anya hatdrozottan eredményesebben oOrokitette a
fagytiirést. A reciprok kombindciokra vonatkozoan e kisérletsorbdl a "Minoan’ x ’Kozmosz’
¢s ’Kozmosz’ x ’Minoan’ adatsor azt tiikkr6zi, hogy az anyai hatds az F1 nemzedékben még
jelentkezik, késobb azonban nem jelentds.

Az els6 hibridnemzedékben az utédpopulaciok dontd része az 6szi kontroll fajtak értékeihez
viszonyithato megmaradast mutatott, ami a jelleg dominanciajara utal. E dominancia azonban
heterézis jellegii, mivel a kovetkezé nemzedékben a fagytiirés erételjesen, atlagosan mintegy
megmaradasi értékeket csak a ’Kozmosz’ x ’Medea’ kombinicioban kaptunk. Az F2
nemzedékek adatai alapjdn tGgy tlinik, hogy az alkaloidtartalom nincs kozvetlen
Osszefiiggésben a hidegtliréssel: egyes esetekben a magasabb, maskor pedig az alacsonyabb
alkaloidtartalmu egyedek utodainak fagytiirése volt jobb.

3. tablazat  Keresztezett udodnemzedeékek fagytiirése klimakamras tesztek alapjan
(megmaradt egyedek datlagos aranya, %)

Kombinacio F1 F2 atlag F2 (magas) F2 (alacsony)
Minoan x Kozmosz 15 7 5 8
Kozmosz x Minoan 27 9 6 11
Kozmosz x Medea 33 18 21 15
67’ x Medea 23 3 0 5
67’ x Korona 25 0 0 0
Kozmosz x Korona 10 9 8 10
Leila x Ametiszt 35 3 10 6
Leilax *1/172’ 42 3 6 0
Atlag 26,2 6,5 7,0 6,9
Oszi sziil6fajtak 22-40

Tavaszi sziil6fajtak 0-10




A szabadfoldi fagytlirés vizsgalatok az F2 nemzedék esetében keriiltek beallitasra, mivel az
F1 nemzedékben a rendelkezésre allo6 maganyag mennyisége csak a tavaszi vetést tette
biztonsaggal lehetové.

A vetés 2008 szeptember végén tortént, harom ismétlésben, 4 m2-es parcelldkba. A tél beallta
elott, december elején, parcellanként felmért allomanysiirtiséget (t6szam) hasonlitottuk 6ssze
a tavaszi toallomannyal (marcius végén). Eredményeink megerdsitették a klimakamraban
tapasztaltakat (4. tablazat). Eszerint a gyakorlatban 6szi illetve tavaszi fajtaként ismert
anyagok e csoportokon beliil sem azonos fagytiiréképességgel rendelkeznek, s ezt utdédaikba
is kiilonbozé mértékben orokitik. Ez utobbi szempontbdl a tavaszi ciklust fajtak koziil
kiemelhet6 a "Medea’, mint a hidegtiirést eredményesen 6rokitd partner, az ellentétes oldalrol
pedig a *’Korona’, mely a legtobb kombinacidban az atlagnal gyengébb eredményt produkalt.
Az 06szi ciklusu anyagok koziil a klimakamraban szerzett tapasztalatokhoz hasonléan a
’Kozmosz’ bizonyult eredményesebbnek a 67’ térzsnél. Reciprok kombinaciok kdzott nem
allapithato meg egyértelmii elény azok javara, ahol az anya az 6szi ciklust partner.

A szabadf6ldi parcellakon az F2 nemzedék atlagos fagytiirése —bar jelentOs szorassal- de a
tavaszi, fagyérzékeny sziilokéhez hasonlé nagysagrendii. Egyes fajokban (pl. arpa,
Arabidopsis) szintén leirtadk a fagytolerancia heterdzisos jellegét, ami az F2 és tovabbi
nemzedékekben csokkent (Przulj et al., 1997; Rohde et al., 2004).

4. tablazat Keresztezett F2 udodnemzedékek fagytiirése szabadfoldon (2008-2009)
(megmaradt egyedek datlagos aranya, %)

Kombinacio F2
Minoan x Kozmosz 3
Kozmosz x Minoan 21
* 767 x Minoan 4
Kozmosz x Medea 17
Medea x Kozmosz 12
67’ x Medea 15
Medea x ’67’ 5
Kozmosz x Korona 8
Korona x Kozmosz 11
67’ x Korona 2
Korona x ’67’ 3
Leila x Ametiszt 13
Ametiszt x Leila 6
Leilax ’1/172° 0
’1/172° x Leila 2
* Przemko x Kozmosz 19
* Przemko x Leila 2
Atlag 8,4
Szoras 6,7
Oszi sziiléfajtak 35-50
Tavaszi sziil6fajtak 0-8

A bemutatott eredmények a mak esetében teljesen ) megallapitdsok, mivel a fagytlrésre
vonatkozo korabbi tapasztalatok empirikus, eseti, és alig dokumentalt adatok.



Adataink tehat elsésorban dominancia hatasok jelenlétére utalnak, de reprodukalhato
hasadasi aranyok pontos megallapitdsdhoz tovabbi részletes vizsgalatok sziikségesek.
Monogénes vagy kétlokuszos meghatarozottsag nem latszik valdsziniinek.

A szakirodalmi adatok még a legjobban feltart &szi buza esetében is gyakran
ellentmondasosak, egyazon kisérletben is beszdmolnak additiv és dominancia hatdsok
jelenlétérol is (pl. Petrova et al., 1977), s6t a genetikai hattér homérséklet fliggésérdl is,
amennyiben igen alacsony hdmérsékleten megvaltoznak a dominancia viszonyok (Veisz,
1997). Mindez magyarazhatd azzal, hogy a fagytlirés biokémiai-¢lettani hattere genotipustol
is fligg és tobbféle mechanizmust foglal magaban (Stone et al., 1993; Wisniewski et al.,
1997). Eppen ezért ma a szakirodalmak tobbsége a hidegtiirést - mas stressztiiréshez
hasonloan-, QTL szabalyozas alatt 4116, poligénes tulajdonsagnak tartja.

