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A palyazat célja a korabban in vitro mikrospéra szelekcioval elGallitott oxidativ stressz-
tolerans kukorica DH vonalak utddainak stresszfiziologiai és biokémiai jellemzése volt, annak
érdekében, hogy megallapitsuk a szelektalt vonalak rendelkeznek-e fokozott hideg és
szarazsagtliréssel, ill. feltarjuk, hogy van-e Osszefliggés a novények fokozott oxidativ
stressztolerancidja hatterében allo megnovekedett antioxidans kapacitasuk, valamint a hideg
¢s szarazsagtiirésiik kozott.

Vizsgalatainkat 14 db in vitro mikrospora szelekcioval eldallitott oxidativ stressztolerans
kukorica DH vonal utédain végeztiik. Ezek a ndvények kiillonbozo reaktiv oxigén gyodkoket
képzé vegyiiletekkel (paraquat (Pq), tert-buthylhydroperoxide, B vagy BHP), szemben
mutatnak toleranciat. Osszehasonlitasként a szelekcidhoz hasznalt hibrid Kukorica vonalat,
valamint a szelekcios hatasnak ki nem tett DH novények utodait hasznaltuk.

A palyazat célkitiizésének és a munkatervben megfogalmazottaknak megfelelden az elsd két
évben teszteltik a korabban in vitro mikrospora szelekcioval eldallitott oxidativ
stressztolerans kukorica DH vonalak szuboptimalis hémérsékleti kezelésre adott
valaszreakcioit annak megéllapitdsa érdekében, hogy a vizsgélt vonalak koziil melyek
rendelkeznek fokozottabb hidegtiiréssel is. Megvizsgaltuk, hogy a mért paraméterek
Osszefiiggésbe hozhatok-e a ndvények antioxidans kapacitasaval, ill. az antioxidans enzimek
hidegindukalt valaszreakcioival.

Mivel hazankban a hidegstressz a kukoricat els6sorban a vetés ill. a kelést kdvetd korai
id6szakban éri, vizsgélatainkban elsddlegesen a csirdzéaskori ill. fiatalkori hidegstressz
hatasokra dsszpontositottunk.

A kukorica szubtropusi eredetii és igen érzékeny a hidegre. 15 °C alatt fejlédése erdsen
lelassul és fiziologiai szempontbdl karosodhat. Hideg hatasara jelentés mértékben csokken a
csirdzd magvak szama, megnyulik a csirdzashoz sziikséges 1dd, lassul a kibujo gyokodcskék és
rigyecskék novekedése. Fiatal novénykorban ért hidegstressz hatdsara a ndvény
fotoszintetikus aktivitasa jelentds mértékben csokken, ami megmutatkozik ugy a CO,
asszimilacio csokkenésében, mind a fotoszintetikus elektrontranszport folyamatokat
lelassulasdban. Tartds hidegben a fotoszintetikus folyamatok olyan mértékli karosodasa is
megfigyelhetd, mely mar megnyilvanul a kloroplasztisz szerkezeti atalakulasaban, a pigment-
tartalom jelentds mértékii csokkenésében. Igy a fotoszintetikus folyamatok ill. pigmentek
vizsgalataval jol jellemezhetOk az egyes szelektalt vonalak fiatalkori hidegtlirése.

Mindezek alapjan a csirazaskor alkalmazott stressz esetén a szemterméseket Petri-csészében
csirdztattuk és meghataroztuk a csirdzds mértékét (csirdzasi %-ban kifejezve), a csirazashoz
sziikséges napok szamat, valamint a csiranévények gyokérnovekedési ratajat (mm/nap). Fiatal
novény korban (4-5 hetes ndvények, 4-6 leveles allapot) alkalmazott 24 oras ill. 1 hetes
hidegkezelés (8°C) soran mértiik a ndvények fotoszintetikus aktivitasanak csokkenését a CO,
fixalas és fotoszintetikus elektrontranszport folyamatok (klorofill a fluoreszcencia indukci6 és
quenching ananlizis) detektalasan keresztiil. Az 1 hetes kezelés végén mértik a
fotoszintetikus folyamatok lelassuldsa ill. csokkenése eredményeképpen bekdvetkezo
karosodas mértékét a novények klorofill (a+b) tartalmanak valtozasan keresztiil, valamint a
hideg okozta novekedés lelassulasanak mértékét.

Eredmények:

Normal (22°C ) és alacsony (8°C) hémérséklet hatasa a novények csirazoképességére:



