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1. BEVEZETES

A melegebb és szarazabb éghajlat karos hatasainak kompenzalasara kiemelt fontossaguva valt
olyan hazai mez6gazdasagi novényfajtak eldallitasa, amelyek jol tirik a csapadékhianyt és a
szarazsagstressz  ellenére biztos terméshozamot produkalnak (Lelley 1963). A
gabonatermesztés egyik meghatarozéd terméscsokkentd tényezdje tehat a szarazsag, hazai és
viladgviszonylatban egyarant. A sorarpa kiilondsen érzékeny a szarazsagra rovid tenyészideje
¢s a kora nyari honapok szélsdséges csapadékviszonyai miatt. Kutatasunk célja az egyik
szarazsagtiirésben résztvevé gén, a Hsdrd expresszalodasanak vizsgalata, tovabba a
szarazsagstressz okozta valtozasok Osszefiiggésének vizsgalata a sorarpa fajtak kiilonbozo
¢lettani paramétereinek valtozasain keresztiil. Novényélettani valamint molekuléris bioldgiai
méréseink felhasznalhatok lehetnek a nemesitési vonalak szelekcidjara. A Hsdrd gén egy
novényi Rho-GTP-4z aktivator fehérjéjeként szarazsag altal indukalt génként azonositottak,
melynek expresszidjaban kiilonbség mutatkozott a szarazsagstresszre érzékeny és tolerdns
arpa genotipusok kozott. A gén az arpa 3H kromoszémdjanak hosszl karjan helyezkedik el
(Suprunova 2007).

A Gabonatermesztési- Kht.-vel egyiittmtikodve 22 koztermesztésben 1évé fajta és nemesitési
vonal szant6foldi és laboratoriumi vizsgalatat végeztiik el. A laboratériumi mérésekhez 10
napos vizkulturdban nevelt csirandvényeket hasznaltunk, a szarazsagstresszt alacsony
vizpotenciallal biztositottuk (PEG4000 20%-os oldataval). Mértiink gyokér, levél hosszusagot
¢s tomeget, a levelek oldhaté cukor (fenol kénsavas modszerrel) és prolin (Bates 1973)
tartalmat. A molekularis biologiai vizsgalatokhoz RNS kivonast végeztiink, szintén 10 napos
vizkultardban nevelt arpa ndvényekbdl, a kivonds utan cDNS szintézist kovetéen kvantitativ
Real-Time (QRT) PCR reakciokat végeztink. A munkéankat a Nyugat- Magyarorszagi
Egyetem Savaria Egyetemi K6zpont Novénytani Tanszékének laboratoriumaiban végeztiik. A
2011. évi szant6foldi tajtorzskisérlet kisparcellas termésatlagait korrelaltattuk a laboratoriumi

kisérleteink eredményeivel.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az arpatermesztés torténeti attekintése

Az arpa nemesitésében fontos szerepe volt a vad Hordeum vulgare spontaneumnak. Ezen
kétsoros forma kultirndvényként torténd termesztésével jott 1étre, majd terjedte el az arpa.
Szarmazasi helye Torokorszag Irakkal, Irannal és Sziridval hatdros teriiletei. Termesztésének
kezdete Krisztus elétt 6000 kornyékére tehetd. Eurdpaban, Eszak-Afrikaban, valamint
Indiaban a kékorszakban terjedt el. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban el3szor 1602-ben
termesztették. Tovabbi fajtakat, példaul a kétsoros tipusokat az angol telepesek, a hatsoros
tipusokat pedig a hollandok honositottak meg. Feltételezések szerint a balkani, kaukazusi
terliletekrél szarmazd Oszi arpat csak késobb kezdték el termeszteni. Az arpatermesztés
nyugat fel¢ torténd terjedése 1849 kornyékére tehetd. (1) Napjainkban az arpat nagyszerii
alkalmazkodd képességének koszonhetden a legkiilonbozobb éghajlatu orszagokban vetik.
Rovid nyaru északi tdjakon az egyik legfontosabb gabona. A meleg, déli orszdgokban
termését abraktakarmanyként hasznositjdk. Az enyhe mérsékelten meleg vidékeken

elsédlegesen sorarpaként termesztik (Hidvégi 2007).

2.2. Az arpa gazdasagi jelentdsége

Az arpa termoéteriilete vilagviszonylatban az 6tddik, 2000 és 2003 k6zotti idészakban mintegy
55 millié hektaron termesztették, termésmennyisége 138 milli6 tonnara tehetd, amely 2500
kg/ha termésatlagnak felel meg. A {6 arpatermesztd orszagok kozé tartozik Franciaorszag,
Kanada, Németorszag, Oroszorszag, €s Spanyolorszag. (1)

A tavaszi arpa gabonaként vald termesztésének €szaki hatarat a 70. szélességi foknal éri el.
Elsésorban rovid tenyészidejének koszonhetd jo adaptalodod képessége. Ezt kihasznalva az
Alpokban 1900 m tengerszint feletti magassagban, a Himal4ja vidékén 4000 m magassagban
is vetik, tovabba szubtropikus viszonyok kozott is termeszthetd. Bar vetésteriilete viszonylag

csekély, nem ismert még egy olyan gabonaféle, amely ilyen széles korben elterjedt volna.



Magyarorszagi viszonylatban a buza €s a kukorica utan az arpa a legfontosabb gabonandvény.
Termesztés sordn az Oszi arpat szinte csak takarmanyként hasznositjdk. A tavaszi arpa
termesztését az indokolja, hogy ki kell elégiteni a sor- és malataiparunk igényeit, tovabba
kival6 takarmanyként szintén hasznosithatd. Termesztése mellett szol az a tény is, hogy bar a
tavaszi arpa genetikai potencialja kisebb, mint a kukoricaé¢ és a buzaé, mégis gyengébb
talajokon e két fontos novénynek versenytarsa lehet a jovedelmezdség tekintetében. Ennek
hatterében az all, hogy sdrarpa magasabb aron értékesithetd, mint a kukorica vagy a bliza. A
sorfogyasztasra (ezaltal a sorarpaigényre) kedvezd hatdsa van az idegenforgalom
novekedésének, és a kevesebb alkoholt tartalmazo szeszes italok iranti fokozott keresletnek
(Hidvegi 2007).

Hazankban a tavaszi sorarpa jo mindségét biztositd agrotechnikajat Cserhati Sdndor alapozta
meg. 1990 kornyékén figyelt fel az akkoriban fejlddésnek induld séripar jo mindségii tavaszi
arpa iranti fokozodo keresletére. A tavaszi arpa sikeres termesztéséhez Lorincz (1984)
munkdssagabol ismert, hogy a tavaszi arpa viszonylag rovid tenyészideje és alacsony
csapadéksziikséglete miatt sikeresen termeszthetd az egész orszag teriiletén. Viszont a jo
mindségli €s nagy terméshozamu tavaszi arpa soripari felhasznaldsra csak az egyenletesen
csapadékos, enyhén napsiitéses, humidabb talajtipusu orszagrészekben termeszthetd. Napjaink
sorarpa termesztéséhez a legjobb klimaadottsagu teriiletek a kovetkez6 megyékben talalhatok:
Gy6r-Moson-Sopron, Veszprém, Nograd, Borsod-Abatj-Zemplén, Vas, Somogy, Zala és
Tolna megye. De Magyarorszag mas teriiletein is lehetséges a sorarpa termesztése (1. abra)

(Tomesanyi 2004).



W (P>70%) j6 adottsagu teriiletek (I.)
NN (60%<P<70%) kozepes adottsag teriiletek (I1.)

: (P<60%) gyenge adottsagu teriiletek (II1.)

1. abra. Sorarpatermesztésre alkalmas magyarorszagi termoétajak (Lorincz 1984)

2.3. Rendszertani besorolas

Az arpa (Hordeum vulgare) rendszertani besoroldsat tekintve: A pazsitfiifélék (Poaceae)
csaladjdba a Pooideae alcsalddba és a buzaalkatiak (Triticeae) tribusaba tartozik. Legutdbb
magyarul 1999-ben Simon Tibor irta le a pazsitfifélék csaladjanak ismertet6jét. Az arpa 2n,
azaz 14 kromoszoémaszammal rendelkezd ndvényfaj, amely a tobbi gabonaféléhez hasonléan
egyedi ¢és ismétlédd szekvenciakbol épiil fel (Siile 2008). Az arpanak 16 vadon ¢él6 fajat
ismerjiik, emellett tobb 100 valtozata van. pl.: egérarpa (Hordeum murimum), tengerparti arpa
(Hordeum marinum), sziki arpa (Hordeum hystrix), kétsoros arpa (Hordeum distichon),

négysoros (Hordeum vulgare), diszarpa (Hordeum jubatum) stb. (Révai 1994, Lerner 2006).
2.4. A stresszrol altalaban
A novények esetében is a stressz kifejezést hasznaljuk abban az estben, amikor a ndvény

szdmara megterheléssel jard helyzet a szervezetben a normadlis értékektdl valo eltéréshez

vezet. Egy novény életében a stresszt kivalto és élettani alkalmazkodast eredményezd



kornyezeti elemet stressztornak nevezziik. Egy stresszor specifikus €s aspecifikus reakciokat
idézhet el6 a névényi szervezetben (Ldng 1998).