1.3.A fagytlirés biokémiai markerei
Ismert, hogy a szakirodalomban szamos biokémiai marker szerepel, mint a fagytoleranciaval
kozvetleniil vagy kozvetetten Osszefiiggésben allo molekulak. Ilyenek az ozmoprotektans
vegyiiletek a kismolekuldji oldhato cukrok, a telitetlen zsirsavak, specialis aminosavak illetve
krioprotektiv fehérjék (Kacperska-Palacz, 1978; Palva et al., 2001 stb.). Jelentds szerepe van a
fagyhatasok kivédésében a kiilonb6z6 antioxidans vegyiileteknek (pl. Hare et al., 1998, stb.),
az adaptaciot elésegitd szignalmolekulaknak (pl. ABA, kinazok, foszfatazok, Ca®™ ionok)
tovabba a génexpressziot kozvetleniil befolyasolod transzkripcios faktoroknak (Leung és
Giraudat, 1998; Nakashima ¢és Yamaguchi-Shinozaki, 2006, Thomashow, 1999; Vagujfalvi et
al., 2005 stb.).
Bar e biokémiai marker- és szignalmolekulak vizsgalata nem képezte munkaterviink szerves
részét, indokoltnak latszott megvizsgalni ilyen oldalr6l is az alapvetd eltéréseket a két
okotipusti maktaxonok kozatt.
Munkank soran a prolin és az oldhat6 cukorfrakcié felhalmozodésara vonatkozoan kivantunk
informaciot gyljteni. Ehhez minden alkalommal az ismert €s standard fajtdkat vontuk
kisérletbe.

Prolintartalom

Ot klimakamras és egy szabadfoldi kisérlet sordn teszteltiik ismert makfajtak prolintartalmat
¢és annak valtozasat hidegindukcio hatasara. A kisérletek 2007 marciusa és 2009 aprilisa kozt
folytak.

Az els6 szakaszban harom kisérleti ciklus soran a standard A1’ tavaszi és a hagyomanyos
"Kozmosz’ 0Oszi fajtakat hasonlitottuk Ossze. A novényeket az 1.1. részben ismertetett
kornyezeti feltételrendszerben neveltiik, ahol az edzést 4 leveles fejlodési fazisban, eldszor +2
majd 0 °C-on folytattuk, s ezutan a hémérsékletet fokozatosan tovébb csdkkentettiik. A
prolintartalmat  Bates (1973) modszere  szerint, mintanként 5  ismétlésben,
spektrofotometriasan hataroztuk meg.

Adataink szerint a hideghatas nélkiil, 15/10 °C-on vald nevelés sordn az 8szi és a tavaszi
okotipusok prolin szintje kozott nem tapasztalhatd szignifikans eltérés. Az *Al° fajta 18,16-
48,96 a *’Kozmosz’ 16,73-36,52 pg prolint tartalmazott 1 friss novényanyagra vonatkoztatva.
Az edzés soran kismértékii novekedés figyelhetd meg mindkét fajtaban: a tavaszi fajta 1,7-2,1
szeresére, az Oszi fajta 1,5-2,3 szorosara noveli a felhalmozddasi szintet. Ebben a fazisban
szintén nem mérhetd statisztikailag igazolhatd kiilonbség kozottiik. Jelentds valtozast
tapasztaltunk azonban a fagypont alatt, mar 3 nap -2 °C-on vald nevelést kdvetden: a tavaszi
(CA1’) fajta prolintartalma 80,98 mig az 6szi ("Kozmosz’) fajta értéke 166,46 pg/g-ra
emelkedett. Ez utobbi kilencszeres ndvekedés a kiindulési szinthez képest.




Ezt kovetden tovabbi, hazankban termesztésben allo fajtdkat vontunk a kisérletbe, hogy
megvizsgaljuk a fenti reakciok univerzalis jellegét. Hat fajta edzés el6tti és 10 napos edzést
kovetd prolintartalmi értékeit mutatjuk be az 5. tablazatban.

5. tablazat Tavaszi és 6szi makfajtdk prolintartalmanak valtozasa (ng/g) 6 nap +2 °C és 4 nap
0 °C-on valé hidegedzés hatdasara

Fajta Edzés elott Edzés utan

Kozmosz 22,03 49,57
Zeno 102,41 243,58

Leila 126,68 217,67

Atlag (Ssziek) 83,63 170,34
Al 27,13 145,66
Orias kék - 175,64
Ametiszt 136,68 125,05

Atlag (tavasziak) 82,01 148,72
Osszatlag 82,82 159,53

Mindezen ismeretek tiikrében érdemesnek latszott megvizsgélni azt is, hogy milyen dinamikat
kovet a prolintartalom fent targyalt emelkedése. Ennek érdekében a fagyteszt
klimaprogramunk soran rendszeres mintavétellel kovettiik nyomon két 6szi (Zeno, Leila) és
két tavaszi (A1, Korona) fajta viselkedését (2008 augusztus). Eredményeink kiegészitették és
megerdsitették a korabban tapasztaltakat (1. bra).

