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A tervezett kisérletek célja, hogy jobban megértsiik a novények valtozéd koérnyezetre adott
valaszreakcidit. A munka elsé fazisaban gabonafélék hidegedzése soran vizsgdltuk a fény hatdsat a
poliamin- és hormonszintre. ElGkisérleteink szerint a NO-mentes Arabidopsis novények
hidegérzékenysége fokozddott. Ezeket a vizsgalatokat terveztik folytatni tébb mutans vonal
bevondsdval, valamint a NO mint jelatviv6, és mads szabdlyozasi utak kapcsolatanak felderitésével. Az
Arabidopsis mint modellndvény felhaszndlasaval kapott eredmények sok esetben csak korlatozott
mértékben altalanosithatok oly mértékben, hogy ezaltal gabonafélék stresszadaptdcids folyamatait
értelmezni tudjuk. Erre vald tekintettel a vizsgadlatok masodik felében parhuzamos Gsszehasonlitd
kisérletekkel, tobbek kozt mikrochip technikdn alapulé génexpressziés vizsgalatokkal azt
tanulmanyoztuk, hogy a modellnévényekben fontosnak igérkez6 jelatviteli utak, valamint
stresszellendllésdgot  szabdlyozd  folyamatok  mennyire  befolyasoljadk a  gabonafélék
stresszellendlldsagat is. Az egyes jeldtvivg, valamint védé vegyiletekkel kapcsolatos eredményeink
alapot biztosithatnak az adott vegyliletek mint stressztoleranciat fokozd anyagok gazdasagos
felhasznalasanak kidolgozasahoz.

A munkaterv a kovetkezé volt:
1.év

Novényi anyag nevelése, mintagyl(jtés, fotoszintézis mérések. A fény gabonafélék egyes élettani
paramétereire (elsésorban glutation-anyagcsere, hormonalis valtozasok, stb.) gyakorolt hatdsainak
vizsgalata alacsony h6mérsékleti edzés sordn kiilonb6z6 fagyalldsaggal rendelkezd gabonafajtdkban.

2.év

Az elsé év vizsgalatainak folytatdsa, tovabba kiilonboz6 jelatviteli utakat (els6sorban abszcizinsav,
NO, stb.) érinté mutéans és transzgenikus modellndvények (Arabidopsis) élettani vizsgalata: ezen bell
elsGsorban az adott gének stressztliré képességet befolydsold hatasainak tanulmanyozasa.

3.év

Azon genotipusok, melyek stressztlrd képességet jelentésen befolyasold géneket hordoztak, tovabbi
élettani vizsgalatai: kapcsolatok felderitése az adott gén, valamint egyéb jelatviteli utak kozott. A



modellnévényekben jelent6snek talalt jeldtviteli utak tanulmanyozdsa gabonafélékben annak
felderitése érdekében, hogy a kapott eredmények mennyire altaldnosithaték a gazdasagilag jelentGs
gabonafélék esetében is.

4.év

Az el6z6 évi kisérletek folytatasa, lezardsa, ellendrzé kisérletek végzése, publikdcidk lezarasa.

Eredmények

Az els6é évben a fény hatdsat vizsgaltuk eltérd fagyallésdggal rendelkezé gabonafélék egyes élettani
paramétereire. Vizsgdlatainkhoz az Mv Emese j6 fagyallésagl Gszi buzat és a Nadro gyenge
fagyallésagu tavaszi buzat haszndltuk. A bulzdk edzése 5°C-on tortént normdl és alacsony
fényintenzitason, valamint 20°C-on magasabb fényintenzitdson. Kontrollnak 20°C-on, normal
fényintenzitason nevelt novényeket hasznaltunk.

A glutation-S-transzferaz enzim aktivitdsa mindkét fajtandl, mindhdrom edzésnél megnétt, de az
Emesében kicsit nagyobb mértékben. A poliaminok mennyiségének valtozasat is néztik a kilonb6z6
edzési korilmények kdzott. A putreszcin szintje Nadroban hidegben mindkét esetben lecsokkent, de
fényben nagyobb mértékben. Emesében viszont alacsony hémérsékleten fényben nagymeértékd
novekedést, mig kismértékld meguvilagitasnal csokkenést tapasztaltunk. A spermidin szintje alacsony
hémérsékleten fényben mind a Nadroban, mind az Emesében megnétt. A spermin szintje viszont
csak a Nadroban noévekedett hidegben, de mind normal, mind alacsony fényintenzitdas mellett.
Néztiik az indolecetesav és az abszcizinsav valtozasat is. Emesében 20°C-on magas fényintenzitasnal
az indolecetsav mennyisége nagymértékben megemelkedett, de alacsony h6mérsékleten is megndtt
a szintje mindkét megvilagitdsnal, ha nem is olyan nagymértékben. Nadroban a kontrollban mar
eleve magasabb volt a szintje, mint Emesében, de edzés hatasara nem vdéltozott. Az abszcizinsav
szintje mindkét fajtadban lecsdkkent az edzések hatdsara.

