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1. Bevezetés

A helyhez kotott életmodia magasabb rendit ndvények folyamatos kapcsolatban allnak
kornyezetiikkel, erdsen fiiggnek a hatdsaitol. A kornyezeti tényezOk befolyasoljak
fejlodésiiket, novekedésiiket, és meghatarozzak produktivitasukat. Abban az esetben, ha ezek
a kornyezeti hatasok az adott fajra jellemz6 optimum értékeken kiviil esnek (tal alacsony,
illetve tal magas homérséklet, kiegyenlitetlen asvanyi taplalkozas, nem megfeleld
fényviszonyok, vizhidny), a novény stresszhelyzetbe keriil. A stressz altal kivaltott ndvényi
védekezd reakciok hatékonysaga alapjan megkiilonboztethetliink —stresszérzékeny és
stressztlirdé novényeket. A mezdgazdasagi szempontu novénynemesités legfontosabb célja
éppen az, hogy stresszérzékeny haszonndvényeinket fokozatosan stressztiirdvé alakitsa.
Ennek megvalositisdhoz elengedhetetlen a stresszvdlaszok 0Osszetevdinek pontos
megismerése. Elsdként azokat a fizioldgiai paramétereket kell azonositani, amelyek
stresszhelyzetben nemcsak az egyed tulélését, hanem a hozamcsokkenés elkeriilését is
biztositjak. A hatékony fiziologiai stresszvalaszokért minden esetben gének, géncsoportok
tehetdek felelossé, amelyek pontos ismerete nagymértékben eldsegitheti a nemesitési
folyamatot.

A vildgon az egyik legértékesebb és legnagyobb teriileten termesztett gabonaféle a
buza. A buzandvények hozamanak két meghatarozé eleme a megtermékenyités folyamata és a
szemfeltoltddés. A szemfeltoltddés soran tapanyagtranszport torténik a fejlddé buzaszemekbe
a zaszloslevélbdl, amely ezzel parhuzamosan szabéalyozott oregedési folyamaton esik at. A
vizhiany befolyésolhatja a zaszloslevél szeneszcencidjat és igy hozamcsokkenést okozhat. A
novényekben mind a vizhidny, mind az Oregedési folyamatok soran toxikus metabolitok
akkumulalédhatnak, melyek hatékony eltavolitasaban jelentds szerepet jatszanak a glutation
transzferdzok. A glutation transzferdz izoenzimcsaladba igen szertedgazd funciokkal
rendelkez6 fehérjék tartoznak, melyeknek eddig nyolc csoportjat azonositottak (phi, zeta, tau
¢és théta, dehidroaszkorbat reduktaz, lambda, tetraklorhidrokinon dehalogenaz és mikroszomalis
GST), ¢s egyik legismertebb funkcidjuk a toxikus metabolitok GSH konjugacidval torténd
méregtelenitésének katalizdldsa. A talaj vizpotencidljdnak csokkenése utdn a glutation
transzferdz (GST) enzimek 4ltal katalizalt detoxifikacié fokozddasa a stresszvédekezés
meghatdrozo tényezdjévé valhat. Ezért kisérleteink egyik célja volt parhuzamot vonni a
szérazsag esetén fellépd ¢lettani jelenségek ¢s a GST aktivitds kozott, lehetdség szerint
azonositani olyan GST transzkriptumokat, amelyeknek szerepe lehet a szeneszcencia

folyamataban és/vagy a vizhiany kivédésében.



Munkank soran kiilonb6zd, szarazsagra érzékeny és szarazsagot jol tolerald
buzafajtakat hasonlitottunk 0Ossze, két kisérleti rendszerben. Az egyik kisérletsorozatot
ndvényhazban nevelt kaldszold ndvényeken végeztiik, de ezek a kisérletek iddigényesek, ezért
folyadékkultirdban nevelt bluza csirandvényeken is elvégeztiik kisérleteinket, a stresszt a
tapoldat ozmolaritasdinak megemelésével indukalva. A  kétféle kisérleti rendszer
alkalmazaséaval kapott eredményeinket 6sszevetettiik és megallapitottuk, hogy bizonyos gének
termékei mind a két stresszvdlaszban szerepet jatszanak, mig mas esetben a kalaszold
ndvényekben a szarazsag erdteljesebb expresszios emelkedést okozott.