A prolinszint emelkedése mar 0°C-on enyhén megindul, de erételjes akkumulacio -2°C-on
valo edzés soran kovetkezik be. A fagytlird ¢és a fagyérzékeny fajtak kiindulasi
lényegesen magasabb értéket tudnak elérni. A regeneracion atesett, megmaradt egyedek
prolinszintje ismét csaknem a hideghatas el6tti szintre csokken minden fajtaban.
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A prolin akkumulaciét szabadfoldon is igazolni tudtuk. 2008-2009 telén kisparcellas
kisérletben teszteltiik a kovetkezd hat hazai fajtat. Tavasziak: A1 (magas morfinos), Korona
(magas narkotinos) és Ametiszt (alacsony hatoanyagu, étkezési fajta); Osziek: Kozmosz



(kozepes alkaloidtartalmu), Leila és Zeno (alacsony alkaloidtartalmu) fajtak. Az 6szi vetés az
1.2. pontban targyalt koriilmények kozott tortént, s a mintavételt a teljes ndvénybdl, november
kozepén (a novényeket fagy még nem érte), november végén (7 napig fagypont alatt a napi
kozéphomérsékletek), valamint aprilis elején (regeneralodott, megindult ndvények) végeztiik.
A klimakamras eredményekhez hasonldan, az edzés elétt nem tapasztaltunk 1ényeges eltérést
a fajtdk prolintartalmaban (6. tablazat). Az edzésre alkalmas napok utdn a prolin
koncentracidja igen nagy mértékben megndtt (fajtatol fliggden akar 20-30 szorosra), majd a
tavaszra megmaradt névényekben ismét lecsokkent a kiinduldsihoz kozeli értékre. Mig e
tendencia minden anyagban azonos, az egyes értékek erésen kiillonbozoek, és nem kothetdk
szorosan a fagytliréshez. A klimakamras adatokhoz képest esetenként lényegesen magasabb
értékeket kaptunk, aminek magyarazata lehet, hogy a mak az igen enyhe oktober-novemberi
id6szakban intenziven ndvekedett, és a korabbi tesztekhez képest fejlettebb, nagyobb
novényeket tudtunk mintazni. Feltehetd tehat, hogy a novény fejlettsége is befolydsolja a
prolin akkumuléciot, de ennek részletes vizsgalata mar meghaladta munkank kereteit.

6. tablazat Kiilonbozé mdakfajtak prolintartalma (ug/q) szabadféldon (2008-2009 telén)

Fajta Fagyhatas elott Edzés utan Regeneralodas
(nov. kozepe) (nov. vége) utan (apr.eleje)
Kozmosz 53,97 1129,29 46,19
Zeno 95,93 225,95 106,24
Leila 62,85 674,28 126,73
Atlag (Gsziek) 70,92 676,51 93,05
Al 90,95 433,77 -
Korona 61,84 1632,72 -
Ametiszt 49,67 538,35 -
Atlag (tavasziak) 67,49 868,28 -
Osszitlag 69,21 -

Osszefoglaléan megallapitottuk, hogy tdlevélrdzsas (3-6 leveles) allapotban a prolin a hazai
nemesitett makfajtadkban kimutathato, de a fagytiird, a gyakorlatban dszinek nevezett fajtak és
a fagyérzékeny, ,tavaszi” fajtdk kiilonbsége hidegindukcié nélkiil nem bizonyithato.
Hidegedzés hatdsara (2°C, de kiilondsen fagypont alatt) a prolinszint minden fajtiban
jelentésen —akar 30 szorosra- megemelkedik. Megallapithato, hogy a fagytiiré fajtacsoporton
beliil is 1ényeges eltérések jelentkeznek a prolin felhalmozddasban. Valdszinii tehat, hogy a
prolin anyagcsere intenzitasanak szerepe van —sok mas fajhoz hasonldéan (Hare et al., 1998) -
a mak fagytiirésében is, de nem ez az egyediili €s kozvetleniil felelds tényezo.

Oldhato cukrok felhalmozdddsa

A kis molekulaju szacharidok, mint ozmétikumok felhalmozddasat egy eldkisérletet kovetden
klimakamraban nevelt novényeken tanulmanyoztuk. Az 5. tabldzatban jelzett fajtakat, a
fentebb bemutatott feltételrendszerben neveltiik, és 10 nap edzés utan mért cukortartalmukat
Osszehasonlitottuk az edzés elotti értékekkel. Hat féle szacharidvegyiiletet (gliikoz, galaktodz,
fruktdz, mannitol, szachar6z, raffindz) azonositottunk és mértiink standardokhoz viszonyitva,
HPLC miiszeres analizissel.

Eredményeink alapjan egyértelmiilen megmutatkozik, hogy a szacharid-komponensek
spektruma hidegedzés hatasara valamennyi makfajtaban er6teljesen atalakul (6/a és 6/b
tablazat). Kiemelkedéen megnd a gliikoz és a fruktéz felhalmozddasa, melyek sok esetben
jelentkeztek mas fajokban is ozmotikus stressz kovetkezményeként (Gusta et al., 2004; Klotke




et al., 2004). E vegyiiletek aranya a kiinduldsi értéknek mintegy négyszeresére nd. Ezzel
egyidejlileg gyakorlatilag eltiinik a galakt6z, a mannitol €s a szachar6z, ami legalabbis az
utobbi esetben Osszefiigghet az emlitett monoszacharidok felhalmozddéasaval. Az Osszes
cukortartalom az edzés utan mintegy 3 ¢és félszeresére emelkedik. Jellemz6 viszont, hogy sem
a kiinduldsi, sem a megemelkedett cukortartalom alapjan nem allipithatd meg szignifikans
eltérés a tavaszi illetve 6szi Okotipust makfajtdk kozott. Bar a tavasziak atlagértékei
kismértékben az 6sziek ald esnek, az egyes fajtak értékei kozt nagy a szords. Megallapithato
tehat, hogy a prolinhoz hasonléan az oldhatdé cukrok koncentracidja az edzés hatdsara a
makban jelentésen megnd, de ennek kozvetlen Gsszefiiggése az egyes taxonok fagytiirésével

nem mutathato ki, tehat feltehetden a fagytiirésnek legfeljebb egyik faktora lehet.

