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1. Bevezetés és kutatasi célok

Ritkdan mulik el olyan év hazdnkban, hogy a szélsdséges kontinentdlis éghajlatbol
eredéen ne kelljen valamilyen silyos gazdasdgi kovetkezményekkel jar6é kédros kornyezeti
tényezdvel szamolni. Hol egy hosszantartd, stlyos aszély, hol a rossz id6ben, rossz helyen
lezidulé tdlzott csapadékmennyiségbdl eredd belviz, hol a tilsdgosan kemény tél, vagy tul
meleg nyér, esetleg valamilyen kéartevd hirtelen megjelenésébdl ad6dé jarvany teheti tonkre
az adott év, vagy akdr egy évtized munkdjat.

A novénynemesitOknek és a termesztoknek egyardnt az az érdekiik, hogy olyan
novényekkel dolgozhassanak, melyek a kornyezet valtozasait a lehetd legkisebb mértéki
karosodds mellett tolerdljdk. Ahhoz, hogy ilyen novényeket eld lehessen A4llitani,
mindenekeldtt a novények egyes védekezd és szabalyozdsi folyamatait kell megismerni.

A bioldgiai értelemben vett stressz fogalmanak bevezetése, valamint az alapjaiban
maig elfogadott stresszelmélet megalkotdsa a magyar szdrmazdsd Selye Janos (1907-1982)
nevéhez flizodik. Definicidja szerint ,,a stressz egy fajlagos tiinetcsoportban megnyilvanulé
allapot, mely magdba foglal minden nem-fajlagosan eldidézett valtozast egy biologiai
rendszeren beliill” (Selye, 1936; 1978). Megfigyelései szerint a szervezet szamos olyan
reakci6t mutat, mely fiiggetleniil a stresszt kivaltd stresszor fajtdjatdl, minden esetben
lényegében hasonld tiineteket produkdl. Ez vezetett az un. dltaldnos adapticids szindréma
elméletének kidolgozasahoz. Eszerint a szervezetben egy stresszor megjelenését kovetden a
szervezetben hidrom staddium figyelhetdé meg: az els6 az alarm, vagy késziiltségi reakcio,
amikor az alkalmazkodasi készség a normalis szint ald keriil. Ha viszont nem kovetkezik be
sulyos akut kdrosodds, a szervezet mozgositja tartalékait, és az edz0dés révén kialakul a
rezisztencia allapota. Ha a stresszor til hosszan és intenziven jelen van, a szervezet kimeriil,
mely akar pusztuldshoz is vezethet. Bar Selye orvosként elsOsorban humédn és 4llati
rendszereket tanulmédnyozott, elmélete daltalanos vonatkozdsai nodvényi rendszerekre is
alkalmazhatéak (Larcher, 1995).

Kiilonosen trépusi és szubtropusi eredetii novényeink mar 10-12 °C alatt jelentOs
karosodast szenvedhetnek. A hazankban és a vilag szamos mas orszdgaban egyarant az egyik
legfontosabb gazdasdgi ndvény, a kukorica esetében a hideg karosité hatdsdval elsOsorban a
novény fejlédésének kezdeti szakaszdban kell szamolni. A kdrosodds mindségét és mértékét a
kiils6 koriilmények (a hideghatds iddtartama, a fényerdsség, a talaj nedvességtartalma, a

levegd paratartalma, stb.) jelentdsen befolydsolhatjdk. Régi megfigyelés, hogy ha a novényt



tobb fény éri, mint amit a fotoszintézisben fel képes haszndlni, vagy valamilyen szabélyzo
mechanizmus Utjdn kozombositeni tud, a fotoszintetizdlé képesség lecsokken. A jelenséget
fénygatlasnak, mds szdval fotoinhibiciénak hivjuk. Kideriilt, hogy kiilonbozé egyéb
stresszhatdsok, mint példdul a hidegstressz is, a fénygatlas mértékét felerdsithetik. Masrészrol
tekinthetjiik mindezt forditva is: el6fordulhat, hogy egy olyan stresszhatds, mely sotétben
kevésbé viseli meg a novényt, fényben végzetes lehet.

Mind elméleti, mind gyakorlati szempontbdl nagy jelentdsége van azon anyagok
vizsgalatdnak, melyek a gazdasagi novények stresszérzékenységét csokkenteni képesek. Mar
joideje ismert, hogy a szalicilsav szerepet jatszik egyes patogének elleni védekezési
folyamatokban. Az abiotikus stresszek vonatkozdsidban mi mutattuk ki elsOként, hogy
védelmet nyujthat alacsony homérsékleti stressz sordn is (Janda és mtsai.,, 1997, 1999a;
Szalai, 1997a). A dolgozatban leirt munka egyik f6 célja nemcsak a szalicilsav, hanem egyes
rokon vegyiiletek, els6sorban a szalicilsav szintézisében szerepet jatszé prekurzorok
lehetséges stresszélettani szerepének felderitése volt. Ezaltal kozelebb juthatunk a
szalicilsavhoz kot6dd szabdlyozasi mechanizmusok jobb megismeréséhez.

Kiilonosen a hidegtlird novényeknél az alacsony homérsékletnek jotékony hatdsai is
vannak. Oszi biizafajtaknal példaul a megfeleld idejii és megfeleld homérsékletii hidegkezelés
mind a vernalizdciénak, mind pedig a fagy- ill. télallésdg kialakuldsanak elengedhetetlen
feltétele. Jelen munka tovébbi fontos célja egyrészt annak kideritése, hogy milyen kapcsolat van
egyes gabonafélék fagyéllésdga és antioxidins aktivitdsa kozott, mdasrészt arra a kérdésre
kerestiink vélaszt, hogy milyen folyamatok vesznek részt a fagyallésdg kialakuldsdnak

szabélyozésdban.

A fentiek alapjdn a kovetkezo f6 feladatokat tiiztiik ki:

1. Szalicilsavval rokon vegyiiletek kukorica hidegtlirésének befolydsol6 hatdasanak
vizsgalata.

2. Szalicilsav és rokon vegyiileteinek hatdsmechanizmusanak felderitése.

3. Kiilonboz6 abiotikus stresszfaktorok hatdsdnak vizsgalata termolumineszcencidval.

4. Gabonafélék fagyéllosdga és antioxiddns enzimeinek aktivitdsa kozti kapcsolat
felderitése.

5. A fény szerepének tanulmdnyozasa a gabonafélék alacsony hdmérsékleti edzése soran.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A novényi stresszfolyamatokrol dltalaban

Tekintettel arra, hogy jelen munka dontd tobbsége az alacsony homérsékleti
stresszfolyamatokhoz kotédik, a kovetkezOkben elsdsorban az ezzel kapcsolatos legfontosabb

ismereteket tekintjiik at.

2.1.1. Az alacsony homérséklet hatdsai

Mig egyes stresszfaktorok (pl. herbicidek, fénygatlds, stb.) tobbé-kevésbé jol
meghatdrozhatd elsddleges hatohellyel rendelkeznek, addig a hidegstressz az anyagcsere
valamennyi miikodését befolyasolja. Ez nem meglepd, hiszen minden biokémiai folyamatnak
a sebessége homérsékletfiiggd, minden enzim meghatdrozott homérsékleti optimummal
rendelkezik. Az optimalistdl eltéré homérsékleten egyrészt a szubsztratmolekuldk csokkent
diffizidja révén, masrészt az enzimek alacsonyabb aktivitdsa miatt megvéltozik az
enzimatikus folyamatok sebessége. Az egyes anyagcserefolyamatok eltérd mértékben
reagdlnak a hideghatésra, a sejt metabolikus egyenstlya felborul. Egyes folyamatok esetében
az alacsony homérséklet hatdsa csak a hidegstressz alatt jelentkezik, majd miutdn a névény
optimdlis homérsékletre keriil vissza, a funkcidé helyredll. Ezzel szemben mds folyamatok
tartosan kdrosodhatnak a stressz kovetkeztében, igy a csokkent milkodés a hideghatas
megsziinése utdn is kimutathaté. Bizonyos esetekben a hidegstressz lathat6 jelei alacsony
hémérsékleten nem, csak azt kovetden, normdl homérsékleten jelentkeznek (post-chilling
tiinetek).

A trépusi, szubtropusi eredetli fajok jelentds hidegérzékenységgel birnak, és
sz€lsdséges esetben mar rovid hideghatds utdn sem képesek regenerdlddni. A mérsékeltovi
novények nagy részében azonban olyan akklimatizacids (edz6dési) folyamatok mennek végbe
a hideg hatdsara, melyek lehetévé teszik az anyagcsere fenntartdsat €s biztositjdk a novény
ellendllésdgat az alacsony homérséklettel szemben. A télalld novényeknél ez az
akklimatizacidés folyamat még a fagypont alatti hOdmérséklet talélésére is képessé teszi a
novényt. Egyes novényfajokndl nemcsak a fagyéllésagot biztositja a hideghatds, hanem a
virdgzas indukcidjahoz is sziikséges (vernalizacié). Fontos hangstilyozni, hogy a fent emlitett

harom fontos hatds, azaz a degradici6, az edzd6dés, valamint a vernalizidcié sok esetben



parhuzamosan zajlik, emiatt a kutatok szdmdra az egyik nagy kihivds ezen folyamatok

hatarozott elkiilonitése.

2.1.1.1. Az alacsony homérséklet hatdsai hidegérzékeny novényekre

Az alacsony hOmérséklet hatasait novényekben - foként a homérséklettdl és
iddtartamtdl fiiggden - tobbféle aspektusbol vizsgdljak. Példaul a fiatal kukoricandvények
fejlodéséhez, egyéb kornyezeti tényezOktol és genotipustdl fiiggden, 20 - 27 °C tekinthetd
optimdlisnak. A 15 - 20 °C-os homérsékleti intervallum az un. szuboptimdlis tartomany,
melyen a novények még megfelel6 mértékben fejlddhetnek. Amennyiben a névények 12 - 15
°C-os homérséklettartomanyban ndvekednek, kismértékli edzddés is megfigyelhetd (Janda és
mtsai., 1998). Ez alatti hdémérséklettartomanyban azonban méar egyre inkdbb a kéarosodas
tiinetei mutatkoznak (chilling). 5 - 7 °C alatt ezek a novények mar gyakorlatilag nem
novekednek, st egy bizonyos id0 utdn el is pusztulnak. A kiillonbozd eredetli ndvényfajok az
alacsony, fagypont feletti hdmérsékletre eltérd érzékenységet mutatnak. Ugyanakkor egy
novényen beliil is tapasztalhatunk kiilonbségeket az egyes szovetek, sejttipusok
hidegérzékenységében. A novény stressztlird képességét az adott szdvet, vagy szerv kora is
befolydsolhatja. Mindemellett az is ismert, hogy példaul a kukorica mezofillsejtek
érzékenyebbek a hideg kdrositd hatdsdra, mint a hiivelyparenchima sejtek (Kratsch és Wise,
2000).

A novény anyageseréjének szdmos folyamata membranhoz kotott. Eppen ezért tobben
feltételezik, hogy a hideghatds alatt a membranokban lejatsz6dé folyamatoknak kulcsszerepiik
van mind a hidegkdrosodas kialakuldsaban, mind pedig az alacsony hOmérséklethez torténd
alkalmazkodédsban (Lyons és Raison, 1970; Lyons, 1973; Lyons és mtsai., 1979; Murata és
mtsai., 1983). A membran lipid fazisdtmenet hipotézis hosszu ideig egyféle magyardzatot
adott a hideg okozta karosoddsokra (Lyons, 1973). E szerint az elmélet szerint a
membrénlipidek val6észiniileg folyadék kristdlyos dllapotban vannak, hogy el tudjék litni a
szemipermedbilis gt szerepét a sejtkompartmentek kozott, és megfelelé kornyezetet
biztositsanak az intrinsic membranproteineknek. Hidegérzékeny novényeknél egy kritikus
homérsékleten a membranlipidek egy gélszeri dllapotba mennek &t, s ez zavart okoz a
membranok mikodésében. Ujabb eredmények azt mutatjdk, hogy a fazisitmenet hipotézis
eredeti formdjdban arra alkalmas, hogy megmagyardzza a termofil cianobaktériumok
membranjdnak miikodési zavarait chilling hatdsdra (Murata, 1989), de magasabbrendil

novényeknél ez eléggé kétséges (Martin, 1987). Manapsag az elfogadott 4llaspont, hogy az



alacsony homérsékletre érzékeny novények hidegkdrosoddsandl a membranlipidek nagy
részénél nem torténik fazisdtmenet, bar eloéfordulhat, hogy kisebb lipidfrakcidk lokélisan
fazisatalakuldst szenvedhetnek alacsony homérsékleten (Quinn, 1988). A membrindsszetétel
kiillonbségei részben megmagyardzhatjdk a hidegérzékenységben tapasztalt kiilonbségeket.
Ennek kozvetlen bizonyitéka az, hogy akar a hidegérzékeny Anacystis nidulans kékalgaba, vagy
egyes magasabbrendli novényekbe egy a lipidek telitetlenségéért felelds gén (az un. desA gén)
bevitele a hidegtlirést jelentdsen megnovelte (Wada és mtsai., 1990; Ishizaki-Nishizawa és
mtsai., 1996).

Hideghatds szempontjabol a fotoszintetikus appardtus a novény egyik legérzékenyebb
pontja. Hidegstressz hatdsara a leveleken klorotikus foltok jelennek meg, melynek oka, hogy
alacsony homérsékleten gatolt a klorofill molekuldk bioszintézise, az etioplasztiszok €és
kloroplasztiszok fejlodése (Berry €s Bjorkman, 1980; Yoshida és mtsai., 1996; Boddi és
mtsai., 1997).

A fénygitlas (fotoinhibicid) jelensége, melynek sordn a magas fényintenzitdsnak kitett
novény fotoszintetizald képessége karosodik (Vass és mtsai., 1992), alacsony hdmérséklet
hatdsdra mar viszonylag alacsony fényintenzitdson is felléphet. Kordbbi vizsgdlataink sordn
kimutattuk, hogy a PS2 maximalis kvantumhatékonysagét jelz6 F,/F,, paraméter sotétben, 5°C-
on még 2 nap utdn sem utalt a kukorica novények fotoszintetikus rendszerének karosoddsara,
fényen viszont mar par 6ra hideghatds utdn lecsokkent (Janda és mtsai., 1994a; Szalai €s
mtsai., 1996). Kimutattuk tovdbb4, hogy az alacsony hémérséklet altal indukalt fotoinhibicid
nemcsak a fotoszintetikus folyamatok, hanem egyéb stresszmarkerek, tgymint szabad
aminosavak és poliaminok szintjén is megnyilvanul (Szalai és mtsai., 1997b). A fénygétlds
sordn fokozott mértékben képzddnek reaktiv oxigénformak. Ennek kovetkeztében felborul az
egyensily az elnyelt és a felhaszndlt energia kozott, az elektrontranszportlanc tilgerjesztett
allapotba keriil. A felborult egyensuly oka egyrészt a Calvin-ciklus enzimeinek nem
megfeleld mértékii aktivitdsa, illetve a zart gdzcserenyildsok kovetkeztében kialakuld kisebb
intercellularis CO, koncentricié. Az elektronok a fotoszintetikus elektrontranszportldncrdl az
0O, molekuldkra juthatnak, és szuperoxidgyokok keletkezhetnek. A PS2-ben kétszeresen
redukdlt és/vagy protondlt Qa keletkezik, ami elhagyhatja a kotOhelyét. A P680 triplet dllapotba
(*P680") keriil, ami szinglet oxigén képzédéséhez vezethet, amely kérositja a PS2-t, és eldsegiti a
D1 fehérje lebomlasat is (Vass és mtsai., 1992). A fénygatlds kérosité hatdsainak
kikiiszobolésére kiilonb6z6 mechanizmusok 1éteznek (Aroca €s mtsai., 2001). Egyrészt a
reaktiv oxigénformdk keletkezésének megeldzése a fotoszintetikus elektrontranszport lanc,

illetve a PS2 antennarendszerének csokkentésével, masrészt az energiafelesleg disszipacidja



hoé formdjdban a violaxantin dezepoxidacidja altal. Ugyancsak az energiafelesleg elvezetését
szolgdlja a kloroplasztiszban az un. viz-viz ciklus. Ennek sordn a PS2-bdl a vizmolekulardl
szarmazé elektronok a PS1-ben az O, redukcidjara forditodnak, igy gyakorlatilag az O,
mennyiségében nem torténik véltozds (Asada, 1999). A ciklus miikodtetésében antioxiddns
enzimek is részt vesznek, igymint a szuperoxid-dizmutdz (SOD), az aszkorbét-peroxiddz
(APX), és a glutation-reduktdz (GR). A fénygatlds karositd hatdsat csokkenti tovabba a
keletkezett reaktiv oxigénszarmazékok kozombdositése antioxidans vegyiiletek és enzimek
segitségével (Aroca és mtsai., 2001).

Tekintettel arra, hogy az alacsony hémérséklet karosité hatdsdnak egyik fo oka a
reaktiv oxigénformdk felhalmozdédasa (Prasad €s mitsai., 1994a), az antioxiddns rendszer
vdlasza kiilonleges fontossdgi a hidegstressz elleni védelemben (az oxidativ stresszel
kapcsolatosan 1d. a 2.2 fejezetet). Egyes szerzok szerint a kiilonboz6 kukorica genotipusok
eltéré hidegérzékenységének hatterében részben az antioxiddns rendszer eltéré miikodése all
(Prasad és mtsai., 1994a). Kukorica levelekben a legtobb antioxiddns enzim, dgymint SOD,
APX, gvajakol-peroxiddz (POD) és GR, aktivitdsanak novekedésérdl szamoltak be, egyediil a
katalaz aktivitidsaban mutattak ki csokkenést (Lee és Lee, 2000). A kukoricalevelek kétféle
sejttipusdnak fentebb emlitett eltérd hidegérzékenysége mogott is, legaldbbis részben, az
eltérd oxidativ hatas 4ll. A hiivelyparenchima sejtek kloroplasztiszabdl hidnyzik a PS2, az O,
termelés csak kis mértékii, igy szuperoxidgyok keletkezésének is kisebb az esélye. A mezofill
sejtekben nagyobb hidrogén-peroxid koncentraciét mutattak ki (Doulis és mtsai., 1997).
Ugyancsak eltérés mutatkozik a két szovet kozott az antioxidansok eloszlasdban. A NADPH
szintézis a mezofill sejtekre jellemzd, igy a GR jelenléte is erre a sejttipusra korlatozodik,
ugyanakkor az APX foként a hiivelyparenchima sejtekben taldlhat6. Kataldz mindkét
sejttipusban jelen van, de a mezofill sejtekre inkdbb a kataldzl és katalaz3 jellemzo, a
hiivelyparenchima-sejtekre pedig a kataldz2. Az alacsony homérséklet hatdsdra még
kifejezettebb az eltérés az antioxiddns enzimek eloszldsdban (Pastori és mtsai., 2000). A
mezofill sejtekben 15°C-on fokozddik a glutation-reduktdz aktivitdsa, mig kataldzaktivitds
valtozdst mar nem mutattak ki. A hiivelyparenchima sejtekben hideghatdsra megnétt az
aszkorbat-peroxidaz aktivitds. Rizs novényekben alacsony homérséklet hatdsara szintén gyors
novekedést tapasztaltak az APX és a POD aktivitasdban. A SOD és a GR enzimek lassabb
aktivitds-novekedést mutattak, mig a kataldz aktivitisaban nem tortént véltozds (Oidaira és
mtsai., 2000).

Az alacsony homérséklethez val6 akklimatizacié kialakuldsa hormonélis szabédlyozas

alatt all. Ismert, hogy alacsony hdmérsékleti kezelés sordn megnd az abszcizinsav mennyisége
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(Janowiak és Dorffling, 1996). Kiilonb6z6 kukorica genotipusokban kimutattdk, hogy szoros
Osszefiiggés van a hidegtolerancia és az abszcizinsav akkumulacié kozott (Janowiak és mtsai.,
2002). Az abszcizinsavszint azonban nemcsak alacsony homérséklet, hanem pl. szdrazsig
sordn is megnd, igy az sem zarhaté ki, hogy a hideghatdsra fellépd abszcizinsavszint-
novekedés az alacsony hdmérsékleti stresszt kisérd vizhidny kovetkezménye. Mindazonaltal a
kétféle stresszfaktor, a hideg és a szarazsidg elleni védekezd folyamatok &atfedésére tobb
eredmény is utal. Kimutattdk, hogy a rovid ideji szarazsagstressz fokozta a kukorica
(Sanchez-Diaz és mtsai., 1993) vagy a rizs (Kitagawa és Yoshizaki, 1998) hidegtlirését is. A
kutatdsok kiillon agat képezik azok a vizsgdlatok, melyek olyan vegyiiletek keresésére
iranyulnak, amik segitségével a gazdasagi novények stressztiird képességét novelni lehet. Az
ilyen vegyiileteknél elvileg kétféle megkozelités alkalmazhaté: vagy az adott anyag
szintézisét fokozzuk, vagy kiils6leg adjuk a novénynek. Az irodalomban mindkét esetre tobb
vizsgalati eredmény is taldlhat6. Jelen esetben példaként emlitem, hogy az alacsony
homérséklet karositd hatdsa enyhité volt az 4ltal, ha rovid ideig tartd hidrogén-peroxid-
kezelésnek tették ki a novényeket a hidegstressz eldtt (Prasad és mtsai., 1994a), illetve, ha

eldzetesen szalicilsav-kezelést kaptak (Janda és mtsai., 1999a).

2.1.1.2. Az alacsony homérsékleti edzodési folyamat

Amennyiben a novények tartésan fagypont alatti homérsékletre keriilnek, az alacsony
hémérsékleti stresszt a fagyhatds is sulyosbitja. Mindez a jégkristdlyok képzodésének
kovetkeztében egyiitt jar egyrészt egy extra vizelvonassal, masrészt a jégkristalyok altal okozott
kozvetlen mechanikai kdrosoddssal, melynek elsOsorban a membrianok a f6 szenvedoi
(Thomashow, 2001). A megfelelé mértékii télallosag kialakitdsahoz még a kivalo fagyéllosaggal
rendelkezd 6szi gabonafajtdk esetében is fontos, hogy mieldtt joval fagypont alatti hdmérsékletre
keriilnek, meghatdrozott idejli alacsony, de még fagypont feletti homérsékleten torténd edzési
periéduson essenek at. A fagytlird képesség komplex biokémiai és biofizikai folyamatok
eredménye, kialakitdsdban tobb folyamat is szerepet jatszik. Ezen folyamatok pontos
mechanizmusa azonban még csak kevéssé ismert, annak ellenére, hogy mar szamos hideghatisra
indukélodott gén expresszidjat leirtak.

Az régoéta ismert, hogy az alacsony homérsékleti edzés génexpresszids valtozasokkal
jar egyiitt (Guy és mtsai., 1985). ElsOsorban Arabidopsis-szal végzett vizsgilatok alapjin
jelenleg mintegy tizezres nagysagrendre tehetd azon gének szama, melyek expresszidjat az

alacsony homérséklet befolydsolhatja. Tekintettel arra, hogy a hidegstressz, kiilonos
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tekintettel a fagystresszre, kozvetve szdrazsagstresszel jar egyiitt, nem meglepd, hogy a
novények génexpresszids mintdzatit vizsgdlva hideg- és szdrazsidgkezelés utdn, szamos olyan
gént taldltak, mely mindkét stresszhatdsra indukalédott (Shinozaki és mtsai., 2003). Eziddig
szamos, az alacsony homérsékleti akklimatizdcidés folyamat génszintli szabédlyozasdban
résztvevo faktort azonositottak. Azok a vegyiiletek jelentds része, melyekrol kideriilt, hogy a
hideghatdsra adott vdlaszban bizonyos gének expresszidjanak reguldcidjdban szerepet toltenek
be, az Uin. CBF (C-repeat binding factor) transzkripcios faktorok voltak (Stockinger és mtsai.,
1997; Van Buskirk és Thomashow, 2006). Buza esetében az 5A kromoszoma jelentOs
szerepet tolt be a fagyallosag kialakitdsdban (Sutka, 1981; Veisz és Sutka, 1989; Sutka, 1994).
Ezen a kromoszémén szdmos olyan gén taldlhat6, koztik CBF-ek is, melyek az alacsony
homérsékleti stresszre adott valaszban szerepet jatszanak (Dubcovsky és mtsai., 1995; Galiba
és mtsai., 1995; Vagujfalvi és mtsai., 2003; 2005). A CBF-ek mellett az elmilt években tobb
mds szabdlyzé faktor és reguldciés mechanizmus is ismertté valt, mint pl. ZATI12 -
Arabidopsis thaliana Zn-transzporter, vagy HOS - ozmotikus stresszre valaszolé gének
fokozott kifejezddése (Vogel és mtsai., 2005; Chinnusamy és mtsai, 2006; Nakashima és
Yamaguchi-Shinozaki, 2006). Az alacsony hdmérséklet &ltal befolyasolt gének jelentds
részének szabdlyozasdban kélciumtol, abszcizinsavtdl, ill. reaktiv oxigénformaktdl fiiggd utak
jelatviteli utak is részt vesznek (Foyer és Noctor, 2005; Suzuki és Mittler, 2006).

Az akklimatizicié folyamatdnak fontos eleme az ozmoreguldcidban szerepet jatszé
cukrok, illetve a prolin koncentracidjdnak novekedése a sejtekben. A prolin nemcsak
ozmolitikumként jatszik szerepet, hanem, részt vesz a szabad gyokok eltavolidsaban is (Hong
és mtsai., 2000). A szénhidratok mennyiségének alacsony homérséklet hatasira bekovetkezd
novekedését mind lidfliben, mind bizaban leirtak (Strand és mtsai., 1999; Galiba és mtsai.,
2005), és megallapitottdk, hogy szoros Osszefiiggés all fenn a cukorkoncentricié és a
fagytiirés kozott. A buiza 5SA kromoszémdjan lokalizalodik egy szénhidrat-felhalmozasért
felelos gén is, mely a Vrnl vernalizécids génnel kapcsolt, vagy azzal azonos, az Frl géntol
viszont elvalaszthaté (Galiba és mtsai., 1997).

A hidegedzés sordn a fenilanyagcserében is véltozasok figyelhetok meg. Hidegedzett
Brassica napus novényekben megnétt a fenilalanin-ammonia-lidz (PAL) aktivitds, az oldott
fenol-szarmazékok mennyisége, a hidroxifahéjsav- és antocianin-tartalom. A PAL aktivitas
gatlasa pedig csokkent fagytiirést eredményezett (Solecka és Kacperska, 2003).

Edzési hdmérsékleten a novekedés lelassul, €s a fotoszintézis is kisebb sebességgel megy
végbe. Azonban, kiilondsen a fagytiiré novények esetében figyelhetd meg, hogy a fotoszintetikus

termékek felhaszndldsa a novekedés erds csokkenésének hatdsiara nagyobb mértékben csokken,
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mint a fotoszintézis intenzitdsa. Ennek kovetkeztében egyes szénhidratféleségek
felhalmozddnak, és ezzel hozzdjarulhatnak az alacsony hdmérsékleti adaptaciohoz (Végujfalvi és
mtsai., 1999; Galiba és mtsai., 2002; 2005). Egyes fagytlird novények, mint példaul az Oszi
gabondk, a hidegperiddus alatt is fenntartjdk fotoszintetikus aktivitdsukat, és ekozben alakul
ki maximdlis fagytirésiik (Huner és mtsai., 1998). A fotoszintetikus aktivitds fenntartdsanak
feltétele tobbek kozott a fotoinhibicidval szembeni ellendllésdg, melyet a novények a Qa
készlet oxidalt &4llapotban tartdsidval érnek el. Ehhez a fotoszintetikus szénanyagcsere
enzimeinek aktivicidja is sziikséges, igy az akklimatiziciés folyamat részeként a sejtek
cukorkoncentriciéja né. A kloroplasztisz membréanlipidek deszaturdciéja szintén a
fotoszintetikus appardtus védelmét biztosithatja az alacsony homérséklet indukalta
fotoinhibicidval szemben, amint azt transzgenikus dohdny esetén megfigyelték (Moon és
mtsai., 1995).

Szamos bizonyiték sz6l amellett, hogy alacsony homérsékleten a metabolikus
egyensuly felboruldsa oxidativ stresszt okoz, igy a fagytlirés kialakuldsdban fontos szerep jut
az antioxidans védekez6 mechanizmusok indukcidjdnak is. Alacsony hdmérsékleten buzdban
megnd az endogén hidrogénperoxid-szint (Okuda és mtsai., 1991), és oxidativ
stressztolerancia indukdlédik (Bridger és mtsai., 1994). A biza 5A kromoszéma befolydsolja
a glutation felhalmozddésat, illetve szabdlyozza a GR enzim mennyiségét, és igy a
redukalt/oxidalt glutation ardnyat is (Kocsy és mtsai., 2000a). Ennek bizonyitéka, hogy
buzahajtdsokban az Osszglutation-tartalom mér 3 napos edzés utdn megnd, kiillonosen a
hidegtiir6 Cheyenne genotipusban, illetve a Cheyenne 5A kromoszémat hordozé Chinese
Spring kromoszéma szubsztiticids vonalban (CS/Ch 5A). Egyes genotipusokban a
megnovekedett GR enzimaktivitds kovetkezményeként a redukdlt/oxidélt glutation ardnya
ugyancsak megné (Kocsy és mtsai., 2000a). Mdas szerzok szintén az antioxiddns enzimek
mukodésének alacsony homérséklet hatdsdra bekovetkezd valtozdsat tapasztaltdk, az
eredmények azonban meglehetdsen ellentmonddsosak. A fagytlrd Triticum aestivum cv.
Brasilia és a fagyérzékeny Triticum aestivum cv. Eridano buzafajtakkal végzett vizsgalatok
sordan szintén a fagytlir0 buzdban volt nagyobb az antioxiddns enzimek aktivitisa. Az
akklimatizacié sordn a POD-aktivitds megndtt, a kataldz aktivitdsa pedig lecsokkent (Scebba
és mitsai., 1998). Ezzel szemben mds szerzOk kiillonboz0 buzafajtdkban szdrazsig- és
hidegstressz egyiittes hatdsat vizsgédlva arrdl szamoltak be, hogy alacsony hdémérséklet
nemcsak az aszkorbinsav-tartalom €s a GR aktivitdsa, hanem a kataldz aktivitdsa is megndtt.

Normal homérsékleten szarazsag hatdsara a GR aktivitds megnétt, a kataldz aktivitisa egyes

fajtakban nott, masokban csokkent az (Keles és mtsai., 2002).
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2.2. Az oxidativ stressz

Ahogy azt mar az el6z0 fejezetekben is érzékeltettem, a legtobb stresszthatds,
beleértve az alacsony homérsékleti stresszeket is, kozvetve vagy kozvetleniil oxidativ
karosodéssal jar egyiitt. A reaktiv oxigénformdk az aerob anyagcsere eredményeként
kiillonbozd mértékben minden ndvényben jelen vannak. Stressz hatdsdra azonban jelentdsen
megnOhet a reaktiv oxigénszarmazékok koncentricidja a sejtekben. Amennyiben ez a
novekedés nagymértékiivé vdélik, a reaktiv oxigénformdk a legtébb biomolekulédval,
elsdsorban nukleinsavakkal, lipidekkel, fehérjékkel és szénhidratokkal reakcidba 1épve azokat

karositjdk, mely folyamat akar a sejt pusztuldsdhoz is vezethet.

2.2.1. A reaktiv oxigénformdk tipusai

Gerjesztési energia hatdsdra a molekuldris oxigénb6l szinglet oxigén ('O,) keletkezik.
Ez vizes kozegben koriilbeliil 4 us ideig van jelen, majd atadja gerjesztési energidjat, illetve
reakcioba 1ép egyes bioldgiai vegyiiletekkel és endoperoxidokat, vagy hidroperoxidokat hoz
1étre.

Egy elektron felvételével a molekuldris oxigénbdl szuperoxid-aniongyok (O, )
keletkezik, mely kinonokat vagy atmeneti fémkomplexeket redukdlhat, igy befolyédsolva
egyes fémtartalmu enzimek aktivitasat. Ez kozepesen reakcioképes, rovid féléletidejii (2-4 us)
reaktiv oxigénforma, mely nem jut 4 a sejtmembrdnon. Vizes oldatban egy proton
felvételével hidroperoxil gyokké (HO;") alakul, mely mar &t tud jutni a sejtmembréanon, €s
hidrogén atomok elvondsdval lipid autooxidiciét indithat. A szuperoxid-gyok tovabbi
elektronfelvétellel hidrogén-peroxidda (H,O,) alakulhat.

A hidrogén-peroxid kozepes reakcidképességli, viszonylag hosszi (1 ms) féléletidejii
molekula, amely bizonyos tdvolsigra membranokon keresztiil is képes diffunddlni. Tiol-
csoportjuk oxidacidja altal enzimeket is inaktivéalhat (pl. Cu/Zn-SOD, Fe-SOD).

A legreaktivabb oxigénforma a hidroxil-gyok (OH"), mely hidrogén-peroxidbdl
keletkezik a Haber-Weiss vagy Fenton reakci6 soran fém katalizator jelenlétében. A fémionok
altaldban oxidalt formdban fordulnak el6 a sejtekben. Szuperoxid-gyok jelenlétében azonban
redukdlédnak és igy képessé vdlnak arra, hogy a hidrogén-peroxid atalakuldsét katalizaljak
hidroxil-gyokké. A hidroxil-gyok barmely bioldgiai molekuldval képes reakciéba 1épni,

tilzott termelddése a sejt haldldhoz vezet. A sejtek nem rendelkeznek olyan enzimmel, mely
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képes lenne elimindlni a hidroxil-gyokot, ezért fontos, hogy szigort szabalyozas alatt dlljon a

hidrogén-peroxid és a szuperoxid-gyok mennyisége a sejtekben.

2.2.2. Antioxiddns védekezorendszerek

Az antioxiddns védekezdOrendszert enzimatikus €s nem-enzimatikus komponensekre
kiilonithetjiik el. A nem-enzimatikus rendszert antioxidéns tulajdonsigu vegyiiletek alkotjak,
melyek lehetnek vizoldhatdk, ezek kozott kiemelt fontossagu a glutation (GSH, y-glutamil-
ciszteinil-glicin) és az aszkorbinsav, illetve lipidoldhat6k, mint példdul az o-tokoferol, vagy a
B-karotin. Az enzimatikus elemek egy része (APX, GR) e vegyiiletek reakcidit, regeneracidjat
katalizdlva vesz részt a reaktiv oxigénformdk elimindldsdban. A legfontosabb enzimatikus
antioxiddnsokat tobb nagy rendszerbe sorolhatjuk, amelyek a reaktiv oxigénformak
keletkezésének helyén fordulnak eld. Ide tartoznak pl. a SOD-ok, a viz-viz ciklus, az
aszkorbat-glutation ciklus, a kataldzok, és a glutation-peroxiddz ciklus (Mittler, 2002;
Holuigue és mtsai., 2007). Megemlitend6, hogy szemben az dllati sejtekkel, a novényekben a
mitokondrium reaktiv oxigénforma termelése az egész sejthez viszonyitva nem jelentOs.
Ennek egyik oka, hogy novényekben az egyik f0 forrds a kloroplasztisz, amely az allatokban
értelemszerlien hidnyzik, masrészt a novényekben az alternativ oxiddzok az oxigénnek vizzé
val6 alakitdsdval nagymértékben hozzdjarulnak a reaktiv oxigénformdk mennyiségének

csokkenéséhez is.
2.2.2.1. Szuperoxid-dizmutdzok

A szuperoxid-dizmutdzok (SOD; EC 1.15.1.1) az oxidativ kdrosodds elleni védelem
els6 vonaldt alkoté fém-tartalmid enzimek, melyek a szuperoxid gyokoket alakitjdk at
hidrogén-peroxidda a kovetkez0 reakcid alapjdn:

202._ +2H+%02+H202

Minden aerob szervezetben megtaldlhatok, novényekben a fém kofaktor alapjan
haromféle SOD-ot kiilonboztetiink meg:

= Cu/Zn-SOD, elsésorban a citoszolban, de a kloroplasztisz sztromdban

€s a peroxiszomaban is megtaldlhatd,
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] Mn-SOD, mitokondridlis és peroxiszomadlis enzim,
. Fe-SOD, csak egyes fajok kloroplasztiszaiban azonositottdk eddig

(Bueno és mtsai., 1995).