Szobahémérsékleten (22°C) csiraztatott magok koziil a ndvények kb. fele (a hibrid és még 7
szelektalt vonal) utodai jo csirazoképességgel rendelkeznek, amit a magas csirdzasi % (80-
95%) ¢és a gyors (3.5-4.5 napos) csirazasi ido is jelez. Ugyanakkor a tobbi utédvonal csirazasi
képessége alacsonynak mondhatd (35-55%-s csirdzas %). Ennek megfelelden a csirdzasi
index (CSI= Csirazasi %/csirazashoz sziikséges napok szama) 3-30 kozott valtozott. Az
alacsony homérséklet (8 °C) 3-4 —szeresére novelte a csirazashoz sziikséges 1dot €s a legtdbb
vonal esetében jelentdsen (40-70%-al) csokkentette a magok csirdzasi %-t is. Ez a csirdzasi
index drasztikus csokkenését (0.6-7) eredményezte. Kisérleteink szerint hibrid ndvény
nagyfoku hidegérzékenységet mutat. Ugyanakkor 7 szelektalt vonal esetében a csirdzasi %
csupan 10-20%-s csokkenése volt tapasztalhaté hidegkezelés hatasara, noha a csirazashoz
sziikséges 1d6 ezen vonalak esetében is megnétt. A csirdzasi % ill. csirdzasi index alapjan a
hideg hatasara bekovetkezd valtozasok (CS%T8°C /CS% T22°C ill. CSI%T8°C /CSI%
T22°C ) szerint a 14 oxidativ stressztolerans vonal koziil 7 (3 paraquat, 2 t-BHP és 2
riboflavin+metionint tartalmazé taptalajrol szarmazd ndvény utddai) hideggel szemben is
toleransabbnak mutatkozott. A 4 napos korban alacsony homérsékletnek kitett csirandvények
gyokérnovekedési rataja is megerdsitette ezeket az eredményeket.

1. tablazat: Hideg hatasa a csirdzésra kiilonbozd oxidativ stressztoleranciaval rendelkezé DH
vonalakon, valamint a kontroll DH (K) ill. a szelekcidohoz hasznalt hibrid (A-18) kukorica
novényekben. Csirazasi % és az eltelt napok szama szoba (T22°C) és alacsony (T8°C)
hémérsékleten. Az egyes vonalak csirazasi ((CSI), valamint hidegtiirési indexe (CTI).

T22 T8 CTI

CS% Nap CSl CS% Nap Csl CS% CSl
Al18 98 3,5 28,0 50 14 3,6 0,51 0,13
K 50 6 8,3 15 15 1,0 0,30 0,12
PaR2 60 5 12,0 30 16 19 0,50 0,16
PgR5 90 4 22,5 85 13 6,5 0,94 0,29
PgR10 75 4 18,8 60 14 4,3 0,80 0,23
PgR12 38 6 6,3 10 17 0,6 0,26 0,09
PgR14 95 4 23,8 90 13 6,9 0,95 0,29
PgR17 50 5 10,0 20 18 11 0,40 0,11
Bl 89 3 29,7 80 13 6,2 0,90 0,21
B5 75 4 18,8 80 13 6,2 1,07 0,33
B7 60 3,5 17,1 20 15 13 0,33 0,08
B9 35 4,5 7,8 15 15 1,0 0,43 0,13
R5 80 4 20,0 50 13 3,8 0,63 0,19
R8 55 3,5 15,7 25 15 17 0,45 0,11
R9 90 3 30,0 90 13 6,9 1,00 0,23

Fiatal novény korban alkalmazott hidegstressz hatasa a fotoszintetikus folyamatok ¢és a
novekedés alakulasara

A fiatal novény korban alkalmazott hideg hatasara bekovetkezd fotoszintetikus folyamatok
lelassulaséan €s a pigment-tartalom valtozasan keresztiil vizsgaltuk a novények hidegtiirését. A
fotoszintetikus elektrontranszport folyamatok lelassulasat és karosodasat jelz6 fluoreszcencia
indukcios paraméterek (EQY, Fv/Fm), valamint a CO; asszimilacidé (A) csokkenés mértéke
alapjan a hidegre legérzékenyebbnek a hibrid névény mutatkozott. A hidegkezelés 65-75%-al
csOkkentette a fenti paraméterek értékeit a szobahdmérsékleten mért értékekhez képest. Ehhez
képest a legtobb oxidativ stressztolerans ndvényben az alacsony hdmérséklet okozta



csOkkenés mértéke kisebb volt, altaldban 10-40% koriil mozgott. Ez alol csak 3 szelektalt
vonal volt kivétel, de a csokkenés mértéke ezen novények esetében sem haladta meg a 40-
60%-t. Az 1 hetes hidegkezelés utdin mért klorofill (a+b) ill. novekedési rata (cm/nap)
csokkenés alapjan 6 ill. 7 vonal mutatkozott hidegtiirébbnek a hibrid névényhez képest.

1. abra: Hidegindukalt valtozasok a fotoszintetikus paramétereckben (A): (a PS II optimalis
(Fv/Fm) és effektiv (EQY) kvantumhatasfoka; A, CO, asszimilacids rata), valamint a hideg
hatasa a novekedésre (B) kiilonb6z6 oxidativ stressztoleranciaval rendelkezé DH vonalakon,
valamint a kontroll DH (K) ill. a szelekciohoz hasznalt hibrid (A-18) kukorica ndvényekben.
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A fiatal novény korban alkalmazott hideg hatdsara bekovetkezd fotoszintetikus folyamatok
valtozasait egyes szelektalt vonalakban részletesen megvizsgaltuk. A klorofill a
fluoreszcencia indukcid €és quenching analizis segitségével végzett vizsgalatok eredményei azt
mutatjak, hogy szobahOmérsékleten (22°C) nem volt szignifikans kiilonbség az egyes
genotipusok fotoszintetikus elektron transzport aktivitasaban fénygatlas alatti (340 umol m™
sh fényintenzitdson. Sem a PS II optimalis és effektiv kvantumhatasfokat jelzé Fv/Fm ill.
AF/Fm’ paraméterekben, sem a fényenergia fotokémiai hasznosulasat jelz6 fotokémiai (qP),
ill a hé forméjaban torténd energia kisugéarzasra utald nem-fotokémiai (NPQ) kioltasok
paraméterekben nem taldltunk lényeges eltéréseket az egyes genotipusok kozott (2. abra).