6/a. tdblazat Tavaszi és oszi makfajtak oldhato cukortartalma hideghatas elott

Fajta gliikoz galaktoz | fruktoz mannitol | szachar6z | raffinoz Osszes
Kozmosz 4,22 0,55 5,11 0,14 1,63 0,84 12,49
Zeno 3,97 0,21 4,60 0,00 0,73 0,96 10,47
Leila 4,42 0,31 5,51 0,07 0,84 0,65 11,80
Atlag 4,20 0,36 5,07 0,07 1,07 0,82 11,59
Al 5,46 0,36 6,44 0,15 1,08 0,97 14,46
Orias kék 2,97 0,18 3,24 0,05 0,73 0,56 7,73
Ametiszt 3,57 0,27 4,20 0,09 0,80 1,09 10,02
Atlag 4,00 0,27 4,63 0,10 0,87 0,87 10,74
Osszatlag 4,10 0,32 4,85 0,09 0,97 0,85 11,16

6/b. tablazat Tavaszi és 6szi makfajtak oldhaté cukortartalma (mg/g) 6 nap +2 °C és 4 nap

0 °C-on valé hidegedzés utdn

Fajta gliik6z galaktoz | fruktoz mannitol | szachar6z | raffinoz Osszes
Kozmosz 18,90 0 19,67 0 0,05 1,05 39,67
Zeno 17,40 0 17,18 0 0 1,11 35,69
Leila 16,75 0 17,77 0 1,18 1,08 36,78
Atlag 17,68 18,21 0,74 1,08 37,38
Al 18,27 0 19,14 0 0 1,09 38,50
Orias kék 19,50 0 19,85 0 0 1,13 40,48
Ametiszt 11,78 0 11,29 0 0 0,98 24,05
Atlag 16,52 16,76 1,06 34,34
Osszatlag 17,10 0 17,49 0 0,37 1,07 35,86

2. Az alkaloidtartalom jellegzetességei

2.1. Az alkaloidtartalom variabilitdsa a keresztezett utbdnemzedékekben

A hibridek alkaloidtartalma

A legtdobb kombindcioban a reciprok F1 utodsorok atlaga koztes szintet mutatott mind az
Osszalkaloid, mind a morfintartalom szempontjabdl (2.abra). Enyhe overdominanciat
tapasztaltunk a Mi x 67 kombinacioban.
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2.4bra 'Medea’ x 'Kozmosz’ keresztezések F1 (balra) és F2 (jobbra) reciprok
utodnemzedékeinek alkaloidtartalma a sziiloi fajtak mellett

A hibridek tebaintartalma csaknem minden kombinacioban koztes értéket mutatott, és a 6-bol
négy kombinacidban anyai hatés is tapasztalhat6. A kodein esetében legtobbszor
overdominanciat regisztraltunk. Narkotin tekintetében az utdédok atlagos felhalmozasi szintje
a koztesnél kevesebb, és megfigyelhetd az anyai hatas (3.abra).
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3.abra A narkotintartalom a 'Korona’ fajta reciprok F1 utédaiban a '67’ térzs és a
'’Kozmosz’ fajta kombinacioiban

A magas hatdéanyagu fajtdk F2 utddaiban az Osszes alkaloidtartalom valamint morfin- és
tebaintartalom tekintetében szintén intermedier értekeket kaptunk (2.abra.). A Minoan fajta
kombinacidiban viszont az atlag a magasabb sziilo¢hez kozelit. A kodein overdominanciaja
valamint a narkotin kdztesnél alacsonyabb szintje is a legtobb kombinacioban megmaradt. E
komponensekre vonatkozdan a szakirodalom mindezideig hianyos és nem egységes (Bernath-
Németh, 2010), igy adataink hozzéjarulnak a mechanizmus tisztdzasahoz.

A reciprok kombinaciokat paronként 6sszehasonlitva az F2 Gsszes alkaloidtartalmaban sehol
nem tapasztaltunk l1ényeges eltérést egymastol (6. abra és 7.tablazat). Az egyes alkaloid
komponenseket tekintve azonban a fentebb leirtaknak megfeleléen megjelentek bizonyos
anyai hatasok, els6sorban a tebain és a narkotin esetében.




7.tdblazat A ¢ proba eredményei néhany jellemzo reciprok kombinacio F2 utodsorainak
osszes alkaloidtartalmara

Kombinacio Atlag (%o) t érték Szign. szint (p)
67 x H6 17,03 1,063 0,292

H6 x 67 14,15

Me x 67 17,94 0,799 0,428

67 X Me 16,31

Me x Ko 12,56 0,330 0,741

Ko x Me 11,79

Ametiszt x Leila 4,63 0,524 0,600
Leila x Ametiszt 4,26

Eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a makalkaloidok felhalmozodasat elsésorban
additiv génhatasok befolyasoljak, amit a gyakorlatban a szamos, egyedszelekcidval eldallitott
kivalo fajta is aldtdmaszt. A poligénes meghatarozottsdg miatt a célzott géntechnoldgiai
beavatkozasok eredményessége is elmaradt egyelére a varttol (Allen et al.,, 2004), a
termelésben pedig igen jelentds kornyezeti-évjarati fliggésben mutatkozik meg.

Kiss¢ 0Osszetettebb a helyzet a narkotin esetében, ahol a felhalmozodashoz a genetikai
hattérnek biztositani kell a bioszintézis ftalidizokinolinok irdnydba torténd eldgazasat. A
legtobb hazai fajtaban a narkotin nem, vagy legfeljebb nyomnyi mennyiségben jelenik meg. A
vizsgalt genotipusok kozott csupan a ’Korona’ fajta hordozta azokat az alléleket, ami ezt
lehetové teszi, amit jol tikkroz a magas hatéanyagos kombindciok F1 utédainak jellegzetesen 2
csoportot ado eloszlasa (4.4bra).
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4.4bra A narkotintartalom eloszlasa a magas hatoanyagos kombindciok F'1
utodnemzedékében

Az alacsony hatdanyagu genotipusok kombinaciéban az alacsony hatéanyagtartalom az F1
utddsorokban elenyészé szamban (1,9%), és csak a kombinaciok felében jelent meg. Az F2
utddsorokban  azonban minden  kombinacidban  kihasadtak  nagyon  alacsony
hatéanyagtartalmi (<1%o) utddok is, ardnyuk atlagosan 7,8%. Megallapithatd, hogy a
nyomnyi €s az igen alacsony alkaloidszintli egyedek —varakozasunktol eltéréen- nem alkotnak
¢lesen elvalo, kiilon csoportot (5.4bra).