Végeztiink fagyallosagi kisérleteket is a kiilonb6z6 edzési mddok tesztelésére 3 tavaszi (Nadro, Lona,
Azteca 67) és 3 Gszi (Mv Emese, Mv 4, Cheyennne) buzaval. A normal fényben 5 °C-on 12 napig
hidegedzett buzakat 1 napig -12 °C-on tartottuk, majd néztik a tulélést. A tulélési %-ok a kdovetkezbk
voltak: tavaszi: Lona: 0%; Nadro: 6,7%; Azteca 67: 13%. Oszi: Mv 4: 50%; Mv Emese: 53%; Cheyenne:
90%. A 20 °C-on magas fényintenzitason (500 umol/m2 s) edzett novényeket -10 °C-on fagyasztottuk
1 napig és utdna néztiik a tulélést. Tavaszi: Azteca 67: 10%; Nadro: 17%; Lona: 18%. Oszi: Cheyenne:
44%; Mv 4: 49%; Mv Emese: 73%. Edzés nélkil a novények koziil egy sem élte tul a -10 °C-os
fagyasztdst sem. Tehat megallapithatjuk, hogy normal hémérsékleten, de magasabb fényintenzitason
is elérhet6 valamilyen edzettségi fok, még ha nem is ugyanakkora, mint alacsony h6mérsékleten
normal fényviszonyok kozott. Az Oszi buzdk nemcsak alacsony hémérséklettel, hanem normal
hémérsékleten magasabb fényintenzitdssal is jobban edzhetéek, mint a tavaszi fajtak.



A madsodik évben kil6nb6z6 jeldtviteli utakat érint6 mutans és transzgenikus modellnévények
(Arabidopsis) élettani vizsgalata: ezen beliil elsGsorban az adott gének stressztlir6 képességet
befolyasolé hatdsainak tanulmanyozasa volt a feladat.

Az Arabidopsisban végzett hideg- és fagytliréses vizsgdlatokhoz a kovetkezd mutdnsokat és
transzgenikus novényeket hasznaltuk: vtc: alacsony C-vitamin tartalmu mutans; Glo: magas C-vitamin
tartalmu transzgenikus novény; NOS: mitokondridlis GTP4z mutdns, csokkent NO szinttel; Sid3-2: SA
szintézisut sériilt a kloroplasztiszban; Eds 5-1: a SA transzportja gatolt a kloroplasztiszbél; NahG: SA-t
bontd transzgenikus névény, ill. a Col-0: vad genotipus.

Hidegedzett (3- 4 °C) és edzetlen névényeken fagyasztasi teszteket végeztiink. A bonitaldsi adatok és
a membrankarosodds mérése alapjan csak a hidegedzettek éltek tul. Megallapitottuk, hogy a mutdns
és transzgenikus novények is hidegedzhet6k, bar a kés6bbi tulélés mértéke alacsonyabb, mint a vad
genotipusnal. Az egyes genotipusok kdzotti tulélési kiilonbségek a kovetkez6képpen alakultak: a vtc,
a Glo és a NahG esetén kisebb- , a NOS, valamint a Sid 3-2 és az Eds 5-1 esetén nagyobb a tulélék
aranya.

Vizsgaltuk az egyes genotipusok kozotti anyagcsere kiulonbségek valtozasait kontroll (20 °C)
hémérsékleti kortulmények kozott, valamint az el6zetes hidegedzés hatdsara.
A klorofill-a fluoreszcencia indukcids paraméterekben (AF/Fm’ és Fv/Fm) kontroll h6mérsékleten csak
a NOS mutansban volt eltérés a tobbi genotipushoz képest.