2.2.2.2. A viz-viz ciklus

A viz-viz ciklus lényege, hogy a fotoszintetikus elektrontranszportldncon a PS1-en keresztiil
érkez6 elektronok egy része molekuldris oxigénre keriilhet szuperoxidgyokot képezve. Ezt a
SOD alakitja hidrogén-peroxiddd, melynek egy, a kloroplasztisz tilakoidmembranjéban
lokalizalt APX monodehidro-aszkorbinsav 1épzddése mellett alakit vizzé. Az igy keletkezett

monodehidro-aszkorbinsav a PS1 ferredoxinja segitségével redukélodik ismét (Asada, 1999).

2.2.2.3. Az aszkorbdt-glutation ciklus

A kloroplasztiszokban nincs kataldzaktivitds, igy az ott keletkez6 H,O;-ot az un.
aszkorbat-glutation ciklus semlegesiti. A folyamat elsé 1épéseként a keletkezett hidrogén-
peroxidot a kloroplasztiszok sztrémdjaban lokalizalt APX monodehidro-aszkorbinsavva
redukdlja aszkorbinsav felhaszndldsdval. A monodehidro-aszkorbinsav egyrészt spontan
aszkorbinsavva €s dehidroaszkorbinsavva diszproporciondlédik, mdésrészt NADPH-fiiggd
monodehidro-aszkorbinsav-reduktdz segitségével kozvetleniil aszkorbinsavva alakulhat. A
diszproporcié soran keletkezett dehidroaszkorbinsav redukcidjat a dehidroaszkorbinsav-
reduktdz végzi redukélt glutation (GSH) hidrogénjének a kérdra. Az igy keletkezett oxidalt
glutation (GSSG) redukcidjat a GR enzim végzi NADPH felhaszndldsdaval. E rendszer
enzimei és szubsztritjai nemcsak a kloroplasztiszban, hanem mads sejtkompartmentekben is

megtaldlhatok (Klapheck és mtsai., 1990).

2.2.2.4. Aszkorbdt-peroxiddzok

Az aszkorbat-peroxidazok (EC 1.11.1.11) vastartalmu fehérjék, melyek kulcsszerepet
jatszanak az oxidativ stressz elleni védelemben (Shigeoka és mtsai., 2002). Szemben a szdmos
gvajakol-peroxiddz (EC 1.11.1.7) izoenzimmel, melyek a vakudlumban, sejtfalban vagy a
citoszolban taldlhatok, az APX-ok a citoszolon kiviil tobb elkiilonolt sejtkompartmentben, a
kloroplasztisz ~ sztromdjaban ill. tilakoid membranjdban, mikroszémékban, uUgymint

glioxiszomdban ¢és peroxiszomdkban, vagy membranhoz kototten helyezkednek el.

16



Nemrégiben mitokondrium membranhoz kotott, ill. a kloroplasztok tilakoidmembranjanak
lumenében lokalizdlt APX jelenlétét is igazoltdk. Az APX-ok zOome nagy specifitdssal
rendelkezik aszkorbinsavra nézve, bar egyes izoenzimek bizonyos mértékben képesek
mesterséges donorokat (pirogallol, gvajacol) is haszndlni. Jellemzd rdjuk, hogy kiillonosen
fotooxidativ koriilmények kozott aszkorbinsav hidnydban aktivitasukat veszthetik.

Jelenlegi ismereteink szerint Arabidopsis novényekben az Apx géncsalddot két
citoszolikus (AfApxlI, AtApx2), két peroxiszomas (AtApx3, AtApx4) és két kloroplasztidélis
gén (egy tilakoidkotott, tAtApx és egy sztroma-lokalizalt, sAtApx) alkotja (Shigeoka és mtsai.,
2002). Ezzel szemben rizsben jelenleg 8 Apx gén, két citoszolikus, két peroxiszémas és két
kloroplasztiddlis ismert (Teixeira és mtsai., 2004), paradicsomban pedig feltehetéen 7 Apx

gén taldlhato.

2.2.2.5. Glutation-reduktdzok

A glutation-reduktazok (EC 1.6.4.2.) NADPH-fiiggd heterotetramer enzimek, melyek

a kovetkez6 reakciot katalizaljak:

GSSG + NADPH + H" — 2 GSH + NADP*

Novényekben a GR aktivitdis nagy része a kloroplasztiszokban mutathaté ki
(Bielawski és Joy, 1986), de azonositottdk a mitokondriumban, a peroxiszoOmékban és a
citoszélban is (Foyer és mtsai., 1991; Holuigue és mtsai., 2007). A fentebb emlitett aszkorbat-
glutation cikluson kiviil a citoszolban és a peroxiszomakban részt vesz az un. glutation-
peroxiddz ciklusban is a glutation-peroxiddz enzim hidrogéndonoraként szolgaloé redukalt
glutation (GSH) regenericidja altal (Holuigue és mtsai., 2007). Stresszhatdsra az enzim
aktivitdsa altaliban megnd, melynek szerepe lehet a tolerancia kialakuldsdban (Foyer és
mtsai., 1991). Egyes vizsgélatok szerint a kukorica hidegtiirése szoros 0sszefiiggést mutat a
GR aktivitdsaval. Gatolt enzimaktivitds hatdsdra csokken a novények hidegtiirése (Kocsy és
mtsai., 2000b), mig a hidegtiirés indukcidja sordn a GR aktivitdsa megnd (Kocsy és mitsai.,
2001a). Transzgenikus nyarfa novényekkel végzett vizsgédlatokbdl kitlinik, hogy a GR-t
tiltermeld novények fokozott ellendllésdgot mutatnak a fotoinhibiciéval szemben (Foyer és
mtsai., 1995). Ugyanakkor az 0Osszglutationszint novelése a glutation-szintetdz enzimet
tiltermeld  transzgenikus novényekben nem eredményezett hasonléan  fokozott

stressztolerancidt (Foyer és mtsai., 1995). A GR szerepe nem egyszertien a hidrogén-peroxid
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detoxifikdcidjaban rejlik, hanem a redukalt:oxiddlt glutation (GSH:GSSG) ardny finom
szabdlyozéasaval részt vesz a sejt redox dllapotdnak kialakitdsdban, a védekezd folyamatok

beinditasdban is (Foyer és mtsai., 1991).
2.2.2.6. Kataldzok

A kataldzok (EC 1.11.1.6.) a hidrogén-peroxid dizmutacioval torténé kozombositését
végzik az aldbbi reakcio alapjan:

2 H,0, —» 2 H,O + O,

A H,0, koncentraci6tdl fiiggéen azonban a kataldz enzimnek kétféle lehetséges
mikodése van (Deisseroth és Dounce, 1970). Magas H,0O, koncentracié mellett a fent leirt
gyorsabb, un. katalatikus médon mitkddik. Ennek sordan mind a donor, mind pedig az akceptor
szerepét a H,O, tolti be, igy a kataldz egyszerre két molekula H,O,-t képes kozombdositeni, és
ehhez nem igényel redukal6 erot.

Alacsony hidrogén-peroxid koncentricié (<10°® M) mellett viszont, az tn.
peroxidatikus ut mikodik, ahol kiilonb6z6 vegyiiletek (etanol, aszkorbat, RH) tolthetik be a
hidrogén-donor szerepét az alabbi reakcio szerint.

RH; + HO, - R + 2 H,O

A katalaz széles korben elterjedt enzim, mely aerob baktériumoktdl kezdve a
magasabbrendli novényekig és dllatokig minden él6lényben eléfordul. A kataldz négy
alegységbdl felépiilé hem-tartalmi enzim. El6fordul homo-, illetve heterotetramerként is. A
kiilonbozo alegységek expresszidja fejlodés- és szovetspecifikus. A novényi kataldzokat egy
kis géncsaldd kodolja, mely éltaldban hirom, de legfeljebb négy izoenzim génbdl all.
Kukoricdban és dohdnyban jol ismert a kiilonb6z6 izoformak el6forduldsa, expresszidjuk
szabdlyozédsa (Scandalios és mtsai., 1997). Kukoricdban harom, egymadstdl fiiggetlen gént
(catl, cat2 és cat3) talaltak, melyek biokémiailag kiilonboz¢d kataldz enzimeket kédolnak
(katalaz1, katalaz2 és kataldz3). A kataldzl és kataldz2 izoenzimek a glioxiszomakban vagy
peroxiszOmdakban, mig a katalaz3 fehérjék a mitokondriumokban taldlhaték. Ez utébbi C-
termindlisarol hidnyzik a feltételezett peroxiszomadlis lokalizaciés szigndl (SRL motivum: Ser-
Arg-Leu). Ugyanez figyelhet6 meg a rizs KatA és az arpa kataldz2 fehérjék esetében is,
melyek aminosav-szekvencidgjukban nagy hasonlésdgot mutatnak. Ezt a fajta katalaz
izoenzimet eddig csak egyszikiiekben mutattdk ki. A kataldzl és kataldz2 izoenzimek

eléfordulnak homotetramerként, de ahol mindkét gén expresszalodik, heterotetramereket is
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alkothatnak alegységeik. A kataldz3 in vivo csak homotetramer lehet, mert térben elkiiloniil a
masik két izoformatdl. A haromféle izoenzim koziil a kataldz3 biokémiai tulajdonsagai térnek
el leginkabb a tobbitdl. Egyrészt nagyobb peroxidatikus aktivitdssal bir, mint a kataldzl vagy
a kataldz2. A katalatikus és a peroxidatikus ut ardnya (Rpc) jellemzi az egyes katalaz
enzimeket. A katalaz2 esetében ez Rpc = 0,25, tehit az enzim inkabb a katalatikus uton
mikodik, mig katalaz3 esetében (Rpc = 17,6) a peroxidatikus Ut domindl. Masik jelentds
kiillonbség, hogy kiilonféle gatlészerekkel szemben (aminotriazol, cianid, stb.) ellendllébbnak
bizonyul a katalaz3.

A katalaz gének expresszidja egyrészt valtozik az egyedfejlodés sordn, mdasrészt a
kiillonboz6 szovetekben, illetve sejttipusokban is eltérd lehet (Scandalios és mtsai., 1997). A
kukorica levélben példaul a katalazl és a kataldz3 izoenzim a mezofill sejtekben fordul eld, a
kataldz2 pedig a hiivelyparenchima sejtek peroxiszomadiban (Tsaftaris és mtsai., 1983).
Részletesen vizsgaltak kiilonb6zo kezelések, stresszek hatdsat a kataldz enzim expresszidjdra,
és megdllapitottdk, hogy az egyes izoenzimek eltérden reagdlnak. Kiilséleg alkalmazott H,O,
hatdsa koncentraciofiiggd volt. Alacsony H,0O, koncentricié (1 mM) serkentette a catl
expresszidjat, mig magasabb koncentraciok hatdsiara alacsony szintre csokkent. A car2
expresszidja ellenben 10 mM H,O, felett mutatott indukciét. Alacsony homérséklet (14°C,
illetve 4 °C) hatdsara megnétt a kataldz mennyisége. Ez elsdsorban a catl indukcigjabol ered,
a katalaz2 novekedése kisebb mértékii (Scandalios és mtsai., 1997).

A hidrogén-peroxid lebontdsban a kataldznak elsOdleges szerepe van (Willekens és
mtsai., 1997). A katalazhidnyos transzgenikus dohanynovényeken alacsony fényintenzitds
mellett nem latszott kéros elvéltozds, magas fényintenzitdson viszont szoveti elhalds tortént,
ami a fotorespiraci6 kovetkezménye volt. A nekrdzis sordn a H,O, szint nem emelkedett meg,
a kataldz hidanyat ebbdl a szempontb6l kompenzalta a megemelkedett APX és POD aktivitas.
Ellenben a sejt redox egyenstlya nem maradt fenn a kataldz hidnydban: az oxidalt glutation
felhalmozddott, és az aszkorbat szint negyedére csokkent. (Willekens és mtsai., 1997). A
katalazhidnyos transzgenikus dohdnyndvények tovdbba érzékenyebbnek bizonyultak a
parakvat-, s6- és 6zonstresszre, viszont az alacsony homérséklettel szemben nem mutattak

nagyobb érzékenységet (Willekens és mtsai., 1997).

2.2.3. A reaktiv oxigénformdk jeldtviteli szerepe

Ahogy az el6bbiekbdl latszik, a sejtekben a reaktiv oxigénformdk mennyiségét

Osszetett antioxiddns védekezd mechanizmusok szabdlyozzdk. A reaktiv oxigénformaknak
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sejtkarosité hatdsuk mellett azonban szerepiik lehet jelatviteli folyamatokban is, elsésorban az
antioxiddns €s mas védekezd mechanizmusok beinditdsdban (Prasad és mtsai., 1994b; Foyer
és mtsai., 1997). Az antioxidansok tehat nemcsak megakadalyozzak a reaktiv oxigénformak
nagy mennyiségli felhalmozdodasat, hanem lehetové teszik kis koncentraciovaltozasok
érzékelését és finom szabdlyozdsat. Az elmult években szamos esetben igazoltdk a reaktiv
oxigénformak génexpresszid-regulald szerepét tobbek kozott biotikus stresszfolyamatok
(Alvarez és mtsai., 1998), 6zonstressz (Langebartels és mtsai., 2002) vagy pl. fénystressz
(Karpinski €s mtsai., 1999; Vandenabeele és mtsai., 2003; Vanderauwera és mtsai., 2005)
soran. Kiils6leg adott abszcizinsav hatdsiara megné a H>O, mennyisége, igy feltételezik, hogy
a H,O, szerepet jatszhat a kiilonboz6 abszcizinsav-hatdsok kozvetitésében, mint pl. a catl/
expresszid, vagy a sztomazarddds indukcidjdban. A hidrogén-peroxid szamos kiilénb6zo
stresszhatds kovetkeztében aktivalodo jelatviteli Ut k6zos komponense, igy szerepe lehet a
kereszttolerancia jelenségének kialakuldsaban (Pastori és Foyer, 2002). Dohany, paradicsom
és nyirfajokban az 6zon-indukalt sejthalalt hidrogén-peroxid felhalmozddas el6zi meg, ezzel
szemben Arabidopsis, Rumex és Malva fajok esetében a szuperoxidgyok a felhalmozd6do
reaktiv oxigénforma (Wohlgemuth és mtsai., 2002). Sz6jabab esetében a NO és a H,O, ardnya
volt dontd a sejthaldl indukcidjdban (Overmyer és mtsai., 2003).

Biotikus stresszvalaszok mellett Gigy tlinik, hogy abiotikus stresszek esetén is szerepet
jatszhat a membrankotott NADPH-oxiddz. Kukoricdban kimutattdk, hogy ozmotikus
stresszre, illetve kiils6leg adott abszcizinsav hatdsdra megndé a NADPH-oxidaz aktivitidsa
(Jiang és Zhang, 2002). Ezzel egyiitt megnott a levelek szuperoxid-gyok tartalma, és szamos

antioxidans enzim aktivitasa fokozédott (SOD, katalaz, APX és GR).

2.3. A szalicilsav élettani szerepe

A szalicilsav sz6 a flizfa latin nevébol (Salix) ered. Mind az amerikai indidnok, mind
az Okori gorogok tudtdk mar, hogy a flizfa levele és kérge 1az- és fdjdalomcsillapité hatdssal
bir. (Néha az az ember érzése, hogy eleink méar szinte mindent felfedeztek, csak a tudés java
elveszett, és kezdhetjik a felfedezéseket ujra és ujra.) A szalicint a szalicil-alkohol
gliikozidjat 1828-ban izoléltdk a flizfa kérgébdl. Az acetil-szalicilsav, ismertebb nevén az
aszpirin a humdn gydgyszatban mindmdig az egyik leggyakrabban alkalmazott
»stresszesokkentd” vegyiilet. A szalicilsav novényekben legnagyobb mennyiségben hétermeld
novények, mint pl. a vuduliliom (Sauromatum guttatum Schott.) virdgzasakor, amikor a

szovetek homérséklete akar 10-12 °C-kal is megemelkedhet, vagy patogénfert6zés soran
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mutathaté ki (Raskin, 1992). Altalaban néhany ug/g friss tomeg mennyiségben fordul eld
vagy szabad, vagy konjugalt (gliikkozid, metildlt, gliik6z-észter vagy aminosav-konjugatum)

formaban (Lee és mtsai., 1995). Bioszintézise novényekben tobb tton is lehetséges (1. dbra).
Shikimic acid pathway
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TRENDS in Plant Science

1. dbra. A szalicilsav szintézisének lehetséges ttjai novényekben (Métraux, 2002). Bévebben
1d. a szovegben.

Az egyik lehetséges ut a sikiminsav-ithoz kapcsoldddan fenilalaninb6l indul ki. Innen
két ut lehetséges. Az egyik szerint a fahéjsav oldallanca dekarboxilalodik, benzoesavva
alakul, majd 2-es pozicioban hidroxildlédik. Ezt az utat irtdk le példaul dohdnyban (Yalpani
és mtsai., 1993) vagy rizs hajtdsokban (Silverman és mtsai., 1995). A fahéjsav B-oxidacidjaért
felelds enzimet mar Quercus pedunculata-ban azonositottdk (Alibert és Ranjeva, 1971;

Alibert és mtsai., 1972), a benzoesavnak szalicilsavva torténd atalakitasaért felelos enzimet
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azonban még nem sikeriilt izoldlni. Meg kell jegyezni, hogy uUjabb vizsgdlatok szerint a
szalicilsav kozvetlen prekurzora nem a benzoesav maga, hanem ennek gliikozidja (Yalpani és
mtsai., 1993; Chong és mtsai., 2001). A mdésik lehetséges ut szerint a fahéjsav transz-
cinnaméat-4-hidroxilaz segitségével (Alibert és Ranjeva, 1971; Alibert és mtsai., 1972) o-
kumadrsavva (o-hidroxi-fahéjsav; oHCA) alakul, aminek dekarboxildcidja vezet a szalicilsav
szintéziséhez. Az o-kumadrsav — szalicilsav atalakulasért felelds enzimet még nem izolaltdk.

Legijabb adatok szerint magasabbrendii novényekben egy alternativ szintézisut is
lehetséges. Az addig csak baktériumokban ismert ut szerint a kloroplasztiszokban
korizminsavbdl kiindulva izokorizminsav-szintdz (ICS) segitségével izokorizminsav
képzddik, amibdl szalicilsav szintetizalédhat (Wildermuth és mtsai., 2001).

Novények esetében a legelsd élettani hatds, amit a szalicilsavrél kozoltek, dohany
szovettenyészetek virdgzasindukciéjardl szamolt be (Lee és Skoog, 1965). A szalicilsav masik
jol ismert hatdsa a termogén novényekben a hoétermelés indukcidja. A novényekben
eléforduld hotermelést Arum fajok esetében mar Lamarck is leirta 1778-ban. E fajokndl a
hétermelés elsdsorban az illatanyagok konnyebb kibocséitasat teszi lehetdvé. A virdgzas egyes
periddusaiban a virdg hémérséklete 12°C-kal is megemelkedhet. Sauromatum guttatum fajban
szalicilsav (Raskin és mtsai., 1987). Bizonyitdst nyert, hogy a szalicilsav hatdsara
megemelkedd alternativ oxiddz expresszid jatszik szerepet a termogenezis indukcidjiban
(Rhoads és MclIntosh, 1992). Dohanylevelekben, mely nem termogén szovet, szintén
kimutattak hoétermelést miutdn exogén szalicilsav vagy rokon vegyiilete, a 2,6-dihidroxi-
benzoesav hatdsara 0,5-1°C homérsékletemelkedést mértek. Bizonyitottdk, hogy ebben az
esetben is az alternativ 1égz¢€s intenzitdsanak novekedése all a hotermelés hétterében (Van der
Straeten és mtsai., 1995).

A szalicilsavnak a novekedésszabdlyoz6 hatdsa is ismert (Arberg, 1981), bar ezzel
kapcsolatban az irodalmi adatok nem egyértelmiiek. A kapott eredmények ugyanis nagyban
figgnek a novényfajtol, az alkalmazds mddjatdl, ill. a koncentrciétdl. Szalicilsav vagy
bizonyos analdgjai, mint pl. acetil-szalicilsav kukorica vagy széja esetében levélre juttatva
novelte annak feliiletét és szarazanyag-tartalméat, anélkiil, hogy a novénymagassag, vagy a
gyokértomeg megvaltozott volna (Khan és mtsai.,, 2003). Mas kisérletekben alacsony
koncentraci6ji (10® M) szalicilsav-oldattal torténd permetezés hatdsira szGjanovényekben
gyokérnovekedésrdl is beszamoltak (Gutiérrez-Coronado €és mtsai., 1998). Az eredmények azt
mutatjak, hogy a novekedésfokozds csak egy adott koncentracié-optimum mellett kovetkezik

be, ahogy azt pl. Brassica juncea (Fariduddin és mtsai., 2003), vagy bizanovényekben (Hayat
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és mtsai., 2005) is bemutattdk, de e folott novekedésgatlas 1ép fel (Pancheva és mtsai., 1996;
Christianson és Duffy, 2002). A szalicilsav a fotoszintézist is befolyédsolja, ugyanis arpa
novények fotoszintetikus aktivitdsit gétolta a hosszitavu szalicilsav-kezelés, a Rubisco enzim
mennyiségének csokkentése révén (Pancheva és Popova, 1998). Biza ndvényeket
szalicilsavval 7 napig kezelve azt tapasztaltdk, hogy mig alacsony (0,05 mM) koncentracidéban
a szalicilsav el6segiti a fotoszintézist, nagyobb mennyiségben (0,5-1 mM koncentracié
mellett) gatolja a fotoszintetikus aktivitist. Ez a gitlds els6sorban a PSI1
elektrontranszportjanak gatlasabol és a citokrom fss4 mennyiségének csokkentésébdl adddik.
Izolalt tilakoidokat szalicilsavval kezelve azonban semmilyen hatdst nem taldltak (Sahu és

mtsai., 2002). A szalicilsav egyéb élettani hatdsairdl 1d.: Hayat és Ahmad, 2007.

2.3.1. A szalicilsav szerepe biotikus stresszek sordn

Az els6 megfigyelések, amik a szalicilsav stresszélettani szerepére utaltak biotikus
stresszfaktorokkal voltak kapcsolatosak. Akdrcsak a legtobb magasabbrendli szervezet, a
novények zome is folyamatosan ki van téve a kiilonféle mikroorganizmusok tdmaddasainak.
Ennek ellenére megbetegedés ehhez képest viszonylag ritkan alakul ki. Koszonhetd mindez
azoknak a sokrétli védekezési mechanizmusoknak, amelyeket a novények az evolicié sordn
kifejlesztettek. Mar a 70-es években kimutattdk, hogy ha aszpirint, mely vizes kdzegben
spontdn szalicilsavva alakul, dohény levelekbe fecskendeznek, akkor a nvény védetté valik
egy ezt kovetd dohdnymozaik-virus tdmaddssal szemben (White, 1979). A késObbiekben
szdmos bizonyiték szolt amellett, hogy szalicilsav sziikséges a szisztemikus szerzett
rezisztencia kialakitdsahoz is. Uborka ndvényekben a szerzett rezisztencia kialakuldsakor
megnd az endogén szalicilsav szint (Métraux és mtsai., 1990). Dohdnymozaik-virussal
fert6zott dohdnylevelekben a nekrotikus 1€zioban és annak kornyékén szintén szalicilsavszint
novekedés volt tapasztalhaté (Malamy és mtsai., 1990; Enyedi és mtsai., 1992). Szalicilsav
felhalmozédsra képtelen transzgenikus dohdny novények, melyek a bakteridlis eredetii
szalicilat-hidroxildz enzim génjét (NahG) hordozzdk, képtelenek a szisztemikus szerzett
rezisztencia kialakitasara (Gaffney és mtsai., 1993). A szalicilsav részvételét bizonyitottdk a
hiperszenzitiv reakcié (HR) kialakitdsdban és jelatviteli folyamatdban is. Exogén szalicilsav
hatdsdra patogenezis-kapcsolt (pathogenesis related, PR) fehérjék szintetizalodnak (Malamy
és mtsai., 1990; Yalpani és mtsai., 1991). Egyes funkciondlis analégjai, mint pl. 2,6-
dikloroizonikotinsav (INA), vagy a benzotiadiazol-S-metilészter (BTH) adagoldsaval hasonl6

hatdst, PR-proteinek indukcidjat lehetett elérni (Malamy és Klessig, 1992; Wasternack és
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mtsai., 1994). Az eddig vizsgalt novények koziil kivételt csak a rizs és a burgonya mutatnak:
ezekben a novényekben kiilsdleg adagolt szalicilsavval nem minden esetben sikeriilt hatékony
PR-indukci6t kivéltani. Meg kell azonban jegyezni, hogy rizsben és burgonydban mar az alap
szalicilsavszint tobb nagysdgrenddel meghaladja a tobbi fajban a fertdzés hatdsara
megnovekedett szintet is (Coquoz €s mtsai., 1995; Silverman és mtsai., 1995). Mindezek
ellenére az endogén szalicilsav ezekben a fajokban is szerepet jatszik a patogéntamadas elleni
védelemben (Yu és mtsai., 1997).

Altaldnossdgban, virustimadds esetén a szalicilsav gitolja a virus szaporoddsit, sejtrél
sejtre vald, valamint nagy tavolsdgra torténd mozgéasat (Singh és mtsai., 2004). Moduldlja a
hiperszenzitiv reakciéhoz kapcsolt sejthaldlt, szabdlyozza a reaktiv oxigénfajtdk szintjét,
ezéltal befolyésolja a lipidperoxiddcié mértékét is (Dempsey €és mtsai., 1999; Shah és Klessig,
1999). Ugyanakkor egyes vizsgdlatok arra utalnak, hogy nem a szalicilsav az a transzportalt
szigndlmolekula, amely a fertdzés helyérdl a tavolabbi szovetekbe szdllitédik (Vernooij és
mtsai., 1994).

Az els6 modell, mely magidba foglalja a szalicilsav-bioszintézis €s a patogén-

ellendllésag kialakuldsanak kapcsolatat, a 2. dbrdn lathato:

ESEMENY FUNKCIO

PATOGENFELISMERES << -cocooooe. . VEDEKEZES AKTIVALASA

SZABADGYOKOK KEPZODESE

+ * SEITHALAL (HIPERSZENZIT{V REAKCIO)

—H,0, KEPZODES  --------==""" 7 T
_____________________ ANTIMIKROBIALIS HATAS
BA AKKUMULACIO  --ss22322iisnneemnmnm e SZABADGYOK-FOGO
-------------- SZALICILSAV-PREKURZOR
gyors lassi
N BA2H AKTIVACIQ === * SA SZINTEZIS
——SA AKKUMULACIO  ----vmoommsonnnneocs s HELYIREZISZTENCIA (LAR)
SZISZTEMAS SANOVEKEDES -~ SAR
|
GLUKOZIL-SA KEPZODES ~7 7777w *TAROLAS

2. dbra. A szalicilsav bioszintézis és a patogénellendllésdg kapcsolata (Le6n és mtsai., 1995
utan). BA: benzoesav; BA2H: benzoesav-2-hidroxilaz; LAR: lokalis szerzett rezisztencia; SA:
szalicilsav; SAR: szisztemikus szerzett rezisztencia.
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Nemcsak a szalicilsav hatdsdra n6 meg a reaktiv oxigénformdk mennyisége a sejtben,
hanem bizonyitékok szdélnak amellett is, hogy a reaktiv oxigénformdk szalicilsav
felhalmozddast okoznak (Ledn és mtsai., 1995, Enyedi 1999). Ez a megfigyelés vezetett egy
ongerjesztd szalicilsav-hidrogén-peroxid ciklus hipotézis€hez, amely ciklus a reaktiv
oxigénformak felhalmozddasat és a sejt haldlat eredményezi (Van Camp és mtsai., 1998). A
nekrotikus 1€zidk kialakuldsat és terjedését magyardzé modellben kdzponti szerepet jatszik ez
az ongerjeszto ciklus, mely dltal megnd a reaktiv oxigénformdk mennyisége, és programozott
sejthaldl indukalédik (Overmyer és mtsai., 2003). Ebben a folyamatban a szalicilsav és az
etilén egyiittes hatdsara van sziikség. Az apoplasztban a szuperoxid-gyok, illetve az etilén tolti
be a jeldtviteli szerepet a kornyezd sejtek felé, a programozott sejthaldl indukcigjdban. A
nekrotikus 1€zi6 terjedésének megéllitasdért a sejthaldl sordn keletkezd jazmonsav felelds,
mely egyrészt a szalicilsav-szintézist gatolja, masrészt az etilén-hatdsra érzéketlenné teszi a
sejteket.

Mindezek utin logikusan vetddott fel a kérdés, hogy vajon abiotikus

stresszfolyamatok sordn van-e valami hatédsa a szalicilsavnak?

2.3.2. A szalicilsav szerepe oxidativ stressz sordn

Ismert, hogy a sejt anyagcsere-egyensulydnak felboruldsa kovetkeztében szinte
valamennyi stresszfaktor mukodése oxidativ stresszhatdssal jar egyiitt. Ennek egyik
legnyilvanvalébb jele a lipidperoxidok mennyiségének a novekedése. Vannak olyan anyagok,
mint pl. a parakvat vagy az 6zon, melyek kozvetleniil képesek oxidativ stresszt eldidézni. A
szalicilsavnak az oxidativ stresszel val6 kapcsolatit bizonyitjadk azok a megfigyelések, melyek
arrél szamolnak be, hogy a szalicilsav és egyes szarmazékai képesek védelmet biztositani
ilyen tipusu vegyiiletek ellen is. Az els0 ilyen kisérlet arr6l szdmol be, hogy dohdny és uborka
novényekben a szalicilsav eldkezelés (Na-szaliciladt formdjaban permetezéssel) csokkentette a
parakvat okozta oxidativ stresszt (Strobel és Kuc, 1995). Mds kisérletben fiatal arpa
novényeket 1 napig 0,5 mM szalicilsavval kezelve oly mdédon, hogy a levagott névény a
szalicilsavat a szallitészovetein keresztiil vette fel sotétben, megeldzhetd volt a parakvatnak a
az eldkezelést kovetden fényen tapasztalhatd fotoszintézist gatlé hatdsa. Ugyancsak csokkent
a parakvét hatdsara bekovetkezd hidrogénperoxid-szint ndvekedés, a lipidperoxidécid, és a
membréankdrosodds (Ananieva €s mtsai., 2002). Mindezek a folyamatok egyes antioxiddns

enzimek aktivitdsanak fokozddasaval is egyiittjartak (Ananieva és mtsai., 2004).
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UV- és 6zonkezelés szalicilsav felhalmozddast okozott, valamint PR fehérje szintézist
és virus-rezisztenciat indukalt dohdnyban (Yalpani és mtsai., 1994). Arabidopsis thaliana
novényekben is kimutattdk a szalicilsav szerepét az 6zonstressz elleni védelemben, mivel a
NahG novények érzékenyebbek voltak az 6zon kdrosit6 hatdsdra. Az 6zon-indukalt mRNS-ek
egy részének szintézise szalicilsavfiiggd, koziilik csak néhany jelent meg a transzgenikus
novényekben. Az 6zonhatdsnak kitett novények fokozott ellendllésdgot mutattak virulens
Pseudomonas syringae torzsekkel szemben. Az eredmények azt mutatjdk, hogy az 6zon- és a
patogénindukalt rezisztencia kialakuldsa atfed, és mindkettd szalicilsavfiiggd (Sharma és
mtsai., 1996). Mdas szerzOk kimutattdk, hogy mind a szalicilsav hidnya, mind a tdlzott
felhalmozdédasa emelkedett O6zonérzékenységhez vezethet (Rao és Davis, 1999). A
szalicilsavat felhalmoz6 (hiperakkumulald) Cvi-0 Arabidopsis genotipus 6zonszenzitiv, mivel
az 6zonstressz sordn a nagy mennyiségl szalicilsav oxidativ folyamatokat indit el, mely a
hiperszenzitiv reakcidhoz hasonl6 sejtelhaldshoz vezet. A szalicilsav felhalmozasra képtelen
NahG ndvényekben viszont a kelld mértékli antioxidans vélaszreakcié elmaraddsa vezetett a
megnovekedett 6zonérzékenységhez (Rao és Davis, 1999). A Cvi-0:NahG genotipusban a
szalicilsav hidnya csokkenti az 6zon-indukalt sejtelhalds mértékét. Metil-jazmonattal torténd
elokezelés megakaddlyozza a szalicilsav és hidrogén-peroxid felhalmozddasat, és igy
megeldzi az 6zon-indukélt nekrozist (Rao és mtsai., 2000). Kiilsdleg adagolt szalicilsavval
végzett kisérletek szintén azt mutatjdk, hogy a tdlzott mértékii felhalmozddas érzékennyé
teheti a novényt az 6zon indukalta oxidativ stresszel szemben (Rao és mtsai., 2002). Ezek az
eredmények is arra utalnak, hogy a szalicilsav egy igen érzékeny és Osszetett szabadlyozasi

folyamat részét képezi (Horvath és mtsai., 2007; Janda és mtsai., 2007).

2.3.3. A szalicilsav lipidperoxiddciot kivdlto hatdsa

Az eldzbekbdl is latszik, hogy a tilzott mértékli szalicilsav mennyiség szintén
stresszként jelentkezik. A szalicilsav, illetve bioldgiailag aktiv analdgjai lipidperoxidaciot
okozhatnak, ahogy azt pl. dohdny sejtszuszpenzids kultirdban is kimutattdk (Anderson és
mtsai., 1998). Szalicilsav kezelés Arabidopsis-ban is lipidperoxidiciét okozott, valamint
fehérjék oxidativ karosodasahoz, illetve klorofill- és karotinizomerek kialakuldsdhoz vezetett.
Hidrogén-peroxid kezelés ©Onmagiban nem okozott ugyanilyen mértékii karosodast a
membréanokban és fehérjékben. Dimetil-tiourea, mely csokkentette a hidrogén-peroxid
szintjét, mérsékelte a szalicilsav kezelés karosité hatdséat is (Rao és mtsai., 1997). Hasonl6

megfigyelést tettek a szalicilsav szomatikus embriogenezisre gyakorolt indukciéjat vizsgédlva
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Astragalus adsurgens Pall. kalluszkultirdban is. A szalicilsav 0,2 mM koncentraciéban
megnovelte az endogén hidrogénperoxid-szintet. Kiilsoleg adott hidrogén-peroxid azonban
nem helyettesitette teljes mértékben a szalicilsav hatdsat (Luo €s mtsai., 2001). Mindebbdl
arra lehet kovetkeztetni, hogy a szalicilsav hatdsnak csak részben a hidrogén-peroxid a
kozvetitéje. A hidrogén-peroxid mellett szerepet jatszhat a kataldz gatlasakor keletkezd
szalicilsav-szabadgyok €s az altala okozott lipidperoxidacié is (Anderson és mtsai., 1998;
Klessig és mtsai., 2000).

A szalicilsav hatdsmechanizmusat kutatva az elsd fehérje, melyrdl bebizonyosodott,
hogy képes a szalicilsavat megkdotni, a dohdnybdl izoldlt kataldz enzim volt (Chen és Klessig,
1991). Kimutattadk tovabba, hogy a szalicilsav nemcsak, hogy képes az enzimhez kotodni,
hanem gatolja is annak miikodését (Conrath és mtsai.,, 1995). A szalicilsav kataldzgitld
hatdsarol feltételezik, hogy magyardzhatja a megnovekedett hidrogénperoxid-szintet, és igy
szerepet jatszhat a szisztemikus szerzett rezisztencia kialakuldsaban (Chen és mtsai., 1993a).
Ennek ellenére még mindig kétséges a katalazgitlas jelentdsége a rezisztencia indukciéjaban,
mivel nem minden novény esetében figyeltek meg egyértelmii gétlast. Mig Arabidopsis,
paradicsom, uborka és dohdny fajokban a szalicilsav egyarant jelentOs in vitro katalazgatld
hatdst mutatott, kukoricidban és rizsben nem taldltak szignifikdns gatlast (Sdnchez-Casas és
Klessig, 1994). A kiilonb6z0 kataldz izoenzimek szovetspecifikus expresszidja kiillonbséget
eredményezhet a szalicilsav adott szovetben kifejtett hatdsaban. Kukorica scutellumbdl izolalt
kataldz2 izoenzim aktivitdsdban az in vitro alkalmazott szalicilsav jelentds koncentraciéban (1
mM) is csak enyhe gatlast (9%) valtott ki (Guan és Scandalios, 1995). Dohanyban viszont
mindegyik kataldz izoenzim gatolhat6 volt szalicilsavval (Durner és Klessig, 1996). A
kukoricdhoz hasonléan rizsben is kiillonbség mutatkozott a kataldz izoenzimek kozott
szalicilsav iranti érzékenységiikben: a KatA izoenzim aktivitdsa nem gatlédott szalicilsav
hatdsara, mig a KatB igen (Chen és mtsai., 1997).