Anyai hatds a tanulmanyozott esetek kozilil az ’Ametiszt’x’Leila’ kombinéacio Fl1
nemzedékében jelentkezett, féleg a morfin melletti tobbi alkaloid tekintetében (6.4bra).
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5.4bra Az alacsony hatoanyagtartalmu fajtak F2 utodnemzedékeinek osszalkaloidtartalom
szerinti eloszlasa

No of obs

Az atlagos 0ssz-alkaloidszint mind az F1 mind az F2 nemzedékben, overdominanciat mutatott
a szul6i atlaghoz képest, s6t egyes esetekben heterozis jellegi (6.abra). A f6 alkaloid, a
morfin mellett az F2-ben megemelkedett a tebain, a kodein és a narkotin aranya csaknem
minden kombinacidban az elsé utddnemzedékhez képest. Korabbi, éppen az *’Ametiszt’ fajta
eloallitasat megel6z6 kisérleteinkben szintén azt tapasztaltuk, hogy az F1 alkaloidtartalma
jelentdsen feliilmulta a sziil6i atlagot, kivéve, amikor mindkét partner kifejezetten nyomnyi
mennyiséget felhalmozo fajta volt (Németh et al., 2002).

A nagyon alacsony alkaloidszint az *Ametiszt’, ’Przemko’ fajtakban és az 1/172 sz. térzsben
tehat recessziv bélyegnek bizonyult. Ezek a tapasztalatok magyarazhatok azzal a mar ismert
ténnyel, hogy az alkaloidok nyomnyinal nagyobb koncentracidban térténd felhalmozasaért a
TYDC/DODC géncsalad felelés, mig a konkrét mennyiség és spektrum ezek utan, tobb
Iépésen keresztiil alakul ki (Bernath és Németh, 2010). Ez utobbira alapvetden az emlitett
poligénes determinacio jellemzd. Ebbdl kdvetkezden a stabilan ,,alkaloidmentes™ genotipusok
is képesek mar 1-2 nemzedéken beliill akar kiemelkedden magas szintli akkumuléciot
orokiteni, ha a kezdeti lépést determinald lokuszba domindns allél keriil. Ugyanakkor a
TYDC/DODC szinten dominans alléllel rendelkez6 egyedek fenotipusa is lehet igen alacsony
alkaloidprodukcid, de ennek rogzitése a tovabbi utddokban nyilvan sokkal lassabb.
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6.4bra Az 'Ametiszt’ x 'Leila’ kombinacio F1 és F2 utodainak datlagos alkaloidtartalma a
sziilok mellett



Az egymdast koveto nemzedékek variabilitasa:

A fentiekkel 6sszhangban, a tanulmanyozott F1 és F2 nemzedékek egyedeinek variabilitasa
kombinacion beliil egyméshoz igen hasonld (8.tdblazat). Transzgessziv hibridek alig jelennek
meg. Ez aldl kivétel a nullvariansok (nyomnyi alkaloidtartalommal) megjelenése az F2-ben,
ami alapvetden az alacsony alkaloidtartalmu anyagok utédnemzedékeiben okoz csdkkenést az
atlag és a minimum értékekben. A magas hatéanyagtartalmi kombinadciokban nullvaridnsok
csak a kombinaciok kétharmadaban jelentek meg, atlagosan 2%-ban. Ez arra utal, hogy ezen
sziil6fajtakban eléfordul heterozigota genotipus is a TYDC/DODC regulaciés gének szintjén,
de pontosabb kovetkeztetések levonasara ezen utdodegyedek tovabbi hasadasanak vizsgalata
sziikséges. A magas hatéanyag iranyaban szegregalodé transzgessziv jellegii csoport az F2-
ben csupdn a narkotint tartalmazo6 utodsorokban jelent meg: egy, -az 6sszesnek csupan 2%-at
alkotd-, nagyon magas narkotin felhalmozasu egyedek frakcidja. Ez a narkotin szint azonban
kisérletiinkben nem haladta meg a magasabb hatéanyagu sziil6, a ’Korona’ szintjét.

8.tdblazat Az F'I és az F2 generdcio egyedi hatoanyagtartalmanak variabilitasa néhany
Jjellemzd keresztezési kombindcioban (morfin %o)

Kombindci6 atlag minimum maximum szOras
Kozmosz x Minoan F1 9,6 1 20 464
F2 7.4 0 18 3,86
67 X Medea F1 10,8 1 16 5,37
F2 8,7 0 15 4,76
Korona x 67 F1 7,6 2 16 3,11
F2 7,1 15 12 2,73
Korona x Kozmosz F1 4.8 12 2,35
F2 53 0,5 15 2,85
Przemko x Leila F1 5,2 2 10 2,46
F2 3,1 0 10 3,35
Leila x Ametiszt F1 3,8 2 7 1,27
F2 2,3 0 8 2,01
Przemko x Kozmosz F1 5,6 1 8 1,65
F2 3,1 0 13 2,71

Az F1 sziil6i egyedek és F2 utddaik alkaloidszintjének 6sszefliggésére a magas hatdoanyagos
kombinaciokban jellemzd, hogy legerésebb a korrelacid a narkotin esetében (r=0,840
p=0,0000), de szignifikdns a morfinra (r=0,545 p=0,0000) és a tebainra is (r=0,390 p=0,0006).
Ugyanezek az Osszefliggések az alacsony hatdanyagli genotipusok kombinécidiban —
valosziniileg a DOPA szintjén bekovetkezd F2 szegregacid miatt - nem szignifikansak, kivéve
a narkotint, ahol a fent emlitettek alapjan erés meghatarozottsag érvényesiil.