A telitési fényintenzitdson mért CO; asszimildcios képesség sem mutatott szignifikdns
kiilonbségeket az egyes homozigdota dihaploid genotipusok kozott, noha a kontrollként
hasznalt hibrid ndvények magasabb CO; asszimilacids ratat mutattak szobahémérsékleten (3.
abra).

Alacsony hémérsékleti kezelés hatasara ugy a fluoreszcencia indukcids és quenching
paraméterek (kiv. NPQ), mind a CO, fixalas mértéke jelentés mértékben csokkent minden
DH genotipus ¢és a hibrid (H) esetében is, ami a fotoszintetikus elektron transzport és a CO;
asszimilacios folyamatok egyiittes csokkenésére utal (2. és 3. abra). A CO, asszimilacio
csokkenésében az elektrontranszport folyamatok lassuldsanak meghatarozé szerepére utal az,
szoros korrelacio (r= 0.83, n=14) mutathato ki a linedris elektrontranszport aktivitas és a CO»
asszimilaciéo csokkenése kozott, valamint, hogy kisérletiinkben az alacsony hdmérsékleti
stressz nem indukalt sztdbmazarodast egyik genotipus esetében sem (3. 4bra).

A genotipusok 0Osszehasonlitisa soran megallapithattuk, hogy az Fv/Fm, gP, AF/Fm’,
valamint az asszimilacios rata (A) csokkenése nagyobb mértékii volt a hibrid és kontroll DH
vonalakban, mint az oxidativ stressztoleranciaval rendelkez6 DH vonalak esetében (2. és 3.
abra). Ugyanakkor az alacsony hdmérséklet hatasara jellemzé NPQ novekedés, ami a hd
formajaban torténd energia kisugarzas mértékének ndvekedésére utal, nem volt megfigyelhetd
a hibrid és kontroll DH kukorica novények esetében (2. abra D). Alacsony hémérsékleten, a
fotoszintetikus elektrontranszport lassulasa, valamint az alternativ hé formajaban torténd
energia kisugarzas hatterében 4ll6 védekezd mechanizmusok korlatozottsaga a reaktiv gyokok
(pl. triplett allapott klorofillok) ill. reaktiv oxigén formak felhalmoz6dasat eredményezik, ami
a fotoszintetikus apparatus ill. pigmentek karosodasahoz vezet. Kisérleteinkben az 1 hetes
hidegkezelés mar jelentds (40-50 %) klorofill (a+b) tartalom csokkenést idézett el a hibrid és
kontroll DH ndvényekben, mig az oxidativ stressztolerans novényekben ez a csokkenés
csupan 10-25% volt (4. abra).
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2. abra. Hideg hatasa (8°C). a PS Il optimalis, Fv/Fm (A) és effektiv AF/Fm’(C)
kvantumhatasfokat, a fotokémiai, gP (B) és nem-fotokémiai, NPQ (D) quenching
paraméterekre kiilonb6z6 oxidativ stressztoleranciaval rendelkez6 DH vonalakban, valamint a
kontroll (DH C) és a hibrid (H) kukorica novényben. Kontroll mérés 22°C-on tortént.
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3. abra. Hideg hatésa (8°C) a levelek CO2 asszimilacidjara (A) és a sztbmazarddast jelzod
sztomakonduktancia, gs (B) paraméterekre kiilonb6z6 oxidativ stressztoleranciaval

rendelkez6 DH vonalakban, valamint a kontroll (DH C) és a hibrid (H) kukorica névényben.
Kontroll mérés 22°C-on tortént.
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4. dbra. Klorofill tartalom valtozasa tartos (1 hét) hidegkezelés hatasara kiilonb6z6 oxidativ
stressztoleranciaval rendelkezé DH vonalakban, valamint a kontroll (DH C) és a hibrid (H)
kukorica ndvényben. Kontroll mintdkat a kezelés el6tt vettiik.

Mivel a reaktiv oxigén formak eliminalasaban az antioxidans enzimeknek kozponti
jelentdségiik van, a kutatdsok masodik évében megvizsgaltuk, hogy az hogyan valtoznak az
antioxidans enzimek aktivitasai az egyes vonalakban alacsony homérséklet hatasara és, hogy
ezek aktivitisa Osszefiiggésbe hozhatok-e a novények hidegtiirésével. Eppen ezért
vizsgalatainkban meghataroztuk a fobb antioxiddns enzimek (szuperoxid dizmutdz (SOD),
aszkorbinsav  peroxidaz (APX), Kkatalaz, glutation reduktaz (GR), glutation-S-
transzferaz(GST)) aktivitésait stresszmentes (22°C) koriilmények, valamint 24 6ras €s 1 hetes
hidegkezelést kdvetden.