Az antioxidans enzimek aktivitdsvaltozasat kontroll és hidegedzett novényeken vizsgaltuk. Hideg
hatdsara a Col-0 -ban szignifikdnsan csokkent az aszkorbat-peroxidaz aktivitasa, a vtc-ben novekedett
a glutation-reduktdz-, csokkent kataldz és az aszkorbat-peroxidaz aktivitas a kontrollhoz képest. A
NOS mutansban csak a glutation-reduktdz aktivitdsa novekedett szignifikdnsan a kontrollhoz képest.
Kontroll koriilmények kozott szignifikdnsan alacsonyabb szabad- és kotott szalicilsav szintet
mutattunk ki a vad tipushoz képest a Sid3-2, a NahG és az Edss-1 esetén. A NOS mutansban és a Glo
transzgenikus fajtdban a kotott szalicilsav szintje szignifikdnsan magasabbnak bizonyult. Hidegedzés
hatdsara a vtc-ben csokkent a szabad szalicilsav mennyisége. A kotott forma esetében szignifikans
novekedést tapasztaltunk a Col-0, a vtc és a NahG, kisebb mértékben az Eds 5-1 és a Sid 3-2
esetében.

Négy vizsgalt poliamin (agmatin, putreszcin, spermidin, spemin) kozil a putreszcin szintje
szignifikdnsan megemelkedett, a spermin szintje pedig csokkent a mind a vad, mind a mutans
genotipusokban.

A harmadik évben feladatunk volt a kiilonb6z8 jeldtviteli utak tanulmanyozdsa gabonafélékben

annak felderitése érdekében, hogy az Arabidopsisban kapott eredmények mennyire altaldanosithatdok
a gazdasagilag jelentds gabonafélék esetében is.

A kisérletekhez az Mv Emese 6szi és a Nadro tavaszi buzat hasznaltuk. 10 napos novényeket
edzettiink 5°C-on normal és alacsony fényintenzitason. Meghataroztuk a prolin és a totdl fenol
mennyiségét, valamint a NO, és kiilonb6z6 hormonok szintjét.



Mivel a NO szintje nagyon gyorsan valtozik kornyezeti hatasokra ezért mar a hideghatast koveté 3.
Ordban mértiik a szintjét a noévények gyokerében. Normal fényen a tavaszi buza gydkerében gyorsan
emelkedett a mennyisége, mig alacsony fényen nem volt valtozas. Az 6szi buzdban is megné6tt a NO
mennyisége normal fényen, de csak a gyokér csucsdhoz kozeli teriileteken, ellentétben a tavaszi
fajtaval, ahol az egész gyokérben. Alacsony fényintenzitdson itt sem tapasztaltunk valtozast. Két
nappal a hidegedzés kezdete utan mdar nem volt szignifikdns eltérés a NO szintben a kiindulasi
értékekhez képest.

A prolin és a total fenol tartalmat 12 napon at mértiik a hidegedzés alatt. A total fenol tartalom nem
valtozott szignifikdnsan, mig a prolin mennyisége a 3. napon emelkedést mutatott mindkét fajtaban
normal fényen, mig alacsony fényintenzitdson itt sem tapasztaltunk valtozast.

A fénynek a buza fagyallésaganak kialakuldsaban betoltott szerepének jobb megismeréséhez
micorarray modszerrel 6sszehasonlitd génexpresszids vizsgdlatot is végeztiink. A két fajtaban 484, ill.
349 gént mutattuk ki, melyek kifejez6dése fényfliggést mutatott. Ezek nagy része a fotoszintetikus
apparatus mikodését érintette, de ezek mellet tobb jelatviteli, hormonalis folyamatokhoz
kapcsolhatd, valamint stressztlirésben szerepet jatszé géneket is talaltunk.

Novényi hormonok

Citokininek:
Normal fényen az Mv Emese Gszi buizdban nem valtozott a bioaktiv citokininek mennyisége, mig
alacsony fényintenzitdason ezek mennyisége csokkent.

Ezzel ellentétben a Nadroban (tavaszi buza) megndétt a citokininek mennyisége normal fényen, mig
alacsony fényintenzitason kismérték(i csokkenést tapasztaltunk.

Auxin:

A Nadroban mar eleve kétszer annyi auxin volt, mint az Mv Emesében, de hideg hatasara nem nétt
meg az auxin mennyisége benne, mig az MV Emesében emelkedett a szintje, mely normal
fényintenzitasnal még kifejezettebb volt.

ACC és MACC:

Az ACC az etilén prekurzora, az MACC pedig az ACC malonil konjugatuma.
Az Mv Emesében az ACC szintje végig emelkedett a 12 napos hidegedzés sordn mind normal, mind
alacsony fényintenzitdson, mig az MACC szintje csak normal fényen emelkedett folyamatosan,
alacsony  fényintenzitason egy kezdeti emelkedés utan csokkent  a szintje.
Nadroban alacsony fényintenzitdson az ACC szintje kezdetben nétt, majd lecsokkent, mig normal
fényen nem valtozott a mennyisége. Az MACC szint sem valtozott szignifikdnsan a hidegedzés alatt
egyik fényintenzitason sem.