Eredményeinket az abszcizinsav szint €s -bioszintézis alakulasaval 0sszefiiggésben is
vizsgaltuk. A stresszélettan terén hasznosithaté eredményeink a bliza nemesitok szamara is Uj

oOtlettel szolgalhatnak a szarazsadggal szemben ellenélld fajtak eldéllitasahoz.

2. Célkitiizések

A buza az egyik legérzékenyebb novényiink a vizellatas elégtelenségeivel szemben.
Szarazsagstressz hatasara buzaban a GST izoenzimcsalad mind fehérje, mind expresszids
szintll indukcidja ismert. Kevéssé kutatott teriilet viszont, hogy a GST izoenzimcsalad mely
tagjaihoz kapcsolhat6 ez a jelenség, és buza névények esetében milyen életszakaszban melyik
GST csoport kap nagyobb hangsulyt a stressz elleni védekezésben. Olyan buzafajtak esetében,
amelyek védekezésének jelentds eleme a GST izoenzimcsalad fényt akartunk deriteni a GST
expresszio €és az ABS (stresszhormon) szint kozotti kapcsolatra.

Dolgozatomban a kdvetkezd kérdésekre kerestem valaszt:

1. Melyik fajtaban mutat meghatarozhato valtozast a korai szemfeltdltodési periddus
alatt a zaszloslevél szeneszcencidja? Kimutathatd-e Osszefliggés a vizsgalt periddusban a
szeneszcencia iniciacidja és a GST aktivitas és -expresszio kozott?

2. Milyen indukciokat mutat a GST és GPOX aktivitds szarazsag hatdsara a hozam
alapjan rezisztens és szenzitiv buzafajtdkon? A szarazsag alatt is stabil ezerszemtomeget
mutatd fajtaknal milyen csoportu és melyik GST gének indukalédnak oOntézésmegvonas
kovetkeztében?

3. Hogyan valtozik a buza csirandvények vizhaztartdsa ozmotikus stressz kezelés
esetén, és van-¢ kapcsolat a buza fajtak szarazsagtiirése és ozmotikus stressz tolerancidja
kozott?

4. Milyen valtozasok detektalhatoak a GST aktivitasban és a tau, phi és zeta csoportl

gének expresszidjaban kontroll €s ozmotikus stressz koriilményei kozott?



5. Az izohidrikus és szoveti dehidraciot tolerdld fajtak akklimatizacios folyamata
soran mutat-e kiilonbségeket az abszcizinsav tartalom? Milyen jelentdséggel bir a GST

crer

esetében?

3. Anyagok és modszerek
Novényi anvag:
A Kkisérletek sordn hat, eltérd eredetli és szarazsagtiirési buzafajtat hasznaltunk:
Triticum aestivum cv. Plainsman — szarazsagtlird
GK Othalom — kdzepesen szarazsagtiird,
GK Elet — szarazsagra érzékeny
Mv Emese - szarazsagtlird
Cappelle Desprez - szarazsagra érzékeny

Kobomugi — félsivatagi koriilményekhez adaptalddott szarazsagtiird

Alkalmazott kezelések:

Két kisérleti rendszerben dolgoztunk: ozmotikus stressznek tettiink ki egy hetes buza
csirandvényeket ¢és kaldszolo buza ndvényeknél Ontdozésmegvonassal szarazsagstresszt
indukaltunk.

Az egy hetes buza csirandvények ozmotikus stressz kezelését fokozatosan, polietilén
glikollal (PEG) idéztiik el (7. napon 100 mOsm-ra, 9. napon 200 mOsm-ra, 11. napon
400 mOsm-ra emeltiik a tapoldat ozmolaritasat). A kaldszoldo novényeken végzett kisérletek
soran a talajszarazsagot vizmegvonassal idéztiikk eld (kontroll ndvényeket a talaj 100 %-os
vizkapacitasdnak 60 %-ra, a szdrazsagstressznek kitett ndvényeket a 25 %-ra Ontoztiik vissza
a talaj tomege alapjan).