Eredményeink azt mutattdk, hogy stresszmentes koriilmények kozott (T=22°C-on, 250-350
umol/m2 s, 80% RH) szobahdmérsékleten megvizsgalva a névények antioxidans kapacitasat
azt tapasztaltuk, hogy szamos (10 db) oxidativ stressztolerans DH vonal antioxidans
kapacitasa magasabbnak bizonyult, mint a kontrollként hasznalt hibrid €¢s DH novényeké. Az
egyes enzimek vizsgalata soran kimutattuk, hogy az antioxidans kapacitds novekedés 1
oxidativ stressztolerans DH vonal esetében 1 (GsT), 2 oxidativ stressztolerans DH vonal
esetében 2 (APX, SOD), 2 vonalban 3 (APX, SOD, katalaz) és 2 vonalban 4 (APX, SOD, GR,
GsT) antioxidans enzim 30-250%-al magasabb aktivitdsanak koOszonhetd. 2 oxidativ
stressztolerans DH vonalban mind az 5 vizsgalt enzim aktivitdsa magasabb volt. Ezek az
eredmények azt mutatjak, hogy az in vitro szelekcid eredményeképpen egy altalanos
antioxidans kapacitas ndvekedés jott 1étre a szelektalt DH ndvényekben (5. abra).



Hidegkezelés hatdsara (T=8°C) szamos antioxidans enzim aktivitdsa megemelkedett. Rovid
idejii stresszkezelés (24h) hatdsara az antioxidans kapacitas 20-40%-os novekedése volt
megfigyelhetd, mig tartos hideg (1hét) esetében az atlagos antioxiddns kapacitds ndvekedés
50-75%-0s volt. Ugyanakkor jelent6és kiilonbségeket taldltunk az egyes enzimek
hidegindukalt aktivitasvaltozasa kozott. Hideg hatasara elsésorban a GR és GST enzimek
aktivitdsa novekedett meg, alig volt hatasa a SOD és APX aktivitasara, a csak kismértékben
novekedett, mig tartds (1 hét) hideghatas esetén a kataldz enzim aktivitdsanak csokkenése is
megfigyelhet6 volt (5. bra).
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5. 4bra: Az antioxidans enzimek relativ aktivitdsai kontroll (22C) koriilmények kozott és
hidegkezelés kovetden. A relativ aktivitasokat gy szamoltuk, hogy a kontroll koriilmények
kozott mért hibrid ndvény aktivitdsait 1-nek tekintettiik, és ehhez viszonyitva hataroztuk meg
az egyes vonalak relativ aktivitasait, ill. a kezelések hatasait. A hibrid ndvényben 1 megfelelt,
a8.4,3.37,15.50.289 és 2.22 uM szubsztrat/ g FW min aktivitasoknak a SOD, APX, Kkatalaz,
GR és GST enzimek esetében.

A genotipusok Osszehasonlitdsa sordan megallapitottuk, hogy a kontroll koriilmények kozott
megfigyelt genotipusok kozti kiilonbségek a legtobb (7) esetben fennmaradtak a hidegkezelés
alatt is, vagyis ezek a novények stresszindukalt koriilmények kozott is magasabb antioxidans
kapacitassal rendelkeznek, mint a kontroll hibrid és DH novények. Ezen eredmények azt
mutatjak, hogy az oxidativ stressztolerans DH novények hidegindukalt koriilmények kozott is
képesek megorizni nagyobb antioxiddns kapacitasukat, ami eldnyt jelenthet a hideggel
szembeni védekezésben.

Osszevetve az antioxidans enzimek vizsgilata sordn kapott, valamint a fiziologiai vizsgalatok
eredmeényeit, megallapithatd, hogy azon ndvények koziil, melyek antioxidans kapacitdsa
meghaladja a kontroll novényekét (10 db), szamos (7 db) a hideggel szemben is ellenallobb
volt. Megfigyelhetdé volt, hogy azon vonalak, melyek tobb antioxidans enzimre nézve is
magasabb aktivitassal rendelkeztek, magasabb tolerancia indexet mutattak hideggel szemben
is. Az antioxidans kapacitas, valamint a mért fiziologiai paraméterek kozott jo (r= 0.6-0.8,
n=14) korrelaci6 mutathatd ki (6. édbra). A legszorosabb korrelacié az Fv/Fm paraméter
esetében volt. Mindezen eredmények alapjan Osszefliggés mutathatdo ki a hidegtiirés ¢és a
megndvekedett antioxidans kapacitas kozott.
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6. dbra. Korrelacidé novények fotoszintetikus aktivitdsa (a mért Fv/Fm, qP, AF/Fm’ és CO;
assimilacios rata (A) ), valamint azok antioxidans kapacitasa kozott a hidegkezelés soran.

Osszességében vizsgalataink azt mutatjak, hogy az in vitro szelekcidval eldallitott oxidativ
stressztolerans novények (14 db) kozil szamos (7 db) hideggel szemben is magasabb
toleranciat mutatott, mely Osszefiiggésbe hozhatd ezen novények megndvekedett antioxidans
kapacitasaval. Mindezen vizsgalatok azt mutatjak, hogy lehetséges hidegtlird kukorica DH
vonalak eldallitasa mikrosporak in vitro szelekcidjaval oxidativ stresszt indukalo vegyiiletek
alkalmazasaval.