A negyedik évben az antioxidans védekez6rendszer egy fontos elemének, az aszkorbat-glutation
ciklusnak a hdrom kulcsenzimét vizsgaltuk.



Glutation-reduktaz (GR)

A GR sok mas biokémiai reakcié mellett az aszkorbat-glutation ciklus fontos résztvevéje. A GR
aktivitds stressz hatasara altaldban megemelkedik.

A vizsgdlatokban haszndlt novényekben szignifikdnsan alacsonyabb volt a GR aktivitdsa 21°C-on a
sid3-ban, az eds5-ben, a GLO&z-ban és a NahG-ben, mint a Col-0 —ban. A hidegedzés utan a
genotipusok kodzotti kiilonbségek lecsékkentek.

A kontroll és az edzési h6mérsékleten mért adatokat 6sszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy a GR
aktivitdsa mindegyik genotipus esetén szignifikansan megemelkedett.

500 4
m21°C

450 -

*k%
k%%
*k%

00 | 04 °C
350 A
300 A
250 A

200 -

nkat /g FW

150 A

100 A

50

Col-0 vtc2-1 GLOase eds5 sid3 NahG

A glutation reduktdz (GR) aktivitdsanak valtozdsa a hidegedzés hatdsara. A feltlintetett
szignifikanciaszintek az edzési h6mérsékleten mért GR aktivitds értékek és a kontroll h6mérsékleten
mért értékek egymdstdl vald kilonbségét jelentik adott genotipus esetén (* : p<0,05; ** : p<0,01; ***
:p<0,001) n=5.

Aszkorbat-reduktaz (AR)

Az aszkorbat-glutation ciklus masik fontos enzime az AR. Ez az enzim a redukalt glutation (GSH)
kozrem(ikodésével az aszkorbat oxidalt formajat (dehidroaszkorbat) alakitja vissza redukalt formaba.
szarmazik. Stressz sordn az aszkorbdatnak kulcsszerepe van antioxidans védekezésben, ezért az AR
aktivitdsa altaldban megemelkedik.

Vizsgdlatainkban a kontroll hémérsékleten csak a sid3 esetén volt szignifikdnsan magasabb az AR
mUkodése.

A hidegedzés hatasara a vtc2-1 mutdnsok kivételével mindegyik genotipusban megemelkedett az
aktivitas, ami azonban csak a NahG-ben volt szignifikdns. A vtc2-1 noévényekben gyenge csékkenés



volt megfigyelhetd. Edzési h6mérsékleten a genotipusok kézott nem volt jelentds kiilonbség az enzim
aktivitasaban.
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Az aszkorbat reduktdz (AR) aktivitdsvaltozdsa a hidegedzés hatdsara. A feltlintetett
szignifikanciaszintek az edzési h6mérsékleten mért AR aktivitas értékek és a kontroll hémérsékleten
mért értékek egymastdl vald kilonbségét jelentik adott genotipus esetén (* : p<0,05) n=5.

Aszkorbat-peroxidaz (APX)

Az APX a novényekben a stressz soran keletkezett H,0, bontdsat végzi az aszkorbat redukalt
formajanak segitségével. Vizsgdlatunkban a hidegstressz alatt a kovetkez6ket valtozdsokat
allapitottuk meg. Az enzimaktivitds minden genotipus esetén magasabb volt, mint a hidegedzés
el6tt, azonban szignifikans valtozas csak az eds5 és a sid3 esetén volt megfigyelhetd.

Az egyes mutdnsok, valamint a transzgenikus vonalak kozott egyik hémérsékleten sem volt
jelent&sebb eltérés.
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Az aszkorbat-peroxidaz (APX) aktivitasvaltozdsa a hidegedzés hatdsdra. A feltlintetett
szignifikanciaszintek az edzési hGmérsékleten mért APX aktivitas értékek és a kontroll hémérsékleten
mért értékek egymastdl vald kiilonbségét jelentik adott genotipus esetén (* : p<0,05; ** : p<0,01)
n=>5.

Osszeqzésként megdllapithatjuk, hogy a glutation-reduktdz a hideg hatdsdra fokozott
aktivitdsemelkedést mutatott. A monodehidroaszkorbdt-reduktdz aktivitdsa az edzési hGmérsékleten
szintén magasabb volt. Az aszkorbdt-peroxiddz aktivitdsa csak a SA-hidnyos mutdnsokban volt
magasabb.