Vizhaztartasi paraméterek, és sztomakonduktancia vizsgalata:

A vizpotencial nyomdaskamraval, a relativ viztartalom meghatarozas usztatdsos
modszerrel, a sztdmakonduktancia mérése steady-state porométerrel tortént.

Pigmenttartalmak és malondialhedid tartalom meghatdrozasa:

A Kklorofill, karotinoid ¢és malondialdehid tartalmak meghatarozasa spektrofotométer
segitségével tortént.

Abszcizinsav hormon és aldehid oxidaz enzimaktivitas vizsgalata:

Az abszcizinsav tartalmakat kompetitiv ELISA modszerével, az abszcizin-aldehid oxidaz

aktivitast aktivitas poliakrilamid gélben vizsgaltuk.



GST és GPOX aktivitas meghatarozasa:

A GST és GPOX enzimek meghatarozasat spektrofotométerrel végeztiik.
GST szekvencia keresés és analizis:

A GST szekvenciak keresését in silico végeztik (DDBJ/EMBL/GenBank illetve a

DFCI-TGI adatbazisokban), a szekvenciakat Clustal W program segitségével illesztettiik.

Relativ transzkript szint meghatarozas:

A vizsgalt gének transzkript szintjét kvantitativ Real-Time PCR technikéval

hataroztuk meg.

4. Eredmények

Szarazsagstressz _hatasa kiilonbozd  szarazsagtiirésii _buza novények zaszlos leveleinek

oregedeési folyamatdra, fiziologiai paramétereire és GST expresszidjara

Hat buzafajta szarazsagstresszel szembeni véalaszreakcioit vizsgaltuk az antézis utan, a
korai szemfeltoltédési periddusban. A szemfeltoltddés szempontjabdl a zaszloslevélnek
kiemelkedd szerepe van, ugyanis innen torténik a tapanyagtranszport az érésben 1€vo
szemekbe. A zaszloslevél szeneszcencidjanak hossza és lefutdsa a hozam meghatirozo
tényezdje, amit jelentdsen befolyasol a szarazsagstressz, ezért a hatékony stressz elleni
védekezés a zaszldslevélen a hozam meghatarozoja lehet.

1. A vizsgalt id0szakban (korai tejes €rési és tejes €rési periodusban) harom fajta
esetében lattuk az oregedési folyamat meginduldsanak jeleit a szeneszcencia paraméterekben:
Mv Emese, Plainsman és Cappelle Desprez. Az irodalmi adatok alapjan varttal ellentétben
nem emelkedett a pigmenttartalommal forditott aranyban a kivonhaté 6ssz GST aktivitas az
oregedés mérhetd jeleit mutatd6 Mv Emese és Cappelle Desprez fajtak esetében sem,
feltehetden a szignifikdns GST aktivitds indukcid csak bizonyos izoenzimeknél jelentkezik
¢és/vagy a normal lefutdsu szeneszcencia késdbbi pontjan mutatkozik meg.

2. Szérazsag alatti hozamstabilitds szempontjabol a legkiemelked6bbnek a Plainsman
¢s a Kobomugi bizonyultak. A Plainsman esetében a jol 6nt6zott mintakban a legmagasabb
GST, GPOX aktivitas és expresszio értékeket mértiik és szarazsag stresszre jelentds indukciot
mutattunk ki. A Kobomugi GST aktivitdsa szarazsdgra minden mintavételi napon
megemelkedett, a legmagasabb GST transzkript szint emelkedéseket stressz hatasara ennél a
két fajtanal detektaltunk.

Az dntdzésmegvonds mind phi mind tau csoportba tartozé gének transzkript szintjének
emelkedését okozta, a buzafajtdk tobbségében a legkiemelked6bb transzkript szint

emelkedéseket a TaGSTF6 és TaGSTUIB/C esetében figyeltiik meg, ami a gének altal kodolt



fehérjék stresszvalaszban betoltott jelentds szerepére utal. A két, szarazsdg hatdsara is
valtozatlan ezerszemtomeget mutaté fajta, Plainsman ¢és Kobomugi, stressz valaszainak
kiilonbozdésége abban is megmutatkozott, hogy szérazsdg hatisara a phi és tau csoportokon
beliil eltéré gének mutattak kiemelkedd indukcidét (Kobomugi esetében a TaGSTUIC,
TaGSTUIY9ES0, Plainsmannal a TaGSTUIB és GSTF6).