Az egyes kombindciok eltérései

Az alkaloid felhalmozddasi jellemzok fentebb leirt altalanos jellemz6i és szamos hasonldsaga
mellett is, a magas hatéanyagtartalmu sziil6i kombinaciok utddsorai a konkrét értékek alapjan
szignifikansan (p=0,000) kiilonb6éznek egymastol, mind az F1-ben, mind az F2-ben (7 és 8.
abra). Azonos anyafajtak esetében is tapasztalhato eltérés a kiilonbz6 pollenadd partnerrel
végzett keresztezések utddai kozott. A Korona’x 67 kombinacidban példaul az atlagos
alkaloid felhalmozddas 3-4 %o-el magasabb, mint a ’Korona’ x ’Kozmosz’ nemzedékekben
(F1, F2), annak ellenére, hogy a 67’ nem tartalmaz narkotint.

Az alacsony hatdanyagtartalmu sziilok keresztezett utodnemzedékeiben nem mutathato ki
szignifikans kiilonbség az F2 kombinaciok kozott (7.4bra). A pollenadd hatasa azonban itt is
megnyilvanul: a "’Przemko’x ’Leila’ kombinacidban az egyedek dontéen morfin talsulyosak,
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8. dbra A magas hatoanyagtartalmu kombindaciok elhelyezkedése a fokomponens analizis

koordinatarendszerében
Mex Ko 7  H6x67 9
KoxMe 8 67xH6

1 67x Mi 3
2 Kox Mi 4

Mex 67 5
67x Me 6

H6x Ko

A testvértorzsek eltérései:
Egy-egy keresztezési kombinacion beliil a torzsek kozotti kiillonbségek valtozoan alakultak,
mind az F1 mind az F2 nemzedékben. A magas hatéanyagtartalmt sziilok utdédsoraiban




legalabb p=0,095 szignifikancia szinten eltérd volt a torzsek Osszes alkaloidtartalma a 9 koziil
5 kombinacidban. Az alacsony hatdéanyagos keresztezések F2 torzsei kombinacidkon beliil
nem mutatnak szignifikans eltérést egymashoz képest az 6sszalkaloid tekintetében, bar F1-ben
még a kombinaciok felében ezt tapasztaltuk. Ennek oka az is lehet, hogy a F2 minden esetben
jelentds torzson beliili szorassal rendelkezik.

Az alkaloidok korreldcios rendszere:

A munka folyaman elvégzett tobbezer hatdanyagvizsgalat alapjan szamitasokat végeztiink a
f6 alkaloidok egymas kozotti korrelaciés rendszerére. Az adatok szerint a morfindnok
(morfin, kodein, tebain) egymassal szignifikans, pozitiv kapcsolatban allnak. A morfinanok és
a narkotin koOzott az Osszefliggés a legtobb esetben negativ, és ritkabban szignifikdns. A
narkotint f6 alkaloidként felhalmozd utédok populacidiban azonban a narkotin-morfin
Osszefiiggés erds ¢€s pozitiv (pl. r=0,50* *Korona’ x *’Kozmosz’ illetve r=0,54* ’Korona’x *67’
F1). Ennek hattere lehet a retikulin el6tti bioszintetikus szakasz igen erds prekurzor aramlast
biztositd genetikai berendezkedése, tovabba alatdmasztja azt, hogy a mak alkaloidok
bioszintézise rendkiviil 6sszetett enzimatikus szabalyozas alatt (Facchini et al., 2007).

9. tablazat 4 négy f6 mdkalkaloid korrelacioja (r) a kiilonbozé utédpopuldaciokban végzett
szamitdsok alapjan

Kodein Tebain Narkotin
Morfin 0,37* alacsonyak F1 0,43* alacsonyak F1 -0,40* magas F1
0,21 magas F1 0,59* magas F1 -0,16* magas F2
0,26* magas F2 0,29* magas F2 -0,01 alacsony F2
0,41* alacsony F2 0,44* alacsony F2
Kodein 0,61* alacsonyak F1 -0,15 magas F1
0,49*  alacsony F2 -0,00 magas F2
0,54* magas F1 0,15* alacsony F2
0,47 magas F2
Tebain -0,53  magas F1
-0,13* magas F2
-0,04  alacsony F2

2.2. Az alkaloidtartalom és a téltiirés Osszefiiggései

A klimakamrés tesztek sordn azt tapasztaltuk, hogy egy kombinacion beliil a magas illetve az
alacsony alkaloidtartalmu részpopulacié utddai kozott nincs egyértelmi kiilonbség a fagytiirés
tekintetésben (1d. 3. tdblazat). Ezt a kérdést a szabadfoldi atteleld populaciokban nyilt modunk
novényegyedek szinten is tanulmanyozni. A téli tomegmaradas és a megmaradt egyedek
alkaloidtartalma kozotti 0sszefiiggés elméletileg a fagytlirés és a hatéanyag felhalmozodas
valamilyen szintli kapcsoltsagat jelezheti. Ezért megvizsgaltuk, hogy a kisérleti F2
hibridpopulaciok szabadfoldi téli témegmaradasa (Id. 1.2. rész) és az azokbol felndvo
egyedek atlagos alkaloidtartalma kozott igazolhatd-e kapcsolat. A korrelacié gyenge €s nem
szignifikansnak bizonyult (r=0,15), tehat a feltételezett Osszefiiggés nem volt bizonyithatd
(10. tablazat).