A vizsgalataink tovabbi két évében arra keressiik a valaszt, hogy az in vitro mikrospora
szelekcioval eldallitott oxidativ stressztolerans kukorica DH vonalak milyen szarazsagtiiréssel
rendelkeznek a kontroll novényekhez képest? Az altalanos adaptacios képesség fokozodasa
megnyilvanul-e a szarazsagtiirés fokozodasaban is?

Mivel Magyarorszdgon a szarazsagstressz els6sorban a kifejlett ndvényeket éri,
kisérleteinkben mi is a szdrazsag hatasat a novények késdbbi (viragzas eldtt-termésképzés)
fejlddési stadiumdban vizsgaltuk. Kisérleteink egyrészt kontrollalt fitotroni koriilmények
kozott végeztiik, masrészt a megfeleld szamu termésadat biztositdsa érdekében a kevésbé
kontrollalhat6 szabadteriileten elhelyezett cserepekben nétt novényeken. A szarazsagstresszt
vizmegvonassal idéztiik eld, ami a talaj viztartalmanak (v/v) 35%-16l, 10%-ra torténd
csokkenését eredményezte. A kisérlet végeztéig a talaj viztartalmat a tovabbiakban 10 %-S
értéken tartottuk, mivel ez alatt a novény elpusztult volna. A jo vizellatottsagu novényeket
(35%-o0s talajviztartalom mellett) hasznaltuk kontrollként. A szarazsag-kezelést normal (26
°C) és magas (35 °C) homérsékleten is elvégeztiik, mivel a szdrazsagot gyakran kiséri magas
hémeérséklet is.

Eredmények:
Fitortonban végzett kisérletek:

A széarazsag fizioldgiai hatasat tekintve a legjelentdsebbek, hogy szarazsag stressz hatasara
ugy a talaj, mind a ndvények viztartalma jelentés mértékben csokken (RWC); csokken a
szérazanyag produkcio, elsddlegesen a levelek fotoszintetikus aktivitasdnak (CO2
asszimilaciojanak) csokkenése kovetkeztében. Szarazsag hatdsdra megvaltoznak a novények
biokémiai folyamatai is, beleértve szamos ozmoregulacioban szerepet jatszé anyag (pl. prolin)
szintézisét, vagy az antioxiddns enzimek aktivitdsanak fokozodasat.



A 10 hetes korig optimalis vizellatottsagon (35% talajviztartalom) tartott ndvények locsolasat
megsziintetve nyomon kovettiik a talajviztartalom csokkenését igy normal (26 °C), mind
magas (35 °C) homérsékleti kezelés mellett. Kisérleteinkben talajviztartalom csokkenése
mindkét homérsékleten kétféle tendenciat mutatott. Egyes novényeknél a talaj viztartalma
gyorsan (2-3 napon beliil), mig mas névényeknél lassabban (3-4 nap alatt) csokkent le 10% -
ra (7. abra) . Ettdél kezdve a ndvényeket ugy locsoltuk, hogy minden reggel a talaj viztartalma
10% legyen.
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7. abra. Talajviztartalom valtozas a locsolés (rel viztart 35%) megszlintetése utan.

A viragzas elott alkalmazott szarazsag hatasara a levelek relativ viztartalma (RWC) 20 % ill.
36 %-al csokkent a H és a DH C ndvényekben normal (26 °C) ill 35 °C-n. Az oxidativ
stressztolerans vonalakban az RWC tartalom csdkkenés szignifikansan kisebb (5-9 %, ill. 13-
23 %) volt mindkét kisérleti koriilmény esetében, ami a szelektalt névények jobb
vizhasznositasi képességére utal.
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8. abra: A novények leveleinek relativ viztartalma (RWC).

Emellett azonban fotoszintetikus aktivitasuk (CO, asszimilacié mértéke) is magasabb maradt,
ami a szdrazanyag produkcid kisebb mértékii csokkenésére utal. Szarazsag hatasara a CO;
asszimilacio mértéke 75 ill 90 %-al esett vissza a jo vizellatottsagi novényekéhez képest a
kontroll (hibrid, + DH C) ndvényekben, mig a szelektalt vonalakban atlagosan 22 ill. 60% -S



CO; csokkenés volt megfigyelhetd normal ill. magas hémérsékleten alkalmazott
szarazsagstressz esetén (9. abra). Mindez azt jelzi, hogy a szdrazsagstressz esetében az
oxidativ stressztolerdns ndvények képesek viztartalmukat és CO; asszimilacios képességiiket
jobban megdrizni, mint a nem szelektalt vonalak és a hibrid névények.