Ozmotikus stressz hatdsa buza csivandvények fiziologiai paramétereire és GST expressziojdra

3. A nodvények viz- és ozmotikus stresszel szemben kiilonbozd stratégidkat
kovethetnek, egy résziik képes a szoveti vizpotencidl csokkenését tolerdlni, mig masik
csoportjuk, az izohidrikus novények, a talaj vizpotencialjanak csokkenése ellenére képesek a
szovetek vizpotencialjat megdrizni. A vizhaztartasi paraméterek alapjan a Cappelle Desprez,
GK Othalom és Plainsman btizafajtak a szoveti deszikkéciot toleralasaval védekezoének, mig
Kobomugi izohidrikusnak bizonyult. A legalacsonyabb vizpotencidl és relativ viztartalom
valtozasokat a Plainsman és a Kobomugi mutatta, ennél a két fajtanal volt a vizhidnynak
legkisebb hatdsa az ezerszemtomegre.

4. A GST aktivitas ozmotikus stressz hatasara az izohidrikus Kobomugi gydkerében
indukalddott legjelentdsebben a tobbi fajtahoz viszonyitva (hasonléan a kaldszold ndvények
zaszloslevelében mért eredményekhez), mig a hozam alapjan rezisztensnek mindsiilo
Plainsman esetében a GST aktivitas nem emelkedett meg jelentésen. Plainsman fajta
szarazsagstressz alatti védekezésének egyik jelentds komponense csirandvény korban az
aszkorbat ciklus elemeinek az aktivalasa (Secenji és mtsai 2010a), ami magyarazhatja az
ozmotikus stresszre szinte valtozatlan GST izoenzimek aktivitdsat és expresszidjat. A
szenzitiv Cappelle Desprez fajta GST aktivitasa és a vizsgalt GST gének transzkript szintjei a
kalaszold novényeken mért adatokkal OGsszhangban lassu stresszvalaszra utalnak, ami a
vizhaztartdsi paraméterek értékeinek, illetve az ezerszemtomegnek a csokkenését okozta.
Ozmotikus stressz hatasara kiemelkedo GST aktivitas- és expresszids indukcidt mutatott
GK Othalom fajta.

Ozmotikus stressz hatdsara mind a négy fajta esetében a tau csoportu gének
jelentdsebb transzkriptszint emelkedést mutattak. Kiilondsen kiemelkedd értékeket mutatott a
kezelés hatdsara, az irodalmi adatok alapjan kiemelkedd CDNB-vel szembeni katalitikus
aktivitassal rendelkez6 TaGSTU2 fehérje mRNS szintje.

5. Kobomugi hajtas és gyokér ABS tartalma a hormon hatékonyabb hajtas iranyu
transzportjara utal, mint GK Othalom esetében. Az ozmotikus stressz hatasara Kobomugi a

sztomakonduktancidgja mar PEG kezelés kezdetén jelentésen lecsokken az ozmotikus



stressznek kitett mintdkban, ami a szovetek vizpotencidljanak a megdrzésének fontos eleme.
A megemelkedett ABS tartalom kialakitdsdban mindkét vizsgalt buzafajta esetében
(Kobomugi és GK Othalom) szerepet jatszott az AAO2-es izoenzim aktivitasanak emelkedése
a gyokérben.

Az ABS bioszintézis Ut egyik elemének a gatlasa a TaGSTUIC és TaGSTU2
génexpressziot lecsokkentette GK Othalom fajtdban ozmotikus stressz alatt és kontroll
koriilmények kozott is. Kobomuginal sem a kontroll esetben, sem PEG kezelés alatt az
emlitett gének expresszidjdban nem tapasztaltunk szignifikdns valtozdst az ABS
bioszintetikus Ut gatlasa utan.
lehetévé teszik az ozmotikus stressz soran felhalmozodod mérgezd metabolitok eltavolitdsat a
gyokér sejtekbdl a stresszre de novo szintetizal6dé6 ABS nagy foku xilém transzportja esetén

1S.
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