10. tdblazat A szabadfoldi F2 populacio fagytiirése és atlagos alkaloidtartalma

Kombinacio F2 megmaradas (%) Alkaloid 6sszes (%o)
Minoan x Kozmosz 3

Kozmosz x Minoan 21 11,26
67’ x Minoan 4 10,05
Kozmosz x Medea 17 11,79
Medea x Kozmosz 12 12,57
67 x Medea 15 16,31
Medea x 67’ 5 17,93
Kozmosz x Korona 8

Korona x Kozmosz 11 12,49
67 x Korona 2 14,15
Korona x ’67’ 3 17,03
Leila x Ametiszt 13 4,26
Ametiszt X Leila 6 4,63
Leilax *1/172’ 0 3,10
’1/172’ x Leila 2 411
Przemko x Kozmosz 19 7,04
Przemko x Leila 2 5,50

A téltlirés ¢és az alkaloidtartalom Gsszefiiggésének feltarasahoz sszehasonlitottuk ugyanazon
kombinacioban az F2 nemzedék Oszi vetésli valamint tavaszi vetési populacidinak
hatbéanyagtartalmat is. A két populacio vetéskor genetikailag azonos volt, az dszi vetésbol
azonban csak az attelelt egyedek keriilhettek a mintaba.
Megallapitottuk, hogy a fagy altal szelektalt részpopulacié valamint a teljes F2 0Osszes
alkaloidtartalma egyetlen kombinacié esetében sem mutatott szignifikans eltérést, ami arra
utal, hogy a hidegtiiré egyedek alkaloidtartalmuk alapjan nem kiilonboznek az érzékenyektdl

(11.tablazat).

11.tdblazat A kiilonbozo keresztezési kombindciok F2 nemzedékeinek alkaloidtartalma a
tavaszi vetésii teljes és az 0szi vetési, attelelt részpopuldacioiban™

Kombinacio tavaszi vetésli | Oszi vetéstl, t-értek szign.szint
teljes attelelt rész- (p)
populécid populacioi

atlag

Leila x Ametiszt 4,16 4,54 -0,599 0,550

Przemko x Kozmosz 6,58 3,48 -0,905 0,368

Kozmosz x Minoan 11,46 11,06 0,335 0,738

Medea x Kozmosz 12,21 10,90 0,810 0,420

Medea x 67’ 17,66 15,28 1,075 0,288

"H6’ x 67’ 16,88 15,48 0,562 0,576

"H6’ x Kozmosz 13,02 11,63 0,871 0,387

*az attelelt parcelldkon is reprezentativ egyedszamot adé kombinaciokat tiintettiik fel.

Eredményeink szerint a megmaradt részpopulaciokban az egyedek eloszlasa megerdsiti ezt a
tapasztalatot. A teljes F2-hoz képest az Gszi vetésbol megmaradt részpopulacio a kiilonbozo

kombinaciokban valtozd aranyban

tartalmazott

olyan egyedeket,

amelyek atlagos



alkaloidtartalmat meghaladd felhalmozasi szinttel rendelkeztek (12.tablazat). A detektalt
maximum értékekrdl sem allithatd, hogy egyontetiien tulsulyban lennének az 6szi vagy a
tavaszi vetésli populdcidban. Ennek alapjan nem lehet egyértelmii kdvetkeztetést levonni,
hogy az attelelés folyaman bekovetkezo természetes szelekcid bamilyen iranyban is eltolna az
alkaloidszintet.

12.tablazat Az alkaloidtartalom szélso értékei és az atlag feletti hatoanyagtartalmu egyedek
aranya (AF) a tavaszi vetésii teljes és az 0szi veteésti, attelelt F2 részpopulaciokban *

Kombinacio tavaszi vetési teljes populacio Oszi vetés, attelelt részpopulacio
Min. Max. AF (%) | Min. Max. AF (%)
Leila x Ametiszt 0,00 19,00 33 0,10 15,00 46
Przemko x Kozmosz 0,00 22,00 33 1,50 20,50 40
Kozmosz x Minoan 1,10 26,00 51 0,00 35,00 40
Medea x Kozmosz 3,00 25,00 52 0,00 31,50 48
Medea x ’67° 9,00 28,00 47 0,00 32,00 39
"H6” x °67° 5,10 35,00 50 6,50 29,10 40
"H6’ x Kozmosz 0,50 32,00 50 1,00 29,00 37

* Az attelelt parcellakon is reprezentativ egyedszamot add kombindcidkat tiintettiik fel.

Osszességében megallapithatd, hogy a mak alkaloidfelhalmozodasa és hidegtiirése kozott nem
igazolhat6 hatarozott kapcsolat. A gyakorlati megfigyelés, miszerint az 6szi fajtdk alkaloid
felhalmozo képessége gyengébb, csupan abbdl adddhat, hogy az —egyébként igen szegényes —
0szi fajtaspektrum korabban kizarolag étkezési, zomében hazikerti célu termesztést szolgalt, s
a hatodanyagfelhalmozas ndvelése nem is volt nemesitési cél. Eredményeink azonban azt
bizonyitjak, hogy célirdnyos nemesitéi munkéaval mind alacsony, mind magas hatdéanyagu,
azaz mind ipari, mind étkezési célra alkalmas genotipusok eldallithatok megndvekedett
fagytolerancia mellett is. Ez jelentdsen novelheti a hazai maktermesztés versenyképességét és
a termeldi igényekhez, lehetdségekhez valo igazodast.

3. Uj alkaloidspektrumi, fagytolerans genotipusok

A keresztezéses eljaras a rendszeresen egyedszelekcioval fenntartott fajtak tovabbfejlesztése
érdekében a variabilitds novelését szolgalhatja. A palyéazati célkitlizésben megfogalmazottak
szerint a keresztezések soran eldallitott €s tesztelt novényanyagot ezért olyan szempontbdl is
megvizsgaltuk, hogy mod van-e feltételezhetéen jo télalld és ugyanakkor specialis
alkaloidtartalmu vonalak kiemelésére. E vonalak kiindulast jelentenek 1j, Oszi vetésre
alkalmas, ipari vagy étkezési fajtdk nemesitéséhez.

