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Bevezetés

Az aszaly mint kornyezeti hatas egyre inkabb kozéppontba keriil a gyakran emlegetett
globalis felmelegedés, illetve az élelmezési gondok szempontjab6l. Hatalmas terlleteken
termesztiink haszonnovényeket, blzat, rizst, kukoricat, stb., amelyek hozamat erételjesen
befolyasolja a szarazsag, annak mértéke és idtartama. A termésveszteség elkerllése végett a
nemesitok szarazsagtiird fajtak létrehozasan dolgoznak, amelyhez fizioldgusok, biokémikusok ¢€s
molekularis biologusok segitsége is sziikséges. Ennek magyarazata a ndvények aszalystresszre
adott valaszainak sok szinten vald megnyilvanuldsa - kiilonboz6é morfologiai, élettani,
enzimatikus és transzkriptszinten zajlo valtozasok kisérik a vizhiany elkertlését, késleltetését és
a hozza valé alkalmazkodast. Mindezen reakciok egyik legfébb koordinatora a novényi
stresszhormon, az abszcizinsav (ABS). Hatasara zarddnak a sztomak, csokken a transzspiracio,
fokozodhat a gyokérnovekedés, az oldalgyokerek képzOdése és a gyokerszovetek vizfelvétele,
valamint gatldédhat a levélnovekedés. Ezen valtozasok hatterében tobbek kozott kiillonbozé gének
tal-, illetve alulmiikodése all, amelyek kifejez6dése ABS-fiiggd és/vagy ABS-fuggetlen
jelatviteli utakon Kkeresztill szabalyozodik. Funkcidjukat tekintve ezen gének kilonbozo
fehérjéket kddolnak: ozmotikumok szintézisének enzimeit, védéfunkciot ellatd fehérjéket, az
oxidativ stressz kivédésében szerepet jatszO proteineket, a novényi sejt membranjainak
hidraulikus ~ konduktivitdsait  noveld  transzportfehérjéket,  kiilonbozé  proteazokat,
transzportereket, sejtfal-biogenezissel kapcsolatos fehérjéket, valamint a stresszvalasz
szabalyozasaban résztvevo fehérjéket.

A sztdmak zarddasanak egyik karos kdvetkezménye a reaktiv oxigénszarmazékok (ROS)
szintézise - megndhet a szuperoxid-gyokanion (O,7), a hidrogén-peroxid (H,O;) és a
hidroxilgydk (OH") koncentracidja. Nagymértékii reakcioképességiik kovetkeztében karositjak a
makromolekuldkat. A novények — hogy megel6zzék ezt a folyamatot — egy komplex, antioxidans
védekezési rendszert allitottak fel, melynek enzimatikus és nem enzimatikus résztvevéi ismertek.
A legfontosabb, a ROS-ok eliminalasaban szerepet jatszd enzimek a szuperoxid-dizmutaz (SOD),
az aszkorbat-peroxidaz (APX) és a katalaz (CAT). A nem enzimatikus csoport két, legfontosabb
tagja a glutation (GSH) és az aszkorbinsav (AsA). Az AsA az oxidativ stressz kivédésében
szerepet jatszik i) kozvetlen modon, amikor a szabadgyOokoket kozvetlendl oltja ki, és

ii) kdzvetett uton, amikor elektrondonorként szerepel az APX altal katalizalt reakcidéban, amely



soran a H,O, redukalddik. A reakcio soran keletkez6 monodehidro-aszkorbatgydok (MDASA)
haromféleképpen alakulhat vissza AsA-va: i) vagy a monodehidroaszkorbat-reduktdz (MDAR)
altali redukcioval, vagy ii) az elsé¢ fotokémiai rendszerben talalhat6, redukalt ferredoxin altal,
vagy pedig iii) spontan diszproporciondlédassal, amikor két MDASA egy AsA-va és egy
dehidroaszkorbattd (DHAsA) alakul. A DHASA a GSH-figgd dehidroaszkorbat-reduktaz
(DHAR) alakitja vissza AsA-va. Az oxidalt GSH-t (GSSG) a glutation-reduktaz (GR) redukalja,
amihez NAD(P)H-t hasznal elektrondonorként. A fent emlitett folyamatok alkotjak az aszkorbét-
glutation (AsA-GSH) ciklust.