Osszehasonlitottak tobb benzoesavszarmazékot kataldzkotésiik, illetve gatléhatdsuk
szempontjabol. A vizsgélt vegyiiletek koziil legjelentésebb gatlast a szalicilsav, a 2,3-
dihidroxi-benzoesav és a 2,6-dihidroxi-benzoesav esetében mutattdk ki. Ezek a vegyiiletek
bizonyultak a leghatékonyabbnak a PR-fehérjék expresszidjanak indukcidjaban is. A 4-
hidroxi-benzoesav viszont, mely PR-fehérjék expresszidjat nem véltja ki, nem kotddott
jelentds mértékben a kataldzhoz sem (Chen és mtsai., 1993a, Riiffer és mtsai., 1995).

A katalazgétlds mechanizmuséra tobb elképzelés is sziiletett. Az egyik elmélet szerint
a katalaz aktiv centrumdban 1évé hem vassal alkot komplexet a szalicilsav (Riiffer és mtsai.,

1995). Ez a tanulmdny megkérddjelezi a szalicilsav kataldzgatldsdnak bioldgiai jelentdségét
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annak alapjan, hogy a szalicilsav kataldzkotése nem specifikus, mert mads vastartalmi
fehérjéhez, pl. akonitazhoz is képes kotddni. A kataldzgétlds mechanizmusat illetden a masik
elmélet feltételezi, hogy a szalicilsav, mint elektrondonor a kataldzt a lassabb, peroxidativ utra
tereli (B-aktivitds). Alacsonyabb hidrogénperoxid-szint mellett ez gatlasként jelentkezik, mig
karos szintli hidrogén-peroxid ellen védi az enzimet, megakaddlyozva annak inaktivaci6jat
(Durner és Klessig, 1996). A kataldzgatlds sordn azonban a szalicilsav szabadgyokké alakul,
amely a tovdbbiakban lipidperoxidiciét okozhat. Mind a kataldzgatldss nyomdan
megemelkedett hidrogénperoxid-szintr6l, mind a gétlds sordn keletkezd lipidperoxidokrdl
feltételezik, hogy részt vesznek a szalicilsavfiiggd rezisztencia kialakuldsanak jelatviteli

folyamatdban (Anderson és mtsai., 1998).

2.3.4. A szalicilsav szerepe abiotikus stresszfolyamatok sordn

Az el6zbekben leirtakbdl latszik, hogy a szalicilsav szdmos olyan anyagcserett
szabdlyozdsaban részt vesz, mely kozvetve vagy kozvetleniil kapcsolatba hozhaté valamely
abiotikus stresszfaktorral kapcsolatos védekezési folyamattal is. Az 1990-es évek kozepétdl
kezdve szdmos labor vizsgdlta, hogy a szalicilsav hogyan képes befolydsolni egyes névények
stressztliroképességét. Ezekbe a munkdkba a csoportunk is bekapcsolddott. Az aldbbiakban
roviden ismertetek néhdny olyan eredményt, mely a szalicilsavnak az egyes stresszfaktorokkal
szembeni lehetséges védo hatdsait targyalja. (Bovebben Id. Janda és mtsai., 2007a; Horvéth és

mtsai., 2007.)

2.3.4.1. Toxikus féemek

Az egyik legelsé munka, mely a szalicilsavnak valamely abiotikus stresszfaktor elleni
védo hatdsrél szdmol be, azt mutatja, hogy szalicilsav-kezelés megnovelte uborka és
dohdnynovények réztolerancidjit (Strobel és Kuc, 1995). Késébb napraforgéban is hasonld
hatdsr6l szamoltak be (El-Tayeb és mtsai., 2006). A szalicilsav szintén segitette a
rizsnovények csirdzdasat és hajtasnovekedését 6lom- és higanystressz mellett (Mishra és
Choudhuri, 1997). Arpa novényeket szalicilsavval elékezelve csokkent a Cd-stressz okozta
biomasszagyarapodds csokkenése, valamint a lipidperoxidacié mértéke, annak ellenére, hogy
ebben az esetben a szalicilsavkezelés hatdsdra az antioxiddns aktivitdis nem fokozddott
jelentdsen. Sot ellenkezdleg: a Cd-stressz valtott ki egy antioxidans aktivitdsnovekedést, ami a

szalicilsavval kezelt novények esetében kisebb mértékli volt (Metwally és mtsai., 2003).
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Kukoricandvények esetében ugyanaz a kezelés, ami mds esetben javitotta a novények
hidegtiirését (Janda és mtsai., 1999a), csokkentette a Cd felvételét is, viszont mivel
onmagaban is stresszként jelentkezett, a karosodasi tiinetek ebben az esetben fokozddtak (Pal
és mtsai., 2002; Szalai és mtsai., 2005). Ezzel szemben, amikor a novények a csirdzas elott a
magok 4aztatdsa sordn kaptdk a szalicilsavat, jobban tolerdltdk a Cd-ot, mint szalicilsavas
eldkezelés nélkiil (Krantev és mtsai., 2007). Cd kezelés hatdsdra arpdban (Metwally és mtsai.,
2003) és kukoricaban is (Pal és mtsai., 2005; Krantev és mtsai., 2007) szalicilsavszint

novekedés volt kimutathato.

2.3.4.2. HOstressz

Az els6 munka, mely a szalicilsav hotlirést befolydsolé hatdsaval foglalkozik, azt
mutatta, hogy mustarnovényeket szalicilsavat tartalmazdé oldattal permetezve megnovelte
azok hotlirését (Dat és mtsai., 1998a). A védOhatds koncentriciofiiggd volt, és csak alacsony
koncentraciétartomdnyban (0,01-0,1 mM) érvényesiilt (Dat és mtsai., 2000). Mind a 0,01
mM-os szalicilsavkezelés, mind a melegedzés megnovelte a sejtek H,O,-tartalmét, és
lecsokkentette a novényekben a kataldz aktivitast. Késobb mds szerzok borsé novényekkel
hasonlé eredményt kaptak, mikdzben szalicilsavszintézis inhibitorainak alkalmazasdval
igazoltdk a szalicilsav kozvetlen szerepét a hotlrés kialakuldsiaban (Pan és mtsai., 2006).
Uborka novényekben érdekes modon a levelek permetezése szalicilsavval novelte a novények
hottrését, a tdpoldathoz adagolva viszont csokkentette azt (Shi és mtsai., 2006). Ezzel
parhuzamosan, szemben a mustar ndvényeknél kapottakkal, uborkdban a permetezés novelte,
a tapoldathoz adagoléds csokkentette a kataldz aktivitdst. Arabidopsis ndvények esetében is
ismert, hogy a szalicilsav jelentdsen befolydsolja a hétoleranciat (Larkindale és Knight,
2002). Egyes szerzOk szerint azonban a szalicilsav csupan az alap-, tehat a melegedzés nélkiili
(Clarke és mitsai., 2004), masok szerint viszont az uUn szerzett (melegedz€és utan kialakuld)
termotolerancidban is szerepe van (Larkindale és mtsai., 2005). Mind a hdakklimatizacié (Dat
és mtsai., 1998b; Pan és mtsai., 2006; Wang és Li, 2006), mind a drasztikus hdstressz
(Larkindale és Huang, 2005) hatdsara szalicilsavfelhalmozds (szabad és kotott formakban)

figyelhetd meg.
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2.3.4.3. Szdrazsdg és sostressz

S6- és ozmotikus stresszt illetben a szalicilsav hatdsa néha ellentmonddsos.
Arabidopsis novényekben a szalicilsav s6- és ozmotikus stresszek sordn fokozta a reaktiv
oxigénformak termelddését, ezdltal feler6sodtek a karosoddsi tiinetek (Borsani és mitsai.,
2001). NaCl- vagy mannitolkezelés sordn a szalicilsav felhalmozasra képtelen NahG
novények kevésbé mutattak nekrézisos tiineteket, mint vadtipusu tdrsaik. Ezzel szemben
amikor biza novényeket alacsony koncentraciéji (0,05 mM) szalicilsavoldattal kezeltek, a
novények novekedése erdteljesebb volt a kezeletlen, kontroll novényekéhez képest. Mindez
egy megnovekedett abszcizinsav- és prolinfelhalmozéssal jart egyiitt (Shakirova és mitsai.,
2003). Mas szerzok hasonld eredményt kaptak, amikor arpa novények magjait eliiltetés elott 1
mM szalicilsavas oldatban aztattdk, és a novények sétolerancidja megnétt (El-Tayeb, 2005).
Kukorica esetében a talajt szalicilsavat tartalmazo oldattal locsolva kaptak véddhatast. Ebben
az esetben a szalicilsavval kezelt ndvényekben a Na* és CI  felhalmozds, a lipidperoxiddcio,
valamint a membranpermeabilitds-novekedés kisebb mértékii volt (Gunes és mtsai., 2006).
Paradicsomndl mds szerzok hasonlé eredményt kaptak, kimutatva, hogy a fotoszintetikus
apparatus mikodése is kevésbé sériilt a szalicilsavval kezelt novények esetében (Stevens és
mtsai., 2006).

Rizs novényekben sékezelés hatdsira endogén szalicilsavszint-ndvekedést figyeltek
meg, amit a szalicilsavszintézis egyik kulcsenzimének, a benzoesav-2-hidroxildznak fokozott
indukci6javal magyardzhatunk (Sawada és mtsai., 2006). Ezzel szemben kordbban més
szerzOk Iris hexagona novényekben sOkezelés hatdsdra magasabb abszcizinsav- €s
jdzmonsav- de alacsonyabb szalicilsavszintet kaptak (Wang és mtsai., 2001).

Buzaszemeket acetilszalicilsavval dztatva javult a novények ellendllésdga
széarazsagstresszel szemben (Hamada, 1998; Al-Hakimi és Hamada, 2001). Paradicsom €s bab
novényekben a szalicilsav, illetve az acetilszalicilsav 0,1 mM és 0,5 mM koncentricidban is
hatékonynak bizonyult a szarazsagstressz elleni védelemben, mind a magokat aztatva 1 napig,
mind kéthetes novényeket talajon keresztiil kezelve a szdrazsagstressz eldtt 1 héttel (Senaratna
és mtsai., 2000). Més szerzok arpa (Bandurska és Stroinski, 2005) és buiza novényekkel
hasonlé védo hatast kaptak (Singh és Usha, 2003; Agarwal és mtsai., 2005a). Kukoricdban
viszont annak ellenére, hogy az 1 napig tarté6 0,5 mM szalicilsav elOkezelés (tapoldathoz
adagolva) megnovelte a ndvények poliamin-tartalmat €s hidegtiirését is, mégsem javitott azok

szarazsagtirésén. Buza novényeket ugyanilyen médon eldkezelve szintén negativ hatdst
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tapasztaltak (Németh €s mtsai., 2002). Az eredmények sokfélesége arra utal, hogy a kezelés
modja és a novény fejlodési stadiuma jelentdsen befolyasolja a szalicilsav hatasat.

Tobb mas, eddig ismertetett stresszorhoz hasonléan a szdrazsdg is képes szalicilsav-
akkumulaciét eldidézni (Munne-Bosch és Penuelas, 2003; Bandurska és Stroinski, 2005).

Amennyiben a szdrazsagstressz megsziinik, a szalicilsavszint is helyreall.

2.3.4.4. A szalicilsav szerepe alacsony homérsékleti stressz sordn

Mi bizonyitottuk el6szor, hogy fiatal kukoricanovények esetében szalicilsav kezeléssel
az alacsony homérsékleti stressz kdrosité hatdsai csokkenthetdk (Janda és mtsai., 1997,
1999b; Szalai, 1997a). Kimutattuk, hogy a védOhatds az antioxiddns mikodés
megvaltozdsaval jart egyiitt. Egy napos 0,5 mM szalicilsav-kezelés hatdsara az antioxiddns
enzimek kozil a katalaz aktivitasa lecsokkent, a GR, és a POD aktivitasa nott. Szalicilsav
hatdsdra csokkent a hideg-indukdlt etiléntermelés is (Szalai és mtsai., 2000). Késébb mas
szerzOk tobb mas novényfajokon is hasonlé eredményekrdl szamoltak be. Tekintettel arra,
hogy ez a kutatési teriilet szorosan kapcsolddik jelen dolgozat témajahoz, az ezzel kapcsolatos

informdcidkat az Eredmények, ill. Az eredmények megvitatasa c. fejezetekben kozlom.

2.4. A termolumineszcencia

Tekintettel arra, hogy a termolumineszcencia egy olyan moddszer, melynek novényi
mintdban valé mérésére szolgéld késziilék jelenleg normél kereskedelmi forgalomban még nincs,
igy az elterjedése is korldtozott, jelen fejezetben roviden ismertetem az elméleti hatterét.

Termolumineszcencidn azt a jelenséget értjiikk, mikor egy eldzetesen gerjesztett minta
sotétben torténd felmelegitése sordn fényt bocsat ki. A jelenséget novényekben 1957-ben
fedezték fel eloszor (Arnold és Sherwood, 1957). A noOvényekben jelentkezd
termolumineszcencia magyardzatira az un. toltésrekombindcion alapulé elmélet a
legelfogadottabb (Vass és mtsai., 1980, 1981; Sane és Rutherford, 1986; Demeter és Govindjee,
1989; Vass és Inoue, 1992). Ennek 1ényege, hogy a fotoszintézishez elnyelt foton energidja a
reakcidcentrumban toltésszétvalasztast indukdl. A negativ és a pozitiv toltések tovabbi
toltésszétvalasztasi 1€pések sorozatdn keresztiil végiil valamelyik akceptor és donor molekuldn
tarolédnak. Minden egyes toltésszétvalasztasi 1épésben elvész az elnyelt foton energidjanak egy
része. Az un. szabadenergia-veszteségek stabilizaljak a toltésszétvalasztast, megakaddlyozva a

forditott irdnyu toltésvandorlast, amely a pozitiv €s negativ toltések rekombindcidjahoz és a tarolt
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szabadenergia elvesztéséhez vezetne. A toltésszétvalasztasi folyamat visszaforditdsa az elveszett
szabadenergia visszatdplaldsat, azaz egy potencidlgat lekiizdését igényli. A toltésrekombindcid
eloidézéséhez sziikséges szabadenergiat aktivalasi szabadenergianak nevezziik, mely egyenld az
elektrontranszportlanc egyes toltésszétvalasztasi 1épéseinek sordn bekovetkezd szabadenergia
veszteségek Osszegével. A masodik fotokémiai rendszerben (PS2) mind az akceptor, mind a
donor oldalon taldlhaték olyan elektrontranszport komponensek (Qa, Qg, Sz, S3), amelyek még
szobahdmérsékleten is képesek viszonylag hosszu ideig tirolni a pozitiv, illetve a negativ toltést.
Ez még inkdbb igaz alacsony hdémérsékleten torténd gerjesztés esetén. Ilyenkor azonban
bizonyos tavolabbi toltésszétvalasztasi 1€pések gatlddnak és a toltések az elektrontranszportlanc
P680-hoz kozelebb elhelyezkedd komponensein tarolodnak. A rendszer hOmérsékletének
novekedésével nd a valdszinlisége annak, hogy a kornyezet hdenergidja segitségével
toltésrekombinécié kovetkezzen be a kiilonb6zo, pozitiv S dllapotok vagy méas donorok (tirozin
Z", tirozin D*, stb.) és a negativan t5ltott akceptorok kozott. A csapddzédott pozitiv ill. negativ
toltések az energiagitat legydzve visszaviandorolnak a reakcidcentrum klorofillhoz, ahol a
toltésrekombinacié bekovetkezik, a reakcidcentrum gerjesztodik, a fellépd gerjesztési energia
elvandorol az antenna klorofillokhoz, ahol vagy hoévé alakul, vagy pedig fény formédjaban
kisugarzédik a kornyezetbe (lumineszcencia).

Fotoszintetizald szervezetekben jelenleg tobb, mint 10 TL sav jelenlétét irtak le, melyek
koziil tobbnek az eredete is ismert (részletesen 1d. Vass €s Inoue, 1992; Ducruet, 2003).

Algak, intakt levelek és izolalt kloroplasztiszok két f6 TL sdvja az tn. Q- és B-savok
(Sane és Rutherford, 1986; Demeter és Govindjee, 1989). A B-sdv a vizbonté rendszer pozitivan
toltott S, ill. S; dllapotanak és a negativan toltott mdsodlagos kinon akceptor, a Qg
toltésrekombinécidjdnak az eredménye. A Q-sdv az S, és a Qn kozotti toltésrekombindciobol
szarmazik. A sdvok amplitiddja (ill. teriilete) ardnyos a mintdban 1év6 S,/S;Qp” €s S,Qa” redox
pérok fényindukdlt toltésszeparacié utdni mennyiségével. Ujabban olyan termolumineszcencids
sdvok is ismertté véltak, melyek nem a fotoszintetikus elektrontranszportldnc toltéshordozéinak
rekombinicidjabdl, hanem lipidperoxiddciés termékek és  klorofillmolekuldk  kozti
energiadtadasbol erednek (Hideg és Vass, 1993). Ezek a sdvok magas homérsékleten (75-120
°C) jelentkeznek, a pontos csicshomérséklet valdszintileg fligg a minta mindségétdl €s a flitési
sebességtdl is (Stallaert és mtsai., 1995; Vavilin és Ducruet, 1998; Ducruet €s Vavilin, 1999).

Sotétadaptdlt mintat alacsony, de fagypont feletti hdmérsékleten (0-5 °C koriil) tavoli
voros  fénnyel megvilagitva, majd a mintit fokozatosan felmelegitve egy 45 °C
maximumhémérséklettel (Tpax) jellemezhetd un. AG (afterglow) TL savot kapunk. A sav

feltehetéen egy a plasztokinon pool-on dtmend reverz elektrondram és az S,/Ss-dllapotok
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toltésrekombindcidjabol eredhet (Ducruet €s Miranda, 1992; Miranda és Ducruet, 1995a;
Ducruet és mtsai., 2005a).

Mis hasonlé elven miikddd optikai médszerekhez képest, mint pl. a fluoreszcencia
indukcid, a termolumineszcencia gyakorlati alkalmazdsa kevésbé elterjedt, mérése rendszerint
,,hazi” fejlesztésii és épitésii késziilékekkel torténik. Ennek oka nagyrészt abban keresendo,
hogy a mérés sordn sziikséges mintakezelés (hiités-flités) olyan rendszert igényel, mely
nehézkessé teszi a hordozhatd, vagy legaldbbis viszonylag konnyen széllithaté késziilékek
eldallitasat. A hagyomanyosan folyékony nitrogént haszndlé berendezések Peltier-elemmel
torténd kivaltdsa megoldds lehet a problémara (Ducruet, 2003). A moédszer a fluoreszcencia
indukciéval szemben azt az elOnyt rejti magdban, hogy az egyes elektrontranszportldnc
komponensek kozvetlenebbiil kovethetok nyomon, masrészt pl. a magas homérsékletii sdvok
vizsgalatdval olyan stresszelt novények is széra birhatok, amelyek fluoreszcencia indukciéval

mar nem vizsgalhatok.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Novényi anyagok

A kukoricdval (Zea mays L.) végzett vizsgdlatokhoz leggyakrabban Norma hibridet
hasznaltunk. Az Osszehasonlité vizsgalatokhoz a termolumineszcencids kisérletekben Mo 17
hidegérzékeny és CM 7 hidegtiird, az antioxiddnsokkal kapcsolatos kisérletekben 9
beltenyésztett vonalat (L1-9 kdédjeliiek), valamint ezek hibridjeit [(H1: L5xL7, H2: L3xLA4,
H3: L5x1.2, H4: L1xL2, H5: (L8xL9)xL4, H6: L5xLL6)] hasznaltuk.

A tapoldatban végzett kisérletekhez a szemeket 30 percig 0,5%-0s Neomagnol oldatban
fertOtlenitettiik, majd desztillalt vizzel nedvesitett szlirOpapirban csirdztattuk 3 napig 26°C-on.
A novényeket a martonvasari Mezdgazdasagi Kutatdintézet fitotronjdban neveltiik a kovetkezd
Osszetételll modositott Hoagland-tdpoldaton. Makroelemek: 0,3125 mM KNOs, 0,45 mM
Ca(NOs3),, 0,0625 mM KH,POy, 0,125 mM MgSOy- 7TH,0. Mikroelemek: 11,92 uM HBO3, 4,57
uM MnCl,- 4H,0, 0,191 uM ZnSOy4- 7H,0, 0,08 uM CuSOy4- SH,0, 0,024 uM (NH4)sM07024-
4H,0, 15,02 uM FeSO4- 7H,0, 23,04 uM Na,EDTA- 5H,0.

A talajban végzett kisérletekhez a novényeket kukorica, bors6é (Pisum sativum L.),
uborka (Cucumis sativus L. cv. Marketer), tok, dohdny (Nicotiana tabacum L.) és ludfu
(Arabidopsis thaliana) esetében kozvetleniil, a kiilonboz0 kaldszos gabonafélékkel végzett
vizsgélatok esetében vagy kozvetleniil, vagy eldzetesen sziirdpapiron torténd csirdztatds utan
kerti fold: Vegasca: homok 3:1:1 ardnytd keverékét tartalmazd foldbe iiltettiik (fajok, fajtak
Osszehasonlitasara szolgdld fagyélloséagi-teszt kisérletek). A felhaszndlt genotipusok: Chinese
Spring, tavaszi, Cheyenne, Mv Magvas, Bankuti 1201, Mv Emese Oszibuzafajtak (Triticum
aestivum L.), Chinese Spring/Cheyenne 5A, Chinese Spring/Cheyenne 5D kromoszdéma-
szubsztiticiés vonalak; Gerald 0szi zab (Avena sativa L.), Presto tritikalé, Motto 0szi rozs
(Secale cereale L.), Hardy 0szi arpa (Hordeum vulgare L.) és Martondur 1 durumbuiza. A
futémuskatlik (Pelargonium peltatum L.) laboratériumi, a paradicsomok (Lycopersicon
esculentum, ill. Lycopersicon pennellii) iiveghazi koriilmények kozt nottek. A
kukoricanovényeket rendszerint 22/20 °C-on 16/8 6ras fény-sotét periddus mellett neveltiik
Conviron PGR-15 tipust novényneveld kamraban (Controlled Environments Ltd, Winnipeg,
Kanada) 2-3 hetes korig. A megvildgitis mértéke 200 umol m™ s’ PPED, a relativ
paratartalom 75% volt. Ahol a koriilmények ettdl eltérek, azt az adott kisérlet leirdsakor jelzem.

Az egyes vizsgélatok rendszerint a fényperiddus kozépsO szakaszaban torténtek. A kiilonbozo
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kisérletekhez hasznalt novények nevelése, ill. a hidegkezelések és a patogénfertdzés koriilményei
részletesen szintén az egyes kisérletek leirdsdnal szerepelnek.

A szalicilsav és egyéb fenolszarmazékok hatdsanak vizsgédlatdhoz a kéthetes
novénykék tapoldatdhoz 0,5 mM koncentridcioban adtuk az egyes kisérletekben leirt
vegylileteket. A tdpoldatot 1 nap utdn lecseréltiik a nevelési tdpoldatra és vizsgéltuk a
kukorica novények hidegtlirését. A hidegtlirés tanulmanyozdasdhoz a nodvényeket 5°C-ra
helyeztiik 4llandé megvilagitas mellett. Az alacsony homérsékleti kezelések vagy szintén
Conviron PGR-15, vagy Conviron PGV-36 tipusi névényneveld kamraban, a bizanovények
fagyasztisa és fagytesztelése részben egy kordbban Veisz és mitsai. (1997) 4ltal leirt médon,
vagy fagyasztészekrényben (National Lab, Molln, Németorszag) az adott kisérletnél leirt médon

tortént.

3.2. Az ionkidramlds mérése

A legutolso teljesen kifejlett kukoricalevélbdl 0,8 cm atmérdji korongokat vagtunk. 2
ml szirt desztilldlt (MilliQ) vizbe helyeztiink két levéldarabot, majd 60 perces enyhe razatis
utdn Automatic Seed Analyzer berendezéssel (ASA610, Agro Science Inc. USA) megmértiik
az oldat konduktivitasat (Szalai és mtsai., 1996) A 100%-os destrukcié mértékét a
levéldarabkak 1 napig torténd -80°C-os fagyasztdsa utdn mért konduktivitasi adatokkal

hataroztuk meg.

3.3. A klorofill-a fluoreszcencia indukcio mérése

A novények klorofill fluoreszcencia indukciés paramétereit a legfiatalabb teljesen
kifejlett levélen mértiik PAM-2000, ill. PAM 101, 103 fluorométerrekkel (Walz, Effeltrich,
Németorszag) az egyes kisérletekben megadott hOmérsékleteken. A novényeket a mérés elott
30 percig sotétben tartottuk. A maximalis fluoreszcencia meghatirozasa PPFD = 3000 pumol m™
s értéket meghaladd, 0,8 s idotartamu fehér fényii felvillandssal tortént. A kiértékeléshez DA-
2000 mérdprogramot hasznaltunk. A klorofill fluoreszcencia indukcids paraméterek esetében a

van Kooten és Snel (1990) altal leirt nomenklatirat kovettiik.
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3.4. Termolumineszcencia mérések

Mivel termolumineszcencia-méré késziilék kereskedelmi forgalomban egyelére nem
kaphatd, a novények TL mérése hazi készitésii tin. "compact" TL-berendezéssel tortént (Miranda
és Ducruet, 1995a). A méréshez Hamamatsu H5701-02 fotoelektronsokszorozot hasznaltunk, a
hémérsékletszabdlyozds dupla Peltier-vel (Marlow) tortént. A mérések elott a ndvényeket
legaldbb 2 6ran keresztiil sotétadaptaltuk, a levelekbodl korongokat vagy csikokat vagtunk tgy,
hogy a 25 mm &atmérdjii mintatartét lefedje. A megnedvesitett mintat (0,1 ml desztilldlt viz)
Pyrex ablak és gumigyliri zarta. Minden miiveletet vagy teljesen sotétben, vagy rendkiviil
gyenge zold fény (PPFD < 0,01 umol m™ s™') mellett végeztiink. A mintabehelyezést 4ltaldban
egy rovid, 1 perces adapticids fazis, majd az egyes kisérletekben leirt kezelés ill. megvilagitas
kovette. A tavoli voros fénnyel torténd gerjesztéshez a PAM-102 egységgel (Walz, Effeltrich,
Németorszag) mikodé 102-FR (Walz, Effeltrich, Németorszag) tavoli voros LED-fényforrast
hasznéltuk, melynek maximuma 735 nm-nél van. Az egy -elektrondtmenetet biztositd
fényfelvillandshoz a PAM101-103 késziilékhez tartoz6 XST single turnover flash lampét

hasznaltuk.

3.5. P700 mérések

A P700" redukciéjanak kinetikdjast PAM-100 fluorométerhez csatlakozé ED-
P700DW-E feltéttel kovettiik nyomon (Schreiber és mtsai., 1988; Ducruet és mtsai., 2005b)
szobahOmérsékleten. A re-redukcid kinetikdjanak elemzését MATLAB szoftverrel végeztiik
(MATLAB, 2006). A gorbeillesztés Steiglitz-McBride moddszerrel tortént (Steiglitz és
McBride, 1965).

3.6. Az enzimaktivitdsok meghatdrozdsa

3.6.1. Enzimkivonds

0,5 g novényi anyagot 0,5 g kvarchomokkal dorzsoltiink el 2,5 ml jéghideg 3 mM
MgCl-ot és 1 mM EDTA-t tartalmaz6 0,5 mM TRIS-HCI puffer (pH 7,5) hozzdaddsaval
mélyhlitott dorzsmozsarban 4°C-on. A homogenizatumot hiitott centrifugdban 20 percig

centrifugdltuk 12000 g-vel. A feliilisz6t Eppendorf csovekbe osztottuk szét. Az
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enzimvizsgalatok egy részét a kivonds utdn azonnal, a friss mintabdl végeztiik (dltaldban a GR
enzimhez), mas résziikhoz a kivonatot mérésig —20 °C-on taroltuk.

Az Ossz-enzimaktivitdsokat fotometridsan hatdroztuk meg (Shimadzu UV-VIS 160A),
kivéve a kataldz enzim szalicilsav-gatlasanak vizsgdlatat, melyhez oxigénelektrodot (CBI1D,
Hansatech Ltd., UK) haszndltunk. Mérésig a mintdkat jégen tartottuk, a méréseket

szobahOmérsékleten végeztiik.

3.6.2. Kataldz

A katalaz (EC 1.11.1.6) aktivitdsat 240 nm-en mértiik, a hidrogén-peroxid fogydsat
kovetve nyomon. A reakcidelegy ossztérfogata 3 ml volt, és 0,5 mM TRIS pufferben (pH 7,4)
10 mM H,0,-t és 50 pl névényi mintét tartalmazott (Adém és mtsai., 1995).

A kataldz enzim szalicilsavval torténd gatlasat oxigénelektrod segitségével vizsgaltuk
az oxigénfejlodés alapjan. Erre azért volt sziikség, mert a fotometrids mérést lehetetlenné teszi
a szalicilsav jelentOs abszorbancidja 240 nm-en. A mérés 20 mM citrat-pufferben (pH 6,5), 5
mM MgSO, és 1 mM EDTA jelenlétében tortént (Sdnchez-Casas €s Klessig, 1994). A 3 ml
reakcidelegy 50 pl novényi mintét tartalmazott. A hidrogén-peroxid koncentracidja 1 mM és
100 mM kozétt valtozott az enzimkinetikai mérések sordn. A szalicilsav koncentréacidja 0,25

és 4 mM kozott valtozott.

3.6.3. Gvajakol-peroxiddz

A POD (EC 1. 11.1.7) aktivitdsat Addm és mtsai (1995) médszere szerint hatdroztuk
meg. A gvajakol oxiddcidja nyoman bekovetkezd abszorbancia-novekedést 470 nm-en mértiik.
A reakcidelegy 3 ml-éhez 50 pl mintat adtunk. A reakcidelegy 0,1 mM acetat (pH 5,5) pufferben
10 mM H,0,-ot, €s 1 mM gvajakolt tartalmazott.

3.6.4. Aszkorbdt-peroxidaz

Az APX (EC 1.11.1.11) aktivitasat 25 mM aszkorbinsavat és 0,5 mM H,0;-ot
tartalmazo6 TRIS pufferben (0,2 mM pH 7,8) mértiik. A reakcidelegy 2,25 ml volt, melyhez 50 pl

mintit adtunk. Az aszkorbinsav fogydsit 290 nm-en kovettiik nyomon (Nakano és Asada,

1987).
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3.6.5. Glutation-reduktdz

A GR (EC 1.6.4.2) aktivitisanak meghatdrozdsakor a 5,5’ -ditio-bis-(2-nitro-
benzoesav) (DTNB) redukciéjat mértik 412 nm-en, melyet az enzimmiikodés soran
keletkezett GSH okozott. A reakcidelegy Osszetétele: 0,1 M foszfat puffer (pH 7,5), 1 mM
EDTA, 0,75 mM DTNB, 0,1 mM NADPH, 1 mM GSSG (Smith és mtsai., 1988). A

reakcidelegy 1 ml Ossztérfogata 50 pl mintét tartalmazott.

3.6.6. Glutation-S-transzferdz

A GST (EC 2.5.1.18) enzim aktivitisanak meghatarozdsdhoz 72,7 mM Na-foszfat
puffer (pH 6,5), 3,6 mM redukélt glutation, 1 mM 1-kloro-2,4-dinitrobenzén €s enzimkivonat
(3 ml reakcidelegyben 50 pl) elegyének abszorbanciandvekedését kovettiik nyomon 340 nm-

en (Mannervik és Guthenberg, 1981).

3.6.7. Szuperoxid-dizmutdz

A SOD (EC 1.15.1.1) enzimek fotometrids 0sszaktivitis-meghatdrozédsa a nitro-blue-
tetrazolium (NBT) fotokémiai redukcidjanak gétldsdn alapult a Beauchamp és Fridovich
(1971) éltal leirt médszer Yordanova és mtsai. (2004) szerinti médositasait kovetve. Eszerint
0,5 g ndvényi mintat négyszeres mennyiségli (w/v) jéghideg pufferben (0,1 M Tris—HCI, pH
7,8, 0,1mM EDTA, 0,05% Triton X-100) homogenizaltunk és centrifugdltunk 4 °C-on 30
percig 15.000 g melett. Az aspecifikus reakcidk elkeriilése végett a feliillisz6t 24 Oran
keresztiil feles, Triton-X mentes kivondban dializéltuk. A reakcidelegy az enzimkivonat
mellett 50 mM foszfat puffert (pH 7,8), 0,053 mM NBT-t, 10 mM metionint és 0,0053 mM
riboflavint tartalmazott. A reakcié inditdsa fénnyel tortént, €s kb. 7 percig zajlott. A redukalt

NBT mennyiségének meghatdrozasa 560 nm-en tortént.

3.6.8. Peroxiddz izoenzimek kimutatdsa gélelektroforézissel

A peroxidaz izoenzimeket 10 %-os nem-denatural6 poliakrilamid gélen valasztottuk el

(15 mA, 4 ¢6ra, 4 °C). Az izoenzimek lathatova tételéhez a géleket 15 percig festettiik 0,68 mM
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benzidint, 5,5 mM gvajakolt, 0,63 mM MnCl-ot, és 5 mM H,0O;-ot tartalmazé 0,2 M acetét
pufferben (pH 5,5).

3.7. Fehérjetartalom-meghatdrozds

A mintdk Osszfehérje koncentracigjat Bradford (1976) moddszerén alapulé Bio-Rad
reagenssel hatdroztuk meg, spektrofotométerben 595 nm-en mérve a reakcidelegy

abszorbancidjat.

3.8. Lipidanalizis

A vizsgalt lipidek kivondsa Bligh és Dyer (1959) moddszerével 1 g, folyékony
nitrogénben 5 ml kloroform:metanol 1:2 ardnyd keverékével (v/v) eldorzsolt novényi
anyagbol kiindulva, tortént. A kiilonb6zd lipidosztdlyokat szilikagél vékonyrétegen
kiilonitettiik el (Pham-Quoc és mtsai., 1994). A zsirsav-etilészterek elvalasztisa Shimadzu
GCMS-QP2010 (Shimadzu Co., Kyoto, Japan) GC/MS késziilék, az adatfeldolgozds GCMS
2.10 szoftver, a kettdskotés index szamolasa DBI = 1x(%18:1)+2x(%18:2)+3x(%18:3)

segitségével tortént.

3.9. Szalicilsav-meghatdrozds

A szalicilsav és o-hidroxi-fahéjsav (o0HCA) kimutatdsa €s mennyiségi meghatarozdsa
magas nyomasu folyadékkromatografidval (HPLC; Waters, USA) Meuwly és Métraux (1993)
altal leirt médszerének moédositott valtozataval (Pal és mtsai., 2005) tortént 1,5 g levélbol
kiindulva 70, majd 90 %-os metanolos extrakciét kdovetden, o-aniziksavat belsd standardként
és p-hidroxi-benzoesavat mint extrakcids hordozét haszndlva. Detektdldshoz diddasoros

UV/VIS detektort, valamint fluoreszcens detektorokat hasznaltunk.

3.10. A LeApx1 gén térképezése

A LeApxl gén térképezéséhez Lycopersicon esculentum és L. pennellii
paradicsomfajokbdl, valamint kiillonb6z6 introgresszids vonalakbdl (Eshed és Zamir, 1994,
1995; 3. dbra) DNS-t izolaltunk (Nucleospin Plant kit, Macherey-Nagel Gmbh & Co., Diiren,

Németorszag).
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3. dbra. L. pennellii kromoszémaszegmensei L. esculentum introgresszids vonalakban. Forras:
http://www.sgn.cornell.edu/cview/map.pl ?map_id=il6&show_offsets=1&show_ruler=1

A megfelel6 génszakasz amplifikdldsahoz hasznalt primerek:
f: 5’-CTTATCGCATTTCCATTTCTGCTTCTTCAG-3’,
1: 5’-AAGGGAACATCAGGTCCTCCAGTAACTTCA-3".

A PCR termékek kimutatdsa 2 %-os agar6z gélen etidium-bromidos festéssel tortént.

3.11. Statisztikai kiértéekelés

Az adatok dltaldban 5 mérés atlagat tiikkrozik. Ahol ettdl eltértiink, ott az adatok

bemutatdsdndl jeleztem. A szignifikdns kiillonbség meghatarozdsahoz altaldban Student-féle

kétmintds t-probdt alkalmaztunk. Egyes fagyallosdgi tesztekben a legkisebb szignifikdns

kiillonbség meghatdrozdsa variancia-analizissel (ANOVA) tortént. A termolumineszcencia

bemutatdsdhoz reprezentativ gorbéket mutattunk be.
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4. Eredmények

4.1 Szalicilsav és szdrmazékainak hatdsa fiatal kukoricanovények stresszélettani

paramétereire

Kordbbi vizsgdlataink sordn bizonyitottuk, hogy szalicilsavval torténd elOkezelés
(megfeleld koncentraciéban a novényneveléshez haszndlt tdpoldathoz adagoldssal)
segitségével fiatal kukoricanovények hidegtiirését fokozni lehet (Janda €s mtsai., 1997, 1999a;
Szalai., 1997a). Kimutattuk tovdbbd, hogy a szalicilsav kezelés egyiitt jar egyes antioxidans
enzimek aktivitdsdnak valtozdsaval: 1 napos 0,5 mM szalicilsav el0kezelés hatdsara a katalaz
enzim aktivitdsa lecsokkent, a POD és GR enzimek aktivitidsa megndtt. A tovabbiakban arra
kerestiik a valaszt, hogy a hidegtlirést fokozé hatdst milyen mds, a szalicilsavval rokon

vegyiilettel lehet elérni.

4.1.1 Szalicilsav egyes rokon vegyiileteinek hatdsa fiatal kukoricanovények hidegtiiro-

képességére

Az els0 kisérletsorozatban a tapoldatban kontroll koriilmények kozt (22/20 °C) nevelt
kukoricanovényeket 1 napig 0,5 mM benzoesavval ill. aszpirinnel (acetil-szalicilsav)
kezeltiik, majd 2 °C-os alacsony homérsékleti stressznek tettiik ki 6ket. Ezen a hdémérsékleten
a kontroll novények mér 1 nap utdn is jelentds karosoddst szenvedtek: jol lathaté volt a
levelek fonnyaddsa, amit késobb nekrdzisos tiinetek megjelenése kovetett, végiil a novények
elpusztultak. Azokon a ndévényeken, amelyek elézetesen benzoesav vagy aszpirin el0kezelést
kaptak, ezek a tiinetek 1ényegesen késobb, ill. sokkal mérsékeltebben jelentek meg: még 3 nap
hidegstressz utan is ugyanigy, mint a hidegkezelés eldtt, egészségesnek latszottak, lankadas
nem volt megfigyelhetd. A megfigyelések kvantifikdldsara 3 nap hidegstressz utan

ionkidramlas-méréseket végeztiink (4. dbra).
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4. dbra. Egy napos 22/20 °C-os nevelési homérsékleten végzett 0,5 mM benzoesav (BA) ill.
aszpirin elOkezelés hatdsa az azt kovetd 3 napos 2°C-os hidegstressz utdni
elektrolitkiaramlasra két hetes fiatal kukoricandvényekben. Fehér oszlop: hidegstressz elott,
fekete oszlop: hidegstressz utdn. A mérések a novények legfiatalabb, de teljesen kifejlett
levelein torténtek (n=10; £SD).

Az adatokbdl is jol latszik, hogy mind a benzoesav, mind az aszpirin elokezelés
jelentds védelmet nytjtott a hidegstressz ellen. A késobbi vizsgdlataink sordn egy masik
rokon vegyiiletrél, az o-hidroxi-fahéjsavrdl (0HCA) is bebizonyosodott, hogy hasonlé médon
alkalmazva védelmet nyujt a hidegstressz ellen (Horvath és mtsai., 2002). Ezzel szemben
bizonyos vegyiiletek, mint pl. a szulfo-szalicilsav, vagy a p-hidroxi-benzoesav hatastalannak
bizonyultak (adatok nincsenek bemutatva).

Az antioxiddns enzimek szerepének vizsgdlatdhoz a kataliz és a GR enzimek
aktivitdsat mértik az egy napos elkezelés utdn. A 5. dbrdn litszik, hogy a kordbban
kimutatott szalicilsav hatashoz hasonldéan (Janda és mtsai., 1997, 1999a Szalai és mtsai.,
1997a) a 0,5 mM benzoesav vagy 0,5 mM aszpirin el0kezelés is csokkentette a kataldz, és
novelte a GR aktivitdsat. Mindezek mellett a szalicilsavhoz hasonléan 0,5 mM aszpirin- és
bezoesav-kezelés esetében is sikeriilt nativ gélelektroforézis segitségével egy Uj peroxidaz
izoenzim megjelenését kimutatnunk (gélkép nincs mutatva), Feltehetd, hogy a kimutatott

GR- és POD- aktivitds emelkedés hozzajarul a megnovekedett hidegtiiréshez is.
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5. dbra. Egy napos 22/20 °C-os nevelési homérsékleten végzett 0,5 mM benzoesav (BA) ill.
aszpirin eldkezelés hatdsa fiatal kukoricanovények katalaz (A) és és GR (B) enzimek
aktivitdsdra. A mérések a novények legfiatalabb, de teljesen kifejlett levelein torténtek (n=5;
1SD).

4.1.2 Szalicilsav és rokon vegyiileteinek kataldzgdtlo hatdsdanak vizsgdlata in vitro

A szalicilsav katalazgétlo hatdsdra vonatkozodlag tobb ellentmondd adat talalhaté az
irodalomban. Ennek tisztdzasara az elobb bemutatott, intakt novényeken végzett vizsgilatok
mellett in vitro rendszerekben is tanulmdnyoztuk kukoricdban a szalicilsav és rokon
vegyiileteinek a kataldz enzimre gyakorolt hatdsat. Mar a kezdeti, teljes levélkivonatokon
végzett kisérletek is azt mutattdk, hogy a szalicilsav kukorica esetében is képes gatolni a
kataldz enzim aktivitdsat (Janda és mtsai., 1997). Ezen vizsgédlatok a késdbbiekben PhD-
hallgatém, Horvath Eszter PhD téziseinek alapjait képezte (Horvath, 2002; 2004), igy ezeket

az eredményeket jelen dolgozatban mar csak vazlatosan ismertetem:

Eredményeink igazoltak, hogy a kukorica kataldz izoenzimei kiilonb6z6 mdédon és

mértékben gatlédnak szalicilsav hatdsara.
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- A kataldzl izoenzimet nem-kompetitiv médon, a katalaz2-t pedig kompetitiven és
kisebb mértékben gatolta a szalicilsav. Ez a megfigyelés arra utal, hogy a szalicilsav

hatdsa szovetspecifikus lehet a kataldz izoenzimek el6forduldsa szerint.

- A benzoesav, az acetil-szalicilsav és az o-hidroxi-fahéjsav a szalicilsavhoz hasonléan
jelentds mértékben gdtolta a kataldzl aktivitdsit, a kataldz2-t viszont csak kisebb
mértékben. A 4-hidroxi-benzoesav azonban mindkét izoenzimet csak kis mértékben és
kompetitiven gatolta. Azok a vizsgdlt vegyiiletek, melyek a kataldzl aktivitasat
nagymértékben gatoltdk, képesek voltak a kukorica hidegtiirését fokozni. A kataldzl

enzimnek szerepe lehet a hidegtiirés indukcidjaban.

4.1.3. Szalicilsav és szdrmazékainak hatdsa fiatal kukoricanovények egyes fotoszintetikus

paramétereire és novekedésére

Az antioxidans enzimek mellett vizsgaltuk az 1 napos, normél hdmérsékleten torténd
elokezelés hatdsat az egyes gazcsere, valamint a fotoszintetikus elektrontranszportldnc
miikodésérol felvilagositast ado klorofill-a fluoreszencia indukcids paraméterekre. Az
adatokbol latszik (I. tdblazat), hogy mind a benzoesav-, mind az aszpirinkezelés
szignifikdnsan csokkentette a nettd fotoszintetikus aktivitast. Ez egyiitt jart a gdzcserenyildsok
zartsdgédnak fokozdédasdval, az ebbdl eredd transpirdcio-csokkenéssel, valamint az
intercellularis CO, koncentracio (C;) csokkenésével is.

A fluoreszcencia indukcids paraméterek koziil a PS2 maximadlis kvantumhatdsfokat
jelzdé F,/F,, paraméter nem véltozott (sem az F,, sem az F,, paraméterek nem véltoztak), az
aktudlis kvantumhatasfok [(F,'-F;)/Fn")], valamint a fotokémiai kioltds (qp) csak igen
kismértékben, az esetek zOomében statisztikailag nem szignifikdnsan csokkent, a nem-
fotokémiai kioltds (qn) mértéke viszont jelentdsen, benzoesav kezelésre is tobb, mint

kétszeresére, aszpirin esetében pedig csaknem haromszorosara nétt (2. tdbldzat).
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1. tdblazat. Killonboz6 gazcsere-paraméterek [netté fotoszintézis, Px (umol
CO, m™ s™), sztémakonduktivitds, g, (mol H,O m? s™), transpiracié, E (mmol
H,O m> s'l) és intercellularis CO; cc., C; (umol CO, mol! levegd) valtozasa 1
nap 0,5 mM szalicilsav, aszpirin vagy benzoesav kezelés hatdsara. A mérések
22 °C-on 200 umol m™ s PPFD mellett torténtek. Az eredmények 5 mérés
atlagat tiikrozik. ns: nem szignifikans, *, **, s#%: szignifikdns p < 0,05; 0,01;
illetve 0,001 szinten.

Kezelés Px g E C;
Kontroll 10,640,6  0,108+0,023  1,22940,252 194426
Szalicilsav 7,9 +1,4™" 0,058 £0,012° 0,759 £0,127"" 139 +12""
Aszpirin 9,1+1,8" 0,065+0,0197 0,871 0,240 124 423"
Benzoesav 9,440,6™" 0,07240,017° 0,986 +0,268" 138 +24""

2. tabldzat. Kiilonbozo klorofill-a fluoreszcencia indukcids paraméterek valtozasa
I nap 0,5 mM szalicilsav, aszpirin vagy benzoesav kezelés hatdsara. Az (F'y-
F,)/F',, paraméter meghatérozdsa 22 °C-on 100 pmol m~ s PPFD mellett, az F./F,,
paraméteré pedig 30 perc sotétadaptalds utdn tortént. Az eredmények 5 mérés
atlagat tiikrozik. ns: nem szignifikdns, *, #%, s#%x: szignifikdns p < 0,05; 0,01;
illetve 0,001 szinten.

Kezelés F./Fn (F'-Fo)/Fp' qp qN
Kontroll 0,769 0,005  0,65240,006 0,917 0,011 0,154 £0,009
Szalicilsav 0,763 £0,013 0,596 0,091 0,863 0,106 0,261 +0,056"
Aszpirin 0,781 0,005 0,595 +0,056 0,906 0,012 0,428 +0,132"
Benzoesav  0,77540,012 0,618 +0,020° 0,903 +0,009 0,328 0,010

A leveleknek 1 nap 0,5 mM szalicilsav-, benzoesav- ill. aszpirinkezelésre sem a

klorofill-, sem a karotenoidtartalma nem véltozott szignifikansan (3. tdbldzat).
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3. tabldazat. 1 napos 0,5 mM szalicilsav, aszpirin vagy benzoesav kezelés hatdsa
fiatal kukoricanévények pigmenttartalmdra (g pigment g friss tomeg) 22/20
°C-on. Az eredmények 5 mérés atlagat tiikrozik.

Kezelés Klorofill-a Klorofill-b  Klorofill(a/b)  Karotenoid
Kontroll 1688 £286 459 198 3,698 10,149 426 183
Szalicilsav 1941 £ 90 547 133 3,552 £0,064 539 136
Aszpirin 1922 + 61 540 £18 3,558 0,019 517 £36
Benzoesav 1636 £228 463 69 3,536 0,093 454 +58

Normal hdmérsékleten mind a benzoesav, mind az aszpirinkezelések hatasara csokken
a novekedés mértéke is. Ez a mar tobb hetes novények esetében 1 napos kezelés hatdsdra
természetesen még nem szignifikdns, viszont ha a ndvényeket csirdzistél benzoesav vagy
aszpirintartalmd tdpoldatban neveljilkk, a novekedésgatlds jol kimutathaté (6. dbra).
Szalicilsavnak ugyanebben a koncentraciéban (0,5 mM), vagyis ahol a hidegtlirés-fokozast is
elértiik, hasonld hatdsat tapasztaltuk. Mindezek az eredmények arra utalnak, hogy a hideg
elleni védd hatdsnak dra van: ugyanazon kezelés, amely jelentdsen csokkenteni képes az

alacsony homérséklet karosit6 hatdsait, normal homérséklet mellett stresszként jelentkezik.

Hajtashossz (cm)

1 2 3 4 5 6

Csirazastal eltelt 1d6 (napok)

6. dbra. Fiatal kukoricandvények novekedése a csirdzastdl kezdve 22/20 °C-on normadl
(kontroll), vagy 0,5 mM szalicilsavat (SA), benzoesavat (BA) ill. aszpirint tartalmazo
tdpoldatban. A vizsgaland6 anyagokat a 4 napos eldcsirdztatast kovetden kaptak a novények

(0. nap).
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4.2. Termolumineszcencia alkalmazdsa egyes abiotikus stresszfaktorok hatdsainak

kimutatdsaban

4.2.1 Fagystressz

Az elso kisérletekben az eldzetes fagyasztas kiilonb6z0 TL komponensekre gyakorolt
hatdsait tanulmdnyoztuk buzdban és kukoricaban (7. dbra). A két faj tavoli voros fény éltal
indukdlt TL gorbéje mar a kontroll koriilmények kozott (20/18°C; PPFD = 250 pumol m?s™
1év6 novényekben is jellegzetesen eltért: buzaban a B-sdv T, értéke jelentésen alacsonyabb
hémérsékleten (15-18 °C) volt, mint kukoricdban (25 °C). Fagyasztds utdn buzaban ez az érték a
magasabb homérsékletek iranydba (28-30 °C) tolddott, valdsziniileg a fagyasztasra bekdvetkezd
membrankdrosodasbdl eredd protongradiens megsziinésének koszonhetden (Thomashow, 1998),
hiszen masok szétkapcsoldszerekkel hasonlé hatdst mutattak ki (Miranda €s Ducruet, 1995a,b).
A 40-45 °C koriili csicshomérséklettel jellemezhetd AG-sdav biza novényekben fagyasztds utan
is kismértékben kimutathat6 volt, szemben a hidegérzékeny kukoricaval, ahol az AG fagyasztas

hatdsdra teljesen eltiint.

20000
Buza,
. kontroll
X 1 T
S 6000
(@)
‘O
@ 12000 + Kukorica,
8 kontroll
> .
= 8000 | Kukorica,
© fagyasztott ¢
3 s Buza,
2 4000 | fagyasztott
|
= .
. ‘ | | R N

H&mérséklet (°C)

7. dbra. Két perces fagyasztds hatdsa a tdvoli voros fénnyel (30 s, 0 °C) indukalhat6
termolumineszcencia (TL) gorbére fiatal kukorica (Norma hibrid) és biza (Cheyenne)
novényekben tobb, mint két 6rds sotétadaptacié utdn. A mérések a novények legfiatalabb,
teljesen kifejlett levelein, kozvetleniil a gerjesztést kovetéen 0,5 °C s™ fiitési sebesség mellett
torténtek.
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Az AG-séav fagyasztasi hOmérsékletfiiggését vizsgalva azt kaptuk, hogy éltaldban -5-6°C
kritikus homérséklet alatti fagyasztds mellett hirtelen kovetkezik be a sdv eltiinése. Oszi
buizafajtdkban alacsony homérsékleti edzéssel ez a kritikus homérséklet 2-3 °C-kal csokkenhet
ugyan, de szelekciés mddszernek ennek a homérsékletek a vizsgilatit mégsem javasoljuk, mert
az egyes fajtak kozti kiillonbségek igen kicsik.

A kovetkezOkben a fenti megfigyelésekbOl kiindulva kiilonbdzd novényfajokban

behatébban vizsgaltuk, hogy a TL gorbe hogyan tiikrozi a fagypont alatti hOmérséklet hatésait.

4.2.1.1. Kukorica

Ahogy azt a 84 dbra mutatja, fiatal kukoricanovények esetében mar egy rovid ideji (2
perc) -1,5 °C-os fagyhatds is szignifikdns hatdssal van a tavoli voros fény (FR) dltal indukalt TL
gorbére: az AG-sav amplitidoéja jelentdsen lecsokken, csicspozicidja a magasabb hdmérsékletek
irdnyaba tolddik. Alacsonyabb homérsékleti kezelések hatdsdra az AG-sdv fokozatosan tovabb
csokken, ill. -3,3 °C alatt teljesen eltlinik. A FR indukalta B-sidv jelentdsen alacsonyabb
hémérsékleti fagyasztas utan kezdett csak csokkenni, mint az AG-sdv. Ez jol latszik abbdl, hogy
-3,3 °C-os fagyasztds utan, mikor az AG-sdv mdr teljesen eltlint, a B-sdv még nem véltozott.
Azonban egy kiiszobérték alatt (esetiinkben -5 °C) egy hirtelen amplitidécsokkenés kovetkezett
be, viszont szemben az AG-sdvval, még joval alacsonyabb hdmérsékletek mellett is detektdlhatd
volt.

Z6ld novényeket rovid idejii (egy elektrondtmenetet megengedd un. single turnover)
fényfelvillandssal (flash) gerjesztve elvileg az S,/Qp toltésrekombinacidbdl eredd B-sdvot kapjuk
(Demeter és Govindjee, 1989). Ez a sdv rendkiviil ,,fagytolerdns”, hiszen igen alacsony, -80°C
vagy az alatti lehlitést kovetden is kimutathatd. Intakt leveleket vizsgélva azonban azt kaptuk,
hogy hasonldan a tavoli voros fény altal indukalt TL savokhoz, méar rovid idejii, nem tdl alacsony
homérsékletli (-4—10 °C) fagyasztds utdn is jelentds amplitidécsokkenés kovetkezik be (8B
dbra). Mindemellett, a fagyasztasi hémérséklet fliggvényében egy jelentds csticshdmérséklet-
eltolédds is tapasztalhat6 az alacsonyabb homérsékletek felé. Mindezek az eredmények azt
sugalltdk, hogy intakt levelekben a flash gerjesztés egy Osszetett savot eredményez, melynek

magasabb hdmérsékleti komponense tulajdonképpen egy AG-sav.
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8. dbra. Rovid idejli (2 perc), kiilonbozd hdmérsékleteken végzett fagyasztas hatdsa fiatal Norma
hibrid kukoricanovények (A) tavoli vords (FR) és (B) egy elektrondtmenetet biztositd
fényfelvillands (1 fI) 4ltal indukélt termolumineszcencia (TL) gorbéjére. A fagyasztas
kozvetleniil a 0,3 °C-on alkalmazott gerjesztés eldtt tortént az dbran jelzett hdmérsékleteken. A
kontroll novények ugyanennyi ideig (2 perc) 0,3 °C-on maradtak. A mérések a novények
legfiatalabb, teljesen kifejlett levelein, kozvetleniil a gerjesztést kovetden 0,5 °C s™' fiitési
sebesség mellett torténtek.
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4.2.1.2. Borso

Bors6 novényekben a tdvoli voros fény dltal indukdlt TL gorbe viselkedése gyakorlatilag
a buzaéval volt azonos: kontroll, nem fagyasztott novényekben a B-sdv csicshomérséklete
viszonylag alacsony hdmérsékleten volt (15-20 °C), ami fagyasztds utdn felfelé (28-30°C)
tolodott. Szemben a hidegérzékeny kukoricandvényekkel, ahol mér -3,3 °C-os fagyasztast
kovetden teljesen eltlint az AG-sdv, a buzahoz hasonléan a borsé novényekben is még ennél
joval alacsonyabb hémérsékletli fagyasztas utan is detektalhat6 volt (9. dbra). A flash indukélta

TL gorbe viselkedése a kukoricdval megegyezd volt (a gorbe nincs bemutatva).
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9. dbra. Rovid idejii (5 perc, -9 °C) fagyasztds hatdsa a tdvoli voros fénnyel (30 s, 0,3 °C)
indukdlhat6 TL gorbére 22/20 °C-on nevelt borsé (Wirtenberger és Kazar fajtak)
novényekben tobb, mint két 6rds sotétadapticié utdn. A kontroll ndvények ugyanennyi ideig
0,3 °C-on maradtak. A mérések teljesen kifejlett, de még nem oregedd levelekbdl szarmazd
korongokon, kozvetleniil a gerjesztést kvetden 0,5 °C s fiitési sebesség mellett torténtek.

4.2.1.3. Futomuskdtli

Az altalunk vizsgalt novények kozil a fagyasztdsnak a futomuskatliban volt a

legdrasztikusabb hatdsa. Akdrcsak a kukorica esetében, a fagyasztasi homérséklet fiiggvényében
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a FR indukdlta AG-sdv amplitiddja fokozatosan csokkent, mikozben a csicshémérséklet nott.
Azonban szemben minden mds vizsgdlt novényfajjal, amelyeknél még extrém alacsony
hoémérséklet utan is legalabb a B-sdv detektalhat6 volt, a futomuskatli esetében egy kb. -5 °C-os
kiiszobhdmérséklet alatt minden TL sav eltiint (10. dbra). Mindez igaz volt nemcsak a FR

fénnyel, hanem az flash-sel indukalt TL komponensekre is.
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10. dbra. Rovid idejli (5 perc) az abran jelzett hdmérsékleteken végzett fagyasztds hatdsa a
tavoli voros fénnyel (30 s, 0,3 °C) indukdlhaté TL gorbére 22/20 °C-on nevelt futémuskatli
novényekben tobb, mint két 6rds sotétadapticié utdn. A kontroll ndvények ugyanennyi ideig
0,3 °C-on maradtak. A mérések teljesen kifejlett, de még nem oregedd levelekbdl szarmazd
korongokon torténtek, kozvetleniil a gerjesztést kovetéen 0,5 °C s fiitési sebesség mellett.

4.2.1.4. Uborka és tok

A tavoli voros fénnyel indukalt TL gorbe fagyasztisra torténd viselkedése uborkdban a
kukoricaban és a buzaban (ill. borséban) taldltak kozé esett: a csokkend homérséklettel az AG-
sdv fokozatosan csokkent, majd akarcsak a kukoricdban, egy kiiszobérték alatt teljesen elt{int. A
tavoli voros fény éltal indukélt B-sdv azonban, akarcsak a buzdban vagy a borsoban felfelé
tolodott (11A dbra). Ennek amplitiddja gyakorlatilag nem csokkent szignifikansan. Mindezzel

szemben érdekes modon a flash-sel indukélt B-sdv nem mutatta ugyanezt a felfele tolodast (11B
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dbra). A vizsgélt tok novények ugyanazt a viselkedést mutattdk, mint az uborka (adatok

nincsenek bemutatva).
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11. dbra. Rovid idejii (5 perc), kiilonbozd hémérsékleteken végzett fagyasztds hatdsa fiatal
uborkanovények (A) tavoli vords (FR) és (B) egy elektrondtmenetet biztositd fényfelvillands (1
flash) altal indukalt termolumineszcencia (TL) gorbéjére. A fagyasztas kozvetleniil a 0,3 °C-on
alkalmazott gerjesztés elott tortént az dbran jelzett hOmérsékleteken. A kontroll ndvények
ugyanennyi ideig (5 perc) 0,3 °C-on maradtak. A mérések a novények legfiatalabb, teljesen
kifejlett levelein, kozvetleniil a gerjesztést kovetden 0,5 °C s™ fiitési sebesség mellett torténtek.

4.2.1.5. Az AG-sdvnak a flash-indukdlta TL gorbében valo részvételének tovabbi igazoldsa

Néhany novényfaj esetében, mint pl. a tok vagy az uborka az AG-sav jelenléte jol

megfigyelhetd nemcsak FR, hanem flash-gerjesztés, elsdsorban 2 flash hatdséra is (12. dbra). A
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legtobb faj esetében ez legfeljebb mint egy vall jelentkezik, ezeknél a fajokndl (els6sorban fiatal
levelekben) azonban mint ©6ndlld sdv volt kimutathat6, igazolva ezzel azt a kordbbi
feltételezésiinket, hogy intakt levelekben a single turnover flash is képes nemcsak tiszta B-savot,

hanem AG-t indukalni.
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12. abra. Az AG-sav flashszam-fiiggése uborka levelekben. Vastag sziirke vonal: 30 s tavoli
voros (FR) indukalta TL gorbe. A vékony, kdzepes €s vastag fekete vonalak fiatal levelekben
mért, 1, 2 ill. 3 flash-indukélta TL gorbéket mutatnak (1, 2, 3fl). Kis dbra: ugyanaz a vizsgalat
idés levelekben. A TL mérések kozvetleniil a gerjesztést kovetéen 0,5 °C s fiitési sebesség
mellett zajlottak.

A feltételezésnek, miszerint intakt levelekben a flash-indukélta termolumineszcencia
gorbe AG-sdvot tartalmaz, tovabbi igazoldsdhoz uborka leveleket 0,03 mM nigericinnel
(szétkapcsoldszer) infiltratunk. Ahogy az véarhat6 volt, a nigericin megsziintette a FR-indukélta
AG-séavot. Flash gerjesztésre hasonlé eredményt kaptunk, bar ekkor a csicshOmérséklet

alacsonyabb volt, mint FR indukci6 hatdsara (13. dbra).
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13. dbra. Nigericin (nig.) infiltrdldas (0,03 mM) hatdsa egy elektrondtmenetet biztositd
fényfelvillands (1fl = single turnover flash: sziirke vonalak) ill. tdvoli vords (FR: fekete
vonalak) éltal indukalt TL gorbékre fagyasztatlan kontroll (vastag vonalak), ill. el6zetesen -9
°C-on fagyasztott (vékony vonalak) uborka novényekben. A szaggatott vonal nigericinmentes
(NA) mintdban mért FR-indukélta TL gorbét mutat. A TL mérések kozvetleniil a gerjesztést
kovetden 0.5 °C s fiitési sebesség mellett zajlottak.

4.2.1.6. Fagyasztds hatdsdanak vizsgdlata klorofill-a fluoreszcencia indukcioval

Hogy a fagyasztis alatt torténteknek termolumineszcencidban valé megnyilvanuldsat
jobban megértsiik, a folyamatot fluoreszcencia indukcidval is nyomon kévettiik kukoricdban és
futémuskatliban. Ehhez a kontroll novényeket 0,3, a fagyasztottakat -9 °C-on tartottuk 5 percen
at. Mindezt egy 1 perces 0,3 °C-os inkubéaci6 kovette (a TL méréshez itt tortént a gerjesztés),
majd a hémérsékletet 0,5 °C/s sebességgel emeltik +90 °C-ig. A mérést két méréfény
intenzitdson végeztik. A PS2 maximdlis kvantumhatdsfokdnak meghatdrozéasa telitési
fénypulzussal tortént mind a fagyasztas eldtt, mind az kdvetden, amikor a hdmérsékleti gradiens
elérte a 20 °C-ot. (I4. dbra). A fagyasztas el6tti F,/F,, értékek muskatliban 0,804+0,006,
kukoricdban 0,76810,008 értékeknek adddtak. A kezdeti fluoreszcencia (F,) mindkét faj

esetében jelentdsen emelkedett az alacsony hdmérsékleti periddus alatt. Mas szerzok (Pospisil és
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mtsai., 1998) kordbban hasonlé emelkedést tapasztaltak 4rpdban is, amit hasonléan a magas
hémérsékleten (60 °C koriil) altalanosan megfigyelhetd F, emelkedéshez (Schreiber és Berry,
1977) szintén a PS2 antennarendszerének levaldsaval és dtrendez6désével magyaraztak. Ennek
némileg ellentmond, hogy szemben a magas homérsékleten megfigyelheté F, novekedéssel, a
fagyasztds soran 1étrejott emelkedés mértéke erés mérofényintenzitas-fiiggést mutat: magasabb

mérofény mellett az emelkedés is nagyobb mértékii (14. dbra).
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14. dbra. Klorofill-a fluoreszcencia indukcids gorbék ugyanolyan koriilmények kozt felvéve,
ahogy a TL-mérések torténtek. A kezdeti fluoreszcencia (F,) mérése kétféle, gyenge (PAM
101: 5-6s pozicid), valamint er6s (PAM 101: 10-es pozicid) mérofény-intenzitds (ML) mellett
tortént. A mérés elején a levélszegmensek 1 percen at 20 °C-on voltak, amikor meghataroztuk
a maximadlis fluoreszcencia (Fy,) értékét (1. villimjel). Ezt kovetden a levéldarabokat vagy 0,3
°C inkubadltuk (kontroll), vagy -9 °C-on fagyasztottuk (vastag vizszintes vonal). Mindezt egy
egy perces inkubdcid kovetette 0,3 °C-on, majd 0,5 °C/s sebességgel felfiitottiik 87 °C-ig (a
futés kezdetét nyilak jelzik). A fagyasztds hatdsira bekovetkezd maximadlis fluoreszcencia
valtozasdt ujabb telitési felvillandsokkal hataroztuk meg (2. villamjel) azutdn, hogy a minta
hémérséklete a flités soran elérte a 20 °C-ot.
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Az abra recovery szakasza (a fagyasztast jelzo vastag vizszintes vonal utani szakasz 0,3
°C-on) jol szemlélteti a két vizsgalt faj kozti kiillonbséget is: mig kukoricdban fagyasztds utdn az
F, viszonylag gyorsan visszadll a kiindulési szintre, addig a muskéatliban még gyorsabban tovébb
emelkedik. Mire a homérséklet a 0,5 °C/s sebesség mellett eléri a 20 °C-ot, addigra kiilonosen
magas méréfény alkalmazdsa mellett az F, (ill. F,) érték mindkét faj esetében kisebb, mint a
kiindulasi, fagyasztas elétti F, (ill. F,)) érték. Megfigyelhetd az is, hogy a magas hdmérsékleti F,
emelkedés csdcshomérséklete kukoricdban fagyasztds hatdsdra, szintén a méréfény
intenzitasanak fiiggvényében, alacsonyabb homérsékletre tolddott. Fagyasztas nélkiili mintdkban
ilyen méréfényfiiggést nem lehetett megfigyelni (adatok nincsenek bemutatva). Muskatliban
ugyanez a jelenség a kezdeti fluoreszcencia mér eleve rendkiviill magas volta miatt nem

detektalhato.

4.2.2. Szdrazsdg és hostressz

Szarazsag (15. dbra) és rovid idejli (5 perc) hostressz (16. dbra) hatasara, az alacsony

homérsékleti stresszhez hasonldéan az AG-sav érzékenyebben reagalt, mint a B-sav.
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15. dabra. 1 napos vizmegvonassal eldidézett szarazsag hatdsa 30 s tavoli voros fénnyel (FR),
ill egy elektronatmenetet biztositd fényfelvillands (1 flash) indukalta termolumineszcencia
(TL) gorbékre fiatal, sotétadaptalt, tdpoldatban nevelt kukoricanovényekben. A TL indukcidja
0 °C-on tortént a novények legfiatalabb, teljesen kifejlett levelein.
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Azonban a fagyasztdssal ellentétben, ahol egy kritikus homérséklet alatt hirtelen
kovetkezett be a csokkenés, a homérsékletnek az optimdlis folé valéo emelésével egy
fokozatos, hdmérsékletfiiggd AG csokkenést kapunk, melynek hatdsara kb. 35 °C f6lott az
AG-sdv az amugy melegkedveld kukoricaban is (I16A dbra), de az inkabb hidegtlird btizaban
kiilonosen, jelentdés mértékben lecsokken (16B dbra).

Mind a magas homérsékleti elOkezelés, mind a szdrazsdg az AG-sdv
csucshomérsékletének magasabb hOmérséklet felé toloddsat eredményezi kukoricéban.

Buzédban ilyen valtozast nem figyeltiink meg.
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16. dbra. Rovid idejli (5 perc) hokezelés hatdsa a tdvoli vords fénnyel indukalt
termolumineszcencia (TL) gorbére. A: kukoricdban (Norma hibrid), B: bizdban (Chinese
Spring). A TL indukciéja O °C-on tortént a novények legfiatalabb, teljesen kifejlett levelein.
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4.2.3. Alacsony homérsékleti stressz (chilling) detektdldsa kukoricdban

termolumineszcencidval

A kovetkezd kisérletsorozatban az alacsony homérsékleti, de fagypont feletti stressz
(chilling) hatasat vizsgadltuk egy hidegérzékeny gabonaféle, a kukorica egyes TL
komponenseire. A vizsgalatokhoz fiatal, 22/20 °C-on ndtt novényeket haszndltunk. Az
elézetesen rovid ideig (4h) alacsony hdmérsékleten (0 °C) tartott kukoricandvényekben az FR
indukalta AG-sav meglepd moédon emelkedést mutatott, mialatt a csicshOmérséklete az
alacsonyabb homérsékletek felé tolddott (17A dbra). A 1 flash-sel indukalt B-sav emelkedést
nem mutatott, de kismértékii saveltolodas megfigyelhetd volt (I17B dbra). Tartds stresszhatds
kovetkeztében mind a B, mind az AG-sév eltlinik, ill. megjelenik a lipidperoxidécidra utald
magas hémérsékleti sav. Ez kiilonosen azon levélrészekben volt jelentds, ahol mar a
hidegstresszre jellemzd vizvesztés is bekovetkezett. Nedves mintdkban a sdv dltaldban kisebb
(Ducruet és Vavilin, 1999).

A kovetkezdkben az alacsony homérsékleti edzés hatdsat vizsgaltuk kukoricaban.
Ismert, hogy kukoricanovények szuboptimalis hdmérsékleten val6 nevelése képessé teszi Oket
egy drasztikusabb mértékii hideghatds, ill. az ezzel egyiitt jaré fotoinhibicié elviselésére
(Janda és mitsai., 1998). Jelen kisérletben az akklimatizaciés homérséklet 15/13 °C volt.
Ezekben a novényekben az AG-sdv alacsonyabb hdmérsékleten volt, és az 1 napos 0 °C-os
chilling hataséra lényegesen kisebb mértékben csokkent le, mint a kontroll, nem akklimatizalt
novényekben (I7C dbra). Az alacsony hdmérsékleti akklimatizacié nemcsak az AG, hanem a
B-sdv  csticshomérsékletében eltolédast eredményezett (I7B dbra). Az AG-sav
csucshomérsékletének hidegedzés hatdsdra bekovetkezd csokkenése Osszhangban van azokkal
az eredményeinkkel, miszerint a hidegtlird vonalak csicshdmérséklete megvildgitds hatdsara
gyorsabban és alacsonyabb homérsékletre csokken, mint az érzékeny vonalakban (Ducruet és
mtsai., 2005b; adatok nincsenek bemutatva).

Annak demonstraldsara, hogy a FR fénnyel indukdlhaté TL alacsony hdmérsékleti
stresszt kovetd valtozdsa hogyan tiikkrozi az adott genotipus hidegtiirését, két beltenyésztett
kukoricavonalat, a hidegtiir6 CM 7-et, és a hidegérzékeny Mo 17-et hidegkezeltiink. Az
eldzetesen vart hidegtlirési tulajdonsdgokat ionkidramlds méréssel erdsitettiik meg: 2 napos 0
°C-os hidegstressz hatdsdra a membrianok jelentds karosoddsa jol nyomon kovethetd az
elektrolitok kidramlédsdval is. Mindez a hidegtlir6 vonalban joval kisebb mértékii volt, mint az

Mo 17-ben (4. tabldzat).
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17. abra. A: 30 s tavoli voros fény altal indukélt termolumineszcencia (TL) gorbe (relativ
egységekben megadva) valtozdsa 4 6ra vagy 1 nap alacsony hémérsékleti stressz (0 °C)
hatdsdra fiatal, 22/20 °C-on né6tt kukoricandovényekben (Norma hibrid). B: 4 0rés
hidegkezelés (0 °C) vagy alacsony novekedési homérséklet (15/13 °C) hatdsa 1 flash 4ltal
indukdlt TL gorbére fiatal kukoricanovényekben (Norma hibrid). C: 30 s tavoli voros fény
altal indukalt TL gorbe véltozdsa 1 nap alacsony homérsékleti stressz (0 °C) hatdsara fiatal,
15/13 °C-os edzési hOmérsékleten ndtt kukoricandvényekben (Norma hibrid). D: A: 30 s
tavoli voros fény 4ltal indukalt TL gorbe véltozdsa 1 nap alacsony hdmérsékleti stressz (0 °C)
hatdsdra fiatal, 22/20 °C-on nétt Mo 17 hidegérzékeny és CM 7 hidegtlird
kukoricanovényekben. A mintdk a legfiatalabb teljesen kifejlett levelek k6z€psé harmadabol
szarmaztak.
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4. tabldzat. Elektrolit-kidramlés értékek a teljesen sériilt (1 nap -80°C)
levélkorongokban mért értékek szazalékaban kifejezve kontroll (22/20
°C) és hidegkezelt (2 nap 0°C) hidegtiiré (CM 7) és hidegérzékeny
(Mo 17) kukoricavonalakban. A mérések a legfiatalabb, de teljesen
kifejelett leveleken torténtek. **, ***: (0,01 ill. 0,001 szinten
szignifikdns kiilonbség a kontrollhoz viszonyitva (n = 10).