Az eredetileg magas hatdéanyagtartalmt genotipusok F2 utdédnemzedékeinek vizsgalata soran
kivalasztottuk a fajtaeldéllitds alapanyagaként perspektivikus, potencidlisan gazdasagi
jelentdséggel bird tipusokat illetve emellett olyanokat is, amelyeknek szokatlan spektruma
miatt elsésorban tudomanyos jelentsége lehet (13. tablazat).

A magas hatéanyagi keresztezésekbdl fontosak lehetnek azok az egyedek, ahol az
Osszalkaloid tartalom a 25-30%o-et is eléri. Bar minden kombindcidban van erre példa,
kiemelhet6 a "Minoan’ X ’Kozmosz’ sziil6i paros. Az alacsony hatéanyagt fajtak keresztezése
soran a legmagasabb Osszalkaloid tartalom is eléri egyes esetekben a 20%o -et, de a
gyakorlatban ezek feltehetden nehezebben rogzithetok (1d. fentebb). E kombinacidkban
viszont minden parositasbol sziiletett szamos egyed, amelyek alkaloidtartalma a



kimutathatdsagi szint alatti vagy legfeljebb nyomnyi, s ezek az étkezési mak nemesitésében
rendkiviil érdekesek lehetnek.

Tudomdanyosan érdemes tovabb vizsgalni a kiilonbdzo alkaloidokat azonos aranyban
felhalmozo, vagy a tebaint csak nyomnyi morfinnal tartalmazé tipust, tovabba a magas
narkotinos anyagokbol sziiletett narkotinmentes egyedeket. Segitségiikkel tovabbi
informaciokat kaphatunk a makalkaloidok bioszintézisérdl és annak szabalyozasarol.

A kiemelt egyedeket elsdsorban az attelelt populaciobdl valogatjuk ki, hiszen ezek a
fagytiirésre mar erds szelekcidos nyomads alatt alltak. Tovabbi tdmpontot ad a klimakamrés
tesztsorozat, ahol —bar nem az egyed szintjén- de a kombinaciora vonatkozdan rendelkeziink
adatokkal (Id. 1.2 fejezet). Minden esetben azonban a klimakamras provokativ feltételek
kozott tervezziik tovabb tesztelni a felszaporitott anyagokat.

13.tablazat Nehany perspektivikus illetve érdekes egyed hatoanyagspektruma az F2

nemzedékekbdl (%o)
Jellemzo tipus | morfin | kodein | tebain | narkotin | Kombinacié
Magas hatdanyagos keresztezésekb6l perspektivikus
morfinos 15 - - - Minoan x Kozmosz
vegyes 13 7 8 - Minoan x Kozmosz
12 2 4 5 Minoan x Kozmosz
15 5 12 - 67 X Medea
12 3 15 - Kozmosz x Medea
narkotinos 5 ny - 15 H6X67
18 ny 6 16 Minoan x Kozmosz
Alacsony hatéanyagos keresztezésekbol perspektivikus
vegyes 13 1 9 - Przemko x Kozmosz
alacsony (mentes) | - - - - Pl. Ametiszt x Leila
Tudomanyosan érdekes
vegyes 2 1 3 3 67 x Medea
tebainos 0,5 2 7 - 67 X Medea
nakotin mentes 11 2 2 - H6 x 67
narkotinos 1 - - 8 Przemko x Leila

4. Osszefoglalas

Munkank soran azt tliztiik ki célul, hogy egyik legfontosabb gydgy- €s élelmiszerndvényiink,
a mak atteleld genotipusainak tudomanyosan eddig alig vagy egyaltalan nem ismert kémiai-
genetikai-élettani tulajdonsagait feltarjuk. A munka soran tiz makfajtat/térzset és ezek F1, F2
hibridgeneracioit tanulmanyoztuk in vitro és szabadfoldi koriilmények kozott.

A fagytiirési vizsgalatokhoz kidolgoztunk egy reprodukalhatd, klimakamras hidegtiirési
tesztprogramot az ,,0szi” és ,tavaszi” jellegli genotipusok elkiilonitésére. Megallapitottuk,
hogy a fagytlirést a makban valdsziniileg dominancia hatasok szabalyozzak, ami F2-ben
csokken. Az utddok fagytiirése a tolerans és a szenzitiv sziil6tdl is fiigg.

Igazoltuk, hogy hidegedzés a makban a prolinszint —akar sokszoros- ndvekedését indukalja,
ami a fagytlird genotipusokban erdteljesebb. A kiilonbség azonban edzés elétt nem jelentds,
¢s mind az 9szi, mind a tavaszi csoportban vannak eltérések a fajtak kozt.

A hidegedzés soran az oldhatd cukrok (szacharoz, fruktoz, gliikkdz, stb.) koncentracidja is
jelentésen megnd, a komponensek spektruma atalakul, de nem allapithatdé meg szignifikdns
eltérés a tavaszi illetve 6szi 6kotipust makfajtak kozott.



Tobb ezer egyedi analizis alapjan Osszefiiggéseket allapitottunk meg az alkaloidszint, ezen
beliil a morfin, kodein, tebain illetve narkotin oroklédésére és az egyes vegyliletek
korrelacidira vonatkozdan.

A mak alkaloidfelhalmozodésa és hidegtiirése kozott —klimakamras és szabadfoldi kisérletek
alapjan- nem igazolhato hatérozott kapcsolat. fgy céliranyos nemesitéssel eléallithatok mind
ipari, mind étkezési célra alkalmas, megndvekedett fagytolerancidju genotipusok.

Az eléallitott populaciokbol kivalasztottunk a fajtaeldallitds céljara perspektivikus illetve
szokatlan spektrumu, tudomanyos szempontbo6l érdekes vonalakat.
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