Célkitiizések

Munkank soran a buzat mint az egyik legfontosabb élelemforrasunkat tanulmanyoztuk,
mégpedig abbdl a szempontbdl, hogy milyen valaszra birja egy hosszabb tavi, mérsékelt
kiszaradasi folyamat a vegetativ fejlodés fazisaban. Tobb blzafajtat vizsgaltunk, amelyeket
szarazsagstresszre toleransnak, illetve érzékenynek talaltak buzakonzorciumi, illetve kulfoldi

nemesité partnereink, elsésorban a vizhiany esetén realizalt hozamuk alapjan.

1. Két, sz&razsagstresszre tolerans blzafajta 6sszehasonlitisaval, melyek koziil az egyik egy 6szi,
,adaptiv” genotipus, a masik pedig egy fakultativ, ,eclkeriild” stratégiadt kovet6 tajfajta, a
kovetkezo kérdésre kerestiik a valaszt:

- Milyen funkci6ju fehérjét kddolo gének kifejez6dése jellemzi az egyik, illetve a masik btizafajta

gyokerét hosszu tava, mérsékelt aszalystressz soran?

- A génexpresszios valtozast mutatd gének funkcidja dsszefiiggésbe hozhato-e a két fajta eltérd,
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2. Stressztoleranciajukban eltérd jellegli buzafajtakat hasonlitottunk Ossze korlatozott vizellatas

soran.

- Mely élettani paraméterek valtoznak meg a hosszl tavu, mérsékelt aszalystressz soran az egyes
bluzafajtak esetében?

- Milyen funkciéju fehérjét kddold gének kifejez6dése jellemzi a szarazsagstresszre ellenalld,

illetve érzékeny fajtak gyokerét?

- Taldlunk-e ,toleranciagén(eke)t”, amely(ek) egyoOntetiien kiilonbséget mutat(nak) a tolerans és

szenzitiv genotipusok kozott?

3. Két, eltérd jellegli stressztoleranciaval rendelkezd buzafajta dsszehasonlitasaval a kovetkezd

kérdésre kerestik a valaszt:

- Milyen aszkorbét-glutation ciklus izoenzimeket kodolo gének kiilonitheték el buzaban?



- Hogyan valtozik az aszkorbat-glutation ciklus enzimeinek transzkriptszintje - izoenzimek

szintjére lebontva - a két genotipus hajtasaban hossz( tavd, mérsékelt aszalystressz soran?

- A kapott eredmény hogyan fligg 0ssze a kisérlet sordn mért aszkorbat- és dehidroaszkorbat-

tartalmakkal?



Anyagok és médszerek

Vizsgalt buzafajtak:

- Triticum aestivum L. cv. Plainsman V — kdzepes hozamu, mindségi termést hozo, szarazsagtiird,
észak-amerikai, §szi buzafajta.

- T. aestivum L. cv. Cappelle Desprez — intenziv buzatermesztésben magas hozamot hozo,
szarazsag-érzékeny, francia, 6szi buzafajta.

- T. aestivum L. cv. Jing-411 — sz&razsag-érzékeny, észak-kinai, 6szi buzafajta.

- T. aestivum L. cv. Xiaoyan-54 — stressztiird, kinai, 6szi buzafajta.

- T. aestivum L. Kobomugi — Bels6-Azsiabol szarmazo, fakultativ tavaszi tajfajta.

Kisérleti rendszerek:

- Blzafajtak nevelése perlitben
A kisérlet hat hétig tartott, melynek elso két hetében eléneveltiik a ndvényeket, majd négy
hétig a kontroll 1/6-nak megfeleld, csokkentett mennyiségli tapoldattal ontoztikk 6ket. Hetente

gyljtottiink mintakat.

- Buzafajtak nevelése homok-perlit 2:1 aranyd keverékében

A kisérlet hat hétig tartott, melynek els6 két hetében eléneveltiik a ndvényeket. A kontroll
mintakat 70-80% talaj-vizkapacitdsi keverékben neveltiik, a stresszelt novények esetében ez
30-40% FC volt. A nevel6kozeg két hét alatt érte el a 40% FC-t, ezek voltak a kéthetes minték,
majd tovabbi két hétig napi dntdzéssel tartottuk fenn ezt a talajnedvesség-tartalmat. Ezek voltak a
négyhetes mintak.

Molekuléris vizsgalatok

- cDNS-macroarray - a perlitben nevelt blzafajtak gyokér cDNS-einek hibridizaci6ja arpa
cDNS-eket tartalmaz6 macroarray-hez.



- Oligonukleotid-microarray - a homok-perlit 2:1 arany( keverékében nevelt blzafajtak gydkér
cDNS-einek hibridizacioja buzaoligokat tartalmazo microarray-hez.

- valos ideji, kvantitativ, reverz transzkripcios PCR (RT-gPCR) - a macro- és microarray-adatok
validalasahoz, valamint az aszkorbat-glutation ciklus enzimeinek transzkriptszint-
meghatarozasahoz.

- Szarmaztatott amindsav-szekvenciak 0sszehasonlitdsa - a blza aszkorbat-glutation ciklus
enzimek hasonlésagi fainak felallitasa szarmaztatott amindsav-szekvenciak tobbszords

illesztésével.

Elettani mérések

- Gazcsere-vizsgalatok - a nettd CO, asszimilacid (A), a transzspiracios rata (E), a
sztomakonduktancia (gs), valamint az A/gs hanyadosbdl kapott vizhasznositasi hatékonysag
(WUE) meghatarozasa a homok-perlit 2:1 arany( keverékében nevelt buzafajtak leveleiben.

- ABS-tartalom meghatérozasa - a homok-perlit 2:1 aranyu keverékében nevelt bulzafajtdk
gyokerében ELISA technikaval.

- Relativ prolintartalom meghatarozdsa - a homok-perlit 2:1 arany( keverékében nevelt
buzafajtak leveleiben szinreakciot kdvetd spektrofotometrids modszerrel.

- Klorofill- és karotinoidtartalom meghatarozasa - a homok-perlit 2:1 aranyu keverékében nevelt
buzafajtak leveleiben acetonos kivonast kovetd spektrofotometrias modszerrel.

- Relativ viztartalom meghatarozasa - a homok-perlit 2:1 aranyl keverékében nevelt bluzafajtak

leveleiben témegméréssel.



Eredmények dsszefoglalasa

1. Két, szarazsagstresszre tolerdns buzafajta 6sszehasonlitdsa hosszi tavu, mérsékelt vizhidny

soran:

- A két, szarazsagstresszre tolerans buzafajtaban az indukciot mutatd gének funkcid szerinti
osztalyozasanal azt az eredményt kaptuk, hogy a vizhiany hatasara a Kobomugi tajfajta
gyokerében elsGsorban a cisztein-tipusl peptiddzok transzkript-mennyisége nétt meg, a
Plainsman V genotipus esetében pedig az oxidoreduktazokat, a cisztein-tipusi protedzokat, a
peroxidazokat, valamint a sejtfallal kapcsolatos fehérjéket kodold gének dominaltak a
transzkriptmintazatot. Tovabba a validalashoz haszndlt GST-k mRNS-szintndvekedése a
Kobomugi gy6kerekre volt jellemz6. A hasonlo transzkriptmintazatot mutatd gének analizisénél
talaltunk egy olyan csoportot, amelynek tagjai tartdsan magas transzkriptszinten fejezdtek ki a
Plainsman V novények gyokerében, mig a Kobomugiban atmeneti kifejez6dés-ndvekedést
produkaltak a vizhiany 2. hetében. Ezek a gének kiilonboz6 funkcioji fehérjéket kodolnak,
amelyek tobbek kozott a transzkripcio-szabalyozasban, fehérjemddositasban, jelatvitelben,

detoxifikacioban, szénhidrat-anyagcserében vesznek részt.

- A Plainsman V fajta egy ,,avoidance” (megeldzd) stratégiat folytat mérsékelt aszalystressz
esetén, vagyis fenntartja a gyokérndvekedést, ami osszefiiggést mutat sejtfallal kapcsolatos
fehérjéket kodold gének indukcidjaval. Ehhez tarsul még a kevéshé visszafogott
CO,-asszimilécid, a kialakuld oxidativ stressz kivedését legalabb részben peroxidazokkal végzi,
melyek transzkriptszintje n6 a vizmegvonas hatasara. Ezen valtozasok, valamint a fokozott WUE
végsd eredménye a mérsékelten visszaesett terméshozam. Ezzel szemben a Kobomugi tajfajta
mar korabban csokkenti sztomainak nyitottsagat (erésen visszaesett CO-asszimilacio), amelynek
egyik jelentds kovetkezménye az oxidativ stressz megjelenése (MDA), és a hatasat semlegesitd
rendszer beinditdsa (GST). A kevésbé nyitott sztdomak kovetkeztében nincs jelentds vizvesztés
(az RWC alig csokken), amit tdmogatnak az Gjonnan szintetizalt ozmotikumok is (szabad
prolintartalom, cukrok). Tehat ez a tajfajta az ily moédon megtartott vizkészletével prdbal

gazdalkodni, ami kevesebb termést eredményez, mint pl. Plainsman V esetében.



2. Stressztolerancidjukban eltérd jellegii buzafajtak Osszehasonlitisa korlatozott vizellatas soran:

- A Plainsman V szarazsagstresszre tolerans fajta a hosszu tavi, mérsékelt aszalystressz soran
csokkentette leveleinek relativ viztartalmat, pigmentjeinek mennyiségét; megndvelte a szabad
prolintartalmat a hajtasban, az ABS-szintet pedig a gyokérben; a vizhasznositasa hatékonyabba
valt a stressz hatasara. Az érzékeny Cappelle Desprez esetében nétt a sztdmakonduktancia, és igy
a transzspiracio is, csokkent a leveleinek a prolintartalma, amelynek kovetkezményekéent kevéshé
hatékonyan hasznositotta a rendelkezésére allé vizet; a gyokerekben ABS-t halmozott fel. A
tolerans Xiaoyan-54 mérsékelte sztobmainak nyitottsagat - csdkkent a fotoszintetikus kapacitas, a
transzspiracio; a hajtas prolintartalma viszont nétt, ugyanigy a gyokér ABS-tartalma is. A
vizhidnyra érzékeny Jing-411 a gyoOkerében szintén megemelte az ABS-szintet; csokkent
gazcserenyilasainak vezet6képessége, tovabba fotoszintézis-redukcio jelentkezett néla; leveleinek

klorofilltartalma cs6kkent, ugyanigy a vizhasznositasi hatékonysaga is.

- A Plainsman V fajta gyokerében azon gének mutattak megndvekedett kifejezédést, amelyek
termékei a szénhidrat-anyagcserében vesznek részt (B-glikozidazok, trehal6z-6-foszfat-szintaz),
valamint receptor-kinaz, illetve katalaz aktivitassal birnak. A kataldzok a Xiaoyan-54 esetében is
eléfordultak, melyek mellett megnovekedett még a dehidrineket, hidroldzokat, aszparagin-
szintazt, illetve a glikolizis enzimeit kddold gének transzkriptszintje. Ami a Cappelle Desprez
novények gyokerét illeti megnétt a [B-glikozidazokat kdodold gének atirdsa, tovabba a
dehidrineket, B-galaktoziddzokat, lipoxigendzokat, glutation-transzferdzokat, citokrom P450
monooxigenazokat, szerin-tipusi karboxipeptidazokat, valamint a jazmonsav bioszintézisének
enzimeit (allénoxid-szintaz, 12-oxo-fitodiénsav-reduktaz) kodold gének. A szarazsagra érzékeny
Jing-411 esetében megemelkedett a Myb-tipusi transzkripciés faktorok, dehidrinek, a
hdsokkfehérjék, a hidrolazok, a nem specifikus lipidathelyezé fehérjék, a glutamin-szintetazok,
valamint a Xiaoyan-54 fajtahoz hasonloan a glikolizis enzimeinek mRNS-szintje. Osszegezve,
mind a négy fajtdban indukalddott a jelatvitel, a nitrogén-anyagcsere, a sejtmegnyulas, az
oxidativ stressz elleni védekezés, csak az egyes fajtak kiilonbozd géneket aktivaltak ugyanannak

a folyamatnak az erésitésére.

- Talaltunk olyan ,toleranciagéneket”, amelyek expresszids valtozasa csak a szarazsagra

rezisztens, illetve szenzitiv fajtakra jellemz6. A vizsgalt négy fajta esetében ilyen génjeldltek



tobbek kozott a GST-k, a hdsokkfehérjék, az aquaporinok, a kiilonboz6 transzporterek, a nem

specifikus lipidathelyez6 fehérjék, a katalazok és a hisztidin-kinazok.

3. Az aszkorbat-glutation ciklus génjeinek transzkriptszint-valtozasai a szérazsagra tolerans

Plainsman V, illetve az érzékeny Cappelle Desprez leveleiben:

- A szarmaztatott amindsav-szekvenciak tobbszords illesztésével feléllitott hasonlosagi fak
alapjan buzaban az aszkorbat-glutation ciklus kovetkezd, sejtorganellumokra jellemz6 izoformait
talaltuk: két APX-et (CAPX I, I1), két MDAR-t (cMDAR I, Il), egy DHAR-t (cDHAR) és egy
GR-t (cGR), melyek a citoplazmaba prediktalhatok. A kloroplasztisz sztroméajaban két APX-et
(SAPX I, I1), egy-egy MDAR-t (chIMDAR), DHAR-t (chIDHAR) és GR-t (chIGR), valamint egy
tilakoid-membranhoz kotott APX-et (tAPX). Ezen kivil pedig egy, a peroxiszoma membranjahoz
kihorgonyzott APX (mAPX) és MDAR (MMDAR) gazdagitotta a kort.

- Az APX-ek kozott volt, amelyik csak a Plainsman V-ben (CAPX Il és tAPX), csak a Cappelle
Desprez levelekben (sAPX I1), illetve mindkettében (CAPX I) indukalédott. Az MDAR-ok kozil
csak a citoplazmaban megtalalhatok transzkriptszintje nétt meg mindkét fajtaban (CMDAR 1),
illetve csak a Plainsman V (cMDAR 1) hajtasaban. A DHAR-okat vizsgalva csak a Cappelle
Desprez hajtasaban indukalddott a kloroplasztiszba prediktalt chIDHAR. A GR-ok csak a

Plainsman V fajtaban mutattak a szarazsagstresszre megndvekedett kifejezodést.

- Az aszélyra érzékeny Cappelle Desprez esetében megvaltozott az aszkorbatkészlet oxidaltsagi
allapota a kontrollhoz képest, vagyis a dehidroaszkorbat-tartalom megnétt. Ennek oka
valosziniileg az, hogy az oxidalt aszkorbat-szdrmazékok (MDAsA, DHASsA) enzimatikus
visszaalakitasa aszkorbinsavva kisebb hatékonysagu. Ha figyelembe vessziik az egyes izoformak
kifejez6désének valtozasat, akkor az eltolddott ASA/DHASA arany feltételezett oka, hogy a
kloroplasztisz sztromajaban 1évé SAPX Il kifejezodését nem koveti az chIMDAR fokozott
expresszidja. A Plainsman V ndvényekben viszont nem tapasztaltuk az AsA/DHASA arany
eltolddasat - a fokozott cAPX kifejez6dést a cMDAR hasonléan megemelkedett mRNS-szintje

kovette.
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