Genotipus Kontroll Hidegkezelt
CM7 22.3+4.6 31,6+ 7.7
Mo 17 23,1459 65,8161

A tavoli voros fény altal indukélt TL gorbe hasonlé valtozast hozott: 1 nap 0 °C-os
hidegstressz utin az AG-sdv a hidegérzékeny Mol7 vonalban teljesen eltiint, és megjelent a
magas homérsékleti HTL-sav (I7D dbra). A hidegtir6 CM 7-ben az AG-sdv lecsokkent
ugyan, de még kimutathaté volt, mig a HTL-sdv még nem jelent meg. Meg kell jegyezni
tovabbd, hogy az egyes genotipusok Osszehasonlitasandl arra is tekintettel kell lenni, hogy
ugyanazon novény adott levelében a karosodds mértéke eltér, ami a kisérletek rendkiviil
koriiltekintd sztenderdizaldsat koveteli meg. A 18, dbrdan bemutatjuk, hogy adott
kukoricalevél bazdlis (a szarhoz kozelebb esé rész) régidjadban a hidegstressz hatdsa
lényegesen késobb jelentkezik, mint ugyanannak a levélnek a disztalis (levélcsucsi)

régidjaban.
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18. dabra. 30 s tavoli voros fénnyel indukalt termolumineszcencia (TL) gorbék 1 nap 0 °C-os
hidegkezelésnek kitett Norma hibrid kukoricanovények legfiatalabb teljesen kifejlett
leveleinek bazdlis (vastag vonal) ill. disztdlis (vékony vonal) régidjabol.
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4.2.4. Mutdns és transzgenikus novények abiotikus stressztiiro képességének vizsgdlata

termolumineszcencidval

A termolumineszcencia tovabbi gyakorlati alkalmazasi lehetéségének bemutatdsahoz
alljon itt néhany olyan példa, melyek transzgenikus ill. mutdns novények abiotikus stresszel
szembeni tlir0képességét demonstrdljdk. A HTL mint hidegtlirést jellemzd paraméter
demonstrdldsara els6 kiegészitd vizsgdlatként ferritin gént kloroplasztididlisan tultermeld
transzgenikus dohdny genotipusokat teszteltiink. Kordbbi vizsgdlatainkban ugyanezen gén
alacsony homérséklet altal indukalt fotoinhibicié elleni védd hatdsat citoplazmatikusan
tultermeld vonal esetében mar bemutattuk (Hegediis €s mtsai., 2002). Az itt leirt eredmények
ennek a kisérletsorozatnak a kiegészitése a ferritin gént kloplasztididlisan tultermeld vonalak
felhaszndlasdval. A novények hidegkezelése 7 napon at dllandé megvilagitas mellett 0,5 °C-
on tortént. A 19A dbra mutatja az F,/F,, valtozasat a hidegkezelés alatt, ill. az azt kdvetd két
nap helyredllas sordn, amikor a ndvények ismét normal hdmérsékletre (22/20 °C) keriiltek. Az
adatokbodl latszik, hogy mindkét vizsgdlt ferritintiltermeld transzgenikus dohdnyvonalban (C3
és C8 jeliiek) az F,/F,, paraméter a vizsgalt idépontok nagy részében kevésbé csokkent le az
alacsony homérséklet hatdsara, mint a SR1 vad tipusi novények esetében. A hidegstressz
lathaté tiinete volt a levelek fonnyaddsa. Az alacsony hdmérsékleti periddus alatt az elsé 7
napban a novények kozt szemmel lithaté kiillonbség nem volt. Hét nap hidegstressz utdn
normdl hémérsékleten a levelek visszanyerték turgorukat, és az F,/F,, paraméter is visszadllast
jelzett (I19A dbra). Emellett azonban mint post-chilling tiinetek, klorotikus foltok is
megjelentek, elsdsorban az SR1 levelein. Bar az F,/F,, paraméter a helyredllds miatt ebben a
stidiumban nem mutatott statisztikusan szignifikdns kiilonbséget a vad tipusd és
transzgenikus vonalak kozott, a 19B dbra mutatja, hogy 2 nap helyredlldsi fazist kovetden az
elézetesen jobb hidegtlirést mutaté C3 és C8 jelii vonalakban a lipidperoxidok mennyiségével
korreldlé6 HTL-sdv megjelenése hidegstresszt kovetden kisebb mértékil volt, mint a vad tipust
egyedekben.

A fentivel analég kisérletben cbp20 mutans Arabidopsis novények szarazsagtiirését
teszteltiilk. Ez a genotipus egy Cap Binding Protein 20-ban 1év6 inszercidés mutaciot hordoz,
és elozetes vizsgédlatok szerint néhany fenotipusos eltérés mellett abszcizinsav
tulérzékenységet mutat (Papp és mtsai., 2004). Ennek kovetkeztében vizhidnyos koriilmények

kozt gdzcserenyildsait gyorsan zdrja.
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19. dbra. A: F,/F,, paraméter valtozdsa 7 nap (1-7) hidegstressz (0,5 °C) és 2 nap helyredllds
(7+1, 742) soran vad tipusi (SR1) és ferritin gént kloroplasztididlisan tdltermeld
transzgenikus dohdnyndvényekben (C3 és C8). *, **: sziginfikdns kiilonbség az SR1 értékétdl
0,05 ill. 0,01 szinten. B: Tavoli vorés fénnyel gerjesztett termolumineszcencia (TL) gorbék
SR1, ill. C3 és C8 genotipusokban.
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20. dbra. Tavoli voros fénnyel gerjesztett termolumineszcencia (TL) gorbék vad tipusi (Col-
0; fekete vonalak) és cpb20 mutéans (sziirke vonalak) Arabidopsis novényekben 9 napos
széarazsagstressz eldtt (vastag vonalak) €s utan (vékony vonalak).
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Kimutathat6 volt, hogy a drasztikus szdrazsdgnak kitett novényekben 9 nap vizelvonds
mellett (22/20 °C) a vad tipusi novényekben (Columbia; Col-0) a tdvoli vords fénnyel
indukalt TL gérbén mar csak a HTL-sav volt detektalhatd, addig a mutans ndvényekben jol
mérheté B- és AG-sdv egyarant megvolt (20. dbra). Mindemellett, a kontroll vad tipusu
genotipusban kimutathat6 volt egy 70 °C koriili csicshomérséklettel jellemezhetd sav, mely a
mutansban alig detektalhatd, és erds szdrazsagstressz utan is eltlint, de helyét 4tvette a 100 °C

feletti HTL-sav.

4.3. Az antioxiddns enzimrendszer szerepe a gabonafélék alacsony homérsékleti

adaptdcidjaban

4.3.1. Gabonafélék fagydllosdga és antioxiddns aktivitdsa kozti kapcsolat vizsgdlata

A kovetkezo kisérletsorozat célja annak eldontése volt, hogy milyen korrelaci6 4ll fenn
az egyes gabonafélék fagydllésdga és antioxiddns aktivitdsdnak mértéke kozott. Ezekhez a
vizsgélatokhoz a kovetkezd genotipusokat hasznaltuk fel: Cheyenne, Mv Magvas, Bankuiti 1201
0szi buzdk; Chinese Spring tavaszi buza; Chinese Spring/Cheyenne5A, Chinese
Spring/CheyenneSD kromoszdma-szubsztitiucios vonalak; Presto tritikdle; Motto rozs; Hardy
Oszi arpa; Gerald Oszi zab és Martondur 1 durumbuza. A kontroll, edzetlen novények 3 hétig
17/16 °C-on néttek, a hidegedzett novények egy 7 hétig tartd, 14/7 °C-rél 3/-3 °C-ig csokkend
hidegedzésen estek at (Veisz és mtsai., 1997 alapjan). A fagyéllésag megallapitdsa -11, -13
ill. -15 °C-on torténd fagyasztast kovetd djranevelés utdni bonitdlassal, az egyes antioxidédns
enzimek (kataldz, POD, APX, GST, GR) aktivitdsdnak meghatdrozdsa fotometridsan tortént.
A fagyasztdsi teszt eredményeként a vizsgélt genotipusokat 2 fo csoportba kiilonitettiik el: a
Chinese Spring, a Gerald, a Chinese Spring/Cheyenne5D, Chinese Spring/CheyenneSA és a
Hardy gyenge, az Mv Magvas, a Presto, a Cheyenne, a Martondur 1, a Bankiti 1201 és a
Motto jo6 fagyallénak bizonyultak (5. tabldazat).

Hogy a csoportokon beliil is differencidlni lehessen, a gyenge fagyallésaguak -11 °C-
on, a j6 fagyallésagiak -15 °C-on is fagyasztva lettek. Ezek alapjan a Chinese
Spring/Cheyenne 5D és a Chinese Sring/Cheyenne 5A vonalak a varakozdsnak megfelelden
jobbnak bizonyultak mind a Chinese Spring, mind a Gerald fajtdkndl, a Hardy arpa viszont
jobb volt a csoport 0sszes tagjandl. A fagytlird csoportban a Motto rozsfajta szignifikdnsan

jobb volt az Mv Magvas és B1201 fajtdknal is. A Martondur 1 jobb volt, mint az Mv Magvas.
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Azok a novények, melyek nem voltak alacsony hémérsékleten edzve, még -11 °C-os

fagyasztas mellett is mind kipusztultak.

5. tdbldzat. Gabonafélék  fagydllésiga  kiilonbozé  fagyasztasi
hémérsékletek (-11, -13, -15 °C) mellett. LSD 5% a legkisebb szignifikans
kiilonbséget mutatja p < 5 % szinten. CS: Chinese Spring, Ch: Cheyenne.

Genotipusok Talélés (%)
-11°C -13°C -15°C

Szenzitiv csoport:

Chinese Spring 0 0

Gerald 1,3 0

CS/Ch 5D 28,0 5

CS/Ch 5A 32,9 16,1

Hardy 77,3 26,7 15,6
Tolerans csoport:

Myv Magvas 86 72,2
Presto 87,3 81,1
Cheyenne 91,3 88,9

Bankuti 1201 94,3 77,8
Martondur 1 89,7 88,9
Motto 100 90,8
LSD 5% 9,9 12,7 11,4

Az antioxidans aktivitast tekintve altaldnossdgban elmondhatd, hogy a legfagyallobb
genotipus, a Motto rozsfajta gyakorlatilag minden vizsgdlt enzim vonatkozdsdban a
legnagyobb aktivitdst mutatta. Ennek ellenére az egyes antioxiddns enzimek koziil csak a
levélbdl kivont APX €s POD enzimek aktivitdsa mutatott szoros korreldciot a fagyallésdggal,
és ezek is csak az edzett genotipusok esetében (6. tabldzat).

Az egyes enzimek aktivitdsait a bokrosoddsi csomoéban vizsgilva (21. dbra)
megallapithatjuk, hogy a legnagyobb kataldz aktivitds a Motto rozsban volt, de szintén magas
volt az Mv Magvas és B1201 Oszi buza, és a Gerald 0szi zabfajtdkban. Ezzel szemben az
APX aktivitas jelentdsen alacsonyabb volt a Geraldban, mint a tobbi genotipusban, és szintén

alacsony volt a Hardy arpédban.
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6. tablazat. Korrelaci6 a vizsgélt gabonafélék fagyallésiaga és az egyes enzimek aktivitdsa
kozott (**: szignifikdns korreldcio p < 0,01 szinten).

Korrelacios koefficiens

Enzim Bokrosodasi csomé Levél
Edzetlen Edzett Edzetlen Edzett
Katalaz 0,442 0,389 0,249 0,631
Aszkorbat-peroxidaz 0,305 0,396 0,341 0,791°°
Gvajakol-peroxidaz 0,594 0,596 0,431 0,820
Glutation-S-transzferaz -0,098 -0,178 -0,329 -0,520
Glutation-reduktaz 0,587 0,280 -0,481 0,314

A Gerald zabfajta POD aktivitdsa szintén alacsony volt, viszont a Hardy arpaban,
szemben az APX aktivitassal a legmagasabb POD érték volt mérhet6. A GR aktivitas a Gerald
fajtdban volt a legkisebb, és a Mottoban a legnagyobb. A tobbi fajtdndl nem volt jelentOs
kiillonbség. A GST aktivitds a Hardy drpaban volt a legkisebb, és az edzett Motto rozsfajtdban
a legnagyobb.

Levelek esetében (22. dbra) a kataldz aktivitds meglehetdsen alacsony volt a Hardy
arpafajtdban a tobbi genotipushoz képest. A tobbi fajtdban nem volt jelentds eltérés. Mind az
APX, mind a POD enzimek esetében az edzett novényekben jo korreldaciét mutatott ezen
enzimek aktivitdsa és az adott genotipus fagyéllésaga. Meg kell jegyezni, hogy a Gerald
zabfajtdban a POD enzim aktivitisa mind a kontroll, mind az edzett novények esetében
extrém mértékben alacsony volt. A GST aktivitds szintén magasabb volt az edzett
novényekben, azonban hasonléan a GR enzimhez, a vizsgalt genotipus-szortimentben nem
volt korrelaci6 a fagyallésaggal.

Az edzett és edzetlen novényeket Osszehasonlitva megallapithatjuk, hogy a vizsgalt
enzimek koziil edzés hatdsdra jelentds novekedést a bokrosoddsi csomé esetében a GST, a
levélben a GST, a POD és APX mutatott. A levél katalaz aktivitisa a legtobb esetben az
edzett novényekben kisebb volt, mint az edzetleneké. A GR csupan néhany genotipus (Hardy,
Mv Magvas, Presto, B1201 és Motto) esetében mutatott nagyobb értéket az edzett
ndvényekben, mint a kontrollokban. A POD, GST és APX enzimek viszont rendre aktivabbak

voltak az edzett csoportban, mint a kontroll névényekben.
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21. abra. Egyes antioxiddns enzimek aktivitdsa edzetlen (15/13 °C; fekete oszlopok) és edzett
(fehér oszlopok) gabonafélék bokrosodasi csomodiban (n = 5; *, ** *¥*: gzignifikdns
kiilonbség az edzés hatdsara p < 0,05, 0,01, ill. 0,001 szinten).
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22. dbra. Egyes antioxidans enzimek aktivitasa edzetlen (15/13 °C; fekete oszlopok) és edzett
(fehér oszlopok) gabonafélék leveleiben (n = 5; *, ** *%*: gzignifikdns kiillonbség az edzés
hatdsédra p < 0,05, 0,01, ill. 0,001 szinten).
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4.3.2. Alacsony homérsékleti stressz hatdsa kukoricanidvények antioxiddns miikodésére

Az eldzéekben bemutatott kisérletek kiegészitéseképpen vizsgdlatokat végeztiink
annak eldontésére, hogy egyrészt az alacsony hoémérséklet hogyan befolyasolja egy
szubtrépusi eredetli, ebbdl kovetkezdleg erdsen hidegérzékeny gabonaféle, a termesztett
kukorica antioxiddns miikodését, masrészt, hogy van-e kozvetlen Osszefiiggés a kiillonbozo
hidegtiiréssel jellemezhetd fiatal kukoricavonalak hidegtiirése €s antioxiddns enzimeink
aktivitdsa kozott. Ebben a kisérletben 9 beltenyésztett kukoricavonalat (LL1-L9), valamint a
beldliik 1étrehozott hibrideket (HI-H6) vizsgéltunk. (A vonalak kombinéciéit 1d. az Anyagok

és modszerek fejezetben).

4.3.2.1. Fiatal kukoricanovények hidegtiirésének jellemzése klorofill-a fluoreszcencia

indukcioval

A kérdés megvdélaszoldsdhoz eldszor a vonalak és hibridek hidegtlirésének mértékét
becsiiltiik klorofill fluoreszcencia indukcids mddszerrel. Ehhez 3 hetes novényeket 1 héten at
alacsony homérsékleten, 5 °C-on hidegkezeltiink, majd visszahelyeztiik 6ket normal nevelési
homérsékletre (22/20 °C). A hidegkezelés 1., 2., és 7. napjan, illetve az azt kovetd 1 napon
normdl homérsékleten (recovery) mértikk a PS2 maximaélis kvantumhatésfokat jellemzo6 F,/Fy,
paramétert (23. dbra).

A kontroll novények F,/F,, értékei egyontetiien 0,8 koriil voltak, a genotipusok kozott
szignifikdns kiilonbség nem volt. Ahhoz, hogy a novényeket hidegtiirésiik szempontjabodl
rangsorolhassuk (kiilon a hibrideket valamint a vonalakat), a kiilonb6z0 idépontokban mért
F,/F,, értékek alapjan sorbadllitottuk Oket, majd a rangsort az egyes idopontokban kapott
,helyezések™ atlagai adtdk. Az elvégzett statisztikai elemzés utdn az L6, L7 és L8 genotipusok
gyenge, az L1, L2 és L3 vonalak kozepes, a L5 és L9 vonalak j6 hidegtiiréssel voltak
jellemezhetOk. A hibridek hidegtiirése nem kiilonb6zott egymdstdl jelentdsen, és hasonléan
mds szerzOk eredményeihez (Kornerova és Hold, 1999; Hold és mtsai., 2003; 2004)

elmondhat6 volt, hogy nagymértékben meghaladtik a sziilé vonalak hidegtlirését.
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23. dbra. F,/F,, klorofill-a fluoreszcencia indukcids paraméter valtozdsa fiatal beltenyésztett
kukoricavonalakban (A), ill. hibridjeikben (B). Fekete oszlop: kontroll, sziirke oszlop 1 nap,
savozott oszlop 2 nap, fehér oszlop 1 hét hidegkezelés (5 °C) utdn, pottyozott oszlop: 1 hét
hidegkezelést kovetd 1 nap regeneraciot kovetden. A vonalakat az F,/F, paraméter altal
megadott novekvo hidegtiirési sorrendben dbrazoltuk.

4.3.2.2. Fiatal beltenyésztett kukoricavonalak és hibridek antioxiddns mitkodése

Ot antioxiddns enzim (katalaz, GR, APX, POD és GST) aktivitasat vizsgaltuk kontroll
és 1 napig 5°C-on hidegkezelt kukoricavonalakban (L1-9; 24. dbra) és hibridjeikben (H1-6;
25. dbra).
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24. dbra. Katalaz (A), GR (B), APX (C), POD (D) és GST (E) enzimek aktivitisdanak
valtozdsa 1 nap 5 °C-os hidegkezelés hatdsdra fiatal, 22/20 °C-on nétt beltenyésztett
kukoricavonalak leveleiben. A vonalakat az F,/F, paraméter &ltal megadott ndvekvo
hidegtiirési sorrendben dbrazoltuk. Kontroll: fekete, hidegkezelt: sziirke oszlopok (n=5, *, **,
#*%: sziginfikdns kiillonbség a kezelés hatdsara 0,05, 0,01, ill. 0,001 szinten.)

A katalazaktivitds egyik vonalban sem valtozott és a hibridek koziil is csak a H2-ben
véltozott szignifikdnsan az egy napos hidegstressz sordn. A genotipusok kozott azonban
jelentds eltérés mutatkozott: a vonalak koziil az 1.2, L4 és LS, a hibridek koziil a H3 (melynek
sziilei az el6bb emlitett L2 és L5 vonalak) nagy, a L3 vonal viszonylag alacsony aktivitast

mutatott.
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25. dbra. Katalaz (A), GR (B), APX (C), POD (D) és GST (E) enzimek aktivitisdnak
valtozdsa 1 nap 5 °C-os hidegkezelés hatdsdara fiatal, 22/20 °C-on nétt kukoricahibridek
leveleiben. A vonalakat az F,/F,, paraméter altal megadott novekvd hidegtiirési sorrendben
abrazoltuk. Kontroll: fekete, hidegkezelt: sziirke oszlopok. (n=5, *, **, ***:. gziginfikdns
kiillonbség a kezelés hatdsara 0,05, 0,01, ill. 0,001 szinten.)

A GR aktivitas az L.9-en kivul az 6sszes vonalban, valamint a hibridek koziil a H5, H1
és H4-ben jelentdsen megndtt alacsony homérsékleten. Az L3 genotipus GR aktivitdsa a
kataldzhoz hasonldan jelentdsen kisebb volt, mint a tobbi vonalé, a hibridek koziil viszont az

L8xL9 mutatott kiemelkedden nagy aktivitast mind a hidegkezelés eldtt, mind azutan.
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A kontroll novények koziil az L1 és L4 vonalakban az APX aktivitds volt a
legnagyobb. Hidegkezelés hatdsara az L1, L4, L6 és L7 vonalakban kismértékii novekedés
volt megfigyelhetd. A hibridek koziil a H3, HS, H1, H4 és H2, mely ut6bbi aktivitdsa jelentds
mértékben meghaladta a tobbiét, mutattak APX aktivitisnovekedést az 1 napos 5°C-os
hidegkezelés hatdsdra. Alacsony hdmérséklet hatdsara bekovetkezd GR és APX aktivitds-
emelkedést mas kukoricagenotipusokban is kimutattak mar (Tak4¢ és mtsai., 2003).

A legmagasabb POD aktivitdst az L1 vonal mutatta, de hidegkezelésre csak az L4
vonalban, ill. a H1, és L8XL9 hibridekben ndtt meg kismértékben az aktivitas.

A GST aktivitas relative nagy volt az L1, L4 és L5 vonalakban, de szignifikdns
véaltozas egyikben sem volt kimutathatd. Ezzel szemben kismértékili, de statisztikailag
igazolhaté GST novekedést mutattak a L8xL9, a H5, H1, H2 és H4 hibridek. Az L4 vonal
nagy APX és GST aktivitdsa magyarazhatja, hogy a H2 hibrid nagy APX és GST aktivitasat
is.

A eldbbi vizsgalatokat olyan kisérletekkel egészitettiik ki, amelyek segitségével azt
vizsgéltuk, hogy a fiatal kukoricandvények antioxiddns vdlaszreakcioit a hideghatds mértéke
mennyiben befolydsolja. Ehhez a fentiek koziil két vonalat (L3, L4) és hibridjiiket (H2)
valasztottunk modellként, és vizsgaltuk benniik a GR aktivitdst enyhe (1 nap, 15/13 °C), és
drasztikus (1 hét 5 °C) hidegkezelés hatdsara. Ezen enzim aktivitdsa mar igen enyhe alacsony
homérsékleti hatds kovetkeztében a H2 és L4 genotipusokban jelentOsen, kozel kétszeresére,
az L.3-ban kismértékben (statisztikus nem szignifikansan) megnott. Ezzel szemben 1 hét 5 °C-
os hideghatds utdn az aktivitds nemhogy nem volt magasabb, hanem a leghidegérzékenyebb
fajtaban még jelentOsen, mintegy a felére le is csokkent (adatok nincsenek bemutatva).

Ezek az eredmények azt mutatjék, hogy bar a hideghatdsra megnovekedett antioxidéns
aktivitds hozzdjarul az alacsony homérsékleti stressz okozta oxidativ kdrosodds mértékének
csokkentéséhez, a vizsgalt kukoricagenotipusok hidegtlirése és az egyes antioxiddns

enzimeinek aktivitdsa kozott nincs szoros, kdzvetlen kapcsolat (Janda és mtsai., 2005a,b).
4.3.3. Kornyezeti tényezok hatdsa gabonafélék fagydllosdgdanak kialakuldsdban

A kovetkezd kisérletsorozatban a megvilagitdsnak az Oszi buza fagyallosdgat
befolydsold hatasat vizsgaltuk. Eldszor Mv Emese buzafajtat neveltiink 10 napig kontroll
koriilmények kozott (20/18 °C), majd a ndvények egy része alacsony homérsékleten (5 °C)
edzodott tovabb 12 napig vagy normdal megvildgitds (PPFD = 250 pmol m? s, vagy

2

alacsony fényintenzitds (PPFD = 20 pumol m™ s™) mellett. A ndvények mdsik része vagy
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kontroll koriilmények kozott maradt, vagy 20/18 °C-on magasabb megvildgitasra keriilt
(PPFD = 20 umol m™ s™). A 12 napos edzést kovetd fagyteszt eredményeit mutatja a 7.

tdablazat.

7. tdabldzat. 20/18 °C-on normél PPFD mellett (250 pwmol m? s, NL) nétt kontroll,
valamint 12 napig alacsony hdmérsékleten (5°C) normal fényen vagy 5°C-on alacsony
PPFD mellett (20 pmol m™ s™', LL), ill. normal hdmérsékleten nagy PPFD (500 pmol
m?s”, HL) mellett edzédstt 8szi biza novények (Mv Emese) tulélési szazaléka 1 nap
—10 °C vagy —12 °C-on végzett fagyasztas utin. (Atlag+SD, n=4.)

Kezelés Fagyasztas utani talélési %
-10 °C -12°C
Kontroll 0+0 0+0
20/18 °C HL. 57433 1+1
5°CNL 100+0 1000
5°CLL 3548 1+1

Az eredményekbdl latszik, hogy a fagydllésdg mértéket nemcsak az edzési
homérséklet, hanem a megvilagitds is jelentdsen befolydsolja: egyrészt az alacsony
homérsékleten végrehajtott edzés 1ényegesen hatékonyabb volt normdl megvilagitds mellett,
masrészt részleges fagyéllosagot el lehet érni normdl hémérsékleten is, ha a nevelési
fényintenzitast megemeljiik. Ezeket az eredményeket két fagyasztasi homérsékleten (-10 és -
12 °C) végrehajtott tesztekkel erdsitettilk meg. Mindezek utdn arra kerestiink vélaszt, hogy a
fény milyen biokémiai, élettani folyamatokon keresztiil jarul hozzda a fagyallosig

kialakulasahoz.

4.3.3.1. Klorofill-a fluoreszcencia indukcio

Az egyes klorofill-a fluoreszcencia indukcids paraméterek valtozasait kiilonbozo
kortilmények kozt torténd hidegedzés soran a 8. tdbldzat mutatja. Fényben 5 °C-on
kismértékii csokkenést mutatott a PS2 maximalis kvantumhatasfokat jelzé F,/F,, paraméter,
ami arra utal, hogy ezek a novények az edzés alatt fotoinhibiciot is szenvedtek. Sotétben ilyen
valtozds nem volt. Hasonl6 tendencidt mutatott az aktudlis kvantumhatasfokot jelz6 AF/F,,’

(AF= F,,’-F), valamint a fotokémiai kioltds (qp) is. Ezen paraméterek Osszehasonlitdsanal
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azonban figyelembe kell venni, hogy a mérési koriilmények csupan az F,/F,, paraméternél
standardok (sotétadaptalt dllapot, és ilyen tartomanyban a hdmérsékletfiiggés elhanyagolhato),
az utobbi két paraméterben kapott kiilonbségek nemcsak az ,.elééleti”, vagyis az eltérod fény-
és homérsékleti viszonyokbdl is adédnak. A nem-fotokémiai kioltds (qn) fényben torténd
edzés sordn jelentdsen, alacsony fényitenzitdsndl nem szignifikdnsan magasabb volt (8.

tdblazat).

8. tdbldazat. Klorofill-a fluoreszcencia indukciés paraméterek véltozdsa edzetlen
kontroll, normal (250 umol m™ s™'; NL) és alacsony megvildgitds (20 umol m~s™; LL)
mellett edzett Mv Emese buzandvényekben. *, ***: szignifikdns kiilonbség a kontroll
novényekhez képest 0,05 és 0,001 szinten. ns: nem szignifikdns.

Edzetlen (kontroll) NL edzett LL edzett
Fy/Fr 0,813 (£0,003) 0,757 (£0,029)** 0,817 (£0,004) ™
AF/F,’ 0,611 (£0,051) 0,429 (£0,074)*** 0,741 (£0,020)***
qr 0,824 (£0,033) 0,698 (£0,066)** 0,948 (£0,019)***
qN 0,187 (£0,148) 0,536 (£0,144)*** 0,297 (£0,085)™

4.3.3.2. Termolumineszcencia mérések

A kovetkezOkben a tdvoli voros fény dltal indukdlt termolumineszcencia sav
alakuldsat vizsgéltuk kontroll és edzett buzanovényekben. A kontroll, 20/18 °C-on nott
novényekben az AG-sdv csticshomérséklete 41 °C koriil volt. Normdl megvilagitas mellett
(250 umol m? s') 12 napig hidegedzett (5 °C) ndvényekben a sdv alacsonyabb
hémérsékletre, 36 °C-ra tolédott el. Alacsony megvildgitds (20 pmol m? s™) mellett t6rténé
edzés sordn mindez nem volt megfigyelhetd, az AG-sdv csicshOmérséklete a kontroll,

edzetlen novényekével megegyezd volt. (26. dbra).
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26. dbra. Kiilonbozé megvildgitasi koriillmények (normdl, 250 pmol m™ s, NL; és alacsony
20 umol m™ s™' megvildgitds, LL) kozotti alacsony hémérsékleti edzés (5 °C) hatdsa 30 s
tavoli voros fénnyel gerjesztett TL gorbére Mv Emma 6szi buzafajtdban.

4.3.3.3. P700 mérések

A P700 oxidéacios éllapotanak tanulmédnyozédsdhoz a sotétadaptalt leveleket eldszor S0
s-ig FR fénnyel vildgitottuk meg. El0kisérletekbdl tudjuk, hogy a vizsgélt mintakban ez az 1dd
elegendd a P700 redox allapotanak stabilizaci6jahoz. Ennek megfeleléen kovettiik nyomon a
sotétben torténd re-redukcid kinetikdjat, mely kétkomponensii exponencidlis gorbével jol
illeszthetdnek bizonyult. Ha a kiillonboz6 koriilmények kozt edzett buzandvényekben kapott
exponencidlisok idOokomponenseit 0Osszehasonlitjuk, lathaté, hogy a fényben torténd
hidegedz€s hatdsara a re-redukcié mértéke felgyorsul. Alacsony megvilagitds mellett végzett
edzés hatdsara a gyors komponens idéédlland6ja nem valtozott, a lassi komponensé pedig

megnétt (9. tabldzat).

9. tabldzat. P700 sotétben torténd re-redukcidjanak gyors és lassi idokomponensei 50s
FR megvildgitds utdn kontroll, normal (250 pmol m™ s™'; NL) és alacsony megvildgitas
(20 umol m? s™'; LL) mellett edzett Mv Emese bizanvényekben. *, ***: szignifikdns
kiillonbség a kontroll novényekhez képest 0,05 és 0,001 szinten. ns: nem szignifikéns.

Edzetlen (kontroll) NL edzett LL edzett
t-gyors 1,41 (2£0,21) 0,86 (£0,03)* 1,34 (£0,11)™
t-lassu 6,27 (£1,41) 4,44 (£0,12)* 17,9 (£1,14)***
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4.3.34. A megvilagitas hatdsa az alacsony homérsékleti edzés sordn bekovetkezo

zsirsavosszetétel vdltozdsra oszibiizdban

A 10. tabldzat mutatja a foszfatidilglicerol (PG) zsirsavOsszetételének valtozdsait
kiillonb6zé megvildgitds melletti fagyéllésagi edzés sorain Mv Emese Oszi buzafajtiban. A
legkifejezettebb valtozds a hexadekansav-0sszetételben kovetkezett be. Levelekben ez a lipid
nemcsak telitett, hanem transz helyzetli egyszeresen telitetlen forméban is el6fordul. Ennek
ardnya (t16:1/16:0) alacsony homérsékleti edzés sordn jelentdsen lecsokkent. A csokkenés
mértéke fényben nagyobb volt, mint sotétben, s6t magas fényintenzitds mellett normal
homérsékleten is bekovetkezett. A C-18-as zsirsavak telitetlenségi foka ebben a

lipidosztélyban nem véltozott szamottevoen.

10. tdbldzat. 20/18°C-on normdl PPFD mellett (250 pmol m?s?, NL) né6tt kontroll, valamint 12
napig alacsony hémérsékleten (5°C) normal fényen vagy 5°C-on alacsony PPFD mellett (20
umol m? s, LL), ill. normal hémérsékleten nagy PPFD (500 pmol m™ s, HL) mellett edz8dott
O0szi buzanovények (Mv Emese) PG lipidfrakcidjanak zsirsavosszetétele. DBI =
kettoskotésindex. (AtlagiSD, n=5. ¥, F¥ FE* gzionifikdns eltérés a kontroll értéktdl p < 0,05,
0,01 vagy 0,001 szinten)

Kezelés %16:0 %116:1 %18:0 %18:1 %18:2 %18:3 DBI

Kontroll  19,98+2,24 19,47+0,86 1,31+0,611,38+0,48 6,64+0,23 51,21+2,04 168,3+6,1
20/18°C HL25,94+3,33" 15,76+3,22" 0,95+0,091,34+0,07 7,91+0,81" 48,11+1,247161,543,5
5°CNL  25,94+1,3612,80+0,96 " 0,80+0,251,07+0,09 7,98+0,50""51,41£0,65 171,313

5°CLL  28,67#4,60" 13,81%3,12" 1,17+0,590,7240,3176,12+0,59 49,52+2,23 161,5+6,1

A foszfatidil-etanolamin (PE) lipidosztidly zsirsavosszetételének  valtozasat
tanulmanyozva megallapithatjuk, hogy az altalunk alkalmazott edzési koriilmények kozott
szignifikdns valtozas csak akkor kovetkezett be, amikor az edzés alacsony homérsékleten €s
fényben tortént (I1. tdbldzat). Ebben az esetben mind a 16:0, mind a 18:0 zsirsavak
részaranya mintegy 30%-kal csokkent, a 18:3 zsirsav részaranya viszont megndtt, ami jelentOs
valtozast eredményezett a telitetlenségi indexben is.

Mas vizsgélt lipidosztdlyokban, mint pl. monogalaktozil-diacil-glicerid (MGDG),
vagy digalaktozil-diacil-glicerid (DGDG) szignifikans véltozast nem tapasztaltunk (adatok

nincsenek bemutatva).
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11. tdbldzat. 20/18 °C-on normal PPFD mellett (250 umol m™ s, NL) nétt kontroll,
valamint 12 napig alacsony homérsékleten (5°C) normal fényen vagy 5°C-on alacsony
PPFD mellett (20 wmol m?s”, LL), ill. normél hdmérsékleten nagy PPFD (500 pmol m?s
! HL) mellett edzédott 6szi bizanovények (Mv Emese) PE lipidfrakcidjanak
zsirsavosszetétele. DBI = kettoskotésindex. (AtlagiSD, n=5. *, F* k¥ gzionifikdns eltérés
a kontroll értéktdl p < 0,05, 0,01 vagy 0,001 szinten)

Kezelés %16:0 %18:0 %18:1 %18:2 %18:3 DBI

Kontroll  30,51+2.07 1.87+030 1,97+0.15 31,29+1,92 34,36+4.28 167,649,0
20/18°C HL 28,20+1,26  2.25+0,97 2,19+0,47 29,08+2,09 3828+3,54 175.2+7.1
5°CNL  20,16+1,80 " 1,0620,46 1,63+0.67 28.83+427 48,32+5,74" 204,3+92"""

S°CLL 27,77£2,23  1,54+£0,66 1,64+0,44 29,78+2,22 39,27+3,25 179,0+8,2

4.3.3.5. Az edzés alatti megvildgitds hatdsa o6szibuiza antioxiddns aktivitdsdra

Az antioxidéns aktivitds kimutatdsa c€ljabol 5 fontos antioxiddns enzim aktivitdsanak
valtozasat vizsgéltuk edzés sordn. A 27. dbra mutatja, hogy alacsony hémérsékleti edzés (5
°C) sordn 12 nap utan kismértéki, de statisztikailag szignifikdns emelkedés volt a GR enzim
aktivitdsidban. Ezen emelkedésnek a mértéke alacsony megvildgitds mellett nem volt
szignifikdns. Hasonl6 jellegli véltozas mutathaté ki az APX enzim aktivitdsaban is. Ennél
azonban emelkedés volt tapasztalhaté akkor is, amikor alacsony homérsékleten, alacsony
fényintenzitdson edzdédtek a novények. A kataldz enzim aktivitisa mindhdrom esetben
kismértékben, de statisztikailag szignifikdnsan megndtt. Mindezen enzimekkel szemben a
POD enzim aktivitdsa abban az esetben nétt meg, amikor az edzés alacsony hdmérsékleten,
alacsony fényintenzitds mellett zajlott. A SOD enzim aktivitdsa egyik esetben sem mutatott

szignifikdns valtozast (adatok nincsenek bemutatva).
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27. dbra. 20/18 °C-on normal PPFD mellett (250 umol m™ s™*, NL) n6tt kontroll, valamint 12
napig alacsony hdmérsékleten (5°C) normal fényen vagy 5°C-on alacsony PPFD mellett (20
pumol m? s, LL), ill. normdl hémérsékleten nagy PPFD (500 pmol m? s, HL) mellett
edzodott Oszi buzandvények (Mv Emese) egyes antioxiddns enzimeinek aktivitdsara.
(AtlagiSD, n = 5. % FF FEE gzionifikdns eltérés a kontroll értéktdl p < 0,05, 0,01 vagy 0,001
szinten.)

*
*
_ w)

POD aktivitas (nkat/g FW)

4.3.3.6. A hidegedzés és a megvildgitds hatdsa az 0szi biiza szalicilsav metabolizmusdra

Az el6zéekben bemutatott mintdkbdl meghataroztuk a szalicilsavnak és az egyik
lehetséges eldanyaganak, az orto-hidroxi-fahéjsavnak a mennyiségét is (28. dbra). A szabad
orto-hidroxi-fahéjsav (0HCA) mennyisége mind a négyfajta mintdban kozel azonos volt.

Ezzel szemben a kotott forma mennyisége nagysdgrendekkel megndtt abban az esetben,
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amikor az edzés alacsony homérsékleten, normdl megvildgitds mellett zajlott. Egyéb
esetekben, tehat alacsony megvildgitds mellett, vagy nagy fénynél normal homérsékleten
ilyen véltozds nem volt kimutathat6. Ezzel szemben a szalicilsav mennyisége mind szabad,
mind kotott formaban megndtt nemcsak alacsony homérsékleti, fényben torténd edzés sordn,
hanem normdl hdémérsékleten magas fényintenzitds mellett is. A szabad szalicilsav
mennyiségének novekedése statisztikailag szignifikdns volt kis fényintenzitds mellett torténd

hidegedzés soran is.
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28. dbra. 20/18 °C-on normal PPFD mellett (250 pwmol m?s?, NL) nétt kontroll, valamint 12
napig alacsony hémérsékleten (5°C) normal fényen vagy 5°C-on alacsony PPFD mellett (20
umol m? s™', LL), ill. normdl hémérsékleten nagy PPFD (500 umol m™ s, HL) mellett
edzodott 0szi buzanovények (Mv Emese) szalicilsav-metabolizmusa (A: szabad oHCA; B
kotott oHCA, C: szabad szalicilsav, D: kotott szalicilsav) (AtlagiSD, n = 5; %k ckk owekk
szignifikdns eltérés a kontroll értéktdl p < 0,05, 0,01 vagy 0,001 szinten.)
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4.3.4. Szdrazsdag és gombafertozés egyiittes hatdsa biiza novények antioxiddns aktivitdsdra

A kovetkezO kisérletben 6t antioxidans enzim, a GR, GST, APX, katalaz és POD
aktivitasat vizsgaltuk kis (5%) és nagy koncentracidju (15%) PEG-kezelés, két idopontban
végrehajtott Drechslera tritici-repentis Died. (DTR) patogén-gomba fert6zés, valamint ezek
kombindcidinak hatdsara. Meg kell jegyezni, hogy azon névények esetében, amikor a DTR
fert6zést mar 3 nappal megelézte a PEG kezelés a kombinalt stresszhatds olyan drasztikus
valtozdsokat hozott, hogy a 15% PEG koncentraciéval kezelt novényekbdl mar
enzimméréshez hasznalhaté mintdkat nem lehetett szedni, igy ezeknél a novényeknél csak az
5% PEG hatdsait mutatjuk be (29. dbra).

A GR enzim aktivitdsa kontroll koriilmények kozott nem kiilonbozott jelentdsen a
vizsgalt fajtdkban. Nagy koncentricidjui PEG-kezelés hatdsdra is csak kismértékii, de
statisztikailag szignifikdns emelkedést tapasztaltunk az M-3 és Bezosztaja 1 genotipusokban.
A DTR fert6zésnek a legtobb esetben ezen enzim aktivitdsdra nem volt jelentOs hatésa.
Kismértékli emelkedést tapasztaltunk a PEG-kezelés nélkiili M-3 fajtdban a 6 6ras €s az Mv
Magvas és Bezosztaja 1 fajtdkban a 72 6ras fertdzés hatdsara, valamint az 5%-os PEG-kezelt,
a 6 oras fertdzott Bezostaya 1 esetében. A GST enzim aktivitdsa nagymértékii variabilitast
mutatott az egyes fajtdk kozott, azonban mivel a legmagasabb értéket a Glenlea és a
Bezosztaja 1 fajtdk mutattdk, nem magyardzhaté ezzel az M-3 és Mv Magvas DTR
tolerancidja. A kiilonb6z6 PEG és DTR kezelések sordn néhdny esetben statisztikailag
igazolhaté valtozds volt kimutathatd, de a fajtdk kozti kezdeti kiilonbségek megmaradtak.
PEG-kezelés nélkiil a fert6zés hatdsara a GST enzim aktivitidsa a Glenlea és Mv Magvas
fajtdkban emelkedett meg. 72 6rés fertdzEs és kis koncentraciéji PEG-kezelés hatasira az Mv
Magvas mellett az M-3 fajta GST aktivitdsa is nott. A vizsgélt fajtak koziil az Mv Magvas
APX aktivitdsa mind a kontroll, mind a csupan PEG-kezelt mintdkban jelentésen kisebb volt,
mint a tobbi fajtdé. Amig a PEG-kezelés 6nmagédban nem okozott jelentds valtozast az APX
aktivitisban, DTR fert6zés hatdsdra valamennyi vizsgalt fajtdban jelent0s indukcié volt
megfigyelhetd. A fertdzott mintdkban a fajtdk kozti kiilonbség is csokkent. Az APX enzimhez
hasonléan a kataldz aktivitdsa is jelentés emelkedést mutatott mar a kevésbé drasztikus
fert6zés hatdsara is. 15%-os PEG-kezelés onmagaban statisztikailag szignifikdns valtozast
okozott a Glenlea és a Bezosztaja-1 fajtdkban. A DTR fertdzés az APX-hez hasonl6éan
valamennyi fajtdban enzimaktivitis-novekedést okozott. A legnagyobb mértékli véiltozas a

DTR-kezelt novények POD aktivitdsdban volt kimutathato.
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50 - A: Glutation-reduktaz
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29. dbra. Kiilonb6z6 koncentraciéji PEG-gel indukalt szarazsag és Drechslera tritici-repentis
(DTR) fert6zés hatdsa egyes antioxidans enzimekre bizanovényekben.

A PEG-kezelés Onmagdban csupan kismértékli valtozast okozott: statisztikailag
igazolhaté emelkedést mutatott az M-3 fajta 5 és 15%, valamint a az Mv Magvas és
Bezosztaja 1 fajtak 15%-os PEG-kezelés hatasdra. A DTR hatdsara azonban mar kismértékii
fertdz€s esetén is a POD aktivitds mind a PEG-kezelt, mind a kezeletlen ndvények esetében

tobb, mint kétszeresére emelkedett.
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4.4. Az aszkorbat-peroxiddaz molekuldris genetikai vizsgdlata paradicsomban

Irodalmi adatokbdl és az el6zoekbdl is egyértelmili, hogy az APX a névényekben
kulcsszerepet jatszik a kiillonbozd tipust stresszkoriilmények kozott felhalmozddott reaktiv
oxigénformak kozombositésében. Emiatt munkédnk sordn Kkitiintetett szerepet kapott az APX-
ok molekuldris genetikai jellemzése is. Ebben az alfejezetben a paradicsom APX gének
genetikai térképezésével kapcsolatos vizsgélatok egy részét ismertetem. Mindehhez kétféle
paradicsomfajt, a termesztett Lycopersicon esculentum-ot, valamint a vad fajt, a Lycopersicon
pennellii-t hasznaltuk fel. Els6 megkozelitésben egy citoszolikus tipusi APX (LeApxI) k6zolt
(Gadea és mtsai., 1999) szekvencidjdnak ismeretében mindkét fajbdl izoldltuk az adott
génszakaszt. Vizsgélataink azt mutattdk, hogy mig a kédol6 régidk a két fajban nagyfoku
homolégidt mutatnak (95-100%), addig az intron régidk kozt ez a homoldgia 1ényegesen
kisebb. Eltérés mutatkozott tobb restrikcids enzim felismerohelyében, valamint szdmos
egynukleotidos eltérés (single nucleotids polymorphysm, SNP) mellett nagyméretii deléciok is
eléfordultak. A legnagyobb mérvi kiilonbséget a Lycopersicon pennellii 1I. intronjdban talalt
244 bp méreti delécio jelentette. Ez az informécié lehetdséget adott arra, hogy a kiilonb6z6
introgresszios vonalak (Eshed és Zamir, 1994, 1995) felhaszndldsdval a deléciét hordozé

génszakaszt mint fajspecifikus prébat felhasznalva a LeApx1 gént térképezziik (30. dbra).

6-3 6-2-2 6-1 Lpa Lem bp

] <« 1571
< 1327

30. dabra. LeApxI génszakaszok azonositdsa PCR-rel vad és termesztett paradicsomfajokban,
ill. introgresszids vonalakban. Lem: Lycopersicon esculentum Mill. cultivar M82; Lpa: L.
pennellii (Corr.). A megfeleld vonalak ill. haszndlt primerek leirdsat 1d. Az Anyagok és
modszerek fejezetben.

Megfeleld primerek tervezése utdn (Id. Anyagok és moddszerek 3.10 alfejezet) PCR
reakciokkal kimutattuk, hogy a LeApxl gén a paradicsom 6-os kromoszémadjanak disztlis
végén helyezkedik el. A késObbi vizsgélatokban hasonlé elven tovabbi 6 paradicsom Apx

gént is sikeriilt térképezni (Najami és mtsai. 2003, 2007).
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5. Az eredmények megyvitatasa

5.1. Szalicilsavszarmazékok stressztiirést fokozo hatdsainak vizsgdlata

Ma maér egyre tobb bizonyiték sz6l amellett, hogy a szalicilsav nemcsak biotikus,
hanem abiotikus stresszfolyamatokban is fontos szabdlyozd szerepet jatszik. Egyrészt a
kiils6leg adott szalicilsavrél mutattdk ki, hogy kiilonbozd abiotikus stresszek ellen védo
hatdsa van, mdsrészt tobb stresszfaktor befolydsolja az endogén szalicilsavszintet is.
Kordbban fluoreszcencia indukcids és ionkidramlds mérésekkel kimutattuk, hogy fiatal
kukoricanovények tdpoldatdhoz adott szalicilsavval azok hidegtlirését fokozni lehetett (Janda
és mtsai., 1997, 1999a; Szalai, 1997a). Késobb az elobbi eredményeket az etilén
prekurzordnak az 1-aminociklopropdn-1-karboxilsavnak (ACC) a hideghatdsra torténd
valtozasdval is megerdsitettiik (Szalai és mtsai., 2000). Ezek utdn arra kerestiink valaszt, hogy
ez a hatds mennyire daltalinos a rokon szerkezetli vegyiiletek kozott. Az elsd
kisérletsorozatban két rokon vegyiiletet, az egyik lehetséges prekurzort, a benzoesavat, illetve
az aszpirin néven jol ismert szarmazékot, az acetil-szalicilsavat vizsgéltuk. Ez utébbirdl
szintén ismert, hogy képes a szisztemikus szerzett rezisztencidt (SAR) aktivalni (Durner, és
mtsai., 1997), ill. dohdny novények esetében termotoleranciat indukalni (Lopez-Delgado €és
mtsai., 1998). Tonkidramlds-mérésekkel kimutattuk, hogy nemcsak a szalicilsav, hanem mind
a benzoesav, mind az aszpirin eldkezelés jelentds védelmet nyujtott a hidegstressz ellen.
Késdbbi vizsgalataink sordn egyéb rokon vegyiiletr6l, mint pl. az o-hidroxi-fahéjsavrol
(oHCA) is bebizonyosodott, hogy hasonlé6 moédon alkalmazva védelmet nytjt a hidegstressz
ellen (Horvath és mtsai., 2002; Horvéth, 2004). Ezzel szemben bizonyos vegyiiletek, mint pl.
a szulfo-szalicilsav, vagy a p-hidroxi-benzoesav hatdstalannak bizonyultak, ami cafolja egyes
szerzOk elképzeléseit, miszerint valamennyi benzoesav alapi vegyiilet képes lenne a
szalicilsavhoz hasonl6 hatds kifejtésére (Senaratna és mtsai., 2003). Az olyan vegyiiletekrdl,
melyek a szalicilsavhoz hasonléan védelmet nyujtottak az alacsony hdmérsékleti stressz ellen
kukoricdban, rendre bebizonyosodott, hogy csokkentik a kataldzaktivitdst. Az azonban, hogy
a kémiai szerkezet hogyan befolydsolja az adott vegyiilet ,,szalicilsavszer” hatdsat, egyeldre
nem ismert.

A szalicilsav kataldzgatlé hatdsat el6szor dohdnyban mutattdk ki (Chen és mtsai.,
1993b), majd szdmos mds novény esetében (Arabidopsis, paradicsom, uborka, dohdny) is

igazoltdk ugyanezt, ellenben bizonyos novényfajokban, mint példaul a rizs és a kukorica, nem
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minden esetben tudtak egyértelmii gitldst kimutatni (Sdnchez-Casas és Klessig, 1994).
Kukorica kataldz2 izoenzim in vitro aktivitdsdban a szalicilsav 1 mM koncentriciéban csak
kismértékli géatlast (9%) valtott ki (Guan és Scandalios, 1995). Enzimkinetikai
vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy kukorica (Zea mays L. Norma hibrid) levelébdl kivont
kataldz aktivitdsa gétolhat6 szalicilsavval: 2 mM szalicilsav 26% vegyes tipusu gatlast
eredményezett (Horvath és mtsai., 2002). Az egyes fajok ill. fajon beliili eltéré genotipusok
kozott megfigyelt kiilonbség magyardzatira felmeriilt a kérdés, hogy az izoenzimek
szalicilsav-érzékenysége kiilonbozik-e? Eredményeink azt mutatjdk, hogy mig a kukorica
kataldzl izoenzimének aktivitisdban 2 mM szalicilsav nagymértékii nem-kompetitiv gétlast
eredményezett, addig a katalaz2 aktivitdsat a szalicilsav lényegesen kisebb mértékben és
kompetitiv mdédon gétolja. Ezekkel szemben a kataldz3 aktivitdsdban a szalicilsav nem
okozott valtozast még 10 mM koncentraciéban sem. A kataldz3 mitokondridlis enzim, mely a
kukorica kataldz izoenzimei koziil a legkevésbé érzékeny gatloszerek hatdsara (Horvath és
mtsai., 2002). Ezen eredményeink Osszhangban vannak mdsok hasonld, rizsben végzett
vizsgdalataival is (Chen és mtsai., 1997).

Mis fenolszarmazék esetében is vizsgdltuk, hogy milyen mértékben gitoljdk a
katalazl €s a katalaz2 izoenzimek aktivitasat. A benzoesav, az acetil-szalicilsav és az o-
hidroxi-fahéjsav a szalicilsavhoz hasonldan jelentds mértékben gatoltdk a kataldz1 aktivitasat,
a kataldz2-t viszont csak gyengén. Egyediil a 4-hidroxi-benzoesav mutatott eltérést, mely a
kataldzl aktivitdsaban is csak kismértékti gétlast okozott, a katalaz2 esetében pedig nem
tortént szignifikans aktivitds-csokkenés. Enzimkinetikai vizsgalatokkal megéllapitottuk, hogy
az acetil-szalicilsav, a szalicilsavhoz hasonldéan, nem-kompetitiv médon gétolja a kataldzl
aktivitdsdt, mig a 4-hidroxi-benzoesav kompetitiv gatldst okoz. A kataldz2 esetében
megfigyelt gyenge kompetitiv gatlds megfelelhet a Durner és Klessig (1996) dltal javasolt
mechanizmusnak, mely szerint a szalicilsav jelenlétében a kataldz peroxidativ miikodése
fokozddik. A szalicilsav mint elektrondonor szerepel, €s az enzimet lassabb peroxidativ
reakciéba vonja (B-aktivitds). A kataldz enzim B-aktivitdsdnak fokozdsa a fenolszdrmazékok
altaldnos tulajdonsdga. A kataldz enzim gatldsa sordn a szalicilsav elektront ad le, és igy
szabadgyokké alakul. A szalicilsav-gyok lipidperoxiddciét okozhat, és a keletkezd
lipidperoxidok részt vehetnek jeldtviteli folyamatokban, példdul a szalicilsav-fliggd
rezisztencia kialakuldsdnak folyamatdban (Anderson €s mtsai., 1998). A katalazl esetében
megfigyelt erdteljesebb, nem-kompetitiv tipusu gdatldsnak mas mechanizmus é&llhat a
hatterében. Ez a tipusu gétlds a szalicilsav er0sebb kotddését feltételezi az enzimhez, melyet

az enzim-inhibitor komplex egy nagysdgrenddel kisebb disszocidcids dllanddja is mutat. Ez a
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nagyobb mértékii nem-kompetitiv gétlas csak azokra a fenolszarmazékokra jellemzd, ahol a
benzolgylirli 4. szénatomjan nincs szubsztitiicios csoport. Dohany kataldaz esetében hasonl6
megfigyelést tettek: a 4-hidroxi-benzoesav nem volt képes olyan nagy mértékli gatlist
kivaltani, mint a szalicilsav, acetil-szalicilsav, vagy a 2,6-dihidroxi-benzoesav (Chen és
mtsai., 1993b). Ez a hasonldsdg a dohdny kataldz és a kukorica kataldz1 kozott egyezik azzal
a megallapitassal, hogy szekvencia homoldgia alapjan a kataldz1 kozelebbi rokonsagot mutat
a dohdny kataldz enzimével, mint a kukorica kataldz2 (Scandalios és mtsai., 2000).

A kataldzgatlassal parhuzamosan mds enzimek, pl. GR ill. POD aktivitdsa, mind
szalicilsav, mind tobb rokon vegyiiletének hatdsara megnovekedett. J61 ismert, hogy mind a
glutation, mind ennek az oxidéltsdgi fokdt meghatdrozo, és ezdltal az aszkorbat-glutation
cikluson keresztiil a reaktiv oxigénformdk mennyiségének szabdlyozdsiban kulcsfontossagu
enzim, a GR aktivitdsa meghatdrozé lehet az egyes novények hidegtiirésének mértékében is
(Prasad, 1996; Kocsy és mtsai., 1996; Kocsy és mtsai., 1997; Noctor és Foyer, 1998). Ebbdl
lesziirtiik azt a kovetkeztetést, hogy a szalicilsav tipusd vegyiiletek hatdsmechanizmusa
legaldbbis részben az, hogy a csokkent kataldzaktivitds hatdsara atmenetileg megnd a H,O,
mennyisége, ami viszont mint ismert jelatvivé molekula, képes mas védekezd rendszereket
aktivalni (Janda és mtsai., 1999a; Janda és mtsai., 2000a; Horvath és mtsai., 2002). Ezek a
kovetkeztetések 0Osszhangban vannak azokkal a korabbi megfigyelésekkel, miszerint
szalicilsav hatdsdra megn6 a H;O, mennyisége a sejtekben (Chen és mtsai., 1993a), valamint,
hogy H,O, adagoldssal bizonyos antioxiddns enzimek aktivitisa megnd, és ezzel
parhuzamosan fiatal kukoricanovények hidegtiirése fokozhat6 (Prasad és mtsai., 1994b).

A késObbiek sordn més szerzOk szdmos mas novényfajokkal végzett kisérletekben is
beszdmoltak a szalicilsav ill. rokon vegyiileteinek hidegkarosodast csokkentd hatdsarol. Mind
paradicsom, mind bab novények esetében a szalicilsav €és rokon vegyiilete az aszpirin egy
bizonyos koncentriciétartomanyban (0,1-0,5 mM) nemcsak gyokéren keresztiil ontozéssel,
hanem permetezéssel levélen 4t, vagy liltetés eldtt a magokat dztatva azokon keresztiil
képesek voltak a novények nemcsak a hideg-, hanem ho- és szdrazsigtiirését is fokozni
(Senaratna és mtsai., 2000). Egy késobbi munkdban kimutattdk, hogy 0,5 mM szalicilsav
alkalmazasaval a kukorica mellett uborka és rizs levelében €s hipokotiljdban is csokkenteni
lehetett a hidegkdrosodés tiineteit (Kang és Saltveit, 2002). Erdekes médon radikuldban a
kezelés nem csOkkentette a hideghatds éltal megemelkedett ionkidramlast. Ez megerdsiti
azokat az eredményeinket, miszerint a szalicilsav és egyes rokon vegyiiletei a gyokérre nézve
karosité hatdsa is van (Pal és mtsai., 2002). Abban az esetben azonban, mikor a novény a

csirazastol kezdve taldlkozik a szalicilsavval, adaptalddhat hozzd, igy bizonyos esetekben méar
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a gyokérben jelentkezd stresszhatds elmaradhat (Kang és Saltveit, 2002). Bandn novényeket
0,5 mM szalicilsavval permetezve vagy akér talajon keresztiil 6ntdzve, szintén hidegstressz-
toleranciarél szamoltak be (Kang ¢és mtsai., 2003a). A mi, kukoricdval Kkapott
eredményeinkkel Osszhangban, bandn novények esetében is azt kaptdk, hogy normal
homérsékleten (banidn esetében ez 30/22 °C) a szalicilsav-kezelés katalazaktivitas
csokkenéssel peroxiddzaktivitds emelkedés jar egyiitt, a SOD aktivitds viszont nem véltozott.
Mindezek mellett alacsony homérsékleten (5 °C) a szalicilsav-kezelt novények esetében SOD,
kataldz és APX enzimek aktivitisemelkedését irtak le. Ezek az eredmények is azt erdsitik,
hogy a szalicilsav a hatdsat elsdédlegesen a hidrogén-peroxid metabolizmuson keresztiil fejti ki
(Kang és mtsai., 2003b). Mas szerzOk paradicsomban kimutattdk, hogy mind a metil-
szalicilat, mind a metil-jazmondt 0,01 mM koncentricidban javitotta a termések hidegtiirését
az 5°C-os tarolas soran, valamint PR-fehérje expressziot véltott ki (Ding és mtsai., 2002). A
0,5 mM és 0,1 mM koncentracidju kezelés azonban inkdbb rontott a hidegtiirésen. Az
abiotikus stressztolerancia fokozdsdhoz sziikséges szalicilsav koncentricié rendszerint fiigg a
novényfajtdl, a kezelt szovet tipusatél, a kezelés médjatdl és idStartamétSl. Altaldban az
alacsonyabb koncentraciok (0,01-0,5 mM kozott) bizonyultak hatékonynak, mig 1 mM
koncentracié felett mar olyan mértékii oxidativ kdrosodads éri a novényt, amely utdn nem
képes regeneralddni.

A szalicilsav és rokon vegyiileteinek gyakorlati alkalmazdsat illetben az egyik
legpraktikusabb mdédszernek a magok iiltetés elotti dztatdsa tlinik (persze csak azon fajok
esetében, ahol ez célszerli technoldgidval kivitelezhetd). Szalicilsav és egyes szdrmazékai,
mint pl. aszpirin, metil-szalicilsav vagy 2,6-dihidroxi-benzoesav megfeleld koncentraciéban
valo alkalmazdsdval alacsony homérsékleten csirdzdsserkentd hatdst irtak le sargarépa
(Rajasekaran és mtsai., 2002) és paprika (Fung és mtsai., 2004; Korkmaz, 2005) esetében is.
Egyes szerzok elOzetesen szalicilsavban aztatott magokbdl kikelt ndvényekben hideg,
szérazsdg és hotolerancidt is leirtak (Senaratna és mitsai., 2000). Vizsgalataink ehhez
hasonldan azt mutattak, hogy a szalicilsavas dztatds Cd-mal szemben is ellendllobbd teheti a
novényt, ahogy azt kukorica esetében bemutattuk (Krantev és mtsai., 2007). Ezekben a
novényekben kisebb volt a kadmium indukdlta membrankarosodds, ellenben megndtt egyrészt
a prolinkoncentracid, valamint egyes antioxidans enzimek (APX, SOD) aktivitasa is, aminek
hatdsdra a novény konnyebben megdrizte fotoszintetizalé képességét is (adatok nincsenek
bemutatva).

Szalicilsav és bizonyos szarmazékai, mint pl. a metil-szalicilsav hatdsara a hidegtiirés-

fokozo6das az alternativ 1€gzési it fokozottabb mukodésével jart egyiitt. Feltételezések szerint
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az alternativ 1égzési ut, ill. az ezdltal indukélt hétermelés kozvetve vagy kozvetleniil szerepet
jatszhat a hidegtlirés kialakuldsaban is (Moynihan €s mtsai., 1995). Ezzel 6sszhangban van
csoportunk és mds kutatok munkdja is, miszerint pl. a hidegt{irdbb kukoricavonalakban
altaldban magasabb cianid-rezisztens légzésintenzitds mérheté (Vandevanter, 1985; Luxova
and Gasparikova, 1999; Szalai és mtsai., 2005).

Az exogén szalicilsavval kapcsolatos vizsgalatok tiikrében érdekes és fontos
eredményeket hoztak azok a kisérletek, amelyek a szalicilsav-metabolizmusban mddositott
modellnovényeken zajlottak. Szalicilsav felhalmozéasra képtelen NahG transzgenikus
novények, melyek bakteridlis (Pseudomonas putida) eredetli szalicilat-hidroxildz gént
hordoznak, és igy képtelenek a szalicilsav felhalmozasédra, mivel a szalicilat-hidroxildz enzim
a szalicilsavat katekolld alakitja (Gaffney és mitsai., 1993), valamint olyan Arabidopsis
mutansok felhaszndldsdval, amelyekben a szalicilsav-anyagcsere valamilyen moédon érintett,
azt kaptdk, hogy az alacsony hdomérsékleti tolerancidt a tdlzott mértékii szalicilsav
felhalmozds csokkenti (Scott és mtsai., 2004). Sajat, transzgenikus NahG dohdanyndvényekkel
végzett vizsgélataink azt mutattdk, hogy a NahG gén nem befolydsolta jelentdsen a
hidegkarosodas mértékét, szemben pl. néhany napos hideg-eléedzéssel, melynek szignifikins
hatdsa volt (nem kozolt eredmények). Az eddigi ismereteink szerint azonban a fenti
eredmények értékelésekor tobb szempontot is figyelembe kell venni. A NahG ndvények egyik
fo korlédtja, hogy a szalicilsavat katekolld alakitja, amelynek hatdsit sem szabad figyelmen
kiviil hagyni. A kisérletek értékelésekor figyelni kell arra, hogy a NahG novényekben a
szalicilsav hidnya okozza-e a megfigyelt jelenséget, vagy a szalicilsav atalakuldsakor
keletkezd katekol felhalmozdddsa. Egyes eredmények ugyanis azt mutatjak, hogy a vad tipust
Arabidopsis novényekben a katekol-kezelés Onmagédban is a Pseudomonas syringae pv.
phaseolica-val szembeni rezisztencia elvesztését okozta, hasonléképpen a NahG névényekhez
(van Wees €s Glazebrook, 2003). Mindemellett eddigi vizsgélataink arra is rdmutattak, hogy a
szalicilsav-anyagcsere tobb komponense, pl. egyes feltételezett prekurzorok, mint a
benzoesav, vagy oHCA is hasonl6 hatas kifejtésére képes. Az még kordntsem ismert, hogy
ezekben a transzgenikus ill. mutdns novényekben, akar Arabidopsis-rdl, akar dohdnyrol
legyen sz6, hogyan alakul ezen vegyiiletek képzddése az egyes stresszkoriilmények kozott.

Amig akdr a benzoesav, akar az aszpirin, de kordbbi megfigyeléseink szerint a
szalicilsav is (Janda és mtsai., 1999a) alacsony hdmérsékleten védelmet nyujt a hideg karosito
hatdsai ellen, normdl hdmérsékleten stresszt okoznak (Janda és mtsai., 2000a). Ahogy azt mds
szerzOk arpaban is megfigyelték, szalicilsav hatdsdra csokken a nettd fotoszintetikus aktivités,

és ennek kovetkeztében a novények novekedése is lassul (Pancheva és mtsai., 1996). Fiatal
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kukoricdban 1 napos 22/20 °C-os szalicilsav-, benzoesav- vagy aszpirinkezelés hatdsara
(tdpoldathoz adagolva) a PS2 maximdlis kvantumhatasfokdt jelz6 F,/F,, valamint a
fotokémiai kioltds még egyaltalin nem csokken, és az aktudlis kvantumhatasfok is csak
kismértékben valtozik. Ezen adatokb6l arra kovetkeztethetiink, hogy a nettd
fotoszintéziscsokkenés nem elsOsorban a PS2 karosodasabdl ered, hanem inkabb a
gazcserenyildsok zar6ddsdnak, valamint egyes, a CO, fixdcidban szerepet jitszo enzimek,
elsdsorban a Rubisco aktivitidscsokkenésének (Pancheva €s Popova, 1998) a kdvetkezménye.
Meg kell jegyezni, hogy mads kisérletekben szalicilsavat vagy aszpirint levélre permetezve
sztomakonduktivitds- és transpirdcié-novekedéssel parhuzamosan nettdé asszimilacio-
emelkedésrol szdmoltak be szdjdban €s kukoricdban (Khan és mtsai., 2003). Pikomolnyi
koncentracioban alkalmazva a szalicilsav sejtnovekedést €s szomatikus embriogenezist is
stimulalt (Luo és mtsai., 2001; Quiroz-Figueroa és mtsai., 2001).

Az eredmények azt mutatjdk, hogy a szalicilsav mellett szdmos rokon vegyiilet
hasonl6 biokémiai és élettani hatasokkal bir. Tobb vegyiilet esetében kimutattuk a hidegtlirés
fokozédsat, valamint az egyes antioxiddns enzimek aktivitdsanak befolydsoldsat. Mas
szerzOkkel ellentétben (Senaratna és mtsai., 2003) azonban ezek a hatdsok nem
altalanosithatok valamennyi fenol tipusu vegyiiletre, hiszen kivételek is akadtak (pl. 5-szulfo-
szalicilsav). Hangsulyozand6 tovabbd, hogy tobb fizioldgiailag aktiv vegyiiletrdl tudjuk, hogy
a szalicilsav szintézisut vegyiilete, vagyis az olyan vizsgalatokndl, ahol a szalicilsavszint

szabdlyozésa a cél, erre is figyelemmel kell lenni.

5.1.1. A szalicilsav hatdsmechanizmusa

Az utébbi években a szalicilsavnak az alacsony homérséklet elleni védelemben
jatszott szerepén kiviil tobb mads abiotikus stresszfaktor is a vizsgdlédas targyat képezte.
Alacsony koncentricidoban alkalmazva a szalicilsav dtmeneti oxidativ stresszt okoz a
novénynek, és ez mint egy edzési folyamat, a ndvény antioxidativ kapacitdsdt megnoveli ill.
stresszvédd anyagok szintézisét indukalja. Magasabb szalicilsav koncentracié azonban olyan
mértékli oxidativ stresszt okoz, mely a hiperszenzitiv reakcihoz hasonlé sejtelhaldshoz
vezethet. A szalicilsav kezelés és az akklimatizacids folyamat kozos tulajdonsdga, hogy
atmenetileg megemelik a hidrogén-peroxid szintet (Okuda és mtsai., 1991; Chen és mtsai.,
1993b; Luo és mtsai., 2001). Biotikus stressz esetében egyes elképzelések szerint ennek
fontos szerepe van a szisztemikus szerzett rezisztencia kialakuldsdban és a PR fehérjék

expresszidjaban (Chen és mtsai., 1993a), bar masok megkérddjelezik ezt (Neuenschwander és
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mtsai., 1995). Az viszont bizonyitott, hogy a megnovekedett hidrogénperoxid-szint
hozzdjarulhat a fiatal kukoricandvények hidegtlirésének fokozdéddsdhoz (Prasad és mitsai.,
1994a,b).

A hidrogénperoxid-szint novekedés elsOsorban a szalicilsav, vagy egyes rokon
vegyiileteinek antioxiddns enzimekre gyakorolt hatdsabdl ered (Janda és mtsai., 1997, 1999a,
2000a; Szalai, 1997a; Dat és mtsai., 1998a,b; Klessig és mtsai., 2000; Ganesan és Thomas
2001). Ez a hatds lehet kozvetlen, mint ahogy tobben, koztiikk kukorica esetében mi is
kimutattuk (Janda és mtsai., 2007a; Horvath és mtsai., 2002), hogy a szalicilsav és tarsai
képesek kozvetleniil gatolni annak aktivitasat, de torténhet kdzvetetten is, hisz a szalicilsavrél
az elmult években kideriilt, hogy olyan jelatviteli molekulaként is miikodik, mely szamos, a
stressztolerancia kialakitdsdban fontos gén indukcidjaért felelds. A legtobb antioxiddns
enzimrél kimutattdk, hogy a szalicilsav befolydsolja aktivitdsukat, bar ez a hatds fiigg a
novényfajtél és a kezelés modjatdl egyarant. A Cu/Zn-SOD enzim aktivitasat serkenti a
szalicilsav, mely hozzdjarulhat a hidrogén-peroxid szint emelkedéséhez (Rao és mtsai., 1997).
Ugyanakkor a POD és a GR miikodését is fokozza a szalicilsav in vivo, mely viszont a
hidrogén-peroxid felhalmozddas ellen hat (Dat és mtsai., 1998a, Janda és mtsai., 1999a). A
GST enzim esetében nem egyértelmii a szalicilsav hatdsa. Az enzim in vitro aktivitisat nem-
kompetitiv moédon gatolja a szalicilsav (Watahiki és mtsai., 1995), mig expresszidjara
serkentd hatdsi. Egyes GST gének prométer régidjaban szalicilsav-érzékeny elemet talaltak,
melyet a szalicilsav, illetve az auxin €s a metil-jazmonat is reaktiv oxigénformakon keresztiil
aktival (Garreton és mtsai., 2002).

A sejtek oxidativ statuszanak szabdlyozdsédn tul a szalicilsav szdmos egyéb folyamat
mikodését befolydsolja. A reverzibilis proteinfoszforilici6 az egyik legfontosabb
stresszvalasz szabdlyozdsi mechanizmus. Brassica oleracea €s 06szibarack novényekben
sebzés hatdsara irtak le bizonyos receptor protein kindzok expressziéfokozdodasat, melynek
reguldcidjdban a szalicilsav is részt vett (Pastuglia és mtsai., 1997; Bassett és mtsai., 2005).
Stresszkoriilmények kozott a szalicilsav képes tobbféle protein kindz génjének fokozasdra,
ahogy azt mind az un. mitogén-aktivilta (MAPK), mind pedig a kalcium-fiiggd protein
kindzok (CDPK) esetében tobben leirtdk (Jonak és mtsai., 2002; Chung és mtsai., 2004;
Leclercq és mtsai., 2005).

Az eldbbiek mellett szdmos olyan anyag szintézisének fokozdodasat irtdk le szalicilsav
hatdsdra, melyek kozvetve vagy kozvetleniil hozzdjarulhatnak a novények abiotikus
stressztolerancidjahoz. Hostressz sordn jelentds szerepet jatszanak az un. hdsokk-proteinek

(HSP). Kiilonb6z6 novényekben tobb hdsokk-fehérje szalicilsavra torténd indukcidjat is
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leirtdk, és ez az indukcid rendszerint egyiitt jart a novények hotolerancidjanak emelkedésével
is (Cronje és Bornman, 1999; Clarke és mtsai., 2004; Pan és mtsai., 2006). Arpa novények
esetében abszcizinsav-felhalmozdddsrdl szamoltak be, melyrdl kozismert, hogy mind
alacsony homérsékleti, mint szdrazsagstressz esetén jelentds szereppel bir (Bandurska és
Stroinski, 2005). Més szerzok pettiinia novényekben ozmotin (Kim és mtsai., 2002) arpaban
glicin-betain (Jagendorf és Takabe, 2001), Boea crassifolia-ban dehidrin (Shen és mitsai.,
2004) gének indukcidjardl szamoltak be, melyek szintén hozzdjarulnak egyes abiotikus
stresszorok arté hatdsainak kivédésében. A poliaminok szintézisének fokozddasat
csoportunkban mutattuk ki kukoricaban (Németh és mtsai., 2002).

Osszefoglalva az eddigieket a 31. dbra mutatja a szalicilsav azon lehetséges hatésait,
melyekkel hozzdjarulhat az adott novény megndvekedett stressztolerancidjahoz. Eszerint a
szalicilsav vagy kozvetleniil, ahogy azt pl. a kataldz esetében lattuk, vagy kozvetve,
jelatvivokon, pl. egyes reaktiv oxigénformdakon keresztiil képes egyes antioxiddns enzimek
aktivitdsidt szabdlyozni. Madsrészt a szalicilsav hatdsdra tobb olyan vegyiilet szintézise

fokozodhat, amelyek stresszkoriilmények kozott bizonyitottan védo szerepet toltenek be.

- Jelatvivok
ROS

Védo
vegyuletek:
-aox

-dehidrin
-glicinbetain
-HSP
-ozmolitok
-poliaminok
-stb.

Stressz-
tolerancia

31. dbra. A szalicilsav altal szabdlyzott mechanizmusok, melyek szerepet jatszhatnak az
abiotikus stressztolerancidnak kialakitdsaban (Janda és mitsai., 2007 utdn). aox: alternativ
oxidaz; HSP: hosokk-proteinek; ROS: reaktiv oxigénfajtdk; SA: szalicilsav.
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5.2. Az AG TL sdv vdltozdsa mint a kiilonbozd stresszfaktorok indikdtora

Termolumineszcenciat fotoszintetizdlé anyagbdl hagyomanyosan altaldban a mintanak
joval fagypont ald val6 hiitése utdn mérnek (Demeter €s Govindjee, 1989; Vass és Govindjee,
1996; Ducruet, 2003). Az tjabb vizsgalatok azonban azt mutatjdk, hogy a fagyasztds bizonyos
esetekben jelentds mértékben befolydsolhatja a novények TL kibocsatdsat (Ducruet és mtsai.,
1998; Homann, 1999; Janda és mtsai., 1999b). Izolalt tilakoid esetében a hatas elsdsorban
kvantitativ, de intakt rendszerekben a keletkezett gorbe alakja teljesen més lehet (Homann,
1999).

7Z06ld novényeket rovid idejii (egy elektrondtmenetet megengedd Un. single turnover)
fényfelvillandssal (flash) gerjesztve elvileg az S,/Qp toltésrekombinaciobdl eredd B-sdvot
kapjuk. Ez a sav rendkiviil ,,fagytolerans”, hiszen még igen alacsony (-80 °C vagy az alatti)
lehtitést kovetden is kimutathaté. Intakt leveleket vizsgélva azonban azt kaptuk, hogy mar révid
idejli, nem tdl alacsony homérsékleti (-4 — -10 °C) fagyasztds utdn is jelentOs
amplitiddcsokkenés kovetkezik be. Ennek magyarazata lehet egyrészt, hogy a fagykdrosodasra a
vakuolumbdl olyan anyagok dramolhatnak ki, melyek a fotoszintetikus elektrontranszportot
kozvetleniil gatolhatjak, masrészt feltehetd, hogy levelekben az egy fényfelvillandssal gerjesztett
sdv val6jdban Osszetett, és tartalmazza, ha kisebb mértékben is, mint a tdvoli vords fénnyel
torténd indukcid utdn, az AG-sdvot is, amely fagyhatdsra eltlinik. Ez magyardzhatja a flash-
indukdlta B-sdvnak fagyasztidsra bekovetkezd latszolagos eltolédasat az alacsonyabb
homérsékletek felé.

A tavoli voros fénnyel torténd gerjesztés alapvetden két, de egymdstol nem fiiggetlen
modon befolyasolja a TL kibocsatast:

1. A tilakoidmembrén lumenjének savanyitdsa (melynek hatdséra feler6sodnek az S;—S,, és
kisebb mértékben az S,—S; 4atmenetek, ezdltal megnd a Qg  S3/S; rekombinécid
valoszinlisége) kovetkeztében a B-sdv alacsonyabb hOmérsékletek felé vald eltolodasat
okozza. A fehér fénnyel ellentétben a tavoli vords fény specifikusan protongradienst, ezaltal
B-sav eltolédast (alacsonyabb homérséklet felé) indukal anélkiil, hogy a plasztokinon-pool
redukdlédna (Miranda és Ducruet, 1995b). Ennek a visszaforditdsa akér szétkapcsoldszerrel
(Miranda és Ducruet, 1995a), akdr hdvel vagy faggyal (Janda és mtsai., 2004) mutatja a
protonok atdramldsét a tilakoid membranon keresztiil.

2. Megjelenik egy 40-45 °C-os csucshomérséklettel jellemezhetd sdv (AG-sav), ami szintén
protongradiens fiiggd, hisz szétkapcsoldszerrel eltlintethetd (Bjorn, 1971). Ennek a

mechanizmusa azonban Osszetettebb, mint a ,hagyomédnyos” TL sdvoké, hisz egy reverz

91



elektrondramlast az S,S3/Qp centrumokhoz, illetve a ciklikus elektrontranszportlanc
részvételét igényli (Sundblad, 1988). A Qg részvételét az AG-sav kialakitdsdban a B és AG
termolumineszcencia savok sotétben torténd lecsengési idejeinek tanulmanyozdsdval sikertilt
kozvetleniil igazolnunk (Ducruet és mtsai., 2005a). Azt mondhatjuk tehét, hogy az afterglow
(AG) kisugéarzds egy a kloroplasztiszok sztrémdjdban 1évé redukdlé vegyiiletekbdl a
masodlagos kinon akceptor, Qg felé irdnyul6 reverz elektrontranszfer eredménye. 30 °C {olé
torténd  melegitéssel ez az Gt ugyandgy indukdlhat6, akdrcsak a ciklikus
elektrontranszportlanc, vagy a hdéindukélta State 1 - State 2 atmenet. Egyes feltételezések
szerint, ahogy azt Chlamydomonas zoldalgaban leirtdk, a State 2 pozici6 serkenti a ciklikus
elektrontraszportlanc mitkodését, ami a PS2 fotoinhibicid elleni védelmét biztositja (Finazzi
és mtsai., 2001, 2002). Elmondhat6, hogy az AG-sdv tulajdonsdgait a redukdl6 erdk éllapota,
valamint a membrdnok hoémérsékletfiiggd valtozdsai szintén befolydsoljak. Mindezek
magyardzzdk a kukoricanovényekben az AG-sdv csicshOomérsékletének (Tn.x) magas
homérséklet hatasara bekovetkezd emelkedést is (Janda és mtsai., 1999b).

Kiilonb6zd hidegtiiréssel rendelkezd kukoricavonalak felhaszndldsdval kordbban
kimutattuk, hogy az AG-sav csicshomérséklete hidegtiiré novényekben éltalaban alacsonyabb
értéket mutat (Janda, 1996; Ducruet és mtsai., 1997). A késdbbiekben a termolumineszcencia
modszert P700-kinetika és fotoakusztikus spektroszkopia médszerekkel kiegészitve igazolni
tudtuk a ciklikus elektrontranszportlancnak egyes kukoricavonalak hidegtiirésében betoltott
szerepét (Ducruet és mtsai., 2005b). Ez a felismerés alkalmas tesztmddszer kidolgozasa révén
hozzasegithet a jobb hidegtlirésii vonalak kivélasztasdhoz is.

Az AG-sav az egyik legfagyérzékenyebb sdv, mely kizdr6lag intakt mintdkban, azaz
alga sejtekben, levelekben, protoplasztokban, ill. izolélt intakt kloroplasztiszokban figyelheto
meg. Nem mutathat6 ki azonban - szemben a klasszikus Q- és B-sdvokkal - izolalt tilakoidban
vagy PS2 részecskékben. A fagyasztds hatdsat értelmezhetjiik ugy is, mint egyfajta
szétkapcsolohatdst, mely a tilakoidmembranok mechanikai kérositisa révén megsziinteti a
protongradienst. Mindezt nigericinnel végzett kisérleteink is alatdmasztjak. Az eldzetes
fagyasztds hatdsa azonban az egyes novényfajokban kapott TL gorbékre mds és mas lehet.
Kukoricdban mar egy igen enyhe fagyhatds is jelentdsen csokkenti az AG-sdv intenzitdsat.
Ezzel szemben a tdvoli vorés fény daltal indukalt B-sdv csupdn sokkal alacsonyabb
homérsékleten kezd el csokkenni. Azonban egy kiiszobérték alatt (esetiinkben -5 °C) a B-sdv
intenzitdsa is hirtelen leesik. Ennek ellenére a vizsgalt fajokban a muskatlin kiviil még extrém
alacsony homérsékleteken is kimutathat6. A muskatli mellett mas szerzok Dunaliella salina

zOldalga esetében szamoltak be arrdl, hogy olyan sejtekben, melyek s6s kozegben vannak,
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fagyhatasra a TL jel teljesen eltiinik. Ez esetben lehetséges magyardzatként egy fagyhatasra
torténd erdteljes NaCl bedramlés és/vagy glicerin kidramlas adhat6 (Zchut és mtsai., 2003).
Muskatli esetében hasonlé mechanizmust tételezhetiink fel, azzal a kiilonbséggel, hogy itt a
fagyhatdsra sériilt vakuélumbdl dramolhatnak ki olyan anyagok, melyek hatdsara TL mar nem
lesz mérhetd.

Alacsony homérsékleti (de még fagypont feletti) stressz (chilling) hatdsdra a
hidegérzékeny kukoricandvényekben az AG-sdv amplitidéja egy kezdeti emelkedés utdn
erdsen lecsokkent, majd megjelent a magas hdmérsékleti (in. HTL) sav. Kismértéki (rovid
idejli) stressz, ill. akklimatizaciés homérsékleten valé nevelés hatdsdra Ty.x-csokkenés is
megfigyelhetd nemcsak az AG, hanem a flash-sel indukalt B-sdv esetében is. A B-sdv
elsOsorban fotoinhibicids kezelés hatasdra bekovetkezd eltolddasdt mar korabban is tobb
esetben leirtdk. Chlamydomonas reinhardtii zoldalga esetében ennek hétterében egy a PS2 D1
proteinjében bekovetkezd konformécidvaltozast tételeztek fel (Ohad és mtsai., 1988). Egy
masik zoldalga, Chlamydobotris stellata, valamint intakt borsé levelek esetében kordbban
bemutattuk, hogy a jelenség hétterében a Q- és B-savok ardnydnak eltérd mértékii valtozasa
all (Janda és mtsai., 1992). Figyelembe kell venni azt is, hogy bizonyos esetekben alacsony
homérsékleti fotoinhibicié soran nemcsak a PS2, hanem a PS1 is karosodik (Sonoike, 1996;
Barth és Krause, 1999), ami szintén hozzdjarul az AG-sav csokkenéséhez. Meg kell jegyezni
tovabbd, hogy a B-sav eltolddésat a tilakoidmembran lumenjének savasodasa is okozhatja
(Miranda és Ducruet, 1995b). Méas szerzok a B-sdv alacsony hOmérsékletek felé¢ torténd
eltolédasat a Qa és Qp kozti redoxpotencidl-kiilonbség csokkenésével magyardazzak (Ivanov
és mtsai., 2003).

Az AG-sav amplituddja a sejtek NADPH+ATP tartalékainak jo indikétora (Krieger és
mtsai., 1998; Roman és Ducruet, 2000). Az alacsony homérsékleten fellépd fotoinhibicid
mellett ezen tartalékok kimeriilése is hozzdjarulhat az AG-sdv stresszhatdsra bekovetkezd
csokkenéséhez. Erdekes kérdés, hogy mi magyardzza viszont az enyhe stresszre bekovetkez6
amplitid6-emelkedést. Ezt el0szor rovid idejii hidegstressz hatdséra figyeltiik meg (Janda és
mtsai. 2000b), de késdbb kis koncentracidji kadmiumkezelés sordan is megfigyeltiik (nem
publikélt eredmények). Ennek magyarazatara egy lehetséges elmélet az, hogy a stressz egy
olyan alarmreakciét indukdl a novényekben, mely nagy ATP+NADPH igényli novekedési
folyamatokat gatolja. Ez jol megfigyelhetd kismértékli stresszhatdsok esetében, ahol a
novények fizioldgidsan ,tlinetmentesek™, élettani paramétereik normalisak, viszont lassabban
novekednek. Ez viszont jelentds ATP+NADPH megtakaritdssal jar, ami a tdlélést jelentd

védekezési és reguléacids folyamatokra fordithato.
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A HTL-sdv megjelenése fliggetlen a minta elzetes gerjesztésétdl, és korreldciét mutat
a stresszhatdsra keletkezd lipidperoxidok mennyiségével (Venediktov és mtsai., 1989; Hideg
és Vass, 1993; Vavilin és Ducruet, 1998; Vavilin és mtsai., 1998). Ahogy azt mind
kukoricanévényekben, mind transzgenikus dohanyokban bemutattuk, e véltozdsok mind a
hidegtiir6 genotipusban, mind az alacsony hdémérséklethez edzett novényekben késObb

kovetkeznek be.

Megiéllapithatjuk tehét, hogy a tavoli voros fény altal indukdlt TL savok vizsgalata egy
érzékeny, praktikus stresszdetektdldsi modszernek tekinthetd, figyelembe véve, hogy az AG-
sav viselkedését szamos élettani jellemzd (a novény, ill. a levél kora, vizellatottsag, el0zetes
megvilagitottsag, stb.) jelentGsen befolyasoljak, amikre figyelemmel kell lenni akkor, ha
kiilénbozo tipusu novényeket hasonlitunk Ossze, viszont mivel rendkiviil érzékenyen reagal a
kiillonféle stresszhatdsokra, azok mechanizmusdnak tanulmédnyozédsdra is eredményesen

hasznalhato.

5.3. Az antioxiddns enzimek szerepe gazdasdgi novények abiotikus stressztolerancidjaban

A megfelelé mértékii télallosag kialakitdsdhoz még a kivalé fagyéllosdggal rendelkezd
0szi gabonafajtik esetében is fontos, hogy miel6tt fagypont alatti hdmérsékletre keriilnének,
bizonyos idejii alacsony, de még fagypont feletti hdmérsékleten torténd edzési periéduson
essenek 4t. Az Oszi buza fagyéllésdganak kialakitdsdban egyes kromoszomdék, elsdsorban az
S5A, 7A, és 5D Kkitiintetett szerepet jatszanak. Ezen kromoszomék fagyérzékeny tavaszi
buizafajtaba torténd bevitele annak télallésagat jelentésen megnoveli (Sutka, 1981).

Ismert, hogy az alacsony homérséklet nemcsak a hidegérzékeny, hanem a hidegtiird
novényekben is megndveli a reaktiv oxigénformdk mennyiségét. Buzandvények
hidegkezelése sordan egy gyors, de dtmeneti H,O,-szint emelkedést irtak le (Okuda és mtsai.,
1991). Hidegedzett ndvények mind az enzimatikus, mind a nem-enzimatikus
antioxiddnsokbdl nagyobb mennyiséget tartalmazhatnak (Scebba és mtsai., 1999; Kocsy és
mtsai., 2001b). Més szerzOk gabonafélékben korrelaciot taldltak a fagystressz €s az oxidativ
stressz mértéke kozott (Bridger és mtsai., 1994), ami arra utal, hogy az a képesség, amivel
kozombositeni tudjdk a kéros reaktiv oxigénformdkat, hatdssal lehet a gabonafélék
fagyallosaganak mértékére is. Vizsgalatainkban az elso erre vonatkozo kisérletsorozatban azt
vizsgéltuk, hogy milyen kapcsolat van a gabonafélék fagyallosdga és egyes antioxiddns enzimek

aktivitdsa kozott. Az antioxiddns aktivitast tekintve &ltaldnossdgban elmondhat6, hogy a

94



legfagyallobb vizsgélt genotipus, a Motto rozsfajta a GST kivételével, mely viszonylag
alacsony értéket adott, gyakorlatilag minden vizsgélt enzim vonatkozdsdban a legnagyobb
aktivitast mutatta. KésObbi vizsgalataink mas rozsfajtadkkal hasonlé eredményt hozott. Ennek
ellenére az egyes antioxiddns enzimek koziil csak a levélbdl kivont APX és POD enzimek
aktivitdsa mutatott szoros korreldciot a fagyalldsaggal, és ezek is csak a hidegedzett novények
esetében. Az edzett és edzetlen novényeket Osszehasonlitva megallapithatjuk, hogy a vizsgalt
enzimek koziil edzés hatdsdra jelentds novekedést a bokrosoddsi csomé esetében a GST, a
levélben szintén a GST, valamint a POD és APX mutatott. A levél kataldz aktivitdsa a legtobb
esetben az edzett novényekben kisebb volt, mint az edzetleneké. Ennek magyardzatéra elvileg
tobbféle tedria adddott. Kordbban edzetlen Oszi rozsndovények esetében beszdmoltak arrdl,
hogy a kataldz enzim bizonyos koriilmények kozott, elsOsorban alacsony homérsékleten
fotooxidativ karosodast szenvedhet (Streb és mtsai., 1999). Ahogy azt mi is bemutattuk, a
kataldzaktivitds csokkenésében szerepet jatszhat a szalicilsav, vagy valamely rokon vegyiilete
i1s. Més szerzok kozel izogén buzavonalakban, melyek az 5A kromoszoma Oszi/tavaszi
jelleget meghatdroz6 Vrnl/Frl régidjdban kiillonboznek, eredményeinkhez hasonldan
kimutattdk, hogy az akklimatizicié sordn tobb antioxiddns enzim aktivitisa fokozddik, a
kataldz aktivitdsaban viszont csokkenést tapasztaltak. Megallapitottak, hogy a Vrnl/Frl régio
befolydsolja bizonyos antioxiddns enzimek aktivitdsat, mert szignifikdnsan nagyobb aktivitast
mutattak az 6szi allélt hordozé vonalak (Baek és Skinner, 2003).

A fitotroni koriilmények kozott kapott vizsgélataink eredményei szerint a kiillonbozd
antioxiddns enzimek edzés sordn bekovetkezd valtozdsai azt mutatjdk, hogy az egyes fajok
eltérd stratégiat dolgoztak ki az alacsony hOmérsékletre adott vdlaszhoz (Janda és mitsai.,
2003). A késobbi vizsgdlatokban mindezt twjabb, tobb genotipus bevondsival végzett
kisérletekkel is megerdsitettiik (Veisz €s mtsai., 2004). Az év kiilonb6z6 idOpontjain beliil
végzett Osszehasonlitdsokbdl is az latszik, hogy az egyes enzimek aktivitisdnak mértékét
elsdsorban faji sajatsdgok hatdrozzak meg. A rozs és a tritikdlé pl. a legtobb idopontban ill.
enzim esetében kimagaslé értéket mutatott. Az arpa viszonylag alacsony GR és GST, viszont
kimagasl6 POD aktivitdssal bir. A zabfajtdk mindegyikére az alacsony peroxiddz és magas
GST értékek jellemzoek. Mindezeket megerdsitik a korabbi, fitotroni és szant6foldi vizsgélati
adatokbdl szarmazé eredményeink is (Szalai és mtsai., 1999).

Az eldzoekhez kapcsoloddan kiegészito kisérletként kukorica hibridek és beltenyészett
vonalaik hidegtlirését, valamint antioxidans kapacitasdt vizsgdltuk. Ehhez kilenc
beltenyésztett vonalat, és az ezekbdl 1étrehozott hibridet és neveltiink majd hidegkezeltiik

fitotroni koriilmények kozott. Mas szerzok (Hold €s mtsai., 2007) adataival is 0sszhangban
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megallapithatjuk, hogy egyrészt a hibridek hidegtlirése rendszerint meghaladja a sziilokét,
masrészt a hibridek hidegtiirése rendszerint kiegyenlitettebb, mint a beltenyésztett vonalaké.
A kukorica esetében is igazolhatd, hogy bizonyos antioxiddns enzimek aktivitisa mar enyhe
hideghatdsra megnodvekszik, ami feltehetden egy edzddési periddus része. Drasztikus
stresszhatdsra azonban mar aktivitdscsokkenés tapasztalhat6. Mindez nem mds, mint a Selye-
féle altalanos adapticids szindroma megnyilvanuldsa ndvényekben: a stresszor megjelenését
(esetiinkben az alacsony homérséklet) kovetden edzddés indul be, melynek jele az antioxiddns
aktivitds novekedése is. Ha viszont tartés a drasztikus hideg, a szervezet kimeriil, az aktivitas
kiilonosen az érzékeny genotipusokban csokken. Erds stresszhatdsra bekdvetkezd antioxidans
csokkenést nemcsak kukorica hidegkezelése soran, hanem séstressznek kitett paradicsomok
esetében is megfigyeltiink. Mig a séstressz rendszerint antioxiddns indukciét valt ki (Mittova
és mtsai.,, 2000, 2002a,b), addig tartés séhatdsnak kitett novények esetében reverz-
transzkripciés PCR reakciéval a LeAPxI gén indukcidjanak csokkenését lehetett igazolni
(nem publikalt eredmények).

Természetesen az egyes antioxiddns enzimek aktivitdsadatainak elemzésekor
figyelemmel kell lenni arra is, hogy ezek egy komplex szabdlyzé rendszer részei, aktivitdsuk
célja nem egyszerlien a reaktiv oxigénformak minél hatékonyabb eltdvolitisa, hanem a redox
homeosztdzis fenntartdsdval a szervezet altaldnos védekezodfolyamatainak szabalyozédsdhoz
sziikséges jeldtviteli rendszerhez valé kapcsolédds is. Mindemellett azzal is szamolni kell,
hogy adott hatds ugyanazon enzim kiilonb6z0 izoenzimeire eltérd mddon és mértékben,
esetenként eltérd eldjellel hathat. Ha a kukoricanovények hidegtiirési és antioxiddns adatait
egybevetjiikk, azt mondhatjuk, hogy a két paraméter kozvetleniil nincs Osszefiiggésben
egymadssal: az antioxiddns értékekbdl kukoricavonalak, illetve hibridek hidegtiirésére nem
lehet biztonsdggal kovetkeztetni. Ebbdl kovetkezik, hogy bar a magas antioxidans aktivitas
feltehetéleg hozzdjarul az alacsony homérsékleti tolerancidhoz, legaldbbis az alacsony
homérsékleti stresszt kisérd oxidativ karosodds jobb elviseléséhez, de Onmagdban nem
elégséges a kell6 mértékll hidegtolerancidhoz. Emiatt egy adott antioxiddns enzim aktivitasat
mint hidegtlirési markert a gyakorlat szimara nem javasoljuk (Janda és mtsai., 2005a).

Az irodalmi adatok és sajat vizsgdlataink alapjan elmondhatjuk tehdt, hogy
hidegedzddés sordn tobb antioxidans enzim aktivitdsa fokozodik. Azonban nagy kiilonbségek
fordulnak eld nem csak fajok, hanem fajtdk kozott is abbdl a szempontbol, hogy mely
enzimek aktivdlédnak. A POD és az APX enzimekrdl elmondhat6, hogy szinte minden

-----

mar ellentmondédsosak az eredmények. Az antioxiddns enzimek egy komplex rendszert
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képeznek, mely finoman szabdlyozott, és mar a sejtek redoxéllapotdban bekovetkezd kis
kiilonbségekre is igen eltérd valaszt adhat. Az eddigi adatok alapjdn nehéz kiilonbséget tenni
azonban a kozott is, hogy mely reakcié képezi részét a fagypont alatti hdmérséklethez valo
edz6dés folyamatdnak, és minek van szerepe az edzés sordn meglévd alacsony
homérséklethez, illetve az esetlegesen fellépd vizhidnyhoz valé alkalmazkodasban.

Szdmos irodalmi adat és az el6zOekben bemutatott eredmények is azt mutatjak, hogy
az APX a novényekben kulcsszerepet jatszik a kiilonbozd tipusu stresszkoriilmények kozott
felgyiilemlett reaktiv oxigénformak kozombositésében (Asada, 1992; Mittova és mtsai., 2000;
Shigeoka €s mtsai., 2002). Emiatt a munkank sordn megkiilonboztetett szerepet kapott az
APX-ok molekularis genetikai jellemzése is. Mindehhez két paradicsomfajt, a termesztett
Lycopersicon esculentum-ot, valamint egy vad fajt, a Lycopersicon pennellii-t hasznéltuk fel.
Kordbbi vizsgalatok igazoltdk, hogy a vad faj a termesztett fajhoz képest jelentdésen jobb
sotiréssel rendelkezik, és ehhez egy megnovekedett antioxiddns aktivitds is hozzdjarul
(Mittova és mtsai.,, 2002a,b; 2004). Els6 megkozelitésben egy citoszolikus tipusi APX
(LeApxI) kozolt (Gadea és mtsai., 1999) szekvencidjanak ismeretében mindkét fajbol
izoléltuk és klénoztuk a LeApx1 gént. Vizsgalataink azt mutattdk, hogy mig a k6dol6 régiok a
két fajban nagyfoki homoldgiat mutatnak, addig az intron régiék kozt ez a homoldgia
lényegesen kisebb. A legnagyobb mérvii kiilonbséget a II. intronban taldlt 244 bp méretii
deléci6 jelentette. Ez az ismeret lehetdséget adott arra, hogy a kiilonbozd introgresszids
vonalak (Eshed €s Zamir, 1994, 1995) felhaszndldsaval a deléciot hordoz6 génszakaszt mint
fajspecifikus probét felhaszndlva a LeApxI gént térképezziik. Kimutattuk, hogy ez a LeApxI
gén a paradicsom 6-os kromoszémadjdnak disztdlis végén helyezkedik el. Az elébbivel analog
modon a tobbi paradicsom Apx gén esetében is tobb kisebb-nagyobb kiilonbség, mint pl. tobb
restrikciés enzim felismeréhelybeli, valamint szdmos egynukleotidos eltérés mellett
nagyméretl delécidk voltak kimutathatok. Ezek felhasznaldsaval a késobbiekben lehetové valt
mind a hét paradicsomban ismert Apx gén (LeApx1-7) térképezése is (12. tdbldzat; Najami és

mtsai., 2003, 2007).
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12. tdbldazat. Apx gének elhelyezkedése paradicsomban (A
szegmensek elhelyezkedését 1d.: Eshed és Zamir, 1994; ill. az
Anyagok és mddszerek fejezet).

Gén Kromoszoma Kromoszémaszegmens
LeApx1 6 6-1

LeApx2 6 6-1

LeApx3 9 9-1,9-1-2,9-1-3
LeApx4 1 1-4, 1-4-1

LeApxS5 2 2-4,2-5

LeApx6 11 11-2,11-3

LeApx7 6 6-2, 6-3

5.3.1. A fény szerepe gabonafélék fagydllosdagdnak kialakitdsdban

Régota ismert, hogy a gabonafélék fagyallosagat nemcsak a genetikai héttér, hanem a
kornyezeti tényezOk is befolydsoljdk. Az egyik legfontosabb kornyezeti tényezd a fény:
ismert, hogy alacsony megyvildgitas mellett az alacsony homérsékleti edzés kevésbé hatékony
(Veisz, 1989; Gray és mtsai., 1997). Oszi rozsban azt is kimutattdk, hogy fagyallésigot
nemcsak alacsony homérsékleti edzéssel, hanem magas megvildgitds melletti
novényneveléssel is ki lehet alakitani, valamint hogy az alacsony hdmérséklet indukalta
fotoinhibici6 valamint egyes hideg-indukélt gének indukcidja korrelacioban van a PS2-re jutd
gerjesztési nyomassal (Gray €s mtsai., 1997). Kisérleteinkben kimutattuk, hogy egyrészt a
rozshoz hasonléan az Mv Emese 0Oszi buza fagyallosidgat tekintve alacsony fényintezitds
mellett az alacsony homérsékleti edz€s hatékonysaga jelentdsen gyengébb, masrészt, hogy a
fagyall6sdg fokozhaté nemcsak alacsony homérsékleti edzéssel, hanem normal hdmérsékleten
de viszonylag magas fényintenzitdson torténd neveléssel is (Apostol és mtsai., 2006; Janda és
mtsai., 2007b). Az azonban még kordntsem ismert, hogy a fény milyen folyamatokon
keresztiil képes a fagyallosdg noveléséhez hozzdjarulni. Tovéabbi vizsgdlataink sordn a fény
szerepét tanulmdnyoztuk néhany olyan élettani paraméter véltozdsaban, melyek
Osszefiiggésbe hozhatdk a biiza fagyéllésaganak kialakuldsdval. A gabonafélék, és ezen beliil
az Oszi buzafajtdk fagyéllésdga nemcsak a tél tilélését jelenti, hanem a hidegperidédus alatt

lehetdség szerint novekszik, és fejlodik is. Ha nem igy lenne, nem lenne érdemes 0Oszi
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gabonaféléket termeszteni, hisz nem érné meg a fagykar hatdsainak kockazatat vallalni, ha az
Oszi gabonafélék nem varndk kedvezobb koriilmények kozt a tavasz bekoszontét.
Mindezekhez a folyamatokhoz a fotoszintetikus apparatus biztositja a megfeleld mennyiségii
energidt és szénforrdst, aminek megfeleld mikodése nélkiil maximalis fagyallésag nem érhetd
el (Huner és mtsai., 1998). Mit jelent mindez? A fotoszintetikus appardtusnak biztositania
kell, hogy a rendszerben a fény 4ltal kivéltott gerjesztési nyomds és a gerjesztési energia
felhaszndldsa egyensulyban legyen. Az alacsony hOmérséklet csokkenti a fotoszintetikus
elektrontranszportlanchoz kapcsoldédé elektronfelhaszndlé folyamatok sebességét, igy az
egyensily felborulhat. Ennek kivédésére a novények tobb stratégiat dolgoztak ki, melyek
mértéke az egyes novényfajokban eltér. Az északi feltekén él6 ©rokzold novények
novekedése €s fejlodése elsdsorban a meleg tavaszi és nyari iddszakra korldtozdédik. Ezek a
novények alacsony homérsékleten elsésorban a xantofill-ciklushoz kotéddé nem-fotokémia
kioltas segitségével csokkentik a PS2 abszorbcids keresztmetszetét, aminek kovetkeztében
csokken a gerjesztési nyomds. Egyes fajokndl mindez az epidermalis sejtek fokozott antocidn-
szintézisével egésziilhet ki, mely ledrnyékolja az alatta 1évd sejteket. A fenyofélékhez
hasonléan az egysejtli zoldalgdk zomének alacsony homérséklethez torténd adapticidja
szintén a fotoszintetikus kapacitds csokkentését eredményezi, mely, szemben az
orokzoldekkel, a xantofill-ciklus fokozdédasa mellett klorofilltartalom csokkenéssel is egyiitt
jar. Tobb mas fajjal egyetemben, mint pl. az Arabidopsis, a gabonafélék a megnovekedett
gerjeztési nyomds kivédésére azonban nemcsak az abszorbciés keresztmetszet
csokkentésével, hanem a szé€nanyagcseréjiik megfelel6 modon torténd atprogramozasa révén a
gerjesztési energia felhasznélasdnak fokozdsaval is képesek reagalni (Huner és mtsai., 1998).
Ismert, hogy a PS1 koriili ciklikus elektrontranszport szerepet jatszik egyrészt a PS2
kvantumhatasfokdnak szabdlyozdsdban, madsrészt extra energidt biztosithat a széndioxid-
fixdlasban résztvevé folyamatokhoz (Cornic és mitsai., 2000). A klorofill-a fluoreszcencia
indukcié kivalé lehetOséget biztosit az alacsony homérsékletnek a fotoszintetikus
elektrontranszpotlinc muiikodésére gyakorolt hatdsainak a vizsgélatdhoz (Janda, 1994a,b;
1998). A PS2 maximélis kvantumhatdsfokét jelzé F,/F, paraméter buzdban a kisérletben
hasznalt 5-20 °C-os tartomanyban jelentés homérsékletfiiggést nem mutat (Janda és mtsai.,
1994b; 2004), igy nem meglepd, hogy ez a paraméter néhdny napos sotétben torténd alacsony
homérsékleti edzés utdn nem valtozott szignifikdnsan. Ezzel szemben, jelent0s fény- és
homérsékletfiiggésiik miatt (Janda és mtsai., 1994a,b), mind a PS2 aktudlis kvantumhatdsfoka,
mind a fotokémiai kioltds értéke sotét hidegedzés sordn eltért mind a kontroll, edzetlen

novényekétdl, mind a fényen edzettekétdl is: fényben hidegben az érték csokkent, mig 5 °C-
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os, alacsony megvilagitds melletti edzés sordn ezen paraméterek értéke magasabb volt, mint a
kontroll, edzetlen novényekben kapott értékek. Ebbol kovetkezik, hogy a PS2-re jutd
gerjesztési nyomds (amit az 1-qp paraméter jelez) fényen torténd edzés hatasdra a
legmagasabb. Altaldnosan elfogadott tény, hogy a gabonafélék hidegedzésiik sordn arra
torekszenek, hogy minél nagyobb mértékben tudjak a PS2-t oxidalt dllapotban tartani (Huner
és mtsai., 1993; Janda és mtsai., 1994b). Mindezek mellett az alacsony hdmérsékleten fellépd
fotoinhibicidval szembeni védekezés egyik mddja a termikus deaktivaci6 mértékének
novelése, ami a qn paraméter novekedésében nyilvanul meg. Ez a novekedés kimutathatd
alacsony homérsékleti edzés soran az altalunk alkalmazott koriilmények kozott is, de mértéke
a varakozdsoknak megfeleléen normal megvildgitas mellett nagyobb volt, mint alacsony
fényintenzitas mellett.

A termolumineszcencia technika utébbi években végbement fejlodésének
koszonhetden egyre nagyobb tért hodit a stresszélettani vizsgalatok kozott (Ducruet, 2003),
beleértve az alacsony homérséklet hatasainak vizsgalatat is (Janda és mtsai., 1999b, 2000b,
2004, 2006). Nemrégiben fenydben mutattak ki, hogy alacsony homérsékleti edzés hatdsara a
2 flash-sel indukélt B-sdv amplitidéja lecsokken, mialatt a csicshomérséklete (Tyax értéke) az
alacsonyabb hoémérséklet irdnyaba tolodik. Mindebbdl arra kovetkeztettek, hogy edzés
hatdséra az elsddleges és masodlagos kinon akceptorok (Qa és Qp) kozotti redox potencidl rés
lesziikiil (Sveshnikov és mtsai., 2006). Ahogy mar bemutattuk, hasonlé B-sdv eltolédast mi is
megfigyeltiink kukoricdban alacsony homérsékleti stressz esetén (Janda és mtsai., 2000).
Ilyen eltolédds nemcsak alacsony homérsékleten, hanem mind zoldalgdkban, mind
magasabbrendii ndvényekben normal homérsékleten torténd fotoinhibicids kezelés hatdsara is
leirtak mér, aminek magyardzata lehet egyrészt egy a PS2 D1 proteinjében bekovetkezd
konformacidvaltozas (Ohad és mtsai., 1988), masrészt eredhet a Q- é€s B-savok eltérd mértékii
csokkenésének az ered6jébdl is (Janda és mitsai., 1992). A tilakoidmembranok lumenjében
bekovetkezd pH csokkenés szintén B-sdv eltolodashoz vezethet (Miranda és Ducruet,
1995a,b).

A megnovekedett ATP igény miatt, ami stresszkoriilmények kozt fellép, gyakran
megfigyelhetd a ciklikus elektrontranszportlanc fokozott miikkodése is (Manuel és mitsai.,
1999). A ciklikus elektrontranszportldnc kovetkeztében fokozott mértékli protondramlds
torténik a tilakoidmembrdn lumenjébe, ami szintén hozzdjarul a nem-fotokémiai kioltdshoz.
TL és P700 kinetika mérésekkel bemutattuk, hogy alacsony homérsékleti edzés hatdsara a
PS1 koriili ciklikus elektrontranszport mitkodése fokozddik, de csak abban az esetben, ha az

edzés fényen torténik (Apostol és mtsai., 2006). Ilyenkor egy kb. 5 °C-os eltoldédds volt
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megfigyelhetd az alacsonyabb homérsékletek felé a tdvoli voros fénnyel indukélt AG-sav
csucshOmérsékletében, valamint a P700 re-redukcidja is gyorsabb volt (Apostol és mitsai.,
2006), ami szintén a ciklikus elektrontranszport fokozottabb miitkodésére utalhat (Schreiber és
mtsai., 1988). Ezek a megfigyeléseink 0sszhangban vannak a kukorica hidegtiirésével és a
ciklikus elektrontranszportlanccal kapcsolatos eredményeinkkel is (Ducruet és mtsai., 2005b),
valamint mas csoport uborkandvényeken kapott vizsgdlataival is (Bukhov és mtsai., 2004).
Mindezek megerdsitik azt a feltételezésiinket, hogy az alacsony hOmérsékleti edzés sordn
fokozodott ciklikus elektrontranszport is hozzdjarulhat a buzanovények megnovekedett
fagyallésaganak kialakuldsédhoz.

A fagydllésdg azonban egy rendkiviil Osszetett tulajdonsiag, igy természetesen
mindezek mellett szdmos mds folyamat hatdsdaval szdmolni kell. J6l ismert, hogy a
lipidosszetétel kulcsfontossagu szerepet tolt be a stresszadaptacidban, kiillonos tekintettel az
alacsony homérsékleti stresszek vonatkozdsaban (Nishida és Murata, 1996). Munkdnkban a
fénynek a fagyallosdgnak a lipidosszetétel valtozasan keresztiil torténd kialakuldasaban
betoltott szerepét tanulmdnyoztuk biizdban. A levélben 1évé MGDG valamint DGDG
lipidosztéalyok zsirsavosszetétele nagymértéki telitetlenségiiknél fogva altalaban nem véaltozik
edzés hatasara (Huner és mtsai., 1989). Ezzel szemben, hasonléan ahhoz, amit kiilonb6zo
fagyallosagu buzafajtdk bokrosoddsi csomdjaban kordbban tapasztaltunk (Szalai és mitsai.,
2001), a levél PE frakcidjdnak 16:0 és 18:0 tartalma jelentdsen lecsokkent, és ezzel
parhuzamosan megnétt a telitetlen 18:3 zsirsavak ardnya. Ez a véltozds azonban csak abban
az esetben kovetkezett be, amikor az edzés alacsony homérsékleten (kisérletiinkben 12 nap 5
°C) és kell6 megvildgitds mellett zajlott.

Az alacsony hdOmérsékleti edzés egyik legmarkdnsabb hatisa a gabonafélék PG
lipidfrakcigjaban figyelhetd6 meg. Ez a lipidosztdly, amely a transz16:1 zsirsavat is
tartalmazza, szerepet jatszik a fénygyljté komplex (LHC) oligomerizaciéjaban (McCourt és
mtsai., 1985; Krupa és mtsai., 1987), valamint a PS2 dimerizicidjdban is (Kruse és mitsai.,
2000). Korabbi vizsgalatok sordn korreldciét mutattak ki kiilonboz6 gabonafajok
fagyéllésaga, valamint a PG frakcié transz16:1 zsirsavmennyiségének az alacsony
homérsékleti edzés soran bekovetkezd csokkenése kozott. Ezeket az eredményeket nemcsak
kiillonbozé gabonafajokkal — melyek fagyallésdga meglehetdsen jol elkiilonithetd — hanem
kromoszéma-szubsztiticids vonalak felhaszndldsaval is meg lehetett erdsiteni, tehdt ez a
paraméter jol haszndlhaté a gabonafélék fagydllosdgdnak becslésére is (Szalai és mtsai.,
2001). Jelen dolgozatban bemutatott vizsgdlataink szerint a PG transz16:1

zsirsavmennyiségének csokkenése jol korreldlt az adott genotipus kiilonb6z6 moédon elért
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fagyallésagaval is: a fent leirt transz16:1/16:0 ardany csokkenése bar kimutathaté volt alacsony
homérsékleten alacsony megvilagitds mellett, valamint normdl homérsékleten, de emelt
fényintenzitdson végrehajtott edzés mellett is, de legnagyobb mértékben alacsony
homéréskleten megfelelé mértékii megvilagitds mellett kvetkezett be.

Ahogy azt mar kordbban bemutattam, a fagyéallésag mértéke gabonafélék esetében is
kapcsolatban 4ll azok oxidativ dllapotdval. A kovetkezd kisérletsorozat egyik célja annak
felderitése, hogy ennek a kapcsolatnak a mértékérdl is kozelebbi felvilagositist nyerjiink.
Mint arra kordbban ramutattunk, a gabonafélék fagyéllésaga jo korreldciét mutatott bizonyos
antioxidans enzimek, foként a POD és APX aktivitasaval (Janda és mtsai., 2003). Kimutattuk,
hogy 5 °C-os hidegkezelés hatdsara tobb antioxidans enzim véltozasa fiiggott az edzés sordn
alkalmazott fény erdsségétol is. GR és APX enzimek aktivitdsa akkor mutatott legnagyobb
mértékii emelkedést, amikor az edzés alacsony hdmérsékleten és normal megvilagitas mellett
zajlott. De magas fényintezitds Onmagédban is képes volt bizonyos enzimek aktivitdsat
megnovelni. A SOD aktivitds nem valtozott szignifikdnsan az alkalmazott edzéskoriilmények
kozott, de irodalmi adatok szerint ez az enzim nem &ll szoros kapcsolatban a fagyéllosag
mértékével sem (McKersie €és mtsai.,, 1999). Alacsony homérsékleti edzés szintén
megnovelheti a POD enzimek aktivitdsat (Janda €s mtsai., 2003), azonban szemben a tobbi
vizsgdlt antioxidans enzim fényfiiggésével, ez az emelkedés akkor volt a legnagyobb mértékdi,
amikor az edzés alacsony fényintenzitds mellett tortént. Mivel err6l az enzimrdl kimutattdk,
hogy aktivitdsdnak mértéke korreldl példaul a hépenész-rezisztencia mértékével is (Gaudet és
mtsai., 2003), feltételezhetjiik, hogy ennek inkabb a biotikus stresszorok elleni védekezésben
van szerepe. Ezt er0sitette meg az a vizsgélatsorozatunk is, melyben kimutattuk, hogy a POD
aktivitds egy madsik abiotikus stresszfaktor, a PEG-gel indukdlt szarazsdg esetében még igen
drasztikus mértékii stressz hatdséra is alig valtozott, addig biotikus tdmadasnal (DTR fert6zés)
aktivitdsa jelentésen megnétt. Fontos azonban azt is megjegyezni, hogy bizonyos antioxidans
enzimek aktivitdsa jelentds mértékben fiigg a vizsgalt novényi rész koratdl is, ezért az egyes
mintdk 6sszehasonlitdsdnal erre is tekintettel kell lenni. Mindezek mellett azt is szem el6tt kell
tartani, hogy az antioxidans rendszer szabédlyozdsa igen komplex moédon torténik, hisz ahogy
ezt a hidrogén-peroxid esetében is mar ismert, a reaktiv oxigénformaknak jelatvivé szerepiik
is van, tehat szintjiiket inkdbb adott hatdrokon beliil kell tartani, €s nem feltétleniil az azonnali
teljes megsemmisitésiik az, ami a leghatékonyabb védekezést biztositja az egyes
stresszfaktorokkal szemben.

Az eddigi eredmények azt mutatjdk, hogy a fagyéllésdg kialakitdsdban legaldbb két
kiilonbozd szignéltranszdukcids ut, egy fényfiiggd, €s egy fénytdl fiiggetlen, hidegfiiggd ut
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vesz részt. Ezek receptorai feltehetdleg eltérnek, de miikodésiik nem fiiggetlen egymastdl, a
jelatvitel sordn kozos palyéra keriilhetnek, k6z6s mechanizmusokat indukélhatnak, és egymds
hatasait is felerdsithetik. A fényfiiggd ut feltehetden a fotoszintetikus elektrontranszportldnc
egyes komponenseinek oxidaltsagi fokdval kapcsolatos. A fény természetesen a fitokrém
rendszeren keresztiil is szamos €lettani folyamatra hatdssal van (Chory, 1997), de az altalunk
alkalmazott megvildgitasi koriilmények kozt a fagydllosag mértékének valtozdsat sem a
megvildgitds eltérd hosszdval, sem annak kiilonb6z0 spektrilis Osszetételével nem
magyardzhatjuk. A fénytdl fiiggetlen receptorok ismereteink szerint membranfluiditas-
valtozashoz, a citoszkeletdlis rendszer datszervezdddséhez, vagy egyes makromolekuldk
konformécidjdnak valtozasdhoz kothetOk, melyek hatdsdra tobbek kozt kélciumcsatorndk
miikodésének valtozasa tovabbi szignaltranszdukcids utak beinditdsit eredményezheti.
(Knight és Knight, 2001).

Egy kovetkezo altalunk vizsgélt jelatvivo rendszer, ami szintén kapcsolddik a reaktiv
oxigénformak mennyiségének szabalyozdsdhoz, a szalicilsavval kapcsolatos (ehhez
kapcsoléddan 1d. 31. dbra). Ahogy azt elézéleg bemutattam, megfelelé koncentraciéban
alkalmazva a szalicilsav dtmeneti oxidativ stresszt hozhat 1étre, amely viszont az antioxidans
aktivitds fokozodasahoz (Dat és mtsai., 1998; Janda és mtsai., 1999a, 2000a), vagy kiilonb6z6
véddanyagok, mint pl. a poliaminok fokozott szintéziséhez vezet (Németh és mtsai., 2002).
Nemrégiben kimutattak, hogy szalicilsavval permetezett bizandvények fagyillosdga megnott,
és mindez kapcsolatba hozhaté a megnovekedett antioxidans aktivitdssal is (Tasgin és mtsai.,
2003, 2006). Ismert az is, hogy nemcsak a kiilsé szalicilsav képes a reaktiv oxigénformak
mennyiségét novelni, hanem azok is képesek szalicilsav szintézist indukalni (Ledn és mtsai.,
1995; Enyedi és mtsai., 1999; P4l és mtsai., 2005). Ujabb eredmények azt mutatjik, hogy
csirazd buzanovénykékben a szalicilsav indukdlta H,O, felhalmozédds nem a katalaz vagy
APX gatlasdaval fligg Ossze, hanem abszcizinsavon, €s kalciumon keresztiili jelatvivo
rendszeren at torténik, ami viszont egyes antioxiddns enzimekkel kozds transzkripcids
faktorok aktivéldsahoz vezethet (Agarwal és mtsai., 2005b). A mi vizsgdlati rendszeriinkben a
kiilonb6zé homérsékleten és megvilagitasi viszonyok mellett hidegedzés sordn az endogén
szalicilsav szint valtozdsa 0sszhangban volt az APX és GR enzimek valtozasaval. Arabidopsis
mutdnsok felhaszndldsdval nemrégiben kimutattdk, hogy a megfeleldé mértéki
fényakklimatizacio feltétele egy megfeleld szintii szalicilsav szint is (Mateo és mtsai., 2006).

Ismert, hogy nemcsak a szalicilsav, hanem szdmos rokon vegyiiletnek hasonl6
biol6giai hatdsa van, igy példdul tobb prekurzorrdl, vagy mesterséges szarmazékrol

kimutattuk, hogy az antioxidans aktivitds fokozdsa révén képes volt kukorica hidegtlirését
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fokozni (Janda és mtsai., 2000a; Horvéath €s mtsai., 2002). Bizanovények fényben torténd
hidegedzése sordn nagymértékli oHCA felhalmozddas volt megfigyelhetd. Tekintettel arra,
hogy a hidroxi-fahéjsavnak jelentds szinglet oxigén-kotd képességét irtdk le (Foley és mtsai.,
1999), feltételezhetd, hogy ez a vegyiilet is nemcsak mint a szalicilsav prekurzora, hanem
mint 6nallé antioxiddns vegyiilet is szintetizalodik.

Mindezek az eredmények megerdsitik azt a feltételezésiinket, hogy a szalicilsavfiiggd
jeléatviteli 1t szerepének tanulmdnyozdsakor nemcsak magéra a szalicilsavra, hanem egyes

prekurzorainak a véltozésaira is figyelemmel kell lenni.

5.4. Az eredmények gyakorlati alkalmazdsdnak lehetoségei

A vizsgélataink f6 célja néhany kiemelkedden fontos gazdasdgi névény kiillonbozd
tipusu stresszhatdsokra bekovetkezd valaszreakcidinak jobb megismerése volt. Ezektdl az
eredményektol tobbek kozt azt véarjuk, hogy lehetdséget biztositanak arra, hogy
célirdnyosabban lehessen kivdlasztani azokat a folyamatokat, amelyek akar hagyomdnyos
novénynemesitési eljarassal, akar biotechnoldgiai tton torténd befolydsoldsdval a novények
stressztlird képessége hatékonyabban ndvelhetd.

A kisérletek sordn tobb esetben (pl. termolumineszcencia alkalmazdsa kiillonbdzo
novényfajok esetében, vagy egyes antioxiddns enzimek vizsgalata sordn) sikeriilt 6sszefliggést
taldlni az egyes vizsgdlat paraméter valtozdsa ill. az adott novény stressztiirdé képessége
kozott. Ezek a felismerések alkalmasak lehetnek a gyakorlat szamdra megfeleld
tesztmodszerként val6 felhasznédlasra is.

Mindezek mellett a szalicilsavval és rokon vegyiileteivel kapcsolatos eredményeink
biztaté alapot biztositanak az adott vegyiiletek mint stresszvédd anyagok nagyléptéki,

gazdasdgos felhasznéldsanak kidolgozasahoz.

104



6. Osszefoglalas

Ritkan mulik el olyan év hazdnkban, hogy a rendkiviil szélséséges éghajlatbdl eredden
ne kelljen valamilyen sulyos gazdasagi kovetkezményekkel jar6 karos kornyezeti tényezdvel
szamolni. Az emberiség Osi vagya, hogy olyan novényeket termesszen, melyek a lehetd
legkisebb energidrdforditdssal a lehetd legtobb hasznos terméket hozzdk 1étre. A
novénynemesitoknek €s a termesztoknek egyardnt az az érdekiik, hogy olyan novényekkel
dolgozhassanak, melyek a kornyezet valtozasait a lehetd legkisebb mértékii karosodas mellett
tolerdljadk. Ahhoz, hogy ilyen novényeket el lehessen éllitani, mindenekel6tt a novények
egyes védekezd és szabdlyozasi folyamatait kell megismerni.

Mind elméleti, mind gyakorlati szempontbdl nagy jelentdsége van azon anyagok
vizsgalatdnak, melyek a gazdasdgi novények stresszérzékenységét csokkenteni képesek. A
dolgozatban leirt munka egyik f6 célja egyes, a szalicilsavval rokon vegyiiletek stresszélettani
szerepének felderitése volt. Ezéltal kozelebb juthatunk a szalicilsavhoz kot6d6 szabédlyozasi
mechanizmusok jobb megismeréséhez. A munka tovabbi fontos célja egyrészt annak kideritése
volt, hogy milyen kapcsolat van egyes gabonafélék fagyallésdga és antioxidans aktivitidsa kozott,
madsrészt arra a kérdésre kerestiink valaszt, hogy milyen folyamatok vesznek részt a fagyallosag

kialakuldsanak szabalyozasaban.

6.1. Szalicilsavszdrmazékok stressztiirést fokozo hatdsainak vizsgdlata

Koréabban fluoreszcencia indukcids és ionkidramlds mérésekkel kimutattuk, hogy fiatal
kukoricandvények tapoldatdhoz adott szalicilsavval azok hidegtiirését fokozni lehetett (Janda
és mtsai., 1999a). Ezek utdn arra kerestiink valaszt, hogy ez a hatds mennyire &ltaldnos a
rokon szerkezetli vegyiiletek kozott. Az eredmények azt mutatjdk, hogy a szalicilsav mellett
szamos rokon vegyiilet (mint pl. az aszpirin néven jol ismert szarmazék, az acetil-szalicilsav,
vagy egyes lehetséges prekurzorok, a benzoesav és az o-hidroxi-fahéjsav) hasonld biokémiai
és élettani hatdsokkal bir. Ezen vegyiiletek esetében szintén kimutattuk a hidegtiirés
fokozasat, valamint az egyes antioxiddns enzimek aktivitisdnak befolydsoldsat. Ezzel
szemben mads rokon vegyiiletek, mint pl. az 5-szulfo-szalicilsav, vagy a p-hidroxi-benzoesav
hatdstalannak bizonyultak. Rendre bebizonyosodott, hogy az olyan vegyiiletek, melyek a
kukorica esetében a szalicilsavhoz hasonldé védelmet nyujtottak az alacsony homérsékleti
stresszel szemben, csokkentik a kataldzaktivitast. Eredményeink igazoltdk tovabbd, hogy a

kukorica kataldz izoenzimei szalicilsav, valamint rokon vegyiileteinek hatdsara kiilonbozo
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modon és mértékben gatlddnak. Ezzel parhuzamosan més enzimek, pl. glutation-reduktaz ill.
gvajakol-peroxiddz aktivitisa mind szalicilsav, mind tobb rokon vegyiiletének hatdsira
megnovekedett. Mindez alapot ad arra a kovetkeztetésre, hogy a szalicilsav tipusu vegyiiletek
hatdsmechanizmusa legaldbbis részben az, hogy a csokkent kataldzaktivitds hatdsara
atmenetileg megné a H,O, mennyisége, ami viszont mint jelatvivd molekula, képes maés
védekez0 rendszereket aktivélni.

Meg kell jegyezni azt is, hogy normdl homérsékleten a fenti vegyiiletek hatdsara
csokken a fotoszintetikus aktivitds, €s ezzel egyiitt a novekedés mértéke is. Mindezek az
eredmények arra utalnak, hogy a hideg elleni védd hatdsnak 4ra van: ugyanazon kezelés,
amely jelentdsen csokkenteni képes az alacsony homérséklet kdrosité hatdsait, normal

homérséklet mellett stresszként jelentkezik.

6.2. A7 AG termolumineszcencia sdv vdltozdsa mint a kiilonbozd stresszfaktorok indikdtora

Termolumineszcencidt (TL) fotoszintetizdl6 anyagbdl hagyomdényosan daltaldban a
mintdnak jéval fagypont ald val6 hiitése utdn mérnek (Demeter és Govindjee, 1989; Vass és
Govindjee, 1996; Ducruet, 2003). Az udjabb vizsgédlatok azonban azt mutattdk, hogy a
fagyasztds bizonyos esetekben jelentds mértékben befolydsolhatja a novények TL
kibocsatasat (Ducruet és mtsai., 1998; Homann, 1999).

Kisérleteinkben az eldzetes fagyasztds kiillonbozé TL komponensekre gyakorolt
hatdsait tanulmanyoztuk kiilonb6z6 novényfajokon. Buzat és kukoricdt Osszehasonlitva
megallapitottuk, hogy a két faj tdvoli voros fény dltal indukdlt TL gorbéje mar a kontroll
koriilmények kozott 1évé novényekben is jellegzetesen eltért: buzdban a B-sav
csicshomérséklete jelentdsen alacsonyabb volt, mint kukoricdban. Fagyasztds utdn buzédban a
membrankarosoddsbdl eredd protongradiens megsziinésének koszonhetden ez az érték a
magasabb hdmérsékletek irdnyédba tolédott. A 40-45 °C koriili csicshdmérséklettel jellemezhetd
AG-sdv buzandvényekben fagyasztds utdn is kimutathaté volt, szemben a hidegérzékeny
kukoricdval, ahol mar egy rovid idejii -1,5 °C-os fagyhatés is szignifikdns hatdssal van a tavoli
voros fény éltal indukdlt TL gorbére: az AG-sdv amplitiddja jelentdsen lecsokken,
csucspozicidja a magasabb homérsékletek irdnydba tolddott. Alacsonyabb homérsékleti
kezelések hatdsara kukoricdban az AG-sdv fokozatosan tovabb csokken, majd egy kiiszobérték
alatt teljesen eltlint. A B-sdv jelentOsen alacsonyabb homérsékleti fagyasztds utdn kezdett csak
csokkenni, mint az AG-sdv. Ez jol latszik abbdl, hogy -3,3 °C-os fagyasztas utan, mikor az AG-

sdv mdr teljesen eltiint, a B-sdv még nem valtozott. Egy kiiszobérték alatt azonban egy hirtelen
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amplitidocsokkenés kovetkezett be, de szemben az AG-sdvval, a B-sdv még joval alacsonyabb
homérsékletek mellett is detektdlhaté volt. Borsé novényekben a tavoli voros fénnyel indukélt
AG-sév viselkedése a buzaéval egyezett meg, muskatliban viszont egy kritikus hdmérséklet alatt
TL jel egyaltalan nem volt detektalhat6. A tavoli vorods fénnyel indukalt TL gorbe fagyasztisra
torténd viselkedése uborka és tok esetében a kukoricdra €s a buzéra (ill. borséban) jellemz6
gorbék kozé esett: a csokkend homérséklettel az AG-sdv fokozatosan csokkent, majd akarcsak a
kukoricdban, egy kiiszobérték alatt teljesen eltlint. A tdvoli vords fény altal indukdlt B-sav
azonban, akdrcsak a buzdban vagy a borséban felfelé toldédott. Ennek amplitidéja gyakorlatilag
nem csokkent szignifikdnsan. Mindezzel szemben érdekes modon az egy elektrondtmenetet
megenged® tUn. single turnover fényfelvillanassal (flash-sel) indukdlt B-sav nem mutatta
ugyanezt a felfele tolddast. Kisérleteinkben igazoltuk, hogy intakt levelekben a flash gerjesztés
egy Osszetett sdvot eredményez, melynek magasabb homérsékleti komponense tulajdonképpen
egy AG-sdv.

Szérazsag és rovid idejii hOstressz hatdsara, az alacsony homérsékleti stresszhez
hasonléan az AG-sdv érzékenyebben reagilt, mint a B-sdv. Azonban a fagyasztdssal
ellentétben, ahol egy kritikus héomérséklet alatt hirtelen kovetkezett be a csokkenés, a
homérsékletnek az optimdlis folé valé emelésével egy fokozatos, homérsékletfiiggdé AG
csokkenést kapunk, melynek hatdsara kb. 35 °C {o6lott az AG-sdv az amigy melegkedveld
kukoricaban is, de az inkdbb hidegtlird buzdban kiilondsen, jelentds mértékben lecsokken.
Kukoricdban mind a magas hoémérsékleti eldkezelés, mind a szdrazsig az AG-sdv
csicshomérsékletének magasabb homérséklet felé tolddasiat eredményezi. Buzdban ilyen
valtozast nem figyeltiink meg.

Az alacsony hOmérsékleti, de fagypont feletti stressz (chilling) hatdsat
kukoricanovényekben vizsgdlva megallapitottuk, hogy az eldézetesen rovid ideig alacsony
homérsékleten tartott novényekben a tavoli vords fénnyel indukdlt AG-sdv amplitiddja
emelkedést mutatott, mialatt a csticshdmérséklete az alacsonyabb hdmérsékletek felé tolodott.
Az 1 flash-sel indukélt B-sdv emelkedést nem mutatott, de kismértékii sdveltolodas
megfigyelhetd volt. Tartds stresszhatds kovetkeztében mind a B, mind az AG-sav eltlinik, ill.
megjelenik a lipidperoxidaciéra utalé6 magas homérsékleti HTL-sdv. Ez kiilondsen azokban a
levélrészekben volt jelentds, ahol mar a hidegstresszre jellemzd vizvesztés is bekovetkezett.
Mind kukoricandvényeken, mind transzgenikus dohdnyokon bemutattuk, hogy a HTL-sdvok
megjelenése, valamint az AG-sav eltlinése mind a hidegtiird genotipusban, mind az alacsony

hoémérséklethez edzett névényekben késobb kovetkeznek be.
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6.3. Az antioxiddns enzimek szerepe gazdasdgi novények abiotikus stressztolerancidjiban

A megfeleld mértékil télallosdg kialakitdsdhoz még a kivalo fagyallosaggal rendelkezd
0szi gabonafajtak esetében is fontos, hogy mieldtt fagypont alatti hdmérsékletre keriilnének,
bizonyos idejii alacsony, de még fagypont feletti hdmérsékleten torténd edzési peridduson
essenek at. Ismert, hogy az alacsony hOmérséklet nemcsak a hidegérzékeny, hanem a
hidegtiir6 novényekben is megndveli a reaktiv oxigénfajtdk mennyiségét. Vizsgélataink elso
erre vonatkozd kisérletsorozatdban azt tanulmanyoztuk, hogy milyen kapcsolat van a
gabonafélék fagyallosdga €s egyes antioxiddns enzimek aktivitdsa kozott. Az edzett és edzetlen
novényeket Osszehasonlitva megallapitottuk, hogy a bokrosodési csomé esetében a vizsgalt
enzimek koziil edzés hatdsara jelentds novekedést a GST, a levélben szintén a GST, tovabba a
POD és az APX mutatott. Az egyes antioxidans enzimek koziil azonban csak a hidegedzett
novények levelébdl kivont APX és POD enzimek aktivitisa mutatott szoros Kkorreldcidt a
fagyallésdggal. A fitotroni koriilmények kozott kapott vizsgdlataink eredményei szerint a
kiillonbozd antioxiddns enzimek edzés sordn bekovetkezd valtozdsai azt mutatjdk, hogy az
egyes gabonafajok eltérd stratégidt dolgoztak ki a reaktiv oxigénformdk mennyiségének
szabdlyozdsdhoz. A késébbi vizsgdlatokban mindezt djabb, tobb genotipus bevondsaval
végzett fitotroni és szant6foldi kisérletekkel is megerdsitettiik.

Az elozbekhez kapcsolodéan kiegészité kisérletként kukorica hibridek és
beltenyésztett vonalaik hidegtiirését, valamint antioxidans kapacitdsat vizsgaltuk. Ehhez
kilenc beltenyésztett vonalat és az ezekbdl Ilétrehozott hibridet neveltiink, majd
hidegkezeltiink fitotroni koriilmények kozott. Megallapithatjuk, hogy egyrészt a hibridek
hidegtlirése rendszerint meghaladja a sziilokét, masrészt a hibridek hidegtiirése rendszerint
kiegyenlitettebb, mint a beltenyésztett vonalaké. A kukorica esetében is igazolhatd, hogy
bizonyos antioxiddns enzimek aktivitisa méar enyhe hideghatdsra megnovekszik. Drasztikus
stresszhatdsra azonban mar aktivitdscsokkenés tapasztalhat6. Ha a kukoricanovények
hidegtiirési és antioxiddns adatait egybevetjilkk, azt mondhatjuk, hogy a két paraméter
kozvetleniil nincs Osszefiiggésben egymassal: az antioxiddns értékekbdl kukoricavonalak,
illetve hibridek hidegtlirésére nem lehet biztonsaggal kovetkeztetni. Ebbdl adédik, hogy bar a
magas antioxidans aktivitds feltehetdleg hozzdjarul az alacsony hémérsékleti stresszt kisérd
oxidativ kdrosodds jobb elviseléséhez, de Onmagiban nem elégséges a kelld mértékil
hidegtolerancidhoz. Emiatt egy adott antioxiddns enzim aktivitdsdt mint hidegtlirési markert a

gyakorlat szdmdra nem javasoljuk.
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Kiillonbozd  stresszorok  hatdsainak  Osszehasonlitisa  érdekében  kiegészitd
Osszehasonlité vizsgdlatokkal megdllapitottuk, hogy mig a polietilén-glikol kezeléssel
indukalt drasztikus szdrazsdgstressz is dnmagdban csupdn kismértékli véltozdst okozott az
egyes antioxiddns enzimek aktivitdsdban, Drechslera tritici-repentis (DTR) gombafert6zés
azonban mar kismértékii stessz esetén is a jelentds aktivitdsemelkedést valtott ki.

Régdta ismert, hogy a gabonafélék fagyallosdgat nemcsak a genetikai hattér, hanem a
kornyezeti tényezOk is befolydsoljak. Az egyik legfontosabb kornyezeti tényezé a fény.
Kisérleteinkben kimutattuk, hogy a buzanovények fagyallosdgat tekintve alacsony
fényintezitds mellett az alacsony hOmérsékleti edzés hatékonysiaga jelentésen gyengébb,
illetve, hogy a fagydllosag fokozhaté nemcsak alacsony hdmérsékleti edzéssel, hanem normal
homérsékleten viszonylag magas fényintenzitason torténd neveléssel is. Tovéabbi vizsgédlataink
soran a fény szerepét tanulmanyoztuk néhdny olyan élettani paraméter valtozasdban, melyek
Osszefiiggésbe hozhatok a buza fagyallosdgdnak kialakuldsaval. Bedllitottunk egy olyan
kisérleti rendszert, amelyben a fényintenzitds szerepe jol detektdlhat6. Kimutattuk, hogy a
tavoli voros fénnyel gerjeszthetd AG termolumineszcencia sdv csicshOmérséklete a hidegben
és fényen, azaz normdl megvilagitds mellett edzett novényekben alacsonyabb hémérsékleten
van. Mindez a ciklikus elektrontranszportlanc fokozott mikodésére utal. Ezt az eredményt
P700 méréssel is megerdsitettiik.

A vizsgélatok folytatdsaként arra kerestiink valaszt, hogy a fény milyen egyéb élettant,
biokémiai folyamatokon keresztiil jarul hozza a megnovekedett fagyallosdg kialakuldsahoz.
Ismert, hogy a membranlipidek kulcsszerepet jatszanak a hdmérsékleti adaptacioban. Korabbi
sajat és masok éaltali vizsgélatok azt mutattdk, hogy gabonafélékben alacsony homérsékleti
edzés sordn a foszfatidil-glicerol lipidosztalyban lecsokken a 16:1/16:0 ardny (Huner és
mtsai., 1989; Szalai és mtsai., 2001). Mostani vizsgélatainkkal igazoltuk, hogy ennek a
valtozdsnak a mértéke nemcsak homérséklet, hanem fényfiiggd is: alacsony homérsékleti
edzés sordn fényben a csokkenés nagyobb mértékii volt, mint sdtétben, valamint ez a valtozas
normdl homérsékleten is bekovetkezhet, ha a fényintenzitds magas. A tobb vizsgalt
lipidfrakcié koziil tovabbi jelentds valtozast a foszfatidil-etanolamin frakcié mutatott: itt
hidegedzés hatdsara jelentds telitetlenség-novekedés volt kimutathatd, de kizarélag fényben és
alacsony homérsékleten torténd edzés soran.

A lipidekhez hasonléan az egyes antioxiddns enzimek aktivitdsdnak alacsony
homérsékleten bekovetkezd vdltozasa is fényfiiggést mutatott: a fagyallésdggal megegyezd

mértékben alacsony homérsékleten fényben emelkedett leginkdbb az aszkorbat-peroxidaz,
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glutation-reduktdz enzimek aktivitdsa, mig meglepd moédon a gvajakol-peroxiddz aktivitdsa
legnagyobb mértékben sotét hidegben ndtt meg.

Mind az antioxiddns enzimek alacsony homérsékleten bekovetkezd valtozasai, mind
szamos egyéb védekezd mechanizmus aktivalasa kapcsolatba hozhat6 egy jelatvivé anyag, a
szalicilsav mukodésével. Ezért az adott kisérleti rendszeriinkben vizsgaltuk egyrészt a
szalicilsav, masrészt ennek egy feltételezett prekurzordnak az orto-hidroxi-fahéjsavnak a
valtozasat is. A szalicilsav mind szabad, mind kotott formaban fény- és hidegfiiggést egyardnt
mutatott. A legszembetlinébb véltozast azonban az orto-hidroxi-fahéjsav kotott formdja
mutatta: fényben torténd hidegedzés sordn mennyisége tobb nagysigrenddel meghaladta a
kontroll értéket. Mindezek az eredmények megerdsitik azt a feltételezésiinket, hogy a
szalicilsavfiiggod jelatviteli Ut szerepének tanulmédnyozdsakor nemcsak magdara a szalicilsavra,

hanem egyes prekurzorainak a valtozasaira is figyelemmel kell lenni.
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7. Uj tudoményos eredmények és kovetkeztetések

Kimutattuk, hogy fiatal kukoricandovényekben a szalicilsav mellett tobb rokon
szerkezetli vegylilet, koztiik egyes lehetséges prekurzorok, mint pl. a benzoesav vagy
az orto-hidroxi-fahéjsav, képes az alacsony hdOmérsékleti stressz kérosité hatésait

csokkenteni.

Igazoltuk az antioxiddns rendszer szerepét a szalicilsav és rokon vegyiiletek altal

indukalt hidegtlirésben.

Bizonyitottuk, hogy intakt levelekben az egy elektronatmenetet megengedd fényfelvillands
altali gerjesztés egy Osszetett termolumineszcencia savot eredményez, melynek
magasabb homérsékleti (40 °C koriili) komponense egy AG-sdv. Jellemeztik az AG
termolumineszcencia savot, és bemutattuk alkalmazasat gazdasdgi novények

stressztlird képességének vizsgalatdban.

Tobb gazdasidgi novény, elsOsorban kukorica és buza esetében jellemeztik az
antioxiddns enzimrendszerek hozzdjaruldsit abiotikus stresszfaktorok elleni
védelemben. Emellett térképeztiik az aszkorbat-peroxiddz szintéziséért felelos géneket
paradicsomban. Kimutattuk, hogy a kiillonbozé gabonafajok eltérd stratégidkat

dolgoztak ki a reaktiv oxigénformdk mennyiségének szabdlyozdsahoz.

Igazoltuk a fény szerepét a buiza maximadlis fagyallosdganak kialakuldsdban. Ehhez
kapcsoléddéan bemutattuk a ciklikus elektrontranszportlanc, egyes antioxiddnsok, a
szalicilsav-metabolizmus, valamint a membranlipidek alakuldsat eltérd fényviszonyok
melletti alacsony hOmérsékleti edzés sordn. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a
szalicilsavfiiggd jelatviteli utak szerepének tanulmdnyozdsakor nemcsak magara a

szalicilsavra, hanem egyes prekurzorainak a valtozdasaira is figyelemmel kell lenni.
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Ko6szonetnyilvanitas

Koszonetemet fejezem ki az MTA MezOgazdasagi Kutatdintézete vezetdségének azért, hogy
mindvégig megfeleld hatteret biztositottak a munkam elvégzéséhez.

Koszonettel tartozom elsdsorban a Novényi Stresszélettani csoportban dolgozé
jelenlegi és egykori kdzvetlen munkatarsaimnak, Dr. Paldi Emilnek, Dr. Szalai Gabriellanak,
Kovesdi Ferencnének, Koéti Gyuldnénak, Dr. Horvath Eszternek, Dr. Leské Kornélidnak, Pal
Magdanak, akik nagyban hozzdjarultak az értekezésben bemutatott kisérletek
végrehajtasdhoz., ill. a Genetika és NoOvényélettani Osztdly tobbi munkatdrsai koziil
elsdsorban Dr. Galiba Gabornak és Dr. Kocsy Gabornak a hasznos tandcsaikért.

Ismételten kiillon koszonettel tartozom Dr. Demeter Sandornak (SZBK,
Novénybiologiai Intézet), aki annak idején bevezetett a tudoményos kutatds rejtelmeibe.
Koszonom tovabba Dr. Szigeti Zoltannak (ELTE, Novényélettani Tanszék), hogy mindvégig
véllalkozott a felmeriilé problémédk megvitatasara.

Kiemelt koszonettel tartozom Dr. Jean-Marc Ducruet-nek, a saclay-i CEA Section de
Bioénergétique intézet munkatirsinak a tobb, mint egy évtizede tarté gylimolcsozo
egylittmiikodésért. Kiilon koszonom Dr. Micha Volokitdnak az izraeli Ben Gurion University
kutat6janak, hogy megismertetett a legfontosabb molekularis genetikai médszerekkel.

Ko6szonom tovabba valamennyi hazai és kiilfoldi kolléganak a korrekt és sikeres
egylittmiikodést, amely nagymértékben hozzajarult eredményeink eléréséhez.

A dolgozatban leirt munka szdmos egyéb anyagi forrds mellett nagyrészt a T32653,
T46150 sz. OTKA palyéazatok timogatdsaval késziilt.

Végiil, de nem utolsésorban szeretném megkdszonni mindazon kornyezetemben €lok
tiirelmét, akikre a kisérletes munka, ill. a dolgozat készitése miatt esetleg nem mindig tudtam

annyi figyelmet szentelni, amennyit megérdemeltek volna.
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