A stressz fogalmat elséként Selye Janos fogalmazta meg. Selye szerint ,,a stressz a szervezet
talterhelt, tulerdltetett allapota, a test aspecifikus reakcidja mindenfajta igénybevétellel
szemben”. Az 1936-ban kozolt Nature cikk megjelenése utan, azonban a fogalom hamarosan
szélesebb értelmezést nyert. 1980-ban Levitt a szervezet szamara elOnytelen tényezore
szlikitette a stressz kifejezést. 1984-ben pedig Tischler az ¢élélényt megterheld, normalistol
eltéro ¢és az életet kozvetleniil nem befolyasolo helyzetként értelmezi a stressz fogalmat (Ldng
1998).

Azokat a stressz tényezoket, melyek hatdssal vannak a novényekre, tobbféle képen lehet
csoportositani. Az egyik csoportba foglalds alapjan megkiilonboztetiink természetes, valamint
antropogén (mesterséges) tényezdket. A természetes tényezOk kozé tartozik példaul, a nagy
fényintenzitas, a nagy héhatés, a vizhiany, az alacsony hémérséklet stb. K6zo6s tulajdonsaguk,
hogy a kornyezet valamely hirtelen bekovetkezd, spontan, vagy szélséséges valtozasai. Az
antropogén hatdsok kozé sorolhatok a l1égszennyezd anyagok, a herbicidek, a savas eso, a
toxikus nehézfémek felhalmozodasa sth. A stressz tényezék masik megkdzelités szerint
lehetnek abiotikusak illetve biotikusak. A biotikus stressz kozé sorolhatjuk a virusokat,
baktériumokat, gombakat, tulajdonképpen a névények parazitait. Szintén ebben a csoportban
emlithetd meg az a stressz, amit az allatok ragasa okoz a novényeknek. Az €16 szervezetet érd
stresszt csoportositani lehet a stressz hatdsanak fliggvényében is. Ez alapjan beszélhetiink
gyenge ¢és erGs stresszrél. A gyenge stresszt szokas még eustressznek is nevezni, ami lehet
egy stimulativ steressz, amely aktivalja a sejtanyagcserét, fokozza a fizioldgiai aktivitast,
ezzel a novény kondicionalasat eredményezi. Mig az erdsebb novényeket karositd hatasokat
pedig distressznek nevezziik (Ldng 1998).

Dolgozatom a sorarpa szarazsagtiirésével foglalkozik, ezért, a tovabbiakban a

széarazsagstresszel kapcsolatos ismereteket szeretnénk bévebben kifejteni.

2.4.1. A szarazsagstressz

Szarazsagstressz kialakulhat a novényeknél, ha nincs jelen a talajban elegendé mennyiségii €s
megfeleld mindségli viz, ha erds a parologtatds, ha fagyos a talaj, vagy magas a talaj
sotartalma. Szarazsag alakul ki egy olyan id6szak kovetkezményeként, amikor az atlagosnal
kevesebb csapadék hull, melynek kovetkeztében csokkenhet a novények termoképessége

(Boyer 1982). Egy masik, sziikebb értelemben vett megfogalmazas szerint akkor beszélhetiink



vizhianyrol, amikor a ndvény transzspiracidja meghaladja vizfelvételét (Bray 1997).
Szant6foldon a szarazsaghoz gyakran egyéb stressz (hdstressz, sostressz) is tarsulhat, illetve
maga a vizhidny is kivalthatja ezeket (pl.: tdpanyaghiany vagy felesleg a szallit6folyamatok
karosodasa miatt).

A szarazsagstressz egyik fO jellemzdje a hajtasos novényeknél, hogy nem hirtelen 1ép fel,
hanem fokozatosan és a tiinetek er6sodésével jelentkezik. Kozvetleniil befolyasolja a névényi
¢letfolyamatokat, koztiik a ndvekedést, a sejtek ultrastruktirajat, a fotoszintézist, a 1égzést, az

anyagcserét, a nitrogén anyagcserét stb.

2.4.2. A szarazsagstressz altalanos hatasai

A vizhidny negativ hatast gyakorol a novényekre, befolyasolva fejlodésiiket, morfologidjukat
¢s fiziologiai folyamataikat, ezaltal termésmennyiségiiket. A ndvekedésre gyakorolt hatasa
attol fiigg, mely életszakaszban éri a novényt vizhidny. Ha a ndvekedés korai szakaszaban
mutatkozik, kisebb levélfeliilet lesz jellemzd, melynek kovetkeztében csokken a szén-dioxid
felvétel is. Ha a vizhidny a virdgzas szakaszaban jelentkezik, kevesebb lesz a virdgok szama,
ha a termésérés alatt jelentkezik, kisebb méretli termést eredményez. A sejtek struktirdjanak
valtozasa hatterében a membranok szerkezeti és miikddésbeli valtozasa all. Erdsebb, vagy
hosszabb ideig tartd szarazsidg esetén a stressz a fotoszintetikus folyamatokra is hatast
gyakorol (Chaves és mtsi 2009). A fotoszintézis folyamatara gyakorolt hatasa elsésorban
sztdmazarodast eredményez, melyhez, ha még erds fényintenzitas is tarsul a fénygyijtd
rendszer és az elektrontranszport miikkodését valtoztatja meg (Lang 1998). A turgorcsokkenés
soran termelddd abszcizinsav valtja ki a sztomdk zarddasat, melynek segitségével
csOkkenthetd a parolgds okozta vizvesztés mértéke (Henson és mtsi 1989). A 1égzésben
valamint a szénhidrat anyagcserében torténd valtozas vizhidny esetén elsddlegesen a
kemeényitd mobilizalédasaban mutatkozik meg, melynek eredményeként egyszerli cukrok
mennyisége novekedhet bizonyos szdvetekben. Az oldhatdé szénhidratok mennyisége
megemelkedik, kiilonds tekintettel a diszacharidokra (Ford és Wilson 1981). A vizhiany
hatasara a nitrogén szallitasa a gyokerektdl a levelekig lassul, a proteinek szintézise csokken,
hidrolizise pedig né. A levelek oldhatdé nitrogén tartalma szintén nd, melynek oka az
elézéekben emlitett folyamatokon kiviil az (jonnan szintetizdlodd aminosavak
mennyiségének emelkedése (Barnett és Naylor 1966). Ennek kovetkezménye a termelt

asszimilatumok mennyiségének csokkenése, mely a jelentds turgorvesztéssel egylitt a



novényben a sejtek osztoddasdnak, valamint megnytlasos novekedésének megsziinését

okozhatja.

2.4.3. Szarazsagstressz hatasa a novények novekedésére

A novények valaszreakciojara nagymértékben hatassal van a kornyezetben kialakul6 vizhiany
kialakulasdnak sebessége ¢és intenzitasa. Ha a kornyezetbdl felvehetd viz mennyisége
csokken, a novényi szervezetben vizhiany jelentkezik. Nem mindegy, hogy a ndvényt
fejlodésének mely szakaszaban éri vizhiany €s az milyen sebességgel alakul ki. Ha a vizhiany
lassan alakul ki, és a novény csirdzasi vagy korai novekedési periddusaban jelentkezik, a
stressz befolyasolhatja a novények novekedését, a levelek expanzidjat. A ndvények lehetséges
védekezése a szarazsagstresszel szemben vastag, mélyrehatdé gyokérzet fejlesztése, ezzel
biztositva a folyamatos vizellatast (Tari és mtsai 2003). A magasabb novekedési aranyt a
gyokér azon oldalan, ahol alacsonyabb a vizpotencidl a novény az abszcizinsav kdzvetitésével
érzékeli (Takahashi és mtsai 2002). A szarazsagstressz hatasara csokken a sejtek megnytlasos
novekedése, ezaltal a hajtas-gyokér aranya is megvaltozik. Ezt takarmanyborsé fajtak és
vonalak esetében is igazoltak. A kisérletek soran a borsokat 5, 10, 15 valamint 20%-0s PEG
oldattal kezelték. Azt tapasztaltdk, hogy a 10, 15 és a 20%-os PEG hatasara a gyokérhossz
nagyobb mértékben csokkent a 3. napon mért adatok alapjan, mint a 6. napon. Tovabbi adatok
arra vilagitottak ra, hogy a hajtasfejlodést jobban gatolta a stressz, mint a gyokérndvekedést,
mert hajtashossz csokkenése mindkét megfigyelés alkalmaval nagyobb mértékii csokkenést
mutatott. Az 5%-os PEG oldatban csiraztatott harom napos allapotban 1évé borsd novények
adtak a genotipusok kozti legnagyobb variabilitast (Iszalyné, 2007). Mas kutatasi eredmények
is arrol szamoltak be, hogy mar mérsékelt vizhidny miatt is megfigyelhetd a gyokeér, valamint
a szar novekedésének gatlasa (Blum és mtsai, 1997; Frensch, 1997, Munns, 2002), a
hajtasszam (Cone és mtsai, 1995) és az asszimilalo levélfeliilet csokkenése (Passioura, 1988),

melynek kdvetkeztében jelentds terméskiesés is lehetséges.

2.4.4. Az ABS, mint stresszhormon

A jelatvitel egyik fontos szabdlyoz6 eleme az ABS (abszcizinsav), melynek receptora
egyarant megtalalhat6 a plazmamembranban ¢€s a sejten beliil. A jelatvételi folyamat kezdetét
az ABS receptorhoz val6 kotddése valtja ki, melynek eredményeként 1étrejon a génexpresszio.

A stresszvalaszban szerepet jatszo gének lehetnek ABS altal szabalyozottak (ABA fliggd) és
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ABS altal nem szabalyozottak (ABA fiiggetlen). Az ABS altal szabalyozott géneket foként
szarazsag és sostressz hatdsara termelik a ndvények. A sejtek szdmos proteint halmoznak fel
vizhiany kovetkeztében, igy védik meg a membranjukat, makromolekulaikat. Ilyen védelmi
funkciot latnak el a LEA (late embryogenesis abundant) fehérjék, amelyek megkotik az
ionokat, tovabba nagy vizmegtartd képességiik révén képesek megdrizni a sejtkomponensek
integritasat vizhiany soran. Hét csoportjukat kiilonboztetik meg (Battaglia és mtsai 2008). A
hét csoport koziil a mi esetiinkben a harmadik csoport (D-7/D-29) érdekes. Ezen csoport
fehérjéi koziil az pl. HVATI az arpaban (Hordeum vulgare L.) talalhaté meg. E fehérjének két
alcsoportjat kiilonboztetjik meg a 11 aminosavbol 4ll6 szekvencia-motivum nagy
varialhatosaga alapjan (3A és 3B). Legfontosabb funkciojuk a kdrnyezeti stressz (hideg, fagy,
aszaly, magas soétartalom) hatasdra egy szoros, H-kotésekkel megszilarditott halozat
létrehozasaval, gyokérnovekedés fenntartasa vizhiany esetén (Ried és Walker-Simmons 1993).
Szintén ABS szabalyozasa soran fejtik ki hatdsukat az hdésokkfehérjék (Hsp). Melyek
megakadalyozzak a  proteinek  aggregacidjat, szallitasukat végzik az  egyes
sejtkompartmentekbe, valamint a ,hibas” fehérjék eliminalasaban is részt vesznek.
Kifejez6désiik  altaldban a  stresszhatds jelenlétéhez kotott, felhalmozodasukat a
stressztoleranciahoz kapcsoljak (Bartels és Sunkar 2005). Az ABS-t6] fuggetlen jelatviteli
mechanizmusok példaul hideg hatasara aktivalodnak a novényekben. Az abiotikus stresszre
adott valasz szabalyozasaban mas ndvényi hormonok is szerepet jatszanak, ilyen példaul a
szalicilsav (SA) a jazmonsav (JA) és az etilén (ET.) Az ABS-sel egyiittesen miikodnek pl. az
AtMYC2 ¢és az ERFI1 transzkripcids faktorok kapcsolodo pontjai a JA/ABS, illetve a JA/ET
jelatviteli utaknak (Lorenzo és Solano 2005). E komplexek a megfelelé egyensulyt

biztositanak a sejtszintli valaszreakciok kozott (Hirayama és Shinozaki 2010).
2.4.5. A prolin szerepe a szarazsagstresszben

A lassan kialakul6 szarazsagstressz soran a ndvények ozmolitikumok segitségével tartjak fenn
a sejtek folyamatos vizfelvételét. Az ozmolitikumnak tekintheték az aminosavak, azon beliil
is a prolin, cukrok, mint példaul a trehal6z, cukoralkoholok egyes tipusai (pl. szorbitol) (Chen
és Murata 2002). A prolin (2. abra) kisméretii apolaris aminosav, olyan hidrofil vegytilet,

amely enzimatikus regulatorként is szerepel (Galiba 2001).
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2. abra: A prolin Lang (1998)

A prolin altaldban bizonyos aminosav szarmazékokkal egyiitt, mint pl.: glicin, betain
halmozédik fel a névényekben so6-, viz-, és hideg stressz stb. hatdsara (Lang 1998). Kozel 30
éve ismert az is, hogy szarazsagstressz hatasara is akkumuldloédik a novényekben és a
viragporban (Pdlfi és Juhasz 1969). Bandurska (2000) kiilonb6z6 arpa genotipusokban
vizsgalta polietilén-glikol (PEG) altal kifejtett szarazsdg membransériilésre gyakorolt hatasat.
A kisérletekben arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy enyhébb membrankarosodas mutatkozott
azoknal a genotipusoknal, melyek nagyobb prolin akkumulacios képességgel rendelkeznek.
Molnér, 1995-ben jutott arra a megéllapodasra, hogy a prolin védi a stresszelt novényt a
kiszaradastol. Ugyanakkor a prolin-szint csokkenése a novény stressz érzékenységét fokozza.
(Temesvariné, 2004). A prolin felhalmozodas és a szarazsagstressz kozott (Sinha 2006)
keresett Osszefiiggést. A kisérletek soran a tobbi stresszfajta esetében is tapasztaltdk a prolin-
szint nodvekedését, ugy gondoltdk, hogy a prolin megfeleld indikitora lehet
szarazsagstresszhez vald alkalmazkodasnak. A prolin felhalmozodasa hideg, valamint fagy
stressz soran is megfigyelhetd. Azonban csak a vizhidnynak kitett novényekben érheti el a
prolin-szint az dsszaminosav tartalom 80%-at. Optimalis vizellatottsagnal kis mennyiségben
mutathato ki a levelekbdl. Az ugynevezett prolin-proba alkalmas a ndvények vizhidnyanak
kimutatasara. A mddszer alkalmazasa azért is ajanlott, mert indukalja a fizioldgiai szarazsagot
is. (Galiba 2001)

2.4.6. Az oldhato cukrok szerepe a szarazsagstresszben

A szénhidratoknak jelentés szerepe van a novények élettani folyamataiban. Ennek
kovetkeztében barmely olyan valtozés, ami stresszt okozhat (vizhiany, sotartalom novekedés
stb.) a novényekben az egyszerli cukrok mennyiségének valtozasaban is megnyilvanul.
(Vizhiany csokkenése hatassal van a cukorakkumuléciora.) Aszéalyos iddszakban az oldhatd
cukrok, mint példdul a szachar6z, glikoz és a fruktdz szerepet jatszanak a fotoszintézis
metabolizmusanak szabalyozasaban. A keményit6 lebontasanak kovetkeztében n6é a cukrok
koncentracioja, ami befolyasolja egyes gének kifejezddését, igy valtozik a fehérjemintazat is.

Magas cukortartalom esetén csokken a fotoszintézisben részt vevd enzimek transzkriptszintje,
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mig a szénhidratok lebontasaban szerepet jatszo, tovabba a raktarozott poliszacharidok,
lipidek bontasat katalizald6 enzimek mRNS-mennyisége né (Stitt és mtsai 2007). A fokozott
1€gzés, és a csokkent CO; fixacid miatt csokken a szénhidrat dramlés, valamint a szachar6z
gradiens.

Az oldhat6 cukrok koztiik a szachardz is képes vizmegkotésre, ezzel eldsegiti, hogy a
sejthartya foszfolipidjei folyékony-kristalyos allapotban maradjanak, illetve a vizoldékony
proteinek strukturdlis valtozasat akadalyozza meg, és gatolja kicsapodasukat a vizvesztés
esetén. Paradicsomnal vizsgaltdk, hogy szalicilsavas kezelés mely (szerves vagy szervetlen)
ozmotikumok szintézisét milyen mértékben befolyasolja, illetve melyek azok, amelyek
elésegitik az ozmotikus adapticiot sostressz alatt. Szalicilsavas kezelés utdn a hajtés
szoveteiben nd a vizpotencidl, a szerves ozmotikumok (szénhidratok) akkumulacidja
kovetkeztében. A gyokérben és a hajtisban egyardnt nd az oldhatdo cukortartalom. A
gyokérben elsdsorban a szachar6z, a levelekben a hexdézok, a glikéz ¢és a fruktoz

akkumulalodik. (Szepesi, 2009)

2.4.7. A szarazsagtiirés genetikai hatterének vizsgalata

rrrrrr

hasznalnak. Egyes fajok kozott kiillonbség lehet a homolog gének eltéré funkcioban, illetve
eltérd eredetli gének azonos funkcidjaban. A polimorfizmusok leginkabb azokat a kodolo
szakaszokat érintik, melyek hatassal vannak a képz6dd fehérjékre. Kisebb résziik pedig
hatassal van a génexpresszid szabalyozasaban résztvevo régiokra (Alonso-Blanco és mtsai.
2005b). Adott stresszvalasz gyakran Osszetett szabalyozassal rendelkezd, tobbgénes,
mennyiségi jelleg (QTL). QTL-eknek (Qvantitative trait locus) nevezziikk azokat a
kromoszdémaszakaszokat, amelyek szerepet jatszanak a kvantitativ tulajdonsagok

kialakitdsaban.

2.4.8. A szarazsagtiirés, mint kvantitativ jelleg

Mind az allatoknal, mind a ndvényeknél 1éteznek olyan 6roklott jellegek, amelyek fenotipusos
formai nem sorolhatok jol elkiilonithetd kvalitativ kategoriakba - mint példaul a szemszin -
hanem folytonos eloszlast mutatnak (pl.: magassag, terméshozam). Ezeket a jellegeket

mennyiségi vagy mas néven kvantitativ tulajdonsagoknak nevezziik. Ezen tulajdonsagokra
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jellemez6, hogy tobb gén altal meghatarozottak, ugynevezett poligénes oOroklodésiiek, és
kifejezodésiiket a kornyezet nagymértékben befolyasolja. Az egyes gének szerepe additiv és
eltéré mértékben jarul hozza az adott fenotipus kialakitdsdhoz. Az ilyen jelleg nagyszamu
egyeden vizsgalva normal eloszlast mutat. Oroklddésiik azzal magyarazhatd, hogy tobb, de
egyenként mendeli 6roklédést kovetd gének egyiittes hatasa érvényesiil. Altaldnossagban
elmondhato, hogy egy adott jelleg kialakitasaban major, illetve minor QTL-ek vehetnek részt.
szlik régi6 azonban tobb gént is magaban foglalhat. A szarazsagtiirést befolyasold 16kuszok
altalaban kis hatastiak (small QTL), amelyek a fenotipusos variancia maximum 25% -aért
felelések (Price 2006) és az erds kornyezetei hatds miatt gyengén oOroklédnek (low
heritability) (Nguyen et al. 2004, Teulat et al. 2001b). Az arpa szarazsagtiirésében részt vevo
géneket QTL analizise alapjan megallapitottak, hogy a 12 szdrazsagtiirésben részt vevé QTL
koziil négy helyezkedik el a 2H, 5H valamint a 7H kromoszoman. (Tondelli et al. 2006).
Arpaban eddig két multigén csalad részletesebb vizsgalatat végezték el, a kutatisok f6
szempontja a géncsalad szervezddése, illetve olyan egyedi gének szabalyozasa volt, amelyek
dehydrin (Dhn) és C-repeat kotd faktor proteineket (CBF) kdédolnak (Cattivelli és mtsai.
2002).

2.4.9. Az arpa szarazsagtiirésében szerepet jatszé gének

Az arpa szarazsagtlirésének vizsgéalatakor azonositottdk a Hsdr4 (Hordeum spontaneum
drught responsive) gént, melynek expresszidjaban kiilonbség mutatkozott a szarazsagstresszre
érzékeny ¢és tolerans arpa genotipusok kozott (Suprunova 2007). Szintén Suprunova
munkassaganak koszonhetd, hogy tudjuk a Hsdr4 gén az arpa 3H kromoszoméjanak hosszl
karjan az EBmac541 és EBmag705 markerek kozott helyezkedik el (3. dbra). Az arpa
kromoszoémajanak vizsgalata alapjan megallapitottak, hogy e région beliil tovabbi QTL-ek is
talalhatok, melyeknek szerepe lehet a szarazsagtiirés kialakitdsaban, ezek ozmotikus
potencialra (OP) hatassal levo é€s a relativ viztartalmat befolyasolé (RWC) QTL-ek (Diab et
al. 2004). Mivel a szarazsagtiirésben szerepet jatszo QTL-ekel egyiitt fordul el6 a Hsdr4, ezért
expresszid novekedése feltehetden szerepet jatszik a szdrazsadg tlirésben. A vizhiany

toleralasaban az ugynevezett dehydrin gének is szerepet jatszhatnak.
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A kornyezeti stresszekre, mint példaul szarazsag, alacsony homérséklet és a sotartalom a
novények adaptiv valaszreakcioja figyelhetd meg. Ezekben a valaszreakciokben nagy szerepe
van a dehydrin gének koziil a DHNS és a LEA D-11-nek. Ezen gének vizben old6do
vezikulak valamint asszocialt fehérjék eloallitasat végzik (Close et al. 2000). A Dhn4 gén
szamos alléljat a H. vulgare ssp. vulgare L. és progenitor H.vulgare ssp. spontaneum C.
novényekben Koch, mar megszekvenalttata. A szarazsagtlirésben szerepet jatszo dehydrin

gének (DHN 1., 3., 5., 6. és 9.) a vad arpaban is megtalalhatok (Suprunova et al. 2004).

3H
== w4255_167
o w3sSS8_126
= w4249 59
27 EBmac705
11
m3558_ 417
145
Bmag603
273
HVM33
11
11
11
Bmag225
219
w3860_99
11
11
11
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16.9
88 EBmacS41
176 sdrd
EBmag70Ss
20.0
m<4248_188
e’

3. abra Az arpa 3H kromoszomaja (Suprunova 2007)
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3. CELKITUZES

Munkank soran arra kerestiik a véalaszt, hogy a szarazsagstressz milyen valtozast okoz
a novények novekedésében, oldhatd cukor tartalmaban, prolin-tartalmaban, valamint a Hsdr4
gén expesszidjaban, amelyrdl szakirodalom alapjan ismert, hogy az arpa szarazsagtiirésében
szerepet jatszo génexpresszidjaban kiilonbség mutatkozik a szarazsagstresszre érzékeny és
tolerans arpa genotipusok kozott. (Suprunova 2007). Kordbbi vizsgalataink alapjan azt
tapasztaltuk, hogy a rendelkezésiinkre all6 22 arpa fajta mindegyikében jelen van ez a gén
(Schmidthoffer 2010)

A szarazsagstressz kovetkeztében kialakuld valtozdsokat 22 Magyarorszagon
koztermesztésben 1évo arpa fajtanal vizsgaltuk. Tovabba a vizsgalatok eredményei alapjan
korrelacioanalizist alkalmazva arra kerestiik a valaszt, hogy milyen Gsszefiiggést mutatnak a
novények stressz hatdsara adott élettani és génexpresszids valtozasai.

Célunk, hogy egyszeri molekularis bioldgiai mérésekkel, valamint laboratériumi
kisérletekkel kimutassuk a fajtdk és nemesitési vonalak kozotti kiilonbségeket, ezaltal olyan
gyorsan elvégezhetd kisérleti eredményekhez jussunk, melyek alkalmasak lehetnek a

nemesitési vonalak szelekciojara, nem utolso sorban pedig a fajtak jellemzésére.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. A kisérleti novények

A Kkisérletekhez a Gabonakutatdé Nonprofit Kft. Taplanszentkereszti NOvénynemesitd
Kutatoallomasan tajtorzskisérleteiben szerepld fajtakat €s nemesitési vonalakat hasznaltuk (1.
tablazat). Mivel az orszagos atlag alapjan a 2011-es tavaszi honapok jelentésen szarazabbnak
bizonyultak a sokéves atlaghoz képest, ezért a szanto6foldi szarazsagtiiré Kképesség
meghatarozasat a 201l-es évi szantofoldi terméseredmények alapjan szamitottuk, és
ugyanezen év szemterméseit iS hasznaltuk fel. Ebben az évben az orszagos atlaghémérséklet
kozel 1°C-al volt melegebb, a csapadékosszeg pedig atlagosan 200 mm-el volt kevesebb a
sokéves atlagnal (OMSZ.hu).

A szarazsagstressz hatdsat laboratoriumi koriilmények kozott a ndvényélettani paraméterek
valtozasanak (gyokér és levélhossz, gyokér és levél nedves tdmeg, prolin valamint szachardz-
tartalom) mérésével, illetve a Hsdrd expresszids szintjének mérésével kontroll és kezelt
(PEG4000) novényeken vizsgéltuk. A laboratoriumi valamint a molekuldris méréseket

egyarant négy ismétlésben végeztiik el.

SORSZAM | NEV SORSZAM | NEV

1 Mandolina 12 KH Lédi

2 GKS 9413 13 Quench

3 GK Habzo 14 KH Andrea
4 GKS 903 15 Scarlett

5 Tatum 16 Bojos

6 Grace 17 Marthe

7 GKS 902 18 Explorer

8 Tocada 19 KH Lilla
9 GKS 901 20 Pasadena
10 Chill 21 Mauritia
11 Xanadu 22 KH Szinva

1. tablazat: A rendelkezésiinkre allo arpa fajtasor
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4.2. A novények nevelése

Minden fajtabol 30-30 db magot nedves szlirdpapirba helyeztiink, szobahdmérsékleten nedves
kornyezetben eldcsiraztattuk, majd a 2. napon csirdztaté halora helyeztiik. A csiranévényeket
folyadékkultiraban az els6é par napban Hoogland tapoldatban tartottuk (1. kép). A csiraztatast
kovetd 7. napon stresszeltiik a novényeket 20%-0s PEG4000-es oldattal (2. kép), majd a
kilencedik napon az 0Osszes ndvény hajtasabdl reprezentativ. moédon mintat vettiink a

novekedési paraméterek méréséhez és az RNS kivonasahoz.

R\ N X
T
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Nkt \
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N
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1. kép: Kontroll névények 9 napos korban 2. kép: Kezelt (2. nap 20% PEG) névények
9 napos korban

4.3. Mintavétel

A csiraztatastol szamitott 9. napon mind a kontroll mind a kezelt (PEG) ndvények esetében a
csirdztato racsrol véletlenszerlien valasztottunk ki 10-10 darab névényt. Ez a véletlenszeriiség
ugy tortént meg, hogy a racson ,,X’’ minta mentén valasztottuk ki a mérések soran felhasznalt
novényeket. Els6ként minden ndvény gyokerét és levelét milliméter pontossaggal, vonalzo
segitségével megmértiik, majd analitikai-mérleggel a levelek és a gyokerek egyiittes nedves
Ossztomegét mértiik le. Az RNS kivonashoz mdas idOpontban csirdztatott illetve nevelt
ndvényi mintdkat hasznaltunk fel. A mintavétel itt is véletlenszerlien, egy ,,X’ minta mentén
tortént meg, majd a levelek feldarabolasat kovetéen 0,2 g novényi mintabol tértént meg az

RNS kivonas.
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4.4. Prolin-teszt

A prolin kimutatasat Bates (1968) munkaja alapjan végeztiik el a csiraztatastol szamitott 9.
napon. A kimutatas soran 0,5g novényi mintat el6szér Sml 3%-0s szulfoszalicilsavban
homogenizaltunk, majd szirtiik Whatman 2 sziir6papiron. Az igy kapott sziirletb6l 1,5ml-t
1,5ml ninhidrinsavval reagaltattuk és 1,5 ml jégecetet hozzdadva 100°C-on vizfiirdében
tartottuk egy oran keresztiil, majd jégen hiitottiik a mintakat. A Kihtlt mintakhoz 3ml toluolt
adtunk, ezt kovetden 15-20 masodpercig erdteljesen kevertiik. A kromatografalandé toluolos
fazist elvalasztva szobahOmérsékleten fotometraltuk toluol vakprobaval szemben 520nm-en

(Anthelie Adveanced). A prolin koncentraciot kalibracios gorbe segitségével hataroztuk meg.

4.5. Oldhaté cukrok kimutatasa

A cukrok kimutatasat Dubois (1956) fenolkénsavas modszerét alkalmazva hataroztuk meg.
A vizsgalat a kovetkezoképpen tortént. 0,5 g levelet feldaraboltunk, majd 19,5 ml desztillalt
vizben egy oraig digeraltuk 100 °C koriili hdmérsékleten. Ezt kdvetéen kémcesdbe mértiink
2ml kihtlt oldatot, hozzaadtunk 0,05 ml 80%-os fenolt, és 5 ml tomény kénsavat, iigyelve
arra, hogy a savsugar inkabb a folyadék felszinét érje. Ezutan a mintdkat 10 percig allni
hagytuk. Az éllas utan a mintakat 6sszeraztuk és 20-30 °C-ra (vizfiirdében) lehutottik. Az
ilyenkor megjelend szinvaltozas még néhany oraig tartés marad. A hexdzokat (Anthelie

Adveanced) spektrofotométerrel mértiik 490 um-en, kénsavval szemben.

4.6. A csiranovény novekedési mutatok dsszehasonlitasa a szant6foldi eredményekkel

Az eredményeinket a Gabonakutato Nonprofit Kft. Téplanszentkereszti NOovénynemesitd
Kutatoallomasan kidolgozott Bioassay-moddszerrel vetettiik egybe a szantofoldi kisérletek
eredményeivel (Cooper 1996, Tomcsdnyi 2005) korrelacidanalizissel (PEARSON). A
Bioassay koncepcié lényege, hogy amennyiben ismeriink a tobbkdrnyezetes
kisérletsorozatban szerepld genotipusok stresszérzékenységével 0sszefliggd paramétereket,
akkor ezeken keresztiill a kisérletsorozatban kimért GE (Genotipus: Kornyezet)
kolcsonhatasok mar sszefiiggésbe hozhatok a vizsgalt fajtak stresszérzékenységével. A teljes
kisérletsorozat értékelésnél a szignifikdns korrelaciok gyakorisagat vettiik figyelembe. Az

egyes tulajdonsagok szerepét akkor tekintettiik szignifikansnak, ha a szignifikans korrelaciok
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szdma szignifikdnsan meghaladta egy P=5% valoszinliségli esemény véletlenszerli
gyakorisagat.
Az adatokat a korrelacidanalizist megel6z8en standardizaltuk (Xi-Xsdag)/s képlet segitségével,

hogy a kiillonb6z6 nagysagrendii adatok dsszehasonlithatoak legyenek.

A molekuldris biologiai kutatisok, a Hsdrd expresszidjinak vizsgdlatira a TAMOP
4.2.4.A/2-11-1-2012-0001 azonosité szami Nemzeti Kivalosag Program - Hazai
hallgatoi, illetve Kkutatéi személyi tamogatast biztositdo rendszer Kkidolgozasa és
miikodtetése orszagos program cimi kiemelt projekt keretében zajlott. A projekt az
Eurdpai Unio tamogatasaval, az Europai Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valosul

meg.

4.7. RNS Kkivonas lépései

Az RNS kivonast TRIzol® reagenssel (Invitrogen) végeztikk a Nyugat-magyarorszagi
Egyetem Savaria Egyetemi Kozpont Biologia Intézetének molekuldris biologia
laboratoriumaban. A kivonashoz 0,2 g friss arpalevelet hasznaltunk, melyet folyékony
nitrogénben elporitottunk. Ezt kovetden 1 ml TRIzol® reagens hozzaadasaval folytattuk a
sejtek feltarasat. A mintakhoz 200 pl kloroformot adtunk és 3 perces erdteljes vortexelést
kovetden 4 °C-on centrifugalassal (14.000 rpm, 15 percig) szabadultunk meg a kicsapott
fehérjéktdl. A centrifugalas utan a tiszta feliiliszot eppendorf csébe pipettaztuk és a maradék
szennyez0 anyagoktol 375 pul kloroform: izoamilalkohol 24:1 aranyl -elegyének
hozzaadasaval majd a minta ismételt 4 °C-on torténd centrifugalasaval (14.000 rpm, 15
percig) valtunk meg. Az RNS extrakcidja 500 pl -20 C°-o0s izopropanol hozzaadasaval tortént
meg, amit a fels0 immaron RNS-t tartalmazd vizes fazishoz adtunk, majd 4 °C-on
centrifugaltuk (14.000 rpm, 15 percig) az RNS iilepitése érdekében. Az RNS csapadék
tisztitasa Ggy tortént, hogy a mintat kétszer mostuk 1 ml -20 °C-0s 70%-o0s etanollal, majd
centrifugaltuk 4 °C-on 14.000 rpm-mel, 4 percig. A centrifugalast kdvetden a pellethez 30 pl
RNaz mentes vizet adtunk. A mintak tisztasagara az A260/A280 aranybdl kovetkeztettiink (4.

abra).
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4. abra: Az RNS tisztasaganak ellendrzése spektrofotométerrel
(Hitachi U2910, Japan)
Az ellendrzés soran megfeleld értékként fogadtuk el, ha az A260/A280> 1,9. Az arany
meghatarozasa spektrofotométer (Hitachi U2910, Japan) segitségével tortént. A teljes RNS-

kivonatokat a tovabbi felhasznalasig -70 °C-on fagyasztva taroltuk.

4.8. A total RNS kivonat mennyiségi meghatarozasa

A Rendelkezésiinkre 4ll6 totdl RNS mennyiségét spektrofotométerrel (Hitachi U2910, Japan)
ellendriztiik az aldbbi képletet felhasznadlva A260nm* 40 mikrogram ml/mg*higitas
(Dombvari 2011).

4.9. cDNS szintézis 1épései

A génexpresszios vizsgalatok sordn a mar meglévé RNS mintdkbol kétféle modszer alapjan
szintetizaltunk cDNS-t. Az els6 mddszer soran Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for
RT-gPCR (Thermo Scientific) segitségével eldallitott cDNS-eket hasznaltuk. A cDNS
eldallitasara szolgald 20 pul végtérfogatu reakcidelegy a kovetkezd enzimeket tartalmazta: 4 ul
5x Reaction Mix, 2 pl Maxima Enzime Mix, 5 ul RNS templat, 9 ul H20-t (nukledz mentes).
A reakci6 hdmérsékleti programja: 25 °C 10 min; 50°C 15 min 85 °C 5 min.

A masik modszernél RevertAid M-MuLV Reverse Transcriptase (Fermentas) enzim
segitségével szintetizaltunk cDNS-t. Az elééllitasra szolgald 25 pl végtérfogath reakcioelegy

ennél a modszernél a kovetkezé enzimeket tartalmazta: 5 pl Sx Reaction Buffer, 2 ul ANTP
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Mix 10mM each (Fermentas), 1 pl RevertAid M-MULV Reverse Transcriptase, 5 ul RNS
templat, 12 pul H20-t (nukledz mentes). Az 0sszemérést kovetden a reakcioelegyet 42 °C-on

60 percig inkubaltuk SureCycler 8800 PCR (Agilent Technologies) késziilék segitségével.

4.10. A Real-Time PT-PCR reakcio

A Real-Time RT-PCR reakciohoz Luminaris Color HiGreen Low ROX qPCR Master Mixet
(Thermo Scientific) alkalmaztunk a gyartd utasitasanak megfeleléen. A 40 ul végtérfogatu
reakciodelegy 25 pl Sybr Green Mixet, 5 pl Yellow Mixet, 2- 2ul forward és reverse primert, 5
pl  templat cDNS-t és 1 pl H20-t (nukledz mentes) tartalmazott. A reakciokat Mx3000P
gPCR System (Agilent Technologies) Real-Time PCR késziiléken futtattuk le normal
lizemmodban. A reakcid hdmérsékleti programja: 95 °C 5 min; 94 °C 45 sec 61 °C 45 sec 72
°C 45 sec *40 ciklus; 50 °C 10 sec 94 °C 33 sec, 25 °C 30 sec.

A reakcid soran egy referencia primert és az alltalunk vizsgélni kivant HSdr4 gén primereit
hasznaltuk fel. Ebben a munkaszakaszban tobb referencia primert is kiprobaltunk, tobbek
kozott a 18S rRNS-t, GADPH-t, alpha-tubulint. Ezek koziill a kisérletek soran a leg-
stabilabban expresszalodo, a novényekben nagy mennyiségben jelen levé alpha-tubulint
alkalmaztuk, Forward primer: 5’ AGTGTCCTGTCCACCCACTC 3', Reverse primer: 5'
AGCATGAAGTGGATCCTTGG 3' (Burton et al. 2004). A vizsgalni kivant gén pedig a
Hsdr4 Forward primer: 5'CCGGGCTTTATTCCTGGCT 3, Reverse primer. 5
TTTCCAGTACAACCCTCCGCT3' (Suprunova et al. 2007).

4.11. Ertékelés
A kapott eredményeket a MxPro QPCR Software (Agilent Technologies) segitségével
értékeltiik. Az eredmények (5. abra) kiértékelésénél a kontroll és kezelt névények alpha-

tubulin/Hsdr4 fluorescencia értékét szamoltuk ki Excel program segitségével. A kapott

eredményeken végiil korrelacidanalizist végeztiink.
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5. abra: A QPCR reakcio eredménye (Mx3000P qPCR System (Agilent
Technologies) Real-Time PCR késziilék, MxPro QPCR Software (Agilent
Technologies)
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5. EREDMENYEK

A kisérletekbe vont sorarpa fajtak szantofoldi szarazsagtiirésének meghatarozasat a 2011 évi
termésadatokra alapoztuk. A tajtorzskisérletben beallitott kisparcellas 4 ismétléses szant6foldi
kisérleti terméseredmények alapjan a humidabb és aridabb teriileteken kapott termésadatok
felhasznalasaval becsiilhet6 a fajtdk szarazsagtiirése. A kisérletek Téaplanszentkereszten,
Mosonmagyardvaron, Keszthelyen, Karcagon, Eszteragon, Szegeden, Szarvason, Putnokon ¢és
Szarvason folytak (6.abra), illetve Taplanszentkereszten kiszaritdo agrotechnikaval és késoi

vetésben is bedllitottak a fajtakisérletet. A szant6foldi szarazsagtiirés adatokat a Gabonakutato

Kht. névénynemesitdje bocsatotta rendelkezésiinkre.
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6. abra: A kisparcellas szantofoldi kisérletek helyszinei

A laboratoriumi ndvényélettani vizsgalatok elvégzéséhez szintén a 2011 évi terméseket
hasznaltuk fel. Az é¢lettani vizsgalatok soran mértilk a novények gyokér- és levélhosszat,

gyokér- és levéltomegét valamint a prolin és oldhato cukortartalmat mind a kontroll mind a

kezelt (PEG4000) mintdk esetében.
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5.1. A gyokérhossz és gyokértomeg valtozasa PEG kezelés hatasara

A szakirodalombol ismert, hogy a szarazsag érzékelése a gyokérben is megtorténik. Az itt
termelddé abszcizinsav (ABS) lokdlisan serkenti a gyokér ndvekedését, a hajtasba
transzportalodva (Schachtman és Goodger 2008). Tovabba a ndvények egyik szarazsag-
elkeriilo stratégiaként mélyrehatd, vastag gyokérzetet kifejlesztenek, mellyel mélyebb
rétegekbe eljutva kompenzaljak a vizhianyt (Tari és mtsai 2003). Az eredményeink alapjan a
gyokér novekedése a 2 napos vizelvond kezelés hatasara csokkent, csak egyetlen fajtanal
(Xanadu) tapasztaltuk az ellenkez6jét (7. abra). A gydkerek nedves tomege is csokkent
kezelés hatdsara (2. tablazat). Mindkét ndvekedési bélyeg esetében a csokkenés szignifikans
volt a 22 fajtara vonatkoztatva. A gyokérhossz esetében SzD.py,=0,03, gyokértomeg esetében
az Osszefiiggés még szorosabb, SzD.py,=2,96E-11 (3. tablazat). A borsok PEG oldattal torténd
kezelését kovetden (Iszdlyné, 2007) stressz hatasara a gyokérhossz nagyobb mértéki
csokkenése tapasztalhatd. Skribanek (2008) a sorarpa fajtak szarazsag stressz reakcidjanak
vizsgalata soran szintén a gyoOkérhossz és gyokértomeg csokkenését tapasztalta kezelés

hatasara.

Gyokérhossz

¥ Kontroll

M Kezelt (PEG)

H (2} )] ~ 0o ©
1

7. abra: A gyokérhossz valtozasa PEG kezelés hatasara (n=4)
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q Kontroll névények Kez..e IJE (PEG)
Kezelés LT novények

Fajtasor gybkértomege (g) gyokértomege (g)
1. Mandolina 2,969+ 2,415 2,101+ 0,788
2. GKS 9413 3,183+ 2,56 2,253+ 0,824
3. GK Habzo 3,67+ 2,385 2,631+ 0,694
4. GKS 903 3,3+ 2,042 2,309+0,666
5. Tatum 3,47+2,201 2,302+0,778
6. Grace 2,587+2,335 1,789+0,896
7. GKS 902 3,47+2.874 2,629+0,729
8. Tocada 3,462+2,547 2,475+0,706
9. GKS 901 4,178+2,493 2,766+0,941
10. Chill 3,853+2,951 2,691+0,947
11. Xanadu 3,464+2,915 2,465+0,966
12. KH Lédi 3,902+3,169 2,759+1,035
13. Quench 3,8+ 3,348 2,693+1,174
14. KH Andrea 2,94+ 2,656 2,107+0,921
15. Scarlett 4,335+3,329 3,052+1,039
16. Bojos 3,551£3,062 2,551+1,007
17. Marthe 2,88+2,497 1,936+1,003
18. Explorer 3,354+2.940 2,578+0,759
19. KH Lilla 3,863+2,865 2,822+0,722
20. Pasadena 3,567+ 3,101 2,616+ 0,957
21. Mauritia 3,396+3,450 2,571£1,135
22. KH Szinva 3,901+ 3,468 2,815+ 1,160

2. tablazat: A gyokértomeg (g) valtozasa PEG kezelés hatasara (n=4)

Gyokérhossz Gyokértomeg
Kezelt Kezelt
Kontroll (PEG) Kontroll (PEG)
atlag 8,431 7,707 3,506 2,496
SZOras 1,627 1,183 2,801 0,903
SZD py 0,029953 2,96E-11

3. tablazat: Gyokérhossz és gyokértomeg valtozasa PEG kezelés hatasara
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5.2. A levélhossz és levéltomeg valtozasa PEG kezelés hatasara

Az eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a levelek hossza is minden fajtanal csdkkent (8.
abra) vizelvonoé kezelésre. A 22 kontroll fajta dsszesitett levélhossza atlagban 17,71 mm volt,
mig PEG-gel kezelteké 15,69 mm (SzD.py,=1,45E-10) (4. tablazat). A levél tomegek esetében
is csokkenést tapasztaltunk (9. abra) a kontroll novények atlaga 1,69 g volt, mig PEG-gel
kezelteké 1,22 g volt (SzD.py,=3,57E-19) (4.tablazat). Mindkét novényélettani bélyeg
esetében a csokkenés szignifikans volt. A levél és gyokér hosszlisag csokkenésének mérteke
stressz kezelés hatasara kozel azonos (gyokér: 92%, levél: 89%) azonban a stresszelt
novények levél tomege a 72%-ara csokkent, mig a gydkerek tomegcsokkenése aranyos a

hosszusag csokkenésiikkel (89%). A hajtas gyokér arany stressz kezelésre csokken.

Levélhossz

 Kontroll

M Kezelt (PEG)

8. abra: A levélhossz valtozasa PEG kezelés hatasara (n=4)
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Levéltomeg

= Kontroll

Kezelt (PEG)

9. abra: A levéltomeg valtozasa PEG kezelés hatasara (n=4)

Levélhossz Levéltomeg
Kezelt Kezelt
Kontroll (PEG) Kontroll (PEG)
atlag 17,710 15,691 1,691 1,216
szoras 1,391 1,6810 0,155 0,196
SZD po 1,45E-10 3,57E-19

4, tablazat: Levélhossz és levéltomeg valtozasa PEG kezelés hatasara
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5.3. A Prolin-tartalom valtozasa PEG kezelés hatasara

Az arpafajtak prolin-reakcidjat mutatja az 10. abra kontroll és stressz koriilmények kozott.
Prolin nagymértékii felhalmozddasa kovetkezik be a novények vizhianya esetén (Galiba
2000), melyet méréseink is alatamasztanak, akar tizszeres prolintartalom novekedés is

bekodvetkezik a PEG stressz hatasara.
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10. abra: A prolin-tartalom valtozasa PEG kezelés hatasara (n=4)

Prolin-tartalom

Kontroll Kezelt (PEG)
atlag 26,080 114,609
sz0ras 14,809 54,315
SZD po, 7,19E-13

5. tablazat: Prolin-mennyiség valtozasa PEG kezelés hatasara

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a prolintartalom ugyan minden fajtanél

szignifikansan (SzD.py,=7,19E-13) (5. tablazat) novekedett kezelés hatisara, ugyanakkor a

novekedés mértékében egyes fajtdknal nagy eltérést tapasztaltunk. A GKS 903 és 9413
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nemesitési vonalnal, nagyon nagyardnyu, mig a KH Andrea és Grace fajtaknal kisebb aranyu
novekedést tapasztaltunk (2-3-szoros). A prolin felhalmozodas mértékébél a novények

szarazsagtird képességére lehet kovetkeztetni (Sinha 2006).

5.4. Az Oldhaté cukor-tartalom valtozasa PEG kezelés hatasara

A vizelvonds hatdsara a ndvényeknél ndvekszik a cukortartalom (pentdzok, hexosok,
szacharoz) (Kerepesi 2000). Kisérleteinkben a cukortartalom atlagosan a PEG oldatban nevelt
novényeknél 2494 ng/g-al szignifikansan (SzDpy=1,77E-21) ndvekedett (6. tablazat). A fajtak
¢s vonalak e tekintetben is kiilonb6z6é mértékben mutattak valtozast (11. dbra). Legkevésbé
novekedett a cukortartalom az Explorer (164%) és Kh Lilla (154%) fajtakban, mig a GK

Habzo 280%-kal a GKS 903 vonal 282%-kal novelte stressz hatasra a cukor koncentraciojat a

levelekben.
Oldhato cukor-tartalom
8000
7000
2
=
§ m Kontroll
M Kezelt (PEG)

11. abra: Az oldhaté cukor-tartalom valtozasa PEG kezelés hatasara (n=4)

Oldhat6 cukor-mennyiség

Kontroll Kezelt (PEG)
varhato értek 2114,065 4608,210
szoras 712,824 2219,136
SZD pos 1,77E-21

6. tablazat: Az oldhaté cukor-mennyiség valtozasa PEG kezelés hatasara
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5.5. A Hsdr4 expresszidjanak valtozasa PEG kezelés hatasara

Az arpa szarazsagtirésében szerepet jatszé gén a Hsdrd gén expresszidjaban kiilonbség

figyelhetd meg a szarazsagstresszre érzékeny ¢és tolerans arpa genotipusok kozott. (Suprunova
2007).

Fajtasor atlag szoras Alf .
tol%

1. Mandolina * 1,030 0,108 25,4
2. GKS 9413 1,126 0,052 14,5
3. GK Habz6 * 0,989 0,029 18,8
4, GKS 903 * 0,926 0,021 7,6
5. Tatum 1,049 0,032 -2,9
6. Grace 1,071 0,079 -14,7
7. GKS 902 1,019 0,024 5,2
8. Tocada 1,164 0,142 -7,9
9. GKS 901 1,051 0,067 0,8
10. Chill 1,107 0,160 3,6
11. Xanadu 1,053 0,125 2,3
12. KH Lédi 1,094 0,119 -14,1
13. Quench 1,120 0,137 -9,1
14. KH Andrea * 1,008 0,088 12,2
15. Scarlett 1,054 0,176 2,3
16. Bojos 1,126 0,179 -8,1
17. Marthe * 1,015 0,228 17,4
18. Explorer 1,271 0,052 -1,9
19. KH Lilla 1,216 0,216 -18,7
20. Pasadena 1,183 0,192 3,3
21. Mauritia 1,161 0,062 -20
22. KH Szinva 0,968 0,144 -15,8
atlag 1,093 0,111 0,009

7. tablazat: A Hsdr4 expressziojanak novekedése PEG kezelés hatasara (n=4)

( *: szarazsagtlird fajtak)
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Hsdr4 expesszidja
Kontroll Kezelt (PEG)
atlag 1,0287 1,1017
szOras 0,1456 1,1017
SZD pos 0,00515

8. tablazat: A Hsdr4 expresszidjanak valtozasa PEG kezelés hatasara

Eredményeink alapjan megallapithato, hogy a Hsdr4 egy induktiv gén. A vizsgalataink soran
azt tapasztaltuk, hogy atlagosan ~10 %-al n6tt a Hsdr4 génexpresszios szintje szarazsagstressz
hatasara. Az adatok tovabbi elemzése azt mutatja, hogy a Hsdrd gén legkevésbé
expresszalodott a szarazsagot tolerald fajtdkban. Valdsziniisithetjiik, hogy az altalunk
jellemzett szarazsagtlird fajtakban nem ez a gén biztositotta a szarazsdggal szembeni
védekezést és az alkalmazott szarazsag stressz nem érte el azt a mértéket, hogy a Hsdr4 gén
bekapcsoljon (7. tablazat). Jol lathaté, hogy a szarazsagtiirésre ¢érzékeny fajoknal
szignifikansan nétt a Hsdr4 expresszidja, a szdrazsagot jobban tolerald fajtadknal viszont alig
valtozott, esetenként csokkent a Hsdr4 mennyisége, feltételezhetéen azért, mert nem kapcsol

még be a gén, vagyis a ndvény mas védekezési mechanizmusokat alkalmazott.

5.6. Osszefiiggés vizsgalatok

A novekedési €s élettani paramétereket a szant6foldi kisparcellas tajtorzskisérlet alapjan
szamolt szantofoldi szarazsagtiiréssel korrelaltattuk (9. tdbldzat). A novények novekedési
paraméterei a 22 fajtdra Osszefliggést mutattak a szant6foldi szérazsagstressz tiird
képességgel. A jo kezdeti fejlodést mutatd fajtak a szdrazsagtiirés tekintetében is elényben
voltak a kisebb gyokér ¢és levél hosszusagot elérd fajtdkkal szemben, szignifikans
Osszefliggést mutattak a kontroll novények gyokér €s levélhosszdban. A gydkértomeg és
levéltomeg valtozasa gyenge (pl. PEGGYH) vagy kozepesen szoros (pl. PEGLT)
kapcsolatban volt a szant6foldi szarazsagtiiréssel. A kezelés hatasara bekovetkezd élettani
valtozasok - oldhat6 cukor és prolin tartalom — kisérletiinkben nem jellemzik a fajtak
szarazsagtiirését, annak ellenére sem, hogy a prolin és a cukor koncentraciéo is né PEG
jelenlétében az Osszes fajta atlagdban. A prolin tartalom ndvekedése, inkabb a stressz
jelenlétének kimutatdsdra mintsem az egyes egyedek, fajtdk kozotti szarazsagstressz

tolerancia kiilonbség mérésére alkalmas.
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Szantofoldi

szarazsdagtiirés
(AIf . tol%)
KGYH -0,439
PEGGYH -0,497
AgyhK-PEG -0,110
AgyhK/PEG -0,030
KLH -0,416
PEGLH -0,422
ALHK-PEG -0,073
ALhK/PEG -0,008
KGYT 0,211
PEGGYT -0,235
AgytK-PEG 0,395
AgytK/PEG 0,364
KLT 0,0246
PEGLT -0,531
AgLTK-PEG 0,320
ALtK/PEG 0,387
KSZ -0,032
PEGSZ 0,250
AgSzTK-PEG 0,277
ASzK/PEG -0,257
KP 0,188
PEGP 0,200
AgPK-PEG 0,180
APK/PEG 0,029
HSDR4% -0,426

9. tablazat: Az élettani paraméterek korrelacioja a szantofoldi szarazsagtiiréssel

Magyarazat: Py 19,-0,35
Po,0506=0,41
P0,01%6=0,52
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Hsdr4 expresszidja

KGYH 0,201
PEGGYH 0,295
KLH 0,0515
PEGLH 0,168
KGYT -0,350
PEGGYT -0,082
KLT -0,517
PEGLT 0,107
AgLTK-PEG -0,540
ALTK/PEG -0,522
KSzZ 0,356
PEGSZ -0,238
AgS7TK-PEG -0,407
ASZTK/PEG 0,503
KP -0,110
PEGP -0,004

10. tablazat: Az élettani paraméterek korrelacidja a Hsdr4 gén expresszidjaval

Magyarazat: P 19-0,35
Po,05%=0,41
P0,01%=0,52

A Hsdr4 gén expresszid valtozas korrelacodjat az élettani paraméterekkel a 10. tablazat
mutatja. A sorarpa levél és gyokérnovekedése és a Hsdrd expresszidja kozott nincs
osszefliggés. Kontroll novények oldhato cukor-tartalma, a kontroll és kezelt novények oldhato
cukor-tartalmanak kiilonbsége, a kontroll és kezelt novények oldhaté cukor-tartalmanak
aranya mutat Osszefliggést. A cukortartalom stresszhatasra bekovetkezd ndovekedése és a
génexpresszio pozitiv korrelacioja (r=0,5) alapjan azt feltételezziik, hogy a cukorkoncentracio
novekedése az ozmotikus stressz kivédése mellett a génexpresszid energiaigényét fedezi.

A széarazsagtliréssel 0sszefiiggd paraméterek 0sszevonasaval — PEG kezelt novények gyokeér-
¢és levélhosszasaga, Hsdrd gén relativ expresszalddasa - tolerancia indexet készitettiink,
melynek Osszefiiggése a szant6foldon mutatott szarazsagtiiréssel r=0,62, azaz 0,01%-on
szignifikans (11. tdblazat). A tolerania index a fajtak standardizalt teljesitményének Osszege.
A 12. 4dbran lathato, hogy az igy nyert index alapjan jol elkiilonithetdk a szarazsagot jol tiird

¢s arra érzékeny fajtdk. Az 4bra jobb also sarkdban taldljuk azokat a fajtakat €s vonalakat,
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amelyek a szarazsagtiiroknek tekinthetok, a bal felsé sarokban pedig azokat amelyek
szarazsagstresszre érzékenyek. A szantofoldi szarazsagtiirésre torténd szelekcioban a
tolerancia index alkalmas lehet a nemesitési vonalak elészelekcidjara, igy mar csirandvény

korban a szélsdségesen vizigényes vonalak kisziirhetok.

Alf . tol% Tolerancia index

Alf . tol% 1 -0,62
Tolerancia index -0,62 1

11. tablazat: Tolerancia index korrelaciéanalizise a szantofoldi szarazsagtiiréssel.

y =-0,0088x + 8E-05
ToIeranC|a index R=0,62
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5. abra: A szarazsagtiiréssel osszefiiggé paraméterek tolerancia indexe
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6. KOVETKEZTETES, MEGVITATAS

A munkank sordn arra kerestiikk a valaszt, hogy az altalunk vizsgalt ndvényélettani
paraméterek: gyokér és levélhossz, gyokér és levél nedves tomeg, prolin valamint oldhaté
cukor-tartalom, illetve a Hsdrd expresszids szintje milyen valtozast mutat szarazsagstressz
(kezelés PEG4000 20%-os oldataval) hatasara.

A gydkérhossz és gyokértomeg esetében azt tapasztaltuk, hogy mind a 22 rendelkezésiinkre
allo fajtanal szignifikans csokkenést mértiink a kezelés hatasara.

A levélhossz ¢és levéltomeg szarazsagstressz hatasara szignifikdns csokkenés mutatott. A
kontroll névények gyokérhossza PEG kezelés hatdsara atlagosan 2,02 mm-rel csokkent, a
levelek tomege pedig 0,47 g-al. A szakirodalomban olvashaté adatoknak megfeleléen
vizhidny jelenlétekor mi is prolin-tartalom novekedését kaptuk eredményiil. A kezelés
hatasara ugyan mind a 22 arpafajtanknal szignifikéns (5. tdblazat) novekedést észleltiink, de a
novekedés mértékében az egyes fajtak olykor jelentds kiilonbségeket mutattak. A szant6foldi
szarazsagtiiréssel azonban nem tudtunk Osszefiiggést kimutatni a PEG-gel kezelt novények
prolin-tartalmaban.

Kerepesi (2000) szerint vizelvonas hatdsara novekszik a novények a cukortartalma. Méréseink
eredményei azt mutatjak, hogy szarazsagstressz hatasara a cukortartalom a PEG oldatban
nevelt novényeknél szignifikansan (6. tablazat) nétt. A fajtdk és vonalak e tekintetben is
kiilonb6zé mértékben mutattak valtozast. A szant6foldi szérazsagtiiréssel azonban itt sem,
viszont a Hsdr4 gén expresszigjaval kozepesen szoros Osszefliggést mutat a stresszelt
ndvényekben bekdvetkezd cukortartalom novekedés mértéke.

Egy az irodalom altal javasolt gén (Hsdr4) szerepét vizsgaltuk a szarazsagtlirés kialakitasaban.
Kérdésiink az volt, vajon lehetne-e ezt a gént markerként hasznédlni a szarazsagtiirés
fokozasara iranyuld nemesitési kisérletekben. A génkifejez6dés mértékének megallapitasa
soran azt tapasztaltuk, hogy atlagosan kb. 10 %-kal nétt a Hsdrd gén expresszids szintje
szarazsagstressz hatasdra a szantofoldi szarazsagtiirés tolerancia indexe alapjan szarazsagra
érzékeny fajtaknal, mind példdul KH Lilla, vagy a Bojos. A szantofoldi szarazsagtiirés
tolerancia indexe alapjan szarazsagtiironek itélt fajtaknal, mind példaul a GKS 903 és a GK
Habz6 fajtaknal a génexpresszid nem vagy alig nétt (7. tdblazat). Feltételezéseink szerint, e
fajtak esetében a gén aktivalodasahoz nagyobb mértékli szarazsag, vagy hosszabb ideig tarto
stressznek kellett volna jelen lenni. Helyette mas ndvényélettani mechanizmusok aktivalodtak.

Tehat ez a gén a vizsgalt fajtdk esetében egyértelmlien nem hasznalhaté a szarazsagtiird
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képesség jellemzésére, de egy szenzitiv fajtandl alkalmas lehet a szdrazsag mértékének
jellemzésére.

Osszességében elmondhatd, hogy noha a Hsdr4 mint marker, a fajtak kozotti szelekciora
onmagaban kevésbé alkalmas, ugyanakkor a kornyezeti jellemzésre, illetve a stressz
érzékenység mértékének a megallapitdsara a szdrazsagsresszre ¢érzékeny fajtdknal
alkalmasnak tekintetd. Mindezt alatamasztja az is, hogy a Hsdr4 expressziojanak valtozasa és
a szantofoldi szarazsagtiirés kozott 0sszefliggés mutathatd ki (8. tablazat).

Vizsgalataink alapjan elmondhatd, hogy a molekularis bioldgiai mérések (Hsdr4
génexpresszioja) IS alkalmasak a koztermesztésben 1évé fajtak eldszelekcidjara, egylitt a

novényélettani bélyegekkel.
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