A CO, asszimilécio csokkenéssel parhuzamosan, a sztomakonduktancia (gs) is csokkent, ami
a sztomak bezarodasat mutatja. A sztdmazarodason kiviil a szarazsagstressz, kiilondsen, ha
magas homérsékleten tortént a kezelés, az intercellularis CO, (Ci) szint megemelkedését is
eredményezte, ami arra utal, hogy a CO, asszimilacio (Rubisco karboxildz aktivitdsanak)
csokkenésének hatterében, a sztdbmazardodas mellett egyéb un. metabolitikus folyamatok (pl.
Rubisco inaktvacidja, csokkent regenaracios képessége, ATP hidny, megnovekedett
fotorespiracio, stb.) is szerepet jatszanak.

Sztémakonduktancia
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9. abra: Az egyes vonalak intakt levelein mért CO, asszimilacio (A), a sztomazarodas (B) €s
az intercellularis CO; szint (C) mértéke stresszmentes, ill szdrazsagnak kitett leveleken.

Klorofill a fluoreszcencia indukci6 és quenching analizis mérések alapjan elmondhat6, hogy a
fotoszintetikus elektrontranszport folyamatok (fény szakasz) kevésbé érzékenyek a
szarazsagstresszre, mint a sotét szakasz (CO; asszimildcid). Szarazsagstressz hatisara az
Fv/Fm, qP, AF/Fm’, NPQ fluoreszcencia paraméterek csak kisebb mértékben valtoztak. A
legérzékenyebb paraméternck az Fv/Fo mutatkozott (10. abra). Vizsgalataink azt mutattak,
hogy ugy normal, mind magas hémérsékleten alkalmazott szarazsagstressz esetén a hibrid
novény jelentdsebb (35 % ill. 85%-0s) Fv/Fo csdkkenést mutatott, mint a szelektalt ndvények
(atlagos Fv/Fo csokkenés mértéke 14 ill. 40% volt normal ill. magas T-n). Mindez azt jelzi,
hogy a fotoszintetikus elektrontranszport folyamatok karosodasa szarazsagstressz esetében az
oxidativ stressztolerans szelektalt vonalakban kisebb mértékii, mint a kontroll ndvényekben.



Kiilonosen megfigyelhetd ez a normal (T=26C) hémérsékletii szarazsagstressz esetén, ahol az
oxidativ stressztolerans vonalakban a PS II karosodésa szinte elhanyagolhat6 (10. abra).

PS Il karosodasat jelzé fluorescencia quenching paraméter
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10. dbra A PS II kérosodasat jelzd fluoreszcencia (Fv/Fo) paraméter valtozasa kiillonb6z6
homérsékletli szarazsag-stressznek kitett ndvényeken.

Az antioxidans enzimek (szuperoxid dizmutdz, SOD; aszkorbat peroxiddz, APX; glutation
reduktdz, GR; glutation-S-transzferdz, GST) sztresszindukalt véaltozasat is nyomon kovettiik.
Jelen kisérletsorozatban is megfigyelhetd volt a korabbi fejlddési stddiumokban tapasztalt
jelenség, miszerint az oxidativ stressztolerans ndvények magasabb antioxidans kapacitdssal
rendelkeznek stresszmentes (26 °C, jo vizellatottsag) koriilmények kozott is, mint a kontroll
(H és DH C) novények (11. abra). Szarazsadg hatdsara (26 °C-on) leginkdabb a GR enzim
aktivitasa emelkedett meg, de az oxidativ stressztolerans vonalakban emellett megfigyelhetd
volt a SOD enzim aktivitdsanak ndvekedése is. Magas homérsékleten alkalmazott
szarazsagstressz a GR, SOD ¢és APX indukcigjat eredményezte minden vonal és a hibrid
ndvény esetében. Meg kell azonban jegyezni, hogy a szérazsag, fliggetleniil a hdmérséklettdl,
nem okozott novekedést a katalaz enzim aktivitasdban, s6t SOk esteben aktivitascsokkenés is
megfigyelhetd volt (12. dbra). Osszességében szamos szelektilt, oxidativ stressztolerans DH
vonal (antioxidans enzimeinek aktivitasa, a novények antioxidans kapacitasa szarazsagstressz
koriilmények kozott is meghaladta a kontroll vonalakét. Mindemellett azonban szoros (r >
0.6) korrelaciot nem tudtunk kimutatni a ndvények antioxidans kapacitasa és a
szarazsagtiirésiik mértéke kozott.



Relativ enzimaktivitasok
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11. abra: Az antioxidans enzimek relativ aktivitasai normal és (26 °C) magas (35 °C)
homérsékleten alkalmazott szarazsag esetén. A relativ aktivitasokat gy szdmoltuk, hogy a
kontroll koriilmények kozott mért hibrid (A-18) novény aktivitasait 1-nek tekintettiik, és
ehhez viszonyitva hataroztuk meg az egyes vonalak relativ aktivitdsait, ill. a kezelések
hatasait. A hibrid névényben 1 megfelelt, a 13,6, 3.46, 12.9 0.596 ¢és 4.34 uM szubsztrat/ g
FW min aktivitasoknak a SOD, APX, katalaz, GR és GST enzimek esetében.
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12. abra. Egyes enzimek tipikus aktivitasvaltozasai a kiilonb6z6 kezelések soran.



Megvizsgaltuk a szarazsagra indukdlodo prolin-tartalom valtozasat is a ndvényekben. Jelentds
mértékii 2-4 x-s ill. 10-20x-0s prolin-tartalom névekedés volt megfigyelheté normal (26°C) és
magas (35°C) hémérsékletii szarazsag-kezelés esetén. Erdekes megfigyelés volt azonban,
hogy a ndvények prolin tartalma nem mutatott korrelaciot a szarazsag-stressz mértékével.

Prolin tartalom
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13. 4dbra. A kiilonbozd kezeléseknek kitett novények leveleinek prolin tartalma (az RWC
méréssel azonos levélminta eredményei).

A fitotronban végzett kisérleteink Osszességében azt mutatjak, hogy a szarazsagstressz
hatasara bekovetkez6 RWC és fotoszintetikus paraméterek valtozasai jol korrelalnak az
oxidativ stressztolerancia mértékével, ugyanakkor a szarazsagtlirés és a novények prolin ill.
antioxidans kapacitasa kozott a korrelacid mar kisebb mértékii. Valoszinilisithetd ez azért is,
mert a szarazsag igen Osszetett komplex fizioldgiai folyamat, és tobb folyamat egyiittes
hatasanak eredményeképpen alakul a szarazsagtiirés. Az antioxidans enzimek Szerepe
ezekben csak kisebb mértékben meghatarozo jelentdségii.

Szabad teriileten végzett kisérletek.

A szérazsagnak a virdgzasra és termésképzésre gyakorolt hatasat fitotroni koriilmények kozott
csak limitalt mintaszamban tudtuk elvégezni, ezért e vizsgalatokat foként a szabadban végzett
kiséreltek soran végeztiik. Ennek megfeleléen a hdmérsékletet nem tudtuk kontrollalt
koriilmények kozott tartani, csak a viztartalmat. Problémat jelentett tovabba, hogy az egyes
vonalak és a hibrid viragzasi ideje kozott 2-3 hét eltérés is volt, igy a kisérlet kezdete (de nem
az idotartama) az egyes vonalak esetében kiilonbozott. Ezekben a kisérletekben a
szarazsagkezelést a pollenfejlodés kezdeti (meiozis korban, mikrosrporogenezis) stadiumaban
idéztiik eld. A talaj viztartalmat 12%-ra csOkkentettiilk vizmegvonassal, majd ezen az érteken
tartottuk a kezelés végéig.

A fitotroni kisérletekhez hasonldan a szabadfoldi kisérletekben is a hibrid ill. kontroll DH
ndvény mutatta a legnagyobb RWC csokkenést (10%) vizmegvonds hatdsara, bar ezek az
értékek lényegesen kisebbek voltak a fitotronban mért adatokhoz képest. Ennek oka
valosziniileg, hogy a reggeli harmatbdl a ndvények konnyebben tudtak vizet felvenni.
Ugyanakkor a korabban jobb RWC értékeket mutatd oxidativ stresstolerans DH vonalakban
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az RWC tartalom ezen kisérletben is jobb paramétereket mutatott. A levelek ozmotikus
potencialjanak vizsgalata arra is fényt deritett, hogy két kivétellel a szelektalt ndvény
ozmotikus adaptacioés képessége meghaladta kontroll DH és a hibrid novény ozmotikus
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14. abra. A szabadfoldi kisérlet soran a levelek relativ viztartalma (A) jo vizellatottsdgnak
(35% talaj viztartalom) és szarazsagnak (12%-os talajviztartalom) kitett novényekben. Az
egyes vonalak ozmotikus adaptacios (OA) képessége (Field Crop Res. 76, 2002153).

Pollenfejlédés vizsgalata soran, a megtermékenyités napjan (amikor a bibe receptiv allapotba
keriilt a pollen fogadasara) megmértiik a pollenek életképességét (FDA festés, ) (15. abra). A
porzasokat kdvetd napon (még mindig idealis allapot a porzéasra) pedig néztiik a 24 ora alatt
termelddott pollen mennyiségét.

kontroll névény szarazsag kezelt novény

15. abra Pollen ¢€letképesség vizsgalata FDA festéssel.

Szarazsagstressznek kitett ndvényekben ugy a pollen mennyisége, mind az életképes pollenek
szama jelentés mértékben csokkent a kontroll (locsolt) novényekhez képest (16. éabra),
jelezve, hogy a szarazsagstressz a pollenfejlédésen keresztiil is drasztikus mértékben
befolyasolhatja a termés mennyiségét. Természetesen a termelt pollen mennyisége a hibrid
novény esetében lényegesen meghaladta a DH novényekét, ugyanakkor az életképes pollenek
mennyisége éppen a hibrid névényekben csokkent a legnagyobb mértékben a kezelés soran,
drasztikusan csokkentve az ¢életképes pollenek mennyiségét (16 C). Az oxidativ stresszolerans



DH vonalak koziil szdmos esetben bar a pollen mennyisége kisebb volt, mint a hibrid¢, az
¢letképes pollenek aranya magasabb volt.

Pollen életképesség Pollen mennyiség
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w0 16. abra: Pollen ¢életképesség (A), és a 24
o ora alatt termelddott pollen mennyisége (B)
locsolt és szarazsagstressznek kitett
novényeken.

A 24 6ra alatt termelddott €letképes
pollenek mennyisége (C) .
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A terméselemek tanulmanyozasa sordn vizsgaltuk a magkotést, a magok szemtelitodését jelzo
1000 szem tomeget, valamint par honapos nyugalmi idészak utdn megnéztiik a kiilonb6z6
kezelésekbdl szarmazo magvak csirdzoképességét. Ahol lehetséges volt keresztporzasokat
(ugyanazon genotipuson beliil) is végeztiink: Szérazsdgnak kitett ndovényt poroztuk normal
vizellatottsagh novényrdl szarmazo viragporral (-W @ X +W @) és forditva, jo vizellatottsagh
novény bibéjét poroztuk szarazsagnak kitett novény pollenjével (+W @ x -W J). Ezzel a
pollen és a bibe &llapotdnak a termésképzésben betdltott szerepét kivantuk vizsgélni.
Ugyanakkor meg kell emliteni, hogy sok esetben egyes DH ndvényekben a him és
ndviragzasi idék annyira eltértek (>, mint 4 nap), hogy Onporzast nem mindig tudtunk
végezni. Megfigyelhetd volt az is, hogy a sok esetben azért nem tudtunk keresztporzast
végezni, mert a szarazsagnak kitett novény bibéje csak joval lassabban fejlodott (bajt ki a
bibeszal), mint a locsolt ndvények viragpora. Ezért nincs mindenhol adat a tablazatban.

Vizsgalataink azt mutatjak, hogy a szarazsagstressz hatdsara a magkotési % jelentds
mértékben csokkent minden genotipus esetében, de drasztikusan a hibrid és kontroll DH
vonalban. Keresztporzasokban (ahol kaptunk eredményt) azt tapasztaltuk, hogy a magkdotési
% jobban csokkent akkor, amikor a bibe ndvénye volt szarazsagkezelt, mint akkor, amikor a
pollent ad6é névényé. Ugy tiinik, hogy szarazsagstressz hatasara, bar a pollen mennyisége és
mindsége (¢életképessége) is csokkent a szarazsag soran, marad még annyi, hogy korlatozott
mértékben ugyan, de megtermékenyitse a bibét. Viszont, amikor a bibe ndvénye volt
szarazsagkezelt, a magkotési % csokkenés dramai volt. Sok esetben virdgzasi id6 eltolodasok
miatt nem kaptunk termést. A genotipusok Osszehasonlitasa soran azt tapasztaltuk, hogy a
széarazsagstressznek kitett oxidativ stressztolerans DH novények koziil 6 genotipus jobb
magkotési tulajdonsagokat mutatott, mint a kontroll DH és a hibrid névény.



2. tablazat: Kiilonbozd genotipusok €s hibrid névény magkdtése stresszmentes (+W) ill.
szarazsagnak (-W) kitett ndvények megporzasa utan. A magkotést, az elméleti (sor x
oszlopszam) és valos szemszam hanyadosaként adtuk meg. A valos szemszam nem
tartalmazza a csovek végén talalhato kisebb, ¢letképtelen szemeket.

Magkotési % 1000 szem tomeg
+W -W W Xx-W  -WQx+W +W -W
d d

A 18 78 28 38 2 281 189
K 38 12 - - 132 87
PgRS5 75 36 - - 176 104
PgR10 85 45 64 27 188 132
PgR12 80 47 42 - 206 166
PgR14 77 27 26 13 262 145
PgR17 89 54 70 26 174 125
Bl 68 44 41 19 200 175
B2 63 46 76 38 245 160
B5 76 43 - - 193 162
R7 [0 26 - - 108 145

A bibe ¢és a termés fejlédését meghatarozo source-sink kapcsolat feltarasara iranyuld
kisérleteink is lezajlottak, az eredmények feldolgozasa késdbbre varhato.

Osszesités

Osszesitésként elmondhatd, hogy tobb fejlddési stddiumban (csirazas, fiatal novénykor,
virdgzas eldtti vegetativ ill. generativ életfazisban) vizsgaltuk az oxidativ stressztolerans
novények kiilonbozd abiotikus (hideg és szdrazsag) stressztlirését. Mindezen részletes és
komplex vizsgalatok Osszesitett eredményeképpen elmondhat6, hogy a vizsgalt 14 vonal
koziil 7 mutatott hidegtiirés a korai fejlédési stadiumban €s 6 szarazsagtiirést a virdgzas elott
ill. alatt. 4 vonal mindkét stresszel szemben toleransnak bizonyult.

Oxidativ stressztolerans DH ndvények

Hidegtlird Szarazsagtliro




Mindezek azt igazoljak, hogy in vitro mikrospora szelekcioval, oxidativ stresszt indukalod
vegylletek felhasznalasaval az utodnovények abiotikus stressztiirése fokozhato.

Mindezidaig a palyazathoz kapcsolodéan szamos (7) publikacid jelent megjelent, ill.
eredményeinket hazai és nemzetk6zi tudomanyos konferenciakon is bemutattuk eléadasok (2)
ill. poszter (1) formajaban. Mindemellett egyes eredmények még feldolgozas alatt allnak, igy
tovabbi publikaciok megjelenése